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RESUMO

ARAUJO, Andreia Corréa de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2021. Splicing alternativo na neoplasia mamaria canina: revisdo sistematica.
Orientadora: Emily Correna Carlo Reis. Coorientadores: Fabricio Luciani Valente e
Gustavo Costa Bressan.

As neoplasias mamarias representam um grande desafio tanto para a medicina
humana quanto veterinaria. O tumor desenvolvido em cadelas compartilha varias
caracteristicas com o das mulheres como comportamento biolégico, acometimento
em pacientes imunocompetentes e influéncia hormonal. Splicing alternativo é parte
integrante da maquinaria da expressao génica é acionado mais ou menos de acordo
com o momento e a necessidade da célula. No ambiente tumoral predomina a
transcricdo de isoformas produtos de splicing alternativo no sentido do seu
desenvolvimento, manipulando vias de proliferagdo, invasdo e sobrevivéncia.
Variantes de transcritos que sofrem splicing alternativo detectados em neoplasia
mamaria em mulheres apresentam niveis de expressao e fungao diferentes quando
comparados ao tecido saudavel, demonstrando relevancia do processo na
tumorigénese. Com o objetivo de analisar a importancia do splicing alternativo em
tumor mamario canino, foi elaborada essa revisao sistematica. A compreensao da
manipulacdo do splicing alternativo no processo neoplasico canino pode viabilizar
pesquisas na area de terapéutica e servir como base para a oncologia humana. Foram
analisados artigos das bases PubMed, Scopus, Web of Science e Science Direct
utilizando os seguintes termos chaves: canine OR dog, AND tumor OR cancer, AND
expression, AND splicing, AND mammary. Foram selecionados treze artigos e
avaliada a expressao de dezenove transcritos, desses, cinco nao apresentaram
variantes além da forma classica. Entre os quatorze restantes, apenas um nao
demonstrou diferenca entre a expressao em tecido saudavel e o neoplasico e dois
transcritos foram avaliados além da expresséao, tendo sido também pesquisada uma
funcao especifica relacionada a isoforma, como a causa da baixa expressao de
BRCAZ2 em tecido mamario neoplasico e o pior progndstico relacionado a isoforma de
CD44, concluindo-se que existe a relagéo e a relevancia do splicing alternativo nos
processos analisados. Os demais artigos detectaram expressao divergente entre

amostras mamarias caninas saudaveis e tumorais, demonstrando que o splicing



alternativo € um processo celular relevante para o andamento de eventos de

proliferagdo, invasao e sobrevivéncia na tumorigénese mamaria canina.

Palavras-chave: Splicing alternativo. Cao. Tumor mamario. Modelo. Isoformas.



ABSTRACT

ARAUJO, Andreia Corréa de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa. Alternative
splicing in canine mammary tumor: sistematic review. Adviser: Emily Correna
Carlo Reis. Co-Advisers: Fabricio Luciani Valente and Gustavo Costa Bressan.

Breast neoplasms represent a great challenge for both human and veterinary
medicine. The tumor development in female dogs shares several characteristics with
that of women, such as biological behavior, immunocompetent patients’ affection and
hormonal influence. Alternative splicing is an integral part of the gene expression
machinery and it is triggered according to the moment and need of the cell. In the tumor
environment, the transcription of isoforms products of alternative splicing predominates
in the direction of their development, manipulating proliferation, invasion and survival
pathways. Variants of transcripts that suffer alternative splicing detected in breast
cancer in women have different levels of expression and function when compared to
healthy tissue, demonstrating the relevance of the process in tumorigenesis. In order
to analyze the importance of alternative splicing in canine breast tumors, this
systematic review was carried out. Understanding the manipulation of alternative
splicing in the canine neoplastic process can enable research in the therapeutic area
and serve as a basis for human oncology. Articles from PubMed, Scopus, Web of
Science and Science Direct databases were analyzed using the following key terms:
canine OR dog, AND tumor OR cancer, AND expression, AND splicing, AND
mammary. Thirteen articles were selected and the expression of nineteen transcripts
were evaluated, of which five did not present variants beyond the classic form. Among
the remaining fourteen, only one showed no difference between expression in healthy
and neoplastic tissue. Two transcripts were evaluated in addition to expression, and a
specific isoform-related function was investigated as the cause of low BRCA2
expression in breast tissue and the worst prognosis related to the CD44 isoform,
concluding that there is a relationship and relevance of alternative splicing in the
analyzed process. The remaining articles detected divergent expression between
healthy and tumorous canine mammary samples, demonstrating that alternative
splicing is a relevant cellular process for the progress of proliferation, invasion and

