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RESUMO

CASTRO, Veronica_Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2024. ALTERACOES PROLIFERATIVAS E NEOPLASICAS EM FEMEAS
CANINAS E SRPKS (SERINE/ARGININE SPECIFIC-PROTEIN KINASES) EM
GLANDULAS MAMARIAS . Orientadora: Emily Correna Carlo Reis. Coorientadores:
Fabricio Luciani Valente e Gustavo Costa Bressan.

As neoplasias mamarias sdo o tipo de cancer mais frequentemente diagnosticado
em mulheres e cadelas. Os tumores mamarios espontaneos em cadelas séo
considerados modelos valiosos para o estudo do cancer de mama humano, devido
as diversas semelhancas observadas entre as neoplasias mamarias nas duas
espécies. Alteracdes proliferativas, como a hiperplasia mamaria, sdo comuns em
glandulas mamdrias macroscopicamente saudaveis de cadelas com tumores,
seguindo um padrao morfoldégico semelhante ao observado em humanos, onde
essas alteracbes sdo reconhecidas como fatores de risco para o cancer de mama.
Além das similaridades morfolégicas, pesquisas tém destacado semelhangas
moleculares entre as neoplasias mamarias humanas e caninas, incluindo a
expressao das proteinas SRPKs. Essas proteinas, envolvidas no splicing alternativo,
conferem plasticidade celular as células tumorais, permitindo a producdo de
isoformas proteicas que favorecem o crescimento tumoral e a disseminacéo
metastatica. Para explorar melhor o papel dessas alteracbes nas neoplasias
mamarias, este estudo inclui duas abordagens: uma analise da ocorréncia de lesdes
proliferativas em glandulas mamarias macroscopicamente saudaveis de cadelas
com céancer de mama e uma revisao sistematica sobre a relagdo das proteinas
SRPKs com tecidos mamarios saudaveis e tumorais. Foi observada uma alta
ocorréncia de hiperplasia mamaria em glandulas saudaveis de cadelas com cancer,
enquanto, em cadelas sem tumores, as glandulas permaneceram
predominantemente normais. Isso sugere que alteragdes proliferativas, como a
hiperplasia sem atipia, podem estar associadas a uma predisposicao ao
desenvolvimento de tumores mamarios, especialmente em fémeas nao castradas. A
revisdo sistematica destacou que as SRPKs desempenham papéis centrais em
redes moleculares complexas, envolvendo processos prdé-oncogénicos como
resisténcia a apoptose, adaptagéo a hipdxia, crescimento tumoral e metéstase. Sua
superexpressao esta fortemente associada a neoplasias mamarias, principalmente
ao cancer de mama triplo-negativo (TNBC), correlacionando-se a pior prognéstico e
resisténcia a quimioterapicos. A inibicdo dessas proteinas mostrou potencial para
reverter resisténcias, promover apoptose e reduzir taxas de metastases. Esses
achados



reforcam a relevancia de estudos morfolégicos e moleculares para compreender
melhor as alteragcdes associadas ao desenvolvimento e progressdo de tumores
mamarios em cadelas. Além disso, destacam a necessidade de desenvolver
compostos especificos para inibir o splicing alternativo aberrante promovido pelas
SRPKs, com potencial para seu uso como marcadores tumorais e alvos terapéuticos
no tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: hiperplasia mamaria; splicing alternativo; cancer de mama; glandula
mamaria; cancer de mama triplo negativo.



ABSTRACT

CASTRO, Verbnica Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2024. PROLIFERATIVE AND NEOPLASTIC CHANGES IN FEMALE CANINES
AND SRPKS (SERINE/ARGININE SPECIFIC-PROTEIN KINASES) IN MAMMARY
GLANDS. Adviser: Emily Correna Carlo Reis. Co-advisers: Fabricio Luciani Valente
and Gustavo Costa Bressan.

Mammary neoplasms are the most commonly diagnosed type of cancer in women
and bitches. Spontaneous mammary tumors in bitches are considered valuable
models for studying human breast cancer due to the various similarities observed
between mammary neoplasms in both species. Proliferative changes, such as
mammary hyperplasia, are common in macroscopically healthy mammary glands of
bitches with tumors, following a morphological pattern similar to that observed in
humans, where these changes are recognized as risk factors for breast cancer. In
addition to morphological similarities, research has highlighted molecular similarities
between human and canine mammary neoplasms, including the expression of SRPK
proteins. These proteins, involved in alternative splicing, provide cellular plasticity to
tumor cells, allowing the production of protein isoforms that promote tumor growth
and metastatic spread. To better explore the role of these changes in mammary
neoplasms, this study includes two approaches: an analysis of the occurrence of
proliferative lesions in macroscopically healthy mammary glands of bitches with
breast cancer, and a systematic review on the relationship of SRPK proteins with
healthy and tumor tissues. A high occurrence of mammary hyperplasia was observed
in healthy glands of bitches with cancer, while in bitches without tumors, the glands
remained predominantly normal. This suggests that proliferative changes, such as
hyperplasia without atypia, may be associated with a predisposition to the
development of mammary tumors, especially in unspayed females. The systematic
review highlighted that SRPKs play central roles in complex molecular networks,
involving pro-oncogenic processes such as resistance to apoptosis, adaptation to
hypoxia, tumor growth, and metastasis. Their overexpression is strongly associated
with  mammary neoplasms, particularly triple-negative breast cancer (TNBC),
correlating with worse prognosis and resistance to chemotherapy. Inhibition of these
proteins showed potential to reverse resistance, promote apoptosis and reduce
metastasis rates. These findings reinforce the relevance of morphological and
molecular studies to better understand the alterations associated with the
development and progression of mammary tumors in bitches. Additionally, they
emphasize the need to develop specific compounds to



inhibit the aberrant alternative splicing driven by SRPKs, with potential for their use
as tumor markers and therapeutic targets in breast cancer treatment.

Keywords: mammary hyperplasia; alternative splicing; breast cancer; mammary
gland; triple-negative breast cancer.
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1. INTRODUCAO GERAL

O céancer de mama é a neoplasia mais frequentemente diagnosticada em
mulheres em todo o0 mundo, com mais de 2,2 milhdes de novos casos e mais de
680.000 mortes registradas em 2020 (Sung et al., 2021). Da mesma forma, os
tumores mamarios sao a neoplasia mais comum em cadelas n&o castradas,
respondendo por até 70% de todos os tumores caninos (Queiroga et al., 2011).
Conquanto o cancer de mama seja frequente em mulheres, comparativamente, a
incidéncia em cadelas é trés vezes maior (Nardi e Dalek, 2016).

As neoplasias mamarias caninas apresentam-se comumente como nodulos
circunscritos com tamanho, consisténcia e mobilidade variaveis e, ainda, podem
estar associadas a ulceragdes cutaneas e reacdes inflamatérias locais (Cassali et
al., 2011).

Estas neoplasias acometem principalmente fémeas caninas de meia-idade a
idosas, com faixa etaria entre 7 e 12 anos, com maior ocorréncia nas racas Poodle,
Dachshund, Yorkshire Terrier, Cocker Spaniel, Pastor Alemao, Boxer, Fox Terrier,
além dos animais sem raga definida (Nardi e Dalek, 2016).

Sabe-se que as alteracbes proliferativas sao frequentes em glandulas
mamarias macroscopicamente saudaveis de caes com neoplasias mamarias
(Ferreira et. al, 2012).

Segundo o Consenso para o Diagnédstico, Prognéstico e Tratamento de
Tumores Mamarios Caninos (2011) existem trés tipos distintos de alteragbes
hiperplasicas caninas, sendo estas a hiperplasia ductal (HD), hiperplasia lobular (HL)
e adenose. A hiperplasia epitelial pode surgir nos ductos extralobulares, denominada
hiperplasia ductal, ou nos ductos intralobulares, denominada hiperplasia lobular. A
HD corresponde a proliferagdes caracterizadas por projecées supranumerarias de
células epiteliais, que sdo morfologicamente semelhantes as células normais do
ducto, com leve pleomorfismo nuclear, podendo ser observadas pontes
desorganizadas ou irregulares formadas por proje¢des papilares intraductais. Ja na
HL os nlcleos das células sdo pequenos e redondos, predominantemente
localizados em uma posicédo central, apresentando baixo pleomorfismo e, as vezes,
um unico vacuolo intracitoplasmatico. Essa populagédo uniforme de células ocupa as
unidades acinares, levando ao crescimento dessas unidades. Ainda, a adenose
refere-se a uma alteragdo caracterizada por um aumento do nimero de acinos e
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dilatagdo do ducto intralobular, aumentando assim o diametro geral das unidades
lobulares (Cassali et al., 2011).

Em mulheres a hiperplasia mamaria é reconhecida como um fator de risco
para o cancer de mama (Ellis, 2010). Segundo Ferreira et al. (2012), de maneira
semelhante, as alteragbes no comportamento molecular do epitélio mamario canino
sugeriram que lesdes intraepiteliais ou intraductais (como hiperplasia ductal e lobular
ou carcinoma ductal in situ) representam estagios evolutivos no processo de
progressao neoplasica maligna. Portanto, como existem muitas semelhancas entre
as neoplasias mamarias nestas espécies, discussoes sobre a hiperplasia mamaria
em humanos e cadelas sao pertinentes.

Os tumores mamarios caninos de ocorréncia espontadnea representam um
modelo valioso para investigar diferentes aspectos da biologia do cancer de mama
humano. A doengca em ambas as espécies apresenta semelhancas significativas em
termos de etiologia, classificacdo histopatolégica e patogénese. Além disso,
compartilham importantes mecanismos oncogénicos, como a expressao de HER2 e
a sinalizacao mediada por estrogénio (Gray et al., 2020).

Outras caracteristicas compartilhadas por mulheres e cadelas em relagcao a
neoplasias mamarias incluem a ocorréncia do tumor de forma espontéanea, a idade
de inicio, a etiologia hormonal e o curso semelhante da doenca. Além disso, 0s
fatores que afetam o resultado clinico, incluindo o tamanho do tumor, o estagio
clinico e a invasao linfonodal, além do aspecto histopatoldégico das lesdes, também
sao semelhantes (Abdelmegee e Mohammed, 2018).

Apesar de os dados histopatologicos e morfolégicos serem U(teis na
classificacdo dos canceres de mama humanos, a incorporacdo de informacdes
moleculares obtidas por imuno-histoquimica aprimora a precisdo diagnéstica e
progndstica (Known et al., 2023). Considerando as semelhangas entre as neoplasias
mamarias caninas € humanas, estudos recentes tém abordado as semelhancas
moleculares, destacando uma possivel correspondéncia na expressao das proteinas
SRPKs entre essas espécies.

Estudos prévios que associam a expressdo alterada de proteinas SRPKs
(Serine/arginine  specific-protein  kinases) em neoplasias mamarias humanas
demonstraram que a expressao destas se eleva em tecido mamario neoplasico em
relacdo ao tecido mamario saudavel (Hayes et al, 2007; Li et al., 2014; Lin et al.,
2014).
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A familia SRPK, contendo SRPK1-3, é uma classe de proteinas quinases
predominantemente distribuidas no citoplasma. Seus graus de expressdo e
distribuicdo em diferentes compartimentos celulares variam de acordo com as
mudancas de condicbes, podendo esta proteina catalisar a fosforilagdo de SRs no
citoplasma e no nucleo (Du et al., 2021). Ao fosforilarem as proteinas SR (que
auxiliam na montagem do spliceossomo), as SRPKs atuam na regulacao de eventos
de splicing alternativo e modificacao po6s-transcricional (que remove sequéncias
intrbnicas e une o0s éxons circundantes), sendo responsaveis por originar uma
variedade de proteinas e que, portanto, podem apresentar diferentes propriedades
quimicas e bioldgicas (Pajares et al., 2007). Sabe-se que diversas doengas estédo
relacionadas a desregulacao dessa maquinaria, como € o caso do cancer (Vale,
2017).

A alteragcdo do processo habitual de splicing alternativo em células
cancerigenas resulta na produgcdo de mRNAs que eram inexistentes e/ou na
modificacao entre isoformas de mRNA de tecidos especificos (Pajares et al., 2007).

Sabe-se que células cancerigenas buscam desenvolver mecanismos para
adaptacao ao microambiente. Assim, segundo David e Manley (2010), a plasticidade
celular oferecida pelo splicing alternativo permite que células cancerigenas
produzam isoformas de proteinas que favorecem o crescimento e/ou a disseminagao
tumoral.

Estudos anteriores demonstram que a expressao alterada de proteinas SRPK
em tumores mamarios pode estar associada a um pior progndéstico, favorecimento
de metastases, resisténcia a tratamentos e menor sobrevida (Li, et al. 2014; van
Roosmelen et al., 2015; Wang et al., 2020).

Moreira (2018) observou a eficacia de algumas moléculas sintéticas que atuam
em SRPKs na prevencédo de metastases em camundongos. Siqueira (2018) realizou
um estudo onde verificou o potencial antileucémico de moléculas que atuam em
proteinas SRPKs. Paiva (2022) investigou os efeitos da inibicdo farmacoldgica de
SRPKs (em especial SRPK1) em células de céancer de mama no contexto
antimetastatico in vitro, observando que um dos compostos estudados apresentou
efeitos antimetastaticos e eventualmente inibitérios de SRPK1 intracelularmente.

Assim, segundo Du et al. (2022) projetar drogas que promovem a reversao do
estado de fosforilagdo promovido por estas quinases e suprimir o splicing alternativo
aberrante impulsionado por proteinas SRs € uma estratégia terapéutica promissora.
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Por fim, além de serem utilizadas como modelo animal para estudos sobre
neoplasias mamarias humanas, as cadelas também desenvolvem tumores mamarios
com agressividade clinica e letalidade similares as encontradas em mulheres. Dessa
forma, em ambas as espécies, € essencial identificar fatores progndsticos que
possibilitem a estratificagdo dos pacientes em grupos de maior risco de recorréncia
ou mortalidade, promovendo também o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (Queiroga et al., 2011).

Este trabalho, visando uma melhor compreensao sobre neoplasias mamarias,
apresenta dois estudos referentes ao tema. Um deles aborda a ocorréncia de lesdes
proliferativas de mamas macroscopicamente saudaveis em cadelas com céancer de
mama e o outro corresponde a uma revisao sistematica para elucidar a relacéo das

proteinas SRPKs com o tecido mamario saudavel e/ou neoplasico.
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2. CAPITULO 1

ALTERACOES PROLIFERATIVAS EM GLANDULAS MAMARIAS
MACROSCOPICAMENTE SAUDAVEIS DE FEMEAS CANINAS COM CANCER DE
MAMA.

CASTRO, Verobnica Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2024. ALTERACOES PROLIFERATIVAS EM GLANDULAS MAMARIAS
MACROSCOPICAMENTE SAUDAVEIS DE FEMEAS CANINAS COM CANCER DE
MAMA. Orientadora: Emily Correna Carlo Reis. Coorientadores: Fabricio Luciani
Valente e Gustavo Costa Bressan.

RESUMO

O cancer é uma das principais causas de mortalidade em humanos e caes. Em
cadelas as lesdes epiteliais ndo neoplasicas, como hiperplasia ductal e lobular, sédo
frequentemente diagnosticadas em glandulas mamarias. Estudos sobre alterac¢des
no comportamento molecular do epitélio mamario nesta espécie sugerem que essas
lesbes podem representar estagios iniciais na progressao para neoplasias malignas.
Assim, diante da possibilidade de altera¢des proliferativas mamarias evoluirem para
cancer, é essencial investigar sua ocorréncia, a fim de orientar o tratamento
adequado e promover a prevengédo do cancer de mama em cadelas. Este estudo
tem como objetivo identificar a presenca de alteragdes histolégicas proliferativas em
glandulas mamarias macroscopicamente saudaveis de cadelas com cancer de
mama e compara-las com glandulas de cadelas n&o oncoldgicas. Para isso, foram
coletadas amostras dos maiores nodulos mamarios e de glandulas mamaéarias
macroscopicamente normais de cadelas submetidas a mastectomia terapéutica,
além de amostras de glandulas saudaveis de pacientes que ndo possuiam cancer
de mama. Todas as amostras passaram por analise histopatoldgica, e as alteracdes
proliferativas foram avaliadas em relacdo a fatores clinicos, reprodutivos e
oncoldgicos. Os resultados revelaram uma alta ocorréncia de hiperplasia mamaria
em glandulas macroscopicamente saudaveis de cadelas com tumores mamarios,
presente em 76,4% dos casos. Em contrapartida, em cadelas sem cancer, as
glandulas mamarias permaneceram majoritariamente histologicamente normais,
indicando que alterac6es proliferativas, como a hiperplasia sem atipia, podem estar
associadas ao desenvolvimento de tumores mamarios. Além disso, a hiperplasia
mamaria foi mais frequente em cadelas com cancer de mama que n&o haviam sido
castradas. Esses achados sdo particularmente relevantes para a abordagem das
neoplasias mamarias em cadelas, uma vez que a espécie possui cinco pares de
glandulas mamarias. A escolha entre cirurgia local ou radical deve considerar essas
alteragdes proliferativas, com o objetivo de prevenir o desenvolvimento de tumores
malignos.
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2.1 INTRODUCAO

O cancer é um grupo heterogéneo de doengas caracterizadas por uma
proliferacdo descontrolada de células anormais que podem se espalhar para os
tecidos circundantes, sendo uma causa comum de morte em humanos e caes
(Vasquez et al., 2023). Ainda, a mortalidade associada ao cancer de mama tanto em
mulheres quanto em cadelas justifica a preocupacdo dos médicos e médicos
veterinarios quanto a precisdo diagnéstica e as estratégias terapéuticas para essa
doenca, reforcando ainda a necessidade de mais pesquisas nesta area.

A avaliagéo clinica de cades com tumor de mama envolve o histérico clinico
completo e o exame fisico, através do qual é possivel detectar nédulos Unicos ou
multiplos nas glandulas mamarias durante a palpagéo dos cinco pares de glandulas
mamarias (Cassali et al., 2020). Segundo a “American Animal Hospital Association”
(AAHA) (Biller et al., 2016) para observar o estagio clinico associado a neoplasias
mamarias devem ser feitas: citologia, que auxilia na distincao de tumores benignos e
malignos (através da puncédo aspirativa por agulha fina - PAAF do tumor),
radiografias de térax em trés projecdes radiograficas e PAAF do linfonodo regional.
O exame histopatologico é o padrao ouro para a identificacdo de ndédulos, sendo
fundamental para o diagnostico definitivo. Além disso, neoplasias mal diferenciadas
sao dificeis de distinguir de outros tumores, e a imuno-histoquimica auxilia nesta
diferenciacdo, bem como na determinacdo da natureza e origem da neoplasia

nesses tipos de casos (Kumbhani et al., 2022).

Sao diversos os tipos histologicos de neoplasias mamarias e estudos
evidenciam que seu tratamento precoce é o principal fator para um bom prognéstico
(Biller et al., 2016; Kumbhani et al., 2022).

A classificagdo histolégica de tumores mamarios caninos envolve lesdes
epiteliais ndao neoplasicas (como hiperplasia ductal, hiperplasia lobular, adenose,
ectasia ductal, lesbes de células colunares, alteragbes proliferativas com atipia
celular) e neopléasicas (podendo ser tumores benignos ou malignos) (Cassali et al.,
2020).



22

O tratamento de escolha para esta afec¢do € a cirurgia, porém a extensao
desta depende do tamanho e localizagado do tumor, bem como do tipo de drenagem
linfatica da glandula mamaria afetada (LaValle et al., 2012).

Estudos de acompanhamento clinico em mulheres indicaram que as lesdes
proliferativas intraductais estdo associadas a diferentes niveis de risco para o
desenvolvimento subsequente de céncer de mama invasivo, que varia de
aproximadamente 1,5 vezes para hiperplasia ductal usual, 4 a 5 vezes (variagao de
2,4 a 13,0 vezes) para hiperplasia ductal atipica e 8 a 10 vezes para carcinoma
ductal in situ (Ellis, 2010). Segundo Ferreira et al. (2012) as hiperplasias epiteliais
das glandulas mamarias caninas apresentam a mesma organizagao ductal-lobular e
caracteristicas moleculares semelhantes as descritas em lesées humanas. Em
humanos, a hiperplasia do tipo usual € uma lesao associada a um risco aumentado

de posterior desenvolvimento de cancer de mama (Page e Dupont, 1990).

Considerando a possibilidade de alteragbes mamadrias proliferativas se
tornarem neoplasicas, € importante investigar sua ocorréncia para definir
adequadamente o tratamento e para promover a prevencao do cancer de mama em
cadelas. Assim, objetiva-se com este trabalho a identificagdo da ocorréncia de
alteragbes histoldgicas proliferativas em glandulas mamarias macroscopicamente
saudaveis de pacientes com cancer de mama e sua comparagado com as mamas
macroscopicamente saudaveis de pacientes ndo oncolégicos, além de correlaciona-

las com fatores clinicos, reprodutivos e oncolégicos dos pacientes.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Aspectos éticos

O desenvolvimento deste estudo seguiu o Cédigo de Etica Profissional de
Médicos Veterinarios e os Principios Eticos em Experimentagdo Animal. Houve
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Vicosa (UFV) e a pesquisa foi realizada sob o numero de processo 06/2020.

2.2.2 Coleta de material
O material foi colhido de cadeias mamarias de cadelas (Canis lupus familiaris)
com neoplasias mamarias, atendidas na rotina do hospital veterinario da UFV, apds
a realizacdo do procedimento cirargico recomendado para o tratamento da
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neoplasia. Ressalta-se que nenhuma cadela foi submetida a procedimento cirurgico
unicamente com o objetivo de participar deste experimento.

Como em grande parte dos casos de neoplasias mamarias caninas realiza-se a
remocao de toda a cadeia mamaria ipsilateral ou de mais de uma mama, por meio
de mastectomia regional ou unilateral, em um mesmo paciente foram coletados os
tecidos neoplasicos (fragmentos dos tumores) e os tecidos mamarios saudaveis
(porcao da glandula mamaria de aspecto macroscopicamente saudavel).

Todos os animais passaram por avaliagdes clinicas, laboratoriais e de imagem
com o objetivo de minimizar os riscos do procedimento cirurgico, conforme
recomendagdes do médico veterinario responsavel e sem a interferéncia do
pesquisador.

Os responsaveis pelos animais participantes do experimento foram
esclarecidos a respeito da coleta de material e esta foi realizada apenas ap6s o seu
consentimento por escrito, de acordo com o termo de consentimento livre e
esclarecido.

Como grupo controle foram recolhidas amostras de tecido mamario originario
de cadelas que vieram a dbito por causas nao relacionadas a neoplasia mamaria ou
que foram eutanasiadas na rotina do Hospital Veterinario da UFV. Esse
procedimento também foi realizado apenas apés a assinatura do termo de doagéo
do cadaver para utilizacado em pesquisa.

Em resumo, o trabalho foi composto por 3 grupos, sendo um correspondente
as amostras de ndédulos mamarios (amostras do maior nédulo de mama do paciente
com cancer), um de mama macroscopicamente saudavel de pacientes oncoldgicos e
0 grupo controle (mamas macroscopicamente saudaveis de pacientes que vieram a

Obito e que nao possuiam neoplasias mamarias).

2.2.3 Classificacao histopatoldgica

O material fresco, advindo da rotina do hospital veterinario, foi conservado em
formaldeido tamponado a 10% por 48 horas e apés esse periodo foi transferido para
o alcool 70 e processado para sua inclusdo em blocos de parafina.

Apoés, as amostras foram seccionadas e fixadas em Iaminas de vidro, passaram
por desparafinizacdo e foram coradas com hematoxicilina/eosina.

Entdo, as mesmas foram analisadas, classificadas e graduadas por patologista
veterindrio experiente, de acordo com Cassali et al. (2011), conforme apresentado
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na figura 1.

Figura 1. Exemplos de classificacdes histopatoldgicas encontradas nas amostras.

40000

Legenda: A: ‘gléndula maméria“ normal; B:

grau |. Objetiva de 4x, barra de 100 um. Fonte: arquivo institucional, 2024.

A partir do diagnéstico histopatolégico, foram reunidas no grupo de hiperplasia
todas as amostras diagnosticadas com alteragdes proliferativas (em casos de
aumento da celularidade epitelial ductal com ou sem atipia celular) e definidas como
mamas normais aquelas que nao apresentavam alteragdes proliferativas.

Até o momento ndo existe um sistema de graduacao especifico em relacao
ao cancer de mama em cadelas. Por isso, 0 método de Elston e Ellis, desenvolvido
para cancer de mama humano, foi adotado para classificar tumores mamarios
também nessa espécie. Karayannopoulou et al. (2005) utilizaram esse método em
caes com carcinoma mamario para investigar sua relacdo com o progndstico,
baseando-se em um acompanhamento de 2 anos. Apds esse periodo, observaram
diferengas significativas na sobrevivéncia entre os graus tumorais. Cadelas com
carcinomas de grau lll apresentaram pior prognéstico em comparagdo com aquelas
com tumores de grau | ou Il, sendo que carcinomas indiferenciados (grau IIl)
mostraram um risco de morte 21 vezes maior em relacdo aos casos de carcinomas
diferenciados (graus | e Il). Esses resultados indicam que o sistema de classificagao
humano pode ser eficaz na estratificagdo e previsdo do prognéstico dos tumores
mam@rios caninos (Gray et. al, 2020).

Portanto, a graduacao das neoplasias em cadelas neste estudo foi realizada
de acordo com os critérios descritos por Elston e Ellis (1998). A classificacdo é
baseada na arquitetura do tecido (formacdo tubular), pleomorfismo celular e
contagem de mitoses, sempre considerando areas invasivas para a avaliagao. Esta

classificacao histoldgica é direcionada principalmente a adenocarcinomas invasivos.
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2.2.4 Dados dos pacientes

Os dados referentes aos pacientes (raca, idade, escore corporal, histérico de
utilizacdo de progestagenos, ocorréncia de pseudogestacao, histérico de castracao,
evidéncias de metastases) e resultados dos exames fisicos, clinicos,
ultrassonogréficos e radiograficos (para pesquisa de metastases) foram obtidos por
meio das fichas de atendimento clinico e ambulatorial preenchidas durante os
atendimentos realizados no Hospital Veterinario da UFV.

A classificagdo do TNM foi feita de acordo com Cassali et al. (2020), onde “T”
corresponde a avaliagdo do tumor primario sendo “T1” menor do que 3 cm no seu
maior diametro, “T2” de 3-5 cm no seu didmetro maximo e “T3” maior do que 5 cm;
“N” corresponde a avaliagdo dos linfonodos sendo “NO” sem metastase nos
linfonodos e “N1” com presenca de metastase e o “M” a avaliagdo de metastases
distantes sendo “M0” sem a ocorréncia de metastases e “M1” com a ocorréncia de
metastase). Os estagios sao: | quando T1 NO MO, Il quando T2 NO MO, Il quando T3
NO MO, IV quando o paciente apresentar qualquer T N1 MO e V com qualquer T
qualquer N e M1.

As informagdes sobre o “T” (tamanho do tumor primario) foram extraidas das
fichas de atendimento preenchidas pelos médicos veterinarios responsaveis pelo
caso. As informagbes sobre “N” (metastase em linfonodos) foram encontradas na
descricao do exame fisico (palpacao de linfonodos ou PAAF realizadas em casos de
alteragbes de volume, forma e consisténcia ao exame clinico) também nas fichas de
atendimento. Informacgdes sobre “M” (metastases distantes) foram encontradas da
mesma maneira, por meio de dados sobre exames radiograficos e
ultrassonograficos.

Informacdes sobre o tipo de crescimento da neoplasia (rdpido ou lento) e
namero de nddulos foram extraidas também dos prontuarios de atendimento. Ainda,
o tipo de crescimento foi relatado pelo tutor e 0 nimero de nédulos foi constatado no
exame oncoldgico.

2.2.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o Statistical Analysis System (SAS
OnDemand). As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Shapiro-Wilk
e Bartlett para verificar a normalidade dos erros e a homogeneidade das variancias,
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respectivamente. Sequencialmente, os dados foram submetidos a analise de
variancia, de acordo com o modelo:
Yij =u+ G+ e
Onde: Y;

ij» resposta; u, constante; C;, efeito da classificagdo da glandula
mamaria (Normal ou Hiperplasica); e;;, erro.
As variaveis qualitativas foram dispostas em tabelas de contingéncia e

analisadas pelo teste exato de Fisher. O nivel de significancia adotado foi a = 0,05.

2.3. RESULTADOS
O conjunto de dados foi composto por 64 animais de diferentes ragas (Figura
2), histéricos clinicos (Figura 3), idades e escores corporais (Tabela 1).

Figura 2. Distribuicdo das cadelas participantes do experimento segundo a raga (n =
64).
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Figura 3. Distribuicdo do histérico reprodutivo das cadelas participantes do
experimento (n = 64).
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Tabela 1. Descricdo da idade e escore corporal das cadelas participantes do

experimento.

Variavel Média (DP) Media (11Q-37Q) Minimo Maximo
Idade (anos) 9.8 (3.5) 10 (7 —12) 0.6 17
Escore
3.4 (0.7) 3(3-4) 2 5
corporal

Legenda: DP, desvio padrao; Q, quartil.

Dos 64 animais, 11 eram do grupo controle (correspondente aos animais que
nao possuiam neoplasias mamarias) e 53 do grupo de neoplasia (correspondente
aos animais com nddulos mamarios).

ApoOs as coletas, foram obtidas 121 amostras de: Mamas Macroscopicamente
Saudaveis do Grupo Controle (MMS-GC), cujo n = 11; Mamas Macroscopicamente
Saudaveis de Pacientes com Cancer de mama (MMS-PC), cujo n = 55; e Nédulos de
Pacientes com Cancer (NPC), cujo n = 55.

As mamas macroscopicamente saudaveis (MMS-GC e MMS-PC) foram
divididas em hiperplasicas e normais, ap0ds a realizagdo do exame histopatoldgico.
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Das 11 amostras de MMS-GC, apenas uma (9,1%) apresentava hiperplasia,
enquanto as outras 10 (90,9%) apresentaram-se histologicamente normais. Das 55
amostras de MMS-PC 42 (76,4%) apresentavam hiperplasia e as outras 13 (23,6%)
estavam normais. Ainda, entre as lesdes proliferativas (n=42) encontradas em MMS-
PC apenas uma (2,4%) apresentava atipia celular.