survival events in canine mammary tumorigenesis.

Keywords: Alternative splicing. Canine. Mammary tumor. Model. Isoforms.
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1. INTRODUGAO

No ano de 2021, o cancer de mama passou a ocupar o primeiro lugar das
neoplasias mais diagnosticas no mundo, passando a frente do cancer de pulmao, e a
maior causa de morte por cancer entre as mulheres (WHO, 2021). No Brasil, ainda
ocupa o segundo lugar entre os tumores mais prevalentes em mulheres. Segundo o
INCA (2021), entre 2020-2022, esperam-se 66.280 novos casos de tumor de mama
por ano no pais; em 2018, esse numero foi de 59.700. Por sua alta incidéncia e
mortalidade associadas, percebe-se claramente a necessidade de pesquisas que
envolvam o desenvolvimento e fisiopatologia da progressao das neoplasias mamarias
aléem de novas modalidades terapéuticas, o que indispensavelmente envolve a
utilizagcdo de modelos experimentais.

As linhagens celulares constituem um modelo muito utilizado em pesquisas
oncologicas. Essa importancia se deve ao seu papel primordial no avango sobre o que
se entende atualmente acerca dos mecanismos moleculares inerentes as células
neoplasicas e por permitirem livre manipulagdo no que concerne as limitacdes éticas
a pesquisa. Entretanto, apesar dos resultados proporcionados pela utilizagdo dos
cultivos celulares, o meio in vitro impde algumas mudancgas seletivas as células que,
de certa forma, limitam a interpretagao dos resultados que deixam de ser fidedignos a
realidade fisiologica. Ademais as linhagens perdem o mais primordial dos fatores de
desenvolvimento e proliferagao neoplasica que € o microambiente tumoral e a relagao
com o sistema imune (Pinho et al., 2012).

Por décadas, as pesquisas oncoloégicas utilizaram camundongos,
principalmente mutantes e receptores de xenoenxertos neoplasicos, como principal
modelo de estudo e compreenséo do desenvolvimento, comportamento e tratamento
de tumores. Esse modelo permitiu também analise da sobrevivéncia do tumor ao
sistema imune e envolvimento da resposta inflamatdria na tumorigénese. Entretanto,
a utilizacdo desses modelos apresenta limitagdes importantes que impedem o
progresso dos resultados, entre elas aponta-se: sua maior susceptibilidade a
carcinogénese por disporem de baixo controle de reparo ao DNA e alta instabilidade
genética, menor dependéncia hormonal e baixos niveis de receptores de estrogénio e
progesterona, alta atividade de telomerase e, consequentemente, teldmeros mais
longos, e também, seus tumores possuem diferentes caracterizagdes histoldgicas e