Em relacdo aos NPC foram diagnosticados histopatologicamente 55 nodulos,
sendo 46 (83,4%) neoplasias malignas, 2 (3,6%) neoplasias benignas e as outras 7
amostras (12,7%) eram nao neoplasicas.

Em relacdo aos NPC, dentre as 46 neoplasias malignas: 25 (54,3%) eram do
tipo carcinoma em tumor misto, 6 (13%) do tipo carcinoma sélido, 4 (8,6%)
carcinossarcomas, 4 (8,7%) carcinomas papilares, 2 (4,4%) carcinomas tubulares, 1
(2,2%) hemangiossarcoma, 1 (2,2%) carcinoma de células escamosas, 1 (2,2%)
carcinoma tubular pleomorfico, 1 (2,2%) carcinoma micropapilar e 1 (2,2%)
mioepitelioma maligno. Ainda, as 2 amostras benignas eram do tipo tumor misto
benigno. Os 7 nédulos ndo neoplasicos eram: 3 (42,8%) hiperplasias lobulares, 1
(14,3%) adenose, 1 (14,3%) ectasia ductal, 1 (14,3%) hiperplasia com atipia e 1
(14,3%) hiperplasia sebacea.

A idade foi semelhante entre os pacientes oncoldgicos e nao-oncolégicos,
sendo em média 10 anos. Este indicador também foi semelhante (p > 0,05) entre as
classificacoes de MMS-PC e MMS-GC em saudaveis ou hiperplasicas. Assim,
observou-se que a idade era de 8,9 + 0,07 anos (n = 23) em pacientes com
glandulas mamarias normais e de 10,2 £ 0,5 anos (n = 43) em pacientes com
mamas hiperplésicas.

Apés as analises estatisticas verificou-se que a classificacdo das glandulas
mamarias (MMS-GC e MMS-PC) em histologicamente normais ou hiperplasicas foi
altamente associada ao grupo neoplasico (p < 0,0001). Sendo assim, observou-se
que o0 grupo com neoplasia apresentou maior frequéncia de hiperplasia ao exame
histopatolégico das mamas que macroscopicamente se apresentavam sem
alteracoes em comparagao aos pacientes nao oncolégicos do grupo controle (Figura
4).
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Figura 4. Proporcdo de mamas classificadas histologicamente como normais ou
hiperplasicas de acordo com o grupo (MMS-GC e MMS-PC).
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Legenda: p < 0,0001 pelo teste exato de Fisher.

N&o houve associacéo entre o escore corporal e a classificacao histologica de
MMS-PC em normais ou hiperplasicas (p > 0,05; Figura 5).

Figura 5. Relagéo entre o escore corporal e a classificagdo de MMS-PC (normal ou
hiperplasica).
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Legenda: p = 0.4682 pelo teste exato de Fisher.

As associagdes entre o histérico clinico e classificagdo das MMS-PC em
normais ou hiperplasicas estdo no Figura 6.
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Figura 6. Histérico clinico relacionado a classificagdo das MMS-PC (normal ou

hiperplasica).
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Legenda: Em A, progestagenos (p = 0,3093); Em B, pseudogestagao (p = 0,4175); Em C, castracao

(p = 0,0003). Teste exato de Fisher.

Nao houve associacao (p > 0,05) entre as classificagdes das MMS-PC com o

uso de progestagenos e historico de pseudogestagao (Figura s 6A e 6B). No

entanto, a classificagéo histologica das MMS-PC e MMS-GC em glandula mamaria

normal apresentou maior proporcdo em animais castrados (p < 0,05), conforme

apresentado no Figura 6C.

Todas as neoplasias foram classificadas com base na quantidade de tumores

em multiplas ou unicas. Nao houve associacao (p > 0,05) entre a quantidade de

tumores e a classificacdo das MMS-PC (Figura 7A). Da mesma forma, o tipo de

crescimento do tumor (rapido ou lento) ndo foi associado (p > 0,05) com a
classificacao das MMS-PC (Figura 7B).
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Figura 7. Associacao entre a classificacdo das MMS-PC em normal ou hiperplasica,

a quantidade de tumores e o tipo de crescimento tumoral.
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Legenda: Em (A) quantidade de tumores; Em (B) o tipo de crescimento tumoral (B), p > 0,9999. Teste
exato de Fisher.

Em MMS-PC, considerando a relagdo entre o TNM e as amostras
hiperplasicas (n=42): 17 (40,5%) eram do estagio |, 9 (21,5%) de estagio Il, 10
(23,8%) de estagio lll, 4 (9,5%) de estagio IV e 2 (4,7%) de estagio V.
Estatisticamente, ndo houve associagao (p > 0,05) entre a classificacdo da MMS-PC
em normais ou hiperplasicas e a classificacdo pelo TNM (Figura 8A). Também, ao
considerar a classificacdo do TMN como inicial (TNM | a lll) e avancada (TNM IV e
V) ndo houve associacao com a classificacao das MMS-PC (p > 0,05; Figura 8B).
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Figura 8. Associagao entre a classificagdo das MMS-PC (normal ou hiperplasica) e a
classificacao TNM (I a V ou inicial e avangado).
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Legenda: Em A, a associacdo entre a classificagdo das MMS-PC (normal ou hiperplasica) e a
classificagdo TNM (I a V), p = 0,7148 pelo teste exato de Fisher. Em B, a associacdo entre TNM
(inicial e avancado) e a classificacdo das MMS-PC (normal ou hiperplasica), p > 0,9999 pelo teste
exato de Fisher.

Os tipos histolégicos em as amostras hiperplasicas (n=42) de MMS-PC foram:
35 (76,1%) neoplasias malignas (n=46), 1 (50%) neoplasia benigna (n=2) e 6
(85,7%) eram lesbes nao neoplasicas (n=7). Ainda, as graduacdes neoplasicas
(n=35) em as amostras hiperplasicas foram: 12 (34,3%) de grau |, 11 (31,4%) de
grau ll, 7 (20%) de grau lll e 5 (14,3%) ndo se enquadravam nos critérios de Elston e
Ellis (1998) utilizados para a graduagédo neoplasica. Estatisticamente, a graduacao
(grau 1 a 3) e a classificacdo dos NPC (em benigno/nao neoplasico e maligno) nao
foram associadas a classificacdo histolégica das MMS-PC (p > 0,05; Figura 9A e
9B).
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Figura 9. Associagao entre a classificagdo das MMS-PC (normal ou hiperplasica) e a
graduacdo do tumor ou a classificacdo do nddulo (benigno/ndo neoplasico e

maligno).
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Legenda: Em A, a associacdo entre a classificagdo das MMS-PC (normal ou hiperplasica) e a
graduacéao do tumor (Grau 1 a 3), p = 0,5926; Em B, a associagao entre a classificagao das MMS-PC
(normal ou hiperplasica) e a classificagdo do nodulo (benigno/ndo neoplasico e maligno), p > 0,9999.
Teste exato de Fisher.

Em relacdo ao tamanho dos nédulos das MMS-PC hiperplasicas (n=42): 17
(40,5%) amostras possuiam menos de 3 cm, 14 (33,3%) possuiam entre 3 e 5 cm e
11 (26,2%) eram maiores do que 5 cm. Ja em MMS-PC normais (n=13) o tamanho
dos ndédulos era menor que 3 cm em 4 (30,8%) amostras, entre 3 e 5 cm em 6
(46,2%) amostras e maior do 5 cm em 3 (23%) amostras. Estatisticamente o
tamanho dos tumores, em cm, ndo demonstrou associa¢des entre as classificacdes
das MMS-PC (p > 0,05), sendo 4,45 + 0,92 para glandulas normais (n = 13) e 4,39
0,51 para glandulas hiperplasicas (n = 42).

2.4. DISCUSSAO

A hiperplasia pode ser definida como o aumento no numero de células nao
neoplasicas pela elevagdo da atividade mitética em resposta a estimulos, como
distarbios hormonais ou lesao tecidual (Dalek e de Nardi, 2016).

As lesGes epiteliais ndo neoplasicas, como hiperplasia ductal e hiperplasia
lobular, sdo frequentemente diagnosticadas em glandulas mamarias caninas
(Misdorp et al., 1999).
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Um estudo de Ferreira et al., (2012) demonstrou que em cadelas a hiperplasia
ductal estava associada em 85,21% dos casos de tumores mamarios, e que a
hiperplasia ductal sem atipia foi o tipo de alteracao proliferativa mais frequente. Em
outro estudo, realizado por Wilson (2017), verificou-se que em caes que
apresentavam neoplasias mamarias, 82,40% das mamas sem nodulos palpaveis
apresentaram lesdes ndo neoplasicas, e em apenas 3,4% nao foram observadas
alteragbes no tecido mamario. No presente trabalho, foi avaliada a ocorréncia de
alteracoes proliferativas em glandulas mamarias de aspecto saudavel em pacientes
submetidos a mastectomia para remocdo de neoplasias mamarias. Em
conformidade com o descrito pela literatura, observou-se alta ocorréncia de
hiperplasia mamaria, j& que esta estava associada a 76,4% dos casos. Ainda, a
hiperplasia sem atipia foi o tipo mais prevalente, ja que apenas uma amostra (2,4%)
possuia atipia celular. A partir disso, foram avaliadas as associa¢des das alteragbes
proliferativas com fatores clinicos, reprodutivos e oncoldgicos.

Mouser et al. (2010) detectaram uma prevaléncia de 52% de lesbes
intraepiteliais mamarias espontaneas, incluindo hiperplasia ductal, lesées atipicas e
carcinoma ductal in situ, em um universo de glandulas mamarias de 108 cadelas
sem doenga mamaria clinica, porém as lesées foram categorizadas de acordo com
os critérios para lesbes mamarias intraepiteliais humanas. No presente estudo,
diferente de Mouser et al. (2010), apenas 9,1% das mamas caninas do grupo
controle (formado por pacientes nao oncologicos) apresentavam hiperplasia,
enquanto as outras 90,9% eram histologicamente normais. Assim, observa-se que
as alteragbes proliferativas, como a hiperplasia usual, podem estar diretamente
relacionadas a tumores mamarios, € que o exame fisico pela palpag¢do ou apenas
por meio da avaliacdo macroscépica da glandula ndo tem boa sensibilidade para
deteccdo da hiperplasia. Portanto, estes fatos devem ser considerados quando
realizada a opcéao terapéutica.

Estudos prévios demonstraram que lesdes hiperplasicas sao influenciadas por
hormbnios sexuais, bem como pela exposicdo prolongada a progestagenos
exdgenos administrados para prevencao do estro (Concannon et al., 1980; Ishikawa
et al., 2000; Marinelli et al., 2004). Neste estudo nao foram observadas associacoes
entre as alteracbes hiperplasicas e a utilizagdo de progestagenos. No entanto,
glandulas mamarias normais foram encontradas em maior propor¢cao nos animais

castrados.
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Veronesi et al. (2003) realizaram um estudo onde avaliaram a relacédo entre
lesbes mamarias e pseudogestacdo em cadelas e verificaram que o inicio das
lesbes mamarias (inclusive hiperplasicas) nao foi diferente entre cadelas com e sem
pseudogestacdo. Em nosso estudo, também nao foram observadas associacoes
entre as alteragdes hiperplasicas e a ocorréncia de pseudogestacao.

Neste estudo, observou-se grande variedade de classificagdes histologicas,
porém com maior numero de neoplasias malignas, predominando o carcinoma em
tumor misto seguido do carcinoma sélido. Ferreira et al. (2012) observaram que a
hiperplasia atipica foi mais frequentemente associada a carcinomas mamarios em
oposicao as lesbes hiperplasicas associadas a tumores benignos. Neste trabalho,
nao foram realizadas associagdes entre os tipos de alteragdes proliferativas e as
classificacdes histopatoldégicas dos nodulos. No entanto, ao analisarmos a relacao
entre a classificacdo dos nddulos, em benignos/ndo neoplasicos ou malignos, e a
classificacao histologica das mamas (MMS-PC), em normais ou com hiperplasia, ndo
foram encontradas associacoes.

Segundo Wilson (2017) o tipo e o grau histolégico nao influenciam na
frequéncia de lesbes ndo neoplasicas. Neste estudo também ndo houve associacao
entre a classificacdo da glandula mamaria (normal ou hiperplasica) e a graduagéao
(grau 1 a 3) da neoplasia, assim como a classificagcdo TNM e o tamanho do tumor.
No presente estudo, ndo foi observada associacdo entre a quantidade de tumores
(multiplos ou Unicos) e a classificacao da glandula mamaria (normal ou hiperplasica).
Esses resultados divergem dos dados relatados por Wilson (2017), que identificou
uma maior frequéncia de lesdes ndo neoplasicas em glandulas mamarias sem
nédulos palpaveis presentes na cadeia neoplasica de cadelas com mais de um
carcinoma mamario.

Neste prospecto ndo houve associacdo entre o escore corporal € a
classificacao histolégica da glandula mamaria. Da mesma forma, ndo houve
associacdo entre o tipo de crescimento dos ndédulos (rapido ou lento) e a
classificacdo da glandula mamaria em normal ou hiperplasica. Assim, os dados
obtidos permitem inferir que as caracteristicas do tumor primario (como quantidade e
tamanho dos nodulos, tipo de crescimento, TNM, grau da neoplasia e classificacao
dos nodulos em benignos/ndo neoplasicos ou malignos) nao se relacionam com a
ocorréncia ou nao de alteracdes proliferativas nas glandulas mamarias de aspecto

saudavel em animais com cancer de mama. Além disso, a idade do animal, o escore
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corporal, a utilizagdo ou ndo de progestagenos e a ocorréncia de pseudogestacao
também ndo se associam as alteracbes proliferativas em mamas
macroscopicamente saudaveis destes pacientes. Portanto, ndo ha como supor que
estas caracteristicas do tumor primario ou do animal com cancer de mama possam
ser consideradas para prever se o paciente possui alteragdes proliferativas em
glandulas mamarias de aspecto saudavel.

Hiperplasias ductais ou lobulares podem progredir para displasias, depois
para neoplasias e a partir de um adenoma benigno se transformarem em carcinoma
nao invasivo e, no estagio final, em formas invasivas (Foster, 2013). Ferreira et al.
(2012) observaram uma perda gradual da expresséo de proteinas relacionadas ao
controle da proliferacdo (ER, EGFR) e E-caderina em lesdes intraepiteliais,
sugerindo que a hiperplasia mamaria no cado pode desempenhar um papel
importante na progressdo neoplasica maligna. Portanto, a elevada frequéncia de
alteracdes hiperplasicas em glandulas mamarias de aspecto normal, com potencial
para desenvolvimento neoplasico, serve como um importante sinal de alerta.

Segundo Cassali et al (2020) e a AAHA Oncology Guidelines (Biller et al.,
2016), a excisdo cirurgica do tumor ainda € o tratamento de escolha para quase
todos os cdes com tumores mamarios. Porém, em pacientes com tumores grandes,
metdstases em linfonodos ou caracteristicas histopatolégicas desfavoraveis, a
terapia local geralmente néo é eficaz e o tratamento sistémico, como quimioterapia
ou terapia hormonal, é necessario (Sorenmo et al., 2019). O objetivo da cirurgia é
remover todos os tumores com margens cirdrgicas completas e/ou prevenir a
formacao de novos tumores mamarios (Vazquez, 2023) e a decisdo pelo tipo de
cirurgia depende do estagio clinico e TNM, mas condigbes como o tamanho do
tumor, ulceracéo e inflamacao também podem impactar nesta decisdo terapéutica
(Cassali et al. 2020).

Em relagcdo aos procedimentos cirdrgicos para a excisdo de neoplasias
mamarias, segundo Fossum et al. (2014), sdo descritas as técnicas de: lumpectomia
(remocao de uma massa ou parte da mama), mastectomia simples (excisdo de uma
glandula inteira), mastectomia regional (excisdo da glandula envolvida e das
glandulas adjacentes), mastectomia unilateral (retirada de todas as glandulas
mamarias, tecido subcutaneo e linfonodos associados de um lado da linha média) e
mastectomia bilateral (remocao simultanea das duas cadeias mamarias).
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De acordo com o “consenso sobre o diagndstico, prognéstico e tratamento de
tumores mamarios de caninos e felinos” (Cassali et al, 2020), a recomendacgao é que
a mastectomia unilateral envolva a remogéao de todas as glandulas de uma cadeia
mamaria junto com seus linfonodos regionais superficiais ipsilaterais (axilares e
inguinais) quando o animal apresentar tumores multiplos (independentemente do
tamanho), lesbes localizadas em M3 e tumores com fatores de progndsticos clinicos
ruins, como lesdes de crescimento rapido e/ou maiores do que 3 cm. Quando as
lesbes estdo em M1 recomenda-se a remocdo das glandulas M1 e M2 e do
linfonodo axilar; quando as lesdes estdo em M2 glandulas M1, M2 e M3 devem ser
removidas, além do linfonodo axilar; quando as lesées estdo em M4 glandulas M3,
M4 e M5 sao removidas além do linfonodo inguinal e quando as lesées estdo em M5
glandulas M4, M5 e o linfonodo inguinal devem ser removidos.

Segundo Vazquez et al. (2023) o conhecimento da drenagem linfatica das
glandulas mamarias é essencial para o cirurgidao determinar a extensao da cirurgia e
estabelecer melhor o prognéstico pds-cirurgico para o paciente, ja que o sistema
linfatico € considerado a principal via de metastase do cancer mamario canino. No
entanto, o tipo e a extensdo da cirurgia para tumores mamarios nao sao

padronizados atualmente.

Nunes et al. (2019) avaliaram os dados epidemioldgicos, clinicopatoldgicos,
fatores progndsticos e abordagens terapéuticas para cadelas com tumores mistos.
No estudo, observaram que sobrevida global dos pacientes nao diferiu
significativamente pela técnica cirlrgica (nodulectomia, mastectomia simples,
mastectomia regional ou mastectomia radical unilateral). Porém, cadelas com
carcinoma em tumores mistos e carcinossarcomas com margens cirurgicas livres
apresentaram maior sobrevida global do que cadelas com margens cirargicas
comprometidas.

A quimioterapia, como terapia adjuvante ou paliativa (ou em casos de doenca
metastatica), & rotineiramente usada em mulheres com cancer de mama e
demonstrou melhora na sobrevida (Sleeckx et al., 2011). Segundo Vasquez et al.
(2023) na medicina veterinaria, apesar de varios protocolos quimioterapicos terem
sido usados em cdes com tumores mamarios malignos, sdo necessarios mais
estudos prospectivos adicionais para verificar 0 seu beneficio na sobrevivéncia de

pacientes com carcinoma mamario.
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Startman et al. (2008) realizaram uma pesquisa avaliando a evolugao de 99
cadelas, durante um ano, apds passarem por procedimento de mastectomia regional
para remover um unico nédulo mamario. Descobriu-se que 58% dos pacientes
desenvolveram um novo tumor na mesma cadeia da glandula mamaria apés a
primeira cirurgia. Esses dados sugerem que a formacao de novos tumores pode
estar associada a presenca de alteragbes proliferativas nédo diagnosticadas

previamente, que evoluiram para lesdes neoplasicas.

Hoérnfeldt e Mortensen (2023), em uma revisdo sistematica da literatura,
observaram que nenhum dos estudos analisados apresentou evidéncias claras de
beneficios ao optar por uma técnica cirdrgica em detrimento de outra. O tratamento
mais frequentemente usado foi a mastectomia radical e o segundo mais realizado foi
a mastectomia regional. Porém, caes tratados com mastectomia simples ou outras
técnicas mais conservadoras foram menos comumente relatados e, portanto, nao foi
possivel concluir qual técnica cirurgica seria eficiente, permitindo uma remocéao

menos extensa de tecido.

Como apresentado anteriormente, vantagens e desvantagens da cirurgia local
e radical sdo sempre discutidas na comunidade veterinaria. Apesar de estudos
buscarem identificar os beneficios de cada técnica, a recomendacgéao cirurgica ainda
esta em discussao e avaliagdo. Ainda nao ha consenso entre os especialistas sobre
qual abordagem poderia oferecer um melhor controle local, diminuir o risco de
recorréncia do tumor e do desenvolvimento de metastase a distancia (Cassali et al.,
2020).

No presente estudo, verificou-se que um grande numero de mamas
macroscopicamente saudaveis de pacientes com cancer de mama apresentam
alteracbes proliferativas que, segundo estudos prévios, podem se tornar
neoplasicas. Este fato €& especialmente importante em relacdo a neoplasias
mam@rias caninas, ja que as cadelas possuem cinco pares de mamas, e a definicdo
do procedimento cirargico, entre remogao local ou radical, objetiva a prevengéo do
desenvolvimento neoplasico. Portanto, verifica-se a importancia de estudos futuros
para identificar os beneficios de cada técnica cirirgica e buscar definir a
recomendacgao terapéutica ideal para neoplasias mamarias caninas, principalmente
considerando também as alteragbes proliferativas das glandulas mamarias

macroscopicamente saudaveis. Ainda, da mesma forma que ha informacdes
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limitadas sobre a eficacia da quimioterapia em pacientes caninos com cancer
mamario, estudos adicionais sdo necessarios para verificar o seu beneficio também

em relacao ao tratamento das alteracdes proliferativas mamarias caninas.

2.5. CONCLUSAO

Ha uma alta ocorréncia de hiperplasia mamaria em glandulas mamarias
macroscopicamente saudaveis de pacientes com tumores mamarios. Ainda, em
pacientes ndo neoplasicos, as mamas se mantiveram, em sua maioria,
histologicamente normais. Este fato reforca a informacdo de que as alteragdes
proliferativas, como a hiperplasia sem atipia, podem estar relacionadas a tumores
mamarios em cadelas. Além disso, a ocorréncia de hiperplasia mamaria em
pacientes com cancer de mama prevalece em fémeas nao castradas. Estudos
morfolégicos e epidemioldgicos para o acompanhamento e avaliagdo de marcadores
moleculares em proliferagdes epiteliais podem contribuir para uma melhor

compreensao das alteracées no desenvolvimento de tumores mamarios caninos.
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3. CAPITULO 2

RELACAO DE SRPKs (Serine/Arginine specific-protein kinase) COM O TECIDO
MAMARIO SAUDAVEL E NEOPLASICO: REVISAO SISTEMATICA.

CASTRO, Verobnica Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2024. RELACAO DE SRPKs (Serine/Arginine specific-protein kinase) COM O
TECIDO MAMARIO SAUDAVEL E NEOPLASICO: REVISAO SISTEMATICA.
Orientadora: Emily Correna Carlo Reis. Coorientadores: Fabricio Luciani Valente e
Gustavo Costa Bressan.

RESUMO

Proteinas SR sao fosforiladas por SRPKs e podem exercer funcdo oncogénica
quando, durante o desenvolvimento tumoral, favorecem o splicing alternativo de
transcritos promotores de eventos pré-carcinogénicos. A relacdo de SRPKs com o
splicing alternativo e 0s processos neoplasicos reforga a importancia de estudos que
avaliem sua relacdo com diferentes tipos de neoplasias (como as neoplasias
mamarias). Isto permite, a partir do conhecimento da expressado, influéncia na
progressao, prognoéstico, resisténcia a tratamentos, envolvimento em processos
celulares e resposta a inibicdo destas proteinas, o desenvolvimento de novas
pesquisas que abordam o tema com perspectivas de utilizagdo das SRPKs como
marcadores neoplasicos e alvos para moléculas anti-neoplasicas. Portanto, objetivo
desta revisdo € analisar as evidéncias publicadas até o momento que abordam as
SRPKs em cancer de mama e/ou mamas saudaveis. Para isso, foi realizada uma
busca de estudos nas bases de dados Scopus, Embase, Science direct e Pubmed
utilizando a expresséo: (breast OR mammary OR "mammary gland") AND ("serine
arginine protein kinase" OR "serine-arginine protein kinase" OR srpk OR srpk1 OR
srpk2 OR srpk3). Foram selecionados 35 artigos para leitura na integra. Os
resultados do estudo indicaram uma superexpressao de SRPK1 em varios tipos de
cancer de mama, incluindo cancer de mama triplo-negativo, angiossarcoma mamario
primario e secundario, carcinoma lobular invasivo, carcinoma ductal invasivo e
cancer de mama basal, quando comparados a tecidos saudaveis, e em diferentes
linhagens celulares mamarias. Estudos adicionais reforcam que a SRPK1 esta
frequentemente superexpressa no cancer de mama triplo-negativo e no cancer de
mama basal. Para SRPK3, também foi observada superexpressdao no cancer de
mama triplo-negativo. Em pacientes com essas neoplasias, a alta expressédo de
SRPK1 foi associada a mau prognostico e menor sobrevida. Portanto, os resultados
deste estudo demonstram que aumentos da expressdo de SRPK1 estdo associados
a piores prognosticos em individuos com cancro mamario. Além disso, diferentes
proteinas da familia SRPKs interagem com diversos genes, vias e proteinas,
desempenhando papéis cruciais em processos como regulacao de fatores teciduais,
alteracao de eventos pro-apoptéticos, promocao do crescimento de células tumorais,
metastases distantes, sinalizacao de proliferacéo, sobrevivéncia celular e resisténcia
tumoral. Especificamente, as proteinas SRPK1 estdo associadas ao
desenvolvimento de resisténcia a apoptose, a agentes quimioterapicos como
Tamoxifeno e Cisplatina e a adaptacao celular em condi¢des de hipdxia, destacando
seu comportamento pré-oncogénico. A pesquisa também ressalta que compostos
capazes de interagir com as proteinas SRPKs estdo sendo estudados tanto como
inibidores antineoplasicos quanto em combinacdo com quimioterapicos, visando
combater a resisténcia induzida por essas proteinas. Esses achados reforcam a
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importancia do desenvolvimento de estratégias terapéuticas para suprimir o splicing
alternativo aberrante promovido por SRPKs em neoplasias mamarias. Além disso,
evidenciam a necessidade de aprofundar a compreensdo sobre os fatores que
regulam a expressdao de SRPKs em tecidos mamarios, abrindo perspectivas para
seu uso como marcadores tumorais e alvos terapéuticos no desenvolvimento de
novas moléculas antineoplasicas.
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3.1. INTRODUCAO

O cancer de mama é globalmente o tipo de neoplasia mais diagnosticada em
mulheres (Sung et al., 2021). Da mesma forma, os tumores mamarios sdo a
neoplasia mais comum em cadelas nao castradas, respondendo por até 70% de
todos os tumores caninos. Ainda, um agravante é que aproximadamente 50% dos
tumores mamarios caninos s&o malignos. Também, € importante ressaltar que varios
estudos demonstram que a incidéncia, mortalidade e relagdo com a idade e o indice
de massa corporal sdo semelhantes na doengca em mulheres e cadelas (Gherman et
al., 2023).

No Brasil as neoplasias mamarias s&do a maior causa de tumores em
mulheres, representando cerca de 30% dos casos em 2022, além de ser a maior
causa de morte por cancer em pacientes do sexo feminino no pais (INCA, 2022).

A familia de quinases SRPK atua através da fosforilagdo do dominio RS
caracteristico das proteinas SR e, em conjunto com as CLKs, sdo as principais
responsaveis pela ativacao destas proteinas, contudo, as SRPKs se relacionam com
as proteinas SR de uma maneira mais fiel, enquanto as CLKs apresentam uma acgéao
mais ampla em sitios RS (Giannakouros et al., 2011). As proteinas SR podem
exercer fungdo oncogénica quando, durante o desenvolvimento tumoral, favorecem
o0 splicing alternativo de transcritos promotores de eventos pré-carcinogénicos, como
evasdo de supressores de crescimento, escape de apoptose, angiogénese e
invasao (Shepard e Hertel, 2009; Oltean e Bates, 2014).

Ha uma relacdo direta com desequilibrios em splicing alternativo de pré-
mMRNA em variados tipos de cancer, o que permite que células tumorais sejam
capazes de resistir a tratamentos anticancerigenos, além de se tornarem mais
agressivas e assumirem fenétipos metastaticos. Portanto, SRPKs se mostram como
alvos promissores no desenvolvimento de novas drogas para terapéutica do cancer
(Huang et al., 2021).

A relagdo de SRPKs com o splicing alternativo e 0s processos neoplasicos
reforgca a importancia de estudos que avaliem sua relagdo com diferentes tipos de
neoplasias (como as neoplasias mamarias). Isto permite, a partir do conhecimento
da expressao, influéncia na progressao, progndstico, resisténcia a tratamentos,
envolvimento em processos celulares e resposta a inibicido desta proteina, o
desenvolvimento de novas pesquisas que abordam o tema com perspectivas de
utilizacdo das SRPKs como marcadores neoplasicos e alvos para moléculas anti-
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neoplasicas. Portanto, objetivo desta revisao é analisar as evidéncias publicadas até
o momento que abordam as SRPKs em cancer de mama e/ou mamas saudaveis.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Busca e selecao dos estudos

Nesta revisdo sistematica, utilizou-se a metodologia PRISMA-Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (Liberati et al., 2009),
para responder a pergunta: Qual a relacdo das Serine/Arginine specific-protein
kinases (SRPKs) com mamas saudaveis e/ou neoplasicas?

A busca dos estudos foi realizada no dia 26 de julho de 2023 nas bases de
dados Scopus, Embase, Science Direct e Pubmed e a expressao de busca, String,
utilizada foi: (breast OR mammary OR "mammary gland") AND ("serine arginine
protein kinase" OR "serine-arginine protein kinase" OR srpk OR srpk1 OR srpk2 OR
srpk3). A string foi adaptada de acordo com os critérios de cada base.

Apbs a busca, os resultados de todas as bases foram organizados no
Software StArt (State of the art trough Sistematic Review) desenvolvido pelo LaPES,
UFSCAR (Universidade Federal de Sao Carlos). Os artigos duplicados foram
removidos e foi feita uma triagem dos artigos pela leitura do titulo e do resumo.