comportamento metastatico (Abdelmegeed e Sulma, 2018).
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Em contrapartida, a neoplasia mamaria em caes apresenta diversas
similaridades bioldgicas, moleculares e comportamentais com a humana, fazendo a
espeécie despontar como modelo a ser considerado no estudo da doenga em
humanos. Dentre elas, pode-se relatar a influéncia hormonal. Desde 1969, quando foi
demonstrado que a castracao de cadelas antes do primeiro cio diminui as chances de
desenvolver neoplasia para 0,5%, quando comparada com 8% a 26% quando
castradas entre o primeiro e o segundo (SCHNEIDER et al., 1969), pesquisas vém
sendo conduzidas com o objetivo de aprofundar a relagdo entre a exposigdo hormonal
enddégena e o desenvolvimento neoplasico. Em estudo posterior foi demonstrado
relevante fator protetivo contra tumorigénese em animais castrados até o quarto cio
(SONNENSCHEIN et al., 1991) e, mais recentemente, tem-se discutido a avaliagao
individualizada para determinar a castracdo precoce devido a predisposicao a
desordens articulares, incontinéncia urinaria e a desenvolvimento de outras
neoplasias (HART et al., 2016 e 2020). Em mulheres, ndo parece haver uma relagao
direta entre os hormonios sexuais e o maior risco em se desenvolver tumor mamario,
mas sim uma rede de fatores envolvendo a influéncia hormonal, idade, habitos de vida
e fatores genéticos (KELSEY et al., 1993; FUHRMAN et al., 2011, NIEHOFF et al.,
2017).

A utilizacado de progestagenos exdgenos também esta altamente relacionada
ao risco de desenvolvimento neoplasico em cadelas, os anticoncepcionais induzem a
producao local de horménio do crescimento (GH), induzindo a proliferagéo do epitélio
glandular (MOL et al., 1996; GARDEREN et al., 1997). Os contraceptivos orais
utilizados por mulheres apresentam o mesmo efeito tumorigénico em mama, sendo
considerado pela Organizacdo Mundial da Saude como um carcindégeno grau 1
(COGLIANO et al., 2005; WILLIAMS et al., 2018).

Outro fator de risco relevante na tumorigénese mamaria é o escore corporal.
Tanto animais quanto humanos obesos possuem maior predisposicao de desenvolver
tumor de mama de comportamento mais agressivo numa forma dependente de
leptina, um hormdnio liberado pelos adipdcitos para sinalizagdo de saciedade e gasto
energético. A leptina estad envolvida na progressao tumoral desde a ativagao de
células tronco neoplasicas (CSC) até no desenvolvimento de metastases pela
ativagao de vias de proliferagédo, invasdo e migragao e ainda favorece eventos de
angiogénese e inflamac&o no microambiente tumoral (MORRIS e RUI, 2009, PARK e
SCHERER, 2011 e TESI, et al., 2020).
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As neoplasias mamarias podem originar do seu compartimento epitelial, os
carcinomas, da sua parcela mesenquimal, os sarcomas, ou acometer ambos os
grupos celulares, os carcinossarcomas. Tanto no homem quanto no cao o principal
tipo histolégico de tumor a acometer as mamas é o carcinoma; nos humanos, os mais
comuns sao os carcinomas ductais ou lobulares (INCA, 2021), em cadelas, o mais
prevalente é o carcinoma em tumor misto (CASSALI et al., 2017).

O estadiamento clinico da neoplasia mamaria em ambas as espécies segue
os critérios do sistema TNM, uma classificagdo que agrupa as caracteristicas
relacionadas com o tamanho do tumor primario (T), a presengca de metastase em
linfonodos regionais (N) e a presenga de metastases distantes (M) (CASSALI et al.,
2014 e AJCC, 2018).

Também sao encontradas semelhancgas na classificagao fenotipica do cancer
de mama entre as duas espécies. Essa classificacdo é baseada na expressao de
receptores hormonais para progesterona (PR), estrégeno (ER) e EGFR2 humano
(HER-2). Em humanos, ainda é considerado o indice proliferativo, representado pela
expresséao de Ki67, agrupado com os receptores, indice considerado separadamente,
apenas com resultado positivo e negativo em cadelas. Em caes, o valor de corte para
Ki67 € 20% (dado n&o publicado, ultimo consenso de tumor mama realizado no IV
Encontro de Patologia Mamaria 2019). Em céaes, ainda é considerada a expressao de
COX-2 para a avaliagdo preditiva do paciente, sendo o escore acima de seis
considerado positivo (COATES, et al.,, 2015 e CASSALI et al., 2017). A tabela 1
demonstra a comparacao entre os parametros utilizados em humanos e caes para

sua classificagao fenotipica.
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Tabela 1: Comparacao entre os parametros utilizados na classificacdo fenotipica de
neoplasias mamarias em mulheres e cadelas