Para selecionar os artigos usou-se o critério PICOS (Population, Intervention,
Comparison and QOutcomes) como apresentado na Tabela 2 e os critérios de
elegibilidade que estao descritos na Tabela 3. Nao foram estabelecidos critérios de

exclusdo para data de publicagéo e idioma.

Tabela 2. Critério PICOS para selecao dos trabalhos da revisdo sistematica.

P POPULAGCAO Glandula mamaria.

I INTERVENGAO / EXPOSICAO Neoplasia.

C COMPARAGAO Sem neoplasia.

O DESFECHO /RESULTADO Relagdo das SRPKs.

S TIPO DE ESTUDO Observacional ou experimental.
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Tabela 3. Critérios de inclusdo e exclusdo considerados para a sele¢cao dos artigos

da revisao sistematica.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Estudos que avaliaram a expressdao de SRPKS ou sua associacdo ao desenvolvimento, progressao,
prognéstico, resisténcia e inibicao de neoplasias mamarias e/ou mamas saudaveis.

Estudos que avaliaram amostras de pacientes, modelos animais, linhagens e bancos de dados
genbémicos publicamente disponiveis.

Estudos que avaliam a relagdo das SRPKs com tumores de mama ou mamas saudaveis.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Revisao sistematica, metanalise ou revisao de literatura.

Tese, dissertagao, resumo de evento, capitulo de livro, livro, website, protocolo de teste, carta ao
editor.

Outros processos patolégicos e neoplasias ou processos fisioldgicos que ndo sejam em tecidos
mama@rios relacionados a SRPK.

Estudos que abordam SRPKs sem estarem associadas diretamente a neoplasias mamarias ou
tecidos mamarios saudaveis.

Trabalhos que nao apresentam resultados primarios sobre SRPKs associados ao tecido mamario.

3.2.2 Extracao e sintese dos dados

Os dados extraidos foram: identificacdo do artigo, do autor e da revista; ano
de publicacdo; local de realizacdo do estudo; foco do estudo (progndstico,
expressao, inibicdo, interagdo com outras proteinas, adaptacdo celular e
resisténcia); espécie estudada; cultivo celular, banco de dados, in vivo ou tecido
mamario; estudo em tecido saudavel ou neoplasico; tipo de SRPK abordada.

De acordo com o foco do estudo foram extraidas informag¢des como:
abordagem de SRPK a nivel de gene ou proteina, tipo de tecido ou célula utilizada
no estudo, tipo de expressao, controle utilizado, proteina ou gene que interage com
SRPKs, tipo de interagdo, agente utilizado para inibicao e sua resposta, prognostico
associado, processos em que atuam e seus mecanismos.

Os dados foram agrupados em tabelas, primeiramente organizados pelo foco
do estudo, e em seguida pelas informacdes especificas dos artigos.

3.3. RESULTADOS

3.3.1 Selecao

Inicialmente, foram identificados nas bases de dados 1742 artigos, sendo
1371 no Scopus, 48 na Embase, 26 na Pubmed e 297 na Sciene Direct, dentre os
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quais 131 estavam duplicados. Apos a leitura do titulo e resumo dos 1611 artigos,
foram excluidos 1511 que ndo apresentavam os critérios de inclusdo, ainda 29
trabalhos estavam duplicados. Assim, foram definidos 71 trabalhos para leitura na
integra. Destes, ainda haviam 2 artigos duplicados, 34 foram excluidos e 35 foram
incluidos. Este processo esta ilustrado na figura 10.

Figura 10. Fluxograma ilustrando as fases de sele¢do dos artigos incluidos nesta
revisao sistematica.

M. de relatos identificados no banco de dados de buscas:
Scopus (n=1371); Embase {n=48); Pubmed (n=26); Sciene Direct (n=297)

M. de relatos rastreados: N= 1742

N. de relatos duplicados: N =131

M. de relatos apas eliminar os duplicades: N = 1611

N. de relatos excluidos apos leitura 1=
de titulo e resumo: N = 1511 J

»| N_ de relatos duplicados: N =29

N. de relatos para lettura na integra: N =71

s

N de relatos excluidos apos leitura W‘ N
na integra: N =34 J" g

{N. de relatos duplicados: N=2

M. de relatos para extracio de dados: N =35
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3.3.2 Informacodes gerais dos artigos: titulo, autores, pais e ano.

Os artigos selecionados foram desenvolvidos principalmente por
pesquisadores americanos e chineses, sendo que dentre os trinta e cinco artigos
analisados dezesseis (44,7%) foram desenvolvidos nos Estados Unidos e sete
(20%) na China.

Os primeiros artigos que abordaram as proteinas SRPKs em relacdo ao
tecido mamario saudavel ou neoplasico foram publicados no ano de 2007.

As informacdes gerais referentes aos artigos selecionados estdo em apéndice
(apéndice A).

3.3.3 Caracteristicas dos estudos

Em relacdo aos estudos selecionados foram coletadas as informacdes
apresentadas na tabela 4.

Considerando a espécie estudada apenas um trabalho teve como foco os
bovinos (2,8%), sendo os demais (97,2%) sobre a espécie humana.

Em relagcdo ao material, vinte e quatro (68,5%) utilizaram cultivo celular, oito
(22,8%) utilizaram banco de dados, oito (22,8%) usaram tecidos e cinco (14,3%)
foram realizados in vivo (modelo animal).

Ainda, vinte e dois (62,8%) artigos abordaram apenas tecidos e/ou células
mamarias neoplasicas, dois (5,7%) apenas mamas saudaveis e onze (31,5%)
abordaram ambos.

Dos trinta e cinco artigos selecionados vinte e quatro (68,6%) abordaram
SRPK1, seis (17,2%) SRK2, seis (17,2%) SRPK3 e dois (5,7%) nao especificaram
qual SRPK foi analisada no estudo.

Dezenove artigos (54,3%) abordaram a interacdo de SRPKs com outras
proteinas ou genes, quinze estudos (42,8%) avaliaram a expressdo de SRPKs em
tecidos ou células, quinze (42,8%) avaliaram a inibicAo destas proteinas, nove
(25,7%) apresentaram o prognéstico associado, trés (8,5%) abordaram a resisténcia
a medicamentos ou processos celulares e um (2,8%) trabalho relatou o processo de

adaptacao a hipoxia.
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Tabela 4. Informacgbes especificas dos tipos de amostras analisadas nos artigos

selecionados na revisdo sistematica.

a'\tl::ruei:i% Origem / tipo de neo:)VIIZ:;:a ou Espécie SRPK Foco de estudo em
a0 artigo amostra saudavel estudada estudada relacao a SRPK
Neoplasica e =
1 Banco de dados saudavel Humana SRPK1 Expressao
2 Cultivo qelular e Neoplasica Humana SRPK2 Interacao
tecido
. Neoplasica e ~
3 Cultivo celular saudavel Humana SRPK2 Interacao
L. Expressao e
4 Banco de dados Neoplasica Humana SRPK1 prognéstico
5 Tecido Neoplasica Humana SRPK1 Inibigao
6 Cultivo celular Neoplasica Humana SRPK2 llkjcets
7 Cultivo celular Neoplasica Humana SRPK1 Interacé@o
- Interacao e
8 Banco de dados Neoplasica Humana SRPK3 prognéstico
SRPK (sem
9 Cultivo celular Saudavel Bovina especificar Expressao
qual)
10 Banco de dados Neoplasica Humana SRPK1 Expressao
Expressao,
. Neoplasica e interagao,
11 Cultivo celular saudavel Humana SRPK1 mecanismo de
resisténcia
12 Banco de dados Neoplasica Humana SRPK1 Expressao
13 Cultivo celular Saudavel Humana SRPK1 Inibigao
SRPK1,
14 Cultivo celular Neoplasica Humana SRPK2 e Interagao e inibicdo

SRPK3
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Cultivo celular,
tecido, in vivo
(camundongo)

Tecido

Tecido e cultivo
celular

Banco de dados

Cultivo celular

Cultivo celular, in
Vivo
(camundongo)

Cultivo celular

Cultivo celular, in
vivo (ovo com
embrido e
camundongo)

Cultivo celular

Banco de dados

Cultivo celular e
tecido

Cultivo celular e
tecido

Tecido

Cultivo celular

Neoplasica e
saudavel

Neoplasica

Neoplasica e
saudavel

Neoplasica

Neoplasica

Neoplasica

Neoplasica

Neoplasica

Neoplasica

Neoplasica

Neopléasica e
saudavel

Neoplasica e
saudavel

Neoplasica e
saudavel

Neoplasica

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

SRPK1

SRPK3

SRPK1

SRPK1

SRPK1

SRPK2

SRPK1

SRPK1

SRPK1 e
SRPK3

SRPK1

SRPK1

SRPK1

SRPK1

SRPK1

48

Expresséo,
interacao,
progndstico e
inibicdo

Expressao

Interacao

Interacéo e
prognostico

Prognéstico

Interacao

Interacéo e inibigao

Inibicao

Expressao

Expressao

Inibicdo e
prognéstico

Expressao,
interacao e
prognostico

Expresséo,
interacao e inibi¢cdo

Interacao,
adaptacao celular e
inibicao
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Expresséo,
interacéo,
29 Cultivo celular Neoplasica Humana SRPK1 mecanismo de
resisténcia e
inibicdo
: Interacéo
Cultivo celular e - ; ’
30 modelo animal Neopla§|ce|1 e Humana SRPK1 mecanismo de
(camundongo) saudave resisténcia e
inibicao
SRPK (néao L
31 Cultivo celular Neoplasica Humana especifica Inibigao
qual)
32 Cultivo celular Neoplaglca € Humana SRPK3 gz
saudavel
Neoplasica e Expresséo,
33 Banco de dados . Humana SRPK3 interacao e
saudavel o
prognaostico
Cultivo celular e Expressao,
34 modelo animal Neoplasica Humana SRPK1 interacdo, inibicao e
(camundongo) prognéstico
35 Cultivo celular Neoplasica Humana SRPK2 Interagao

3.3.4 Estudos que avaliam a expressao

Kozlowski et al. (2009) avaliaram a diferenca na expressdo de genes em
células epiteliais mamarias bovinas, comparando culturas 3D polarizadas com o
sistema convencional em monocamada (2D). Estes demonstraram que houve a
expressao de SRPK com a utilizacao de cultura 3D em matrigel.

Estudos observaram maior expressao de SRPK1 em tecido mamario
neoplasico em comparagdo com tecidos mamarios saudaveis (Hayes et al., 2007; Li
et al.,, 2014; Lin et al., 2014). Li et al. (2014) observaram que SRPK1 é regulado
positivamente no cancer de mama tanto em niveis de mRNA quanto de proteina.
Ainda, foi evidente a alta expressao desta proteina na maioria das linhagens de
células tumorais de mama, sendo expressa predominantemente em células epiteliais

ductais. Ja Hijazi et al. (2020) identificaram a expressao de SRPK1 e SRPK3 em
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células MCF7 (linhagem de células epiteliais derivada de um derrame pleural de
uma mulher com adenocarcinoma de mama).

Outros trabalhos observaram a expressdo de SRPKs associadas a tipos
especificos de tumores de mama. Assim, Carels et al. (2015) verificaram que em
tumores triplo negativos (TNBC), que geralmente apresentam mau progndstico,
ocorre a regulacao positiva de genes envolvidos no controle do ciclo celular e na
ativagédo de invasdo e metastases, incluindo SRPK1. Cheng et al. (2017) também
verificaram que a expressdo de SRPK1 foi significativamente elevada em amostras
triplo negativas. De maneira semelhante, Malvi et al. (2020) observaram que SRPK1
€ superexpresso em TNBC em comparagdo com outros tipos de cancer e com 0
tecido saudavel. Ainda, foi detectada alta expressdo de SRPK1 no TNBC em
comparacdo com a linhagem de células MCF7, que é positiva para receptores
hormonais (Wang et al., 2020). Por fim, Wu et al. (2021) concluiram que SRPKS3
também foi regulado positivamente em pacientes com TNBC em comparagdo com
controles saudaveis.

Willis et al. (2015) realizaram um estudo para identificar alvos vidveis para o
tratamento do TNBC, onde conduziram uma analise de enriquecimento do conjunto
de genes em sete diferentes coortes de expressdo génica do genoma completo do
cancer de mama, identificando genes consistentemente enriquecidos que
compartilham um motivo promotor comum. Neste estudo observaram que SRPK1
esta entre os genes enriquecidos encontrados no maior numero de coortes,
indicando que o0s genes sao consistentemente enriquecidos ao comparar triplo
negativo vs ER+(HER2y) — positivos para receptor de estrogénio e receptor do fator
de crescimento epidérmico humano. A regulagdao positiva de SRPK1 também foi
observada no cancer de mama basal, sendo ainda correlacionada com o subtipo
luminal B (Huang et al., 2019; van Roosmalen, 2015).

Wei et al. (2022) observaram que o gene SRPK1 foi um dos genes expressos
diferencialmente em conjuntos de dados, sendo regulado positivamente quando
realizada a comparagdo de angiossarcoma mamario secundario e primario. No
estudo de Gruel et al. (2010) o gene SRPKS3 foi encontrado tanto nos grupos de
carcinoma lobular invasivo quanto nos de carcinomas ductais invasivos.

Além disso, um estudo demonstrou que a expressdao de SRPK1 revelou-se
positivamente correlacionada com os estagios clinicos, classificagdo TNM, mas
negativamente correlacionada com a diferenciagdo patolégica (Li et al., 2014).
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Ainda, SRPK1 também pareceu aumentar coordenadamente com o grau do tumor
(Hayes et al., 2007).

Os estudos que avaliaram a expressdao de SRPKs estdao apresentados na
tabela 5.

Tabela 5. Resultados da expressdo de SRPKs dos artigos selecionados na revisao

sistematica.

Expresséao
N. do Tipo de Gene / . . ~
artigo SRPK proteina Tecido / célula Expressao Controle
” SRPKA1 Gene Cancer de mama ' !_lnhagem dg
triplo negativo células normais
Céancer de mama
4 SN e triplo negativo 1
Comparacao do
perfil
9 Nao Gene BME-UV1 em EXOresso transcricional de
especifica sistema 3D P células cultivadas
em sistema 3D
vs. 2D
Angiossarcoma
10 SRPK1 Gene mamario primario e 0
secundario
11 SRPK1 Proteina Canceroso 1 ]_lnhagem dg
células normais
Céancer de mama . . _
12 SRPK1 Gene triplo negativo Enriquecido ER+(HER2-)
Cancer de mama Tecido adjacente
15 SRPK1 Proteina triplo negativo oomng:?aé:oecom
(ERBB2/ER/PR t parag
. canceres de
negativas)

mama nao TNBC

Carcinoma lobular
16 SRPK3 Gene invasivo e carcinoma Expresso
ductal invasivo

SRPK1 e
23 SRPK3 Gene MCF7 Expresso
24 SRPK1 Sreiaiae Cancer de mama )

basal
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6 SRPK{ Proteina e Canceroso ' Tecido adjacente
gene normal
' Tecido adjacente
normal
Expresso
predominantemen
te em células
epiteliais
ductulares de
27 SRPK1 Proteina Canceroso mama
| de SRPK1 nas
células MCF10A
(quase normais
em comparacao MCF10A
com MCF?7,
MDA231 e
MDA468)
. MCF?7 (positivas
. Céancer de mama
29 SRPK1 Proteina triplo negativo 1 para receptor
hormonal)
. Cancer de mama Controles
S SIRIFR Freiiie triplo negativo t saudaveis
Outras linhagens
Cancer de mama T neoplasicas de
. - mama
34 SRPK1 Proteina  0asal ER-negativas
mais agressivas
Correlacionada
ao subtipo B
luminal

3.3.5 Estudos que avaliam a interacao com outras proteinas ou genes

Segundo Kocatliirka et al. (2013) a expressdao de SRPK2, que ativa o
regulador de splicing pré-mRNA do TF (fator tecidual) ASF/SF2, foi alterada por TF
soluvel com emenda alternativa (asTF) e fator tecidual de comprimento total (fITF),
sugerindo que variantes de splice de TF podem regular sua propria expressao. Isso
indica que o asTF aumenta a proliferagdo das células de cancer de mama via
modulacdo de reguladores do ciclo celular, de indutores de proliferacdo e da
supressao de proteinas pré-apoptoéticas.

Os artigos de McClellan et al. (2022) e Tan et al. (2021) avaliaram a relacao
da SRPK2 com o processo de lipogénese “de novo”. Assim, no trabalho de

McClellan et al. (2022) foi observado que o IGF-1 induz a localizagdo nuclear e a
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fosforilagdo de SRPK2 através de mTORC1 e que SRPK2 contribui para a
expressao de FASN e a sintese de acidos graxos. Além disso, IGF-1 regula o FASN
através da revogacao da retengdo de introns, que dependem de SRPK2. O eixo
IGF-1-SRPK2 em células MDA-MB-231 medeia a regulacao do mRNA FASN através
do SRSF-1. A localizagdo nuclear de SRPK2 é induzida por IGF-1 e o eixo IGF-1-
mTORC1-SRPK2 altera a localizacao nuclear de SRSF-1. Também, o eixo IGF-1-
mTORC1-SRPK2 contribui para a regulacao metabdlica lipogénica através de FASN
em células de cancer de mama triplo negativas. Ainda, a SRPK2 nao afeta
significativamente a expressao da proteina FASN em células MCF-7, verificando-se
que a reducao de SRPK2 resultou em reducgdes significativas no palmitato total apos
a exposicao a IGF-1 apenas em células MDA-MB-231. J& Tan et al. (2021) relataram
que OGT medeia a O-GlIcNAcilacao, a translocacao nuclear e a ativacdo de SRPK2.
O SRPK2 O-GlIcNAcilado exibiu ligagdo aumentada a importina A, resultando na
importacdo para o nucleo, fosforilacao de proteinas SR a jusante e splicing de pré-
mMRNAs lipogénicos. Além disso, esse eixo funciona em paralelo com a sinalizagéo
de mTOR e ativagao por fosforilacdo, dependente de mTOR, de SRPK2. Ainda, a
OGT O-GlIcNAcila SRPK2 em Ser 490, Thr 492 e Thr498 e promove a ativagéo e
translocacdo nuclear de SRPK2 (que promove a estabilidade do mRNA do gene
lipogénico e a lipogénese “de novo”). Constatou-se ainda que a fosforilacdo da
proteina SR por SRPK2 é necesséria para o splicing eficiente de mRNA de genes
lipogénicos. A enzima OGA removeu O-GIcNAc de SRPK2 in vitro. Assim, OGT
interagiu e O-GIcNAcilou SRPK2, porém n&o interagiu com SRPK1. SRPK2 se liga a
OGT através de uma regido interna. Curiosamente, a homologia das regides
internas entre SRPK1 e SRPK2 é muito baixa, o que explica por que OGT se liga a
SRPK2, mas ndo a SRPK1. Todos esses dados apoiam a hipétese de que OGT nao
afeta SRPK1. Por fim, verificou-se que a O-GIcNAcilagdo de SRPK2 mediada por
OGT funciona em paralelo com a via mTORC1/S6K1, e este € um possivel
mecanismo de deteccao de glicose que precisa de mais investigacao.

Em relacdo a interacdo de SRPKs com outras proteinas ou genes, para obter
insights sobre as interacdes genéticas promotoras de tumores entre 0s genes
supressores de tumores, Zhao et al. (2021) conduziram uma triagem combinatoria
de CRISPR acoplada ao perfil transcriptbmico em células epiteliais mamarias
humanas. Neste trabalho verificaram que a expressdo de SRPK1 foi regulada
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positivamente de forma sinérgica em NF2-TP53 Double Knockout (DKO), bem como
em pacientes com cancer de mama com altera¢des duplas nas vias TP53 e Hippo.

Lin et al. (2014) demonstraram que grande parte da proteina SRPK1 foi
enriquecida no citoplasma de células MCF-7, e resultados semelhantes foram
observados em células HBL100 (tecido mamario saudavel). Relataram que a
correlagao entre a expressao elevada de SRPK1 e o acumulo citoplasmatico é
dependente de fosforilacdo de Ser309 de RBM4. A elevagédo na proteina SRPK1
induziu o acumulo citoplasmatico de RBM4, que aboliu o efeito de RBM4 na
expressao de transcritos pré-apoptoticos IR-B e MCL-1S. Também verificaram que o
splicing do pré-mRNA IR e MCL-1 & modulado pela rede SRPK1-RBM4 em células
de cancer de mama.

Segundo Malvi et al. (2020) a inibicao de LIMK2 bloqueia a fosforilacdo e a
atividade de SRPK1; portanto, LIMK2 transmite um efeito promotor de metastase
distal, em parte por meio da regulacdo da funcdo de SRPK1. Li et al. (2014)
verificaram que a expressdo de PR e C-erbB-2 foram correlacionadas com a
expressao de SRPK1.

SRPK1 é alvo direto do miR-9, sendo regulado negativamente pelo miR-9 nos
niveis de mRNA e proteina (Selcuklu et al., 2012). Ainda, os microRNAs miR-99a-5p
e miR-99a-3p também regulam a expressdo de SRPK1, atuando na supressao de
tumores BRCA (Shinden et al., 2020).

Hayes et al. (2007) observaram que niveis de MAPK3, MAPK2 e AKT nao se
alteraram nas células ap6s a reducdo de SRPK1. Porém, a expressao diminuida de
SRPK1 inibiu a sinalizagdo por meio de MAPK3 e MAPK1 (o que pode ser devido as
alteracdes observadas no splicing de transcritos MAP2K2 que codificam uma das
duas principais cinases responsaveis pela fosforilacdo das proteinas MAPKS3 e
MAPK1).

Wang et al. (2020) constataram que SRPK1 ¢é acetilada de maneira
dependente de Tip60. Ainda, a acetilacado interfere na fosforilagdo de SRPK1 e
ativacao de SRSF. Também observaram que a acetilacdo de SRPK1 é prevalente
em TNBCs. Ainda, constataram que células resistentes de céncer de mama
poderiam ser ressensibilizadas ao aumentar a acetilagdo de SRPK1 mediada por
Tip60.

Segundo van Roosmalen et al. (2015) demonstrou-se uma correlacéo
significativa entre a alta coloracdo de SRPK1 e de Ki67 em cancer de mama positivo
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para estrogénio. Além disso, relataram que o aumento da expressdao de NEK2 e
SRPK1 em pacientes com céncer de mama positivo para estrogénio esta
relacionado a menor tempo de sobrevida livre de metastase, ja em pacientes com
cancer de mama negativo para estrogénio ocorre aumento da expressao de
ITGB3BP e MAP3K8. Também, SRPK1 esta envolvida no controle da rede de
sinalizacdo NF-kappaf3. Além disso, demonstrou-se que o knokdown de SRPK1
reduziu a fosforilagdo de FAK, paxilina e p130Cas.

Segundo Taze et al. (2022) o alto nivel de fosforilagdo de proteinas SR e SF2
observado sob normodxia € rapidamente diminuido apds a privacdo de oxigénio.
Essas mudancas nos niveis de fosforilagado dependem principalmente do controle da
localizacao subcelular de SRPK1. Em condigbes normais de oxigénio, as proteinas
SAFB1/2 povoam principalmente a matriz nuclear e mostram maior associagdo com
componentes da maquinaria de splicing, como SF2 e SRPK1. Ainda, dados apoiam
uma ligacdo causal entre os efeitos induzidos por hipoxia no eixo SAFB1/2-SRPK1 -
SF2 e o splicing alternativo de mMRNA VEGF. Os efeitos de hipoxia em SRPK1
incluem sua interacdo reduzida com SAFB e SF2 acompanhada por sua migracao
do nucleo para o citoplasma, bem como sua associagcdo aumentada com estruturas
citoplasmaticas contendo hsp70.

Notas et al. (2013) relataram que as principais fun¢gées modificadas pelos
genes ERal7p e Era-related sdo a proliferacdo, diferenciacdo e receptores-
sinalizadores, sendo SRPK2 regulado positivamente.

PKC é ativada por PMA promovendo ativagdo de cinases a jusante SRPK1 e
PKR em células MDA MB-231 (Dolai et al., 2011).

Wu et al. (2021) verificaram que SRPK3 pode regular positivamente o splicing
de PCYT2 44231 AA e entdo levar a menor sobrevivéncia do TNBC.

Segundo Zhang et al. (2021) SRPK3, SRSF8 e RBM15B nao tém ligagdo com
outros genes, indicando que estas proteinas podem funcionar de forma
independente em tumores de mama. Também, a inibicao de SRPKs nao alterou o
splicing de S6K (Araki et al., 2015).

As informacdes relativas aos estudos que avaliaram a interacdo de outras

proteinas e genes com as proteinas SRPKs estdo descritas na tabela 6.



56

Tabela 6. Informacgdes referentes aos artigos selecionados que abordam a interacao
de SRPKs com outras proteinas ou genes.

Interacdo com outras proteinas ou genes

Proteina ou
i _do SRPK Geng J gene que Interacao Proces_so
artigo proteina interage envolvido
A expressao de SRPK2 foi alterada Expresséo de
2 SRPK2 Gene asTF e fITF pelo asTF e fITF. fator tecidual

IGF-1 induz a localizagao nuclear
e a fosforilagdo de SRPK2 por
meio do mTORC1.

| na expressao da proteina FASN
apos | de SRPK2.

IGF-1 regula o FASN por meio da
revogacgao da IR (dependente de
SRPK2).

O eixo IGF-1mTORC1-SRPK2
IGF-1, mTORCHT, regula o FASN através do SRSF-1.  Sintese de
FASN, SRSF-1 acidos graxos
’ Localizagdo nuclear de SRPK2 de novo
induzida por IGF-1.

Eixo IGF-1-mTORC1-SRPK2
altera a localizagao nuclear de
SRSF-1.

O eixo IGF-1-SRPK2 nas células
MDA-MB-231 medeia a regulacao
do mRNA do FASN por meio do
SRSF-1.

3 SRPK2 Proteina

| de SRPK2: | palmitato total apés
a exposicao a IGF-1 apenas em

MDA-MB-231.
de SRPK1 juntamente com 1
NF2-TP53 DKO, | .
7 SRPKI  Gene  viasTP53e  N'2'1P93 DO em pacientes iy, oparaq0
Hippo com alteracdes dup as nas vias
TP53 e Hippo.

~ . SRPK3, SRSF8 e RBM15B nao ~
8 SRPK3 Gene Nao especifica t8m ligagdo com outros genes. Nao relatado
1 de SRPK1 e 0 acumulo

, i citoplasmatico dependente de Eventos pro-
1 SRPK1  Proteina RBM4, IR, MCL-1 fosforilacdo de Ser309 de RBM4  apoptéticos

em MCF-7.
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O splicing do pré-mRNA IR e
MCL-1 é modulado pela rede
SRPK1-RBM4.

Crescimento
de células
cancerigenas

Inibicdo de SRPKs nao alterou o
splicing de S6K.

A inibicdo de LIMK2 bloqueia a

fosforilacéo e a atividade de Meé%f;taal‘se
SRPK1.
SRPK1 regulado_negatlvamente N30 relatado
pelo miR-9.

miR-99a-5p e miR-99a-3p Supressao de
regulam um total de 16 genes
(incluindo SRPK1) tumores BRCA

SRPK2: O-GlcNAcilado por OGT.

O SRPK2 O-GicNAcilado: t
ligacdo a importina A (esse eixo
funciona em paralelo com a
sinalizacao de mTOR e ativagao
de SRPK2).

OGT: media a SRPK2 O-
GIcNAcao em Ser 490, Thr 492 e
Thr 498 e promove a translocagao

e ativacao nuclear de SRPK2.

Inibicdo da O-GIcNAgéo de
SRPK2 e da via mTORC1-S6K1:
nao afetou a fosforilagao de

SRPK2.
O'GlCNAQéO de SRPK2: promove Lipogénese “de
o crescimento de células de novo”
cancer de mama em cultura e in
vivo.

SRPK2: promove a estabilidade
do mRNA do gene lipogénico e a
lipogénese de novo.

Bloqueio/inibicdo de OGT: |
coloracao nuclear e aumentou a
coloracao citoplasmatica de
SRPK2.

OGT néao afeta SRPK1.

O-GlIcNAcao de SRPK2 por OGT
funciona em paralelo com a via
mTORC1/S6K1.

PKC ativada por PMA: promove
ativacdo de cinases a jusante N&o relatado
SRPK1 e PKR.
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Expressao de PR e C-erbB-2
PR e C-erbB-2 correlacionada com a expressdao Nao relatado
de SRPK1.

Gene e
26 SRPK1 proteina
Os niveis totais de proteina de
MAPKS, MAPK2 e AKT nao
mudaram nas células apos a
reducdo em SRPK1.

| de SRPK1: redugéo na Sinais d
fosforilagcdo e alteragbes no Inais de
27 SRPK1  Proteina MAPZSA&ATAPKz padrdo de splicing das proliferlagzéole
transcrigoes de MAP2K. sobrevivéncia

| de SRPK1 inibiu a sinalizagéo
por meio de MAPK3 e MAPK1 e |
leve da sinaliza¢do por meio da
fosforilacdo de AKT.

| fosforilagdo de proteinas SR e
SF2: privagao de oxigénio por
controle da localizacédo subcelular
de SRPK1.

Condigdes normais de oxigénio:
SAFB1/2 povoam principalmente a
matriz nuclear e maior associacao

com SF2 e SRPK1.

SAFB1/2, SF2,
hsp70, VEGF Ligacao causal entre os efeitos
induzidos por hipdxia no eixo
SAFB1/2-SRPK1-SF2 e o splicing
alternativo de mRNA VEGF.

28 SRPK1 Proteina Nao relatado

Hipoxia em SRPK1: | interagao
com SAFB e SF2 (migracao do
ndcleo para o citoplasma) e 1
associacao a estruturas
citoplasmaticas contendo hsp70.

Ressensibilizagao de células

29 SRPK1  Proteina Tip60 resistentes: 1 da acetilagéo de Egi'sfée:ig:
SRPK1 mediada por Tip60. P
. SRPK1 pode interagir com SRSF5 Resisténcia
& SRS Fietsiie SIRElE para fosforila-lo. neoplasica
SRPK3: pode regular Baixa
33 SRPK3 Proteina PCYT2—34231—A positivamente o splicing de sobrevivéncia
PCYT2_44231_AA. de TNBC.
NF-kB, FAK, ki67, . Controle da
34 SRPK1 Proteina NEK2 paxilina e SRP’;:n'a‘I’i‘;g"ggeﬁ;_L‘?e de migracao de
p130Cas ¢ células
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- tumorais de

A fosforilagcdo de FAK, paxilina e umam; e
p130Cas: | pelo knockdown de formagéo de
SRPK1. metastases.

Correlacao significativa entre alta
coloracao de SRPK1 e Ki67 em
cancer de mama positivo para
estrogénio.

1 de NEK2 e SRPK1 em céancer de
mama positivo para estrogénio: |
tempo de sobrevida livre de
metastase.

Principais fun¢des modificadas
por ERa17p: proliferacao do ciclo
35 SRPK2 Gene ERa17p celular, diferenciacéo e Nao relatado
receptores-sinalizagao (SRPK2
regulado positivamente).

3.3.6 Estudos que avaliam a inibicao de SRPKs

Considerando a inibicdo de SRPK1, Zhu et al. (2018) avaliaram um composto
da classe quimica da pirrolopirimidina (CC-671) na progressao mitética e no splicing
pré-mRNA de genes envolvidos na sobrevivéncia de tumores TNBC. Neste estudo
verificou-se que CC-671 ndo inibiu os membros da familia SRPK potentemente.
Segundo Araki et al. (2015) o composto cpd-1 apresentou atividade inibitoria
significativa contra SRPK1 e SRPK2. Verificou-se a capacidade dos inibidores de
moléculas pequenas para inibir de forma mais eficiente as atividades de CLK1/CLK2
em comparagdo com as de SRPK1/SRPK2, o que foi significativamente
correlacionado com as alteracdes de splicing do pré-mRNA S6K, bem como com a
inibicdo do crescimento de células cancerigenas. Estes resultados sugerem que
CLKs e SRPKs funcionam de forma diferente na maquinaria de splicing através das
suas especificidades de substrato, particularmente para proteinas SR.

De maneira similar, a SRPK1 foi identificada como uma proteina que se liga a
Bis (bisindolilmaleimida), um potente inibidor das quinases serina-treonina, como a
SRPK1 e a PKR, que provavelmente desempenham papéis importantes no
desenvolvimento de carcinomas basais de mama (Dolai et al., 2011).

Yeyeodu et al. (2019) constataram que SRPK1 faz parte das moléculas que
mudaram significativamente pelo uso de nanoparticulas de prata ao longo do tempo
(6h e 8 dias) em tecido mamario. Segundo o estudo de Malvi et al. (2020) a inibicdo
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genética da SRPK1 pelos shRNAs ou a sua inibicdo farmacoldgica (SRPIN340)
bloqueou os atributos metastaticos das células TNBC.

Toda et al. (2020) verificaram que SRPK1 foi regulado negativamente de
forma significativa pela transfec¢cdo de miR-101-5p em células MDA-MB-231 e MCF-
7.

Segundo Hayes et al. (2007) a regulacdo negativa de SRPK1 em linhagens
celulares de tumor da mama apdés a transfeccdo com a construcéo codificadora de
siRNA promoveu reducéo da expressdao de SRPK1 em células tumorais MCF7 e um
aumento de células em apoptose, sem diferenga significativa na proporcédo de
células MCF10A n&o transformadas passando por apoptose. Células MCF10A e
MCF7 transfectadas também foram tratadas com Gemcitabina e Cisplatina para
avaliar o potencial de usar knockdown de SRPK1 em combinacdo com estratégias
quimioterapicas convencionais. A adicdo de Gencitabina, Cisplatina ou uma
combinacdo dos dois medicamentos as células MCF7 expressando quantidades
reduzidas de SRPK1 resultou em niveis significativamente maiores de apoptose
quando comparadas as células MCF7 transfectadas com o plasmideo de controle.
Por fim, observaram que os niveis da cinase relacionada, SRPK2, permaneceram
constantes apds a transfeccdo de qualquer plasmideo, apoiando a especificidade
desta abordagem.

Stoletov et al. (2018) observaram que o silenciamento do SRPK1 com shRNA
nao inibiu significativamente a motilidade de MDA-MB-231. Ainda, Szwajda et al.
(2015) confirmaram experimentalmente a inibicdo do crescimento celular apds o
knockdown de SRPKS3 por siRNAs. van Roosmalen et al. (2015) verificaram que a
deplecao de SRPK1 ou MAP2K2, ambas inibindo a migragéao celular pelo shRNA,
estabilizou as estruturas de adesdes focais em toda a periferia celular e quase nao
ocorreu nenhuma reorganizacdo. Observaram também que o knockdown de SRPK1
em células de cancer de mama negativas para o estrogénio reduz sua capacidade
migratéria e estabiliza as adesdes focais. Ainda, a reducdo estavel de SRPK1
baseada em shRNA suprimiu a metastase para 6rgaos distantes, incluindo pulmao,
figado e baco, e inibiu a reorganizacao da adesao focal.

Wang et al. (2020) também avaliaram o efeito da Cisplatina, verificando que
em células de cancer de mama a Cisplatina induziu a acetilagcdo de SRPK1. Nas
células resistentes correspondentes, reduziu a acetilagdo, mas aumentou a

fosforilacdo e a atividade da cinase de SRPK1, favorecendo o splicing de algumas
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variantes antiapoptoéticas. Ainda, SRPIN340 foi capaz de ressensibilizar as células
resistentes a Cisplatina, possivelmente favorecendo o splicing de variantes pro-
apoptéticas.

A inibicado de SRPK1 por um pequeno inibidor, SRPKIN-1, suprimiu a
fosforilagdo de SRSF5. Isso aumentou a proporcdo de SRSF5 interagindo com o
éxon 11 de NCOR2, reduzindo a produg¢do de mRNA de BQ. Portanto, a inibicdo da
SRPK1 pode reduzir a expressédo de BQ e a resisténcia ao Tamoxifeno alterando a
atividade de SRSF5 (Tsoi et al., 2023).

Leea et al., 2017 verificaram que SRPK foi um dos genes cuja expresséao foi
restaurada ao nivel de MCF-7 apds tratamento com cold atmospheric plasma (CAP)
em células MCF-7 resistentes ao Tamoxifeno. De forma semelhante, Miller et al.
(2007) demonstraram que um protocolo neoadjuvante com Letrozol causou redugao
consistente na expressédo do gene SRPK1.

Segundo Taze et al. (2022) o tratamento das células hipdxicas com o
antioxidante NAC restaurou os niveis de SRPK1 nuclear e também recuperou a
proporcao de SF2 das fragcdes da matriz soluvel para nuclear.

As informacbes relativas aos estudos que avaliaram a inibicdo de SRPKs

estao descritas na tabela 7.

Tabela 7. Informacdes dos artigos selecionados que abordam a inibicao de SRPKs.

Inibicao
N.do Tipode Gene/
artigo SRPK proteina HEELE Resposta
5 SRPKA1 Gene Letrozol SRPK1 mudou com o tratamento.
SRPK: expressao restaurada ao nivel de
6 SRPK2 Gene CAP MCF-7 em comparagéo a linhagem
resistente.
SRPK1: alterada por AgNP ao longo do
13 SRPKA1 Gene AgNPs tempo (6h e 8 D).
Cpd-1: atividade inibitéria contra SRPK1 e
SRPK2.
SRPK1 e . " , ;
14 SRPK2 Proteina Cpd-1, Cpd-2 e Cpd-3 Inibidores de moléculas pequenas:

capacidade melhor CLK1/CLK2 em
comparacao com as de SRPK1/SRPK2.

Inibicdo de SRPK1 pelos shRNAs ou
15 SRPK1  Proteina ShRNAs e SRPIN340 SRPIN340 bloqueou os atributos
metastaticos das células TNBC.
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Bisindolilmaleimida

. Alvos de Bis: SRPK1 e PKR.
(Bis)

Proteina

Silenciar SRPK1: sem efeito na motilidade

Gene shRNA de MDA-MB-231.

T SRPK1: | pela transfec¢do por miR-101-5p
Ll iU em células MDA-MB-231 e MCF-7.
| SRPK1: aumentou a proporgao de
células passando por apoptose e as
sensibilizou a intervengao quimioterapica.

SiRNA, plasmideo, A adicdo de Gencitabina e/ou Cisplatina ou
gemcitabina e cisplatina as células MCF7 expressando quantidades
| de SRPK1 resultou em maior apoptose.

Proteina

Plasmideos: nao alteram niveis de SRPK2.

Tratamento das células hipéxicas com o
Proteina NAC antioxidante NAC: restaurou os niveis de
SRPK1 nuclear.

Cisplatina em células resistentes: | a
acetilacao e 1 fosforilagédo e a atividade da

Proteina SRPIN340,.cartl>opIatina cinase de SRPK1.
e oxaliplatina
SRPIN340: capaz de ressensibilizar as
células resistentes a Cisplatina.

. SRPKIN-1: a inibicdo de SRPK1 suprimiu a
Fireiiie SN fosforilacdo de SRSF5.

. CC-671: nao inibiu os membros da familia
Proteina CC-671 SRPK.
Erae SiIRNAs SRPKa@: inibicdo do crescimento apds sua

redugao por siRNAs.

Deplecdo de SRPK1: inibiu a migracéo e
inibiu a dinamica de FA (Focal
Adhesions).

Redugédo de SRPK1: suprimiu a
Proteina shRNA metastase para érgaos distantes e inibiu a
reorganizagao da adesao focal.

Deplegéo de SRPK1: estabilizou as
estruturas de FA em toda a periferia da
célula.

3.3.7 Estudos que avaliam o prognéstico associado a SRPKs

Considerando os estudos sobre prognéstico, SRPK1 foi significativamente

associado a mau prognéstico em pacientes com BRCA (Toda et al., 2020). De

maneira semelhante Shinden et al. (2020) constataram que SRPK1 estd entre os

genes em que altos niveis de expressdo foram significativamente preditivos de
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tempos de sobrevivéncia mais curtos em pacientes com BRCA. Ainda, na pesquisa
de Wang et al. (2018) observou-se previsdo de baixa sobrevida em 28% pacientes
com céancer do tipo basal que apresentaram superexpressao simultanea de SRPK1,
YBX1, SNRPA1 e RPL30. De forma semelhante, Cheng et al. (2017) também
observaram quatro genes (genes SRPK1, PCCA, PRLR e FBP1) podem prever de
forma ideal a sobrevida livre de recidiva em cancer de mama HER-2 negativo apos
quimioterapia baseada em Taxanos e Antraciclinas. A maior expressdo de SRPK1
também foi associada a menor tempo de sobrevivéncia dos pacientes (Li et al.
2014). Ainda, a superexpressao de SRPK1 causa aumento da incidéncia de
metastase, recorréncia e morte por cancer (Malvi, 2020). Também, altos niveis de
expressao de SRPK3 estavam relacionados a menor sobrevida global de pacientes
com TNBC (Wu et al., 2021).

Zhang et al. (2021) obtiveram um modelo de previsdo de prognostico de trés
genes (SRPK3, PUF60 e PNN) no subtipo basal. Observou-se que SRPK3 e PUF60
foram identificados como genes positivos relacionados ao risco prognostico,
enquanto o PNN foi reconhecido como um gene negativo relacionado ao risco.
Assim, estes genes sdo potenciais biomarcadores multidimensionais para o
diagnéstico, prognéstico e tratamento de BRCA.

Segundo van Roosmalen et al. (2015), SRPK1 mostrou associagcédo clinica
significativa com a agressividade do tumor, e 0s niveis aumentados desta proteina
estdo correlacionados com mau progndéstico em pacientes com cancer de mama.
Além disso, os tumores primarios de mama com niveis aumentados de SRPK1
mostraram preferéncia por direcionar metastases para o pulméo e o cérebro. Ainda,
o aumento da expressao de NEK2 e SRPK1 em pacientes com cancer de mama
ER-positivo esta relacionado a uma menor sobrevida livre de metastases de cancer.

As informacdes relativas aos estudos que avaliaram o prognéstico associado
a SRPKs estédo descritas na tabela 8.
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Tabela 8. Informacbes dos artigos selecionados que abordam o prognostico

associado a SRPKs.

Progndstico

N.do Tipode Gene/ e
artigo SRPK proteina SRS
1 pontuacao de risco (maior risco de mortalidade): 1 do nivel de
expressao de SRPK1.

4 SRPK1 Gene

Genes SRPK1, PCCA, PRLR e FBP1: podem prever de forma
ideal a sobrevida livre de recidiva em cancer de mama HER-2
negativo apds quimioterapia baseada em taxanos e antraciclinas.

8 SRPK3 Gene SRPK3 e PUF60: genes positivos relacionados ao risco

prognéstico.

15 SRPK1  Proteina 1 SRPK1: 1 de incidéncia de metastase, recorréncia e morte.

1 SRPK1: preditivo de tempos de sobrevivéncia mais curtos em

18 SRPK1 Gene BRCA.

Superexpressao simultanea de SRPK1, YBX1, SNRPA1 e RPL30:

19 SRPK1 Gene previsdo de menor sobrevida.

25 SRPK1 Gene Expressdo de SRPK1: pior prognéstico em BRCA.
Proteina SRPK1: positivamente correlacionada com estadiamento
clinico, classificacoes TNM e negativamente com a diferenciagao

26 SRPKA1 Gene e patoldgica.

proteina
1 SRPK1: | tempo de sobrevivéncia.

33 SRPK3 Gene 1 SRPKS: | sobrevida global em TNBC.

1 SRPK1: metastase preferencial para os pulmdes e cérebro, mau
prognéstico da doenca e 1 da agressividade.

34 SRPKA1 Proteina

1 de NEK2 e SRPK1 em cancer de mama ER-positivo:
| sobrevida livre de metastases.
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3.3.8 Estudos que avaliam mecanismo de resisténcia ou adaptacao

Lin et al. (2014) demonstraram o envolvimento de SRPK1 na resisténcia a
apoptose no cancer de mama através da modulacao pela rede SRPK1-RBM4.

Wang et al. (2020) relataram que a expressdao de SRPK1 pode nao ser o
unico determinante principal da responsividade a Cisplatina, porém, a diminuigdo na
expressao de Tip60 e acetilagdo de SRPK1 leva a fosforilagdo aumentada de
SRPK1 e SRSFs induzindo o splicing alternativo de variantes anti-apoptoéticas.
Ainda, o baixo nivel de acetilacdo de SRPK1 pode conferir quimiorresisténcia, pois a
acetilacdo de SRPK1 pode favorecer o splicing pré-apoptotico. Como tanto a
hiperfosforilagdo quanto a hipofosforilacdo de SRSFs comprometerdo o pré-mRNA
AS59, um equilibrio entre a expressao de SRPK1 e a fosforilacdo de SRSF é critico
para impulsionar a producao de variantes de splicing pro-sobrevivéncia para conferir
resisténcia a cisplatina.

Segundo Tsoi et al. (2023) a superexpressao de BQ323636.1 (BQ) é um dos
mecanismos que conferem resisténcia ao Tamoxifeno. Em seu estudo verificaram
que o tratamento com SRPKIN-1 poderia reverter a resisténcia a este medicamento.
Portanto, a inibicdo do SRPK1 altera a atividade do SRSF5, reduzindo a expresséo
do gene BQ e a resisténcia ao Tamoxifeno no cancer de mama positivo para
estrogénio.

Em relacdo a adaptacao celular quando os niveis de oxigénio caem, a rapida
oxidacao mediada por ROS de SAFBs e a subsequente dissociagcdo de complexos
ancorados na matriz nuclear garantem que mais moléculas de SF2 livres se tornem
imediatamente disponiveis dentro do nucleo e que o SRPK1 nuclear seja
translocado para o citoplasma. Esses eventos ajustam finamente o nivel de
fosforilacdo da proteina SR e promovem a formacao de VEGFa pré-angiogénico sob
hipoxia. Esses dados sugerem que a remodelagdo dependente de ROS da
arquitetura nuclear pode promover a produgéo de variantes de splicing que facilitam
a adaptacao a hipoxia (Taze et al. 2022).

As informagbes relativas aos estudos que avaliaram mecanismo de

resisténcia ou adaptacao associados a SRPKs estao descritas na tabela 9.
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Tabela 9. Informacdes referentes aos artigos selecionados que abordam mecanismo

de resisténcia ou adaptacao.

Resisténcia ou adaptacao celular

Resisténcia /
adaptacao
celular

Processo ou
composto

N.do Tipode Gene/

artigop SRPK proteina Mecanismo

Rede SRPK-RBM4: atua na
modulacao da sensibilidade
apoptotica das células mamarias
cancerigenas.

11 SRPK1  Proteina Resisténcia Apoptose

| oxigénio: SRPK1 nuclear
translocado para o citoplasma.
Formacao de VEGFa pré-
angiogénico.

28 SRPK1  Proteina Adaptacao Hipoxia

Resisténcia a Cisplatina: | na
expressao de Tip60 e acetilacédo de
SRPK1.

Acetilagao de SRPK1: pode afetar
a eficacia da Cisplatina (por
modificacdo do splicing de alguns
reguladores-chave da apoptose em
células de cancer de mama).
| da acetilagdo de SRPK1 pode
conferir quimiorresisténcia.
Equilibrio entre a expresséo de
SRPK1 e a fosforilagdo de SRSF:
critico para impulsionar a producao
de variantes de splicing pro-
sobrevivéncia e para conferir
resisténcia a Cisplatina.
| da acetilagao de SRPK1 mediada
por Tip60: pode levar a eventos de
splicing alternativo antiapoptéticos
e prever um resultado ruim apos o
tratamento com Cisplatina.
1de BQ323636.1 (BQ) é um dos
mecanismos que conferem
resisténcia a TAM. SRSF5 é
essencial para a expressao de BQ.
SRPK1 pode interagir com SRSF5
para fosforila-lo.

29 SRPK1  Proteina Resisténcia Cisplatina

30 SRPK1 Proteina Resisténcia TAM

3.4. DISCUSSAO
Estima-se que 5 a 10 condugdes de mutacdes sejam necessarias para o
inicio do cancer (Hahn e Weinberg, 2002; Stratton et al., 2009). As células tumorais

adquirem propriedades que incluem autossuficiéncia em sinais de crescimento,
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insensibilidade a sinais de crescimento inibitérios, escape da apoptose, replicacao
ilimitada, angiogénese, invasdo e migragao (Dutertre et al., 2015).

SRPKs estao envolvidas na regulacdo do splicing de mRNAs e atuam na
fosforilacdo de proteinas SR, o que ja foi demonstrado como um pré-requisito para a
montagem do spliceossomo e do splicing em geral (Giannakouros et al., 2011). A
desregulagao do splicing alternativo € um processo fundamental no cancer e fornece
uma fonte potencialmente rica de novos alvos terapéuticos e biomarcadores para a
progressao da doenca (Urbanski et al., 2018).

A expressédo elevada de SRPK1 é comumente encontrada em cénceres
epiteliais humanos e frequentemente se correlaciona com o estdgio avangado da
doenca e baixa sobrevida (Duggan et al., 2021). Os resultados apresentados neste
trabalho demonstram que o0 mesmo ocorre em neoplasias mamarias, sendo
constatada a superexpressdo de SRPK1 (proteina da familia das SRPKs mais
estudada em neoplasias mamarias) em diversos tipos de cancer de mama como:
cancer de mama triplo negativo, angiossarcoma mamario primario e secundario,
carcinoma lobular invasivo, carcinoma ductal invasivo e cancer de mama basal em
comparacdo a tecidos saudaveis, assim como em linhagens celulares de mama
como BT-20, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF-7, BME-UV1, ZR-75-1, MDA-MB-
435, BT-549, ZR-75-30 e HBL100. Em relacdo a SRPK3 também foi observada sua
superexpressao no cancer de mama triplo negativo e na linhagem celular MCF-7.

Visto que dos 35 artigos analisados, apenas um explorou a expressao de
SRPKs em tecidos mamarios bovinos, evidencia-se uma lacuna na investigacado da
relagdo entre as proteinas SRPKs e as neoplasias mamarias em especies nao
humanas.

Muitos estudos demonstraram que SRPK1 foi superexpresso no cancer triplo
negativo e no cancer de mama basal. Também em pacientes com TNBC ou cancer
de mama basal a expressdo de SRPK1 se associou a um mau progndstico e a
menor sobrevida. Também, altos niveis de expressdo de SRPK3 estavam
relacionados a menor sobrevida global de pacientes com TNBC. Portanto,
estabelecer terapias direcionadas para proteinas SRPK1 e SRPK3 representam
boas opc¢des para o tratamento de pacientes com TNBC.

O céncer de mama do subtipo basal, que é negativo para receptor de
estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR) e apresenta baixa expressao de
HERZ2, é caracterizado como o cancer de mama triplo negativo (TNBC). O TNBC é



68

responsavel por aproximadamente 15% dos diagnésticos de cancer de mama e por
aproximadamente 25% das mortes relacionadas a este tipo de neoplasia, devido a
uma biologia mais agressiva e a falta de terapias direcionadas (Grigoriadis et al.,
2012; Dey et al., 2013).

Watson et al. (2023) identificaram um subtipo molecular em tumores
mamarios espontaneos de cadelas denominado canine basal-like mammary tumor
(cBLMT) que apresenta semelhancas moleculares e histolégicas com o TNBC.
Dessa forma, os cBLMTs podem atuar como um modelo animal espontaneo
indispensavel para o estudo do TNBC, suprindo uma lacuna critica na pesquisa do
cancer de mama (Watson et al., 2020). A menor expectativa de vida dos caes, aliada
a natureza agressiva da doencga, possibilita que ensaios clinicos com novos agentes
terapéuticos sejam concluidos de forma mais rapida e econémica em comparacao
com os estudos de fase I-IV realizados em humanos. A aplicagdo bem-sucedida do
modelo translacional cancer de mama em cadelas na pesquisa oncolédgica pode
ampliar o entendimento molecular sobre o cancer de mama e também ampliar as
pesquisas pré-clinicas e, por fim, o tratamento de pacientes com cancer de mama,
tanto caninos quanto humanos (Gray et al.,, 2020). Portanto, cadelas podem ser
empregadas como modelo experimental para a avaliacdo de tratamentos
direcionados a pacientes com TNBC, por meio da inibicdo das proteinas SRPKs.

A superexpressdao de SRPK1 causa aumento da incidéncia de metastase,
recorréncia e morte por cancer. Ainda, esta proteina mostrou associacao clinica
significativa com a agressividade do tumor e niveis aumentados desta estdo
correlacionados com mau progndstico em pacientes com cancer de mama. Além
disso, os tumores primarios de mama com niveis aumentados de SRPK1 mostraram
preferéncia por direcionar-se para o pulmdo e o cérebro. Ainda, o aumento da
expressao de NEK2 e SRPK1 em pacientes com cancer de mama ER-positivo esta
relacionado a uma menor sobrevida livre de metastases de cancer. Assim, os
resultados deste estudo demonstram que aumentos da expressao de SRPK1 estao
associados a piores prognosticos em individuos com cancro mamario.

Estudos demonstraram também que uma pontuacdo de risco mais elevada
indicou maior chance de mortalidade para pacientes com cancer de mama e que
juntamente com o aumento desta pontuagdo o nivel de expressdao de SRPK1 foi
regulado positivamente. Os genes SRPK3 e PUF60 também foram identificados
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como relacionados ao risco progndstico. Portanto, estes estudos corroboram a
possibilidade de utilizagdo de SRPKs como marcadores prognésticos.

As diferentes proteinas da familia de SRPKs interagem com diversas vias,
genes (MiR-9) e proteinas (como RBM4, IGF-1, OGT, LIMK2, MAPK2, Tip60,
SRSF5) atuando em processos como a expressao de fatores teciduais, alteracdo de
eventos pré-apoptoticos, promocdo de crescimento de células cancerigenas,
metastases distais, sinalizacdo de proliferacdo, sobrevivéncia e resisténcia
neoplasica.

SRPK1 esta envolvida no controle da rede de sinalizacdo NF-kappa (van
Roosmalen et al., 2015). O impacto da resposta inflamatéria no cancer pode variar
conforme sua intensidade e natureza, podendo tanto exercer um efeito antitumoral
quanto favorecer o crescimento, a invasao e a progressao do tumor. Sabe-se que
NF-kappaB atua como um regulador central da resposta inflamatéria (tanto na
imunidade inata quanto adaptativa), estando deste modo relacionado ao surgimento
e a progressao do cancer (Pires et al., 2018).

Ainda, van Roosmalen et al. (2015) encontraram uma correlacao significativa
entre SRPK1 e de Ki67. O Ki-67 € um antigeno nuclear humano intimamente ligado
ao ciclo celular e a mitose, sendo que sua porcentagem indica a fragao proliferativa
de um tumor. Diversos estudos tém demonstrado seu valor como marcador
progndéstico no cancer de mama. Na pratica clinica, o Ki-67 € amplamente utilizado
para orientar a escolha terapéutica e possui o potencial de avaliar a resposta ao
tratamento em curso (Mannell, 2016).

Tecidos néo proliferativos frequentemente obtém acidos graxos adequados da
dieta; no entanto, células cancerosas frequentemente apresentam sintese aberrante
de acidos graxos de novo para fornecer substratos amplos para lipidacées pds-
traducionais, fosfolipidios e energia (Menendez e Lupu, 2007). Proteinas SRPK2
interagem com complexas redes de proteinas para a sintese de acidos graxos “de
novo” em células de cancer de mama.

Proteinas SRPK1 estdo associadas a mecanismos de desenvolvimento de
resisténcia a apoptose celular (através da via SRPK-RBM4), quimioterapicos (como
Tamoxifeno e Cisplatina) e atuam na adaptacao celular a hipoxia, apresentando
comportamento pré-oncogénico.

Além disso, diversos agentes que interagem com proteinas SRPKs estdo
sendo estudados tanto para utilizagdo como inibidores neoplasicos quanto para o
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uso combinado com agentes quimioterapicos (agindo no combate a resisténcia aos
mesmos). Assim, foi constatado que o plasma atmosférico frio pode atuar em células
resistentes ao Tamoxifeno, restaurando a expressdao de SRPK2 ao mesmo nivel de
expressao em células nao resistentes. siRNA atua na regulacdo negativa de SRPK1
aumentando a proporcdo de células tumorais de mama em apoptose e
sensibilizando a intervencdo quimioterapica. Ainda, siRNA atuaram em SRPKS3
causando inibicdo de crescimento. A utilizacdo de um inibidor chamado SRPKIN-1
atuou na inibicao de SRPK1 reduzindo a expressao de BQ (a superexpressao de BQ
€ um dos mecanismos que conferem resisténcia ao Tamoxifeno). Os compostos
Letrozol e Nanoparticulas de Prata promoveram alteracbes nos genes SRPK1.
SRPK1 foi identificado como alvo da cinase BIS, que é um forte inibidor da familia
serina-treonina de proteinas cinases. O composto Cpd-1 apresentou atividade
inibitéria contra SRPK1 e SRPK2. A inibicio de SRPK1 baseada em shRNA
suprimiu a metastase para 6rgaos distantes, incluindo pulmao, figado e bago e inibiu
a reorganizacdo da adesao focal. Ainda, estudos relataram a especificidade das
diferentes proteinas que compdéem a familia SRPKs demonstrando que alguns
compostos ou proteinas interagem apenas com tipos especificos de SRPKs.

Tendo demonstrado que a superexpressao das SPRKs nos diversos tipos de
cancer de mama esta diretamente relacionada a mal prognéstico e a diminuicdo de
sobrevida, as estratégias de inibicdo das SPRKs aqui relatadas podem ser utilizadas
como alvo terapéutico. Espera-se que nos proximos anos as terapias génicas e
moleculares possam ser aplicadas em estudos clinicos, aprimorando a terapéutica

do cancro mamario.

3.5. CONCLUSAO

Os estudos sobre SRPKs relacionados as mamas saudaveis e/ou neoplasicas
abordaram: a interacdo destas com outras proteinas, genes e vias demonstrando
que estas estdo envolvidas em redes complexas e participam de processos
celulares pré-oncogénicos; a expressao de SRPKs, demonstrando que sua
superexpressao ocorre em neoplasias mamarias, se associando principalmente ao
TNBC; a inibicdo destas proteinas, demonstrando que seu bloqueio pode combater
a resisténcia a quimioterapicos, favorecer a apoptose e reduzir a taxa de
metastases; relataram sobre progndstico envolvendo estas proteinas, demonstrando
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que sua expressao esta associada a pior progndstico; demonstraram a correlagao
de SRPKs com desenvolvimento de resisténcia e adaptacao a hipdxia celular.

Estes dados reforcam a importancia do desenvolvimento de compostos para
suprimir o splicing alternativo aberrante impulsionado por SRPKs em neoplasias
mamarias e, demonstram, ser necessario estabelecer uma compreensao mais
profunda dos fatores que influenciam a expressdo de SRPKs nestes tecidos, além
disso apresenta perspectivas de utilizacdo destas proteinas como marcadores
neoplasicos e alvos para o desenvolvimento de novas moléculas anti-neoplasicas.

4. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nas informagbes apresentadas ao longo deste trabalho, destacam-
se as similaridades clinicas e moleculares entre os tumores mamarios caninos e o
cancer de mama humano, bem como a importancia do uso de caes como modelo
experimental para estudar o cancer de mama de ocorréncia natural em humanos.

Considerando: (i) a importancia das proteinas SRPKs nas neoplasias
mamarias, ja estudadas em humanos; (i) a necessidade urgente de novas
abordagens terapéuticas, principalmente voltadas para o cancer de mama triplo
negativo; (iii) visto que € fundamental realizar estudos pré-clinicos em modelos
animais antes de avangar para ensaios clinicos em humanos; sugere-se que futuras
pesquisas explorem a presenca e o papel destas proteinas em tecidos mamarios
caninos, possibilitando o uso de cadelas como modelo experimental para avaliar
clinicamente compostos que inibem SRPKs, com vistas ao desenvolvimento de

terapias para o tratamento do cancer de mama em mulheres.
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