Classificagao Caninos Humanos
ER +, PR +, HER2 - ER+, PR = 20%,
Luminal A
(+>20%) Ki67 < 20%, HER2 -
ER +, PR +, HER2 + ER+, HER2-, PR < 20%
Luminal B HER2 - .
(+>20%) elou Ki67 = 20%
luminal B HER2 + Nao utilizado ER +, PR +, HER2 +
Superexpressdo HER2 Nao utilizado ER -, PR -, HER2 +
Triplo negativo ER -, PR -, HER2 - ER -, PR -, HER2 -

Fonte: (COATES, et al., 2015 e CASSALI et al., 2017)

Assim, com base nas informacdes expostas, € notdéria a relevancia da
utilizacdo de cdes como modelo experimental para estudo do cancer de mama de
ocorréncia natural em humanos, uma vez que, em ambas as espécies, a doenca
acomete espontaneamente pacientes imunocompetentes, com microambiente intacto
e promove manipulacdo da expressao genética de importantes mecanismos
moleculares e de vias de sinalizacao especificas.

Desde 2000, tem-se voltado atencdo para os chamados marcadores
moleculares do cancer, comportamentos comuns entre as neoplasias em geral, como
evasédo de apoptose, imortalidade celular, instabilidade gendmica, entre outras. Com
o aprofundamento das pesquisas, observou-se que esses eventos ocorrem
simultaneamente e que um gene expresso de forma anémala é capaz de induzir
diversos marcadores (HANAHAN e WEINBERG, 2000 e HANAHAN e WEIBERG,
2011). A conexéao entre as vias alteradas pelo processo neoplasico esta relacionada
com as isoformas produto de splicing alternativo, elas sdo capazes de interagirem e
promoverem ativagdo de mais de uma via celular concomitantemente. Por esse
motivo, o splicing alternativo aberrante presente em células neoplasicas também é
considerado um marcador molecular do cancer. Esse comportamento € observado
tanto na espécie humana quanto na canina (PINHO et al., 2012 e LADOMERY et al.,
2013).

Inicialmente, a transcrigdo genética origina um RNAm imaturo, ou pré-RNAm,
formado por sequéncias codificadoras, os éxons, intercaladas por sequéncias nao

codificadoras, os introns. Splicing € o processo pelo qual ocorre a remogao dos introns
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e posterior unido dos éxons, formando o RNAm maduro e tornando-o capaz de migrar
do nucleo ao citosol, onde ocorrera a tradugao proteica.

O splicing ocorre ancorado no spliceossomo, uma maquinaria extremamente
precisa, formada por snRNA (pequenos RNAs nucleares), denominados U1, U2, U4,
U5 e U6, complexados com uma série de proteinas formando as snRNPs (pequenas
ribonucleoproteinas nucleares), além de outras proteinas maiores. Por pareamento
de bases, as snRNPs identificam sequéncias especificas no pré-RNAm, os sitios de
splicing, onde ocorrem atividades enzimaticas responsaveis por (i) formagado de um
lago no intron a ser removido e aproximacgao dos sitios de splicing, (ii) clivagem no
sitio 5’ de splicing, (iii) remog¢ao do lago de intron pela clivagem do sitio 3’ de splicing
e (iv) unido das duas sequéncias de éxons.

A especificidade do reconhecimento dos sitios de splicing € garantido pelas
proteinas SR e pelas ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnNRP). Ambas
possuem segmentos de reconhecimento de sequéncias consenso no pré-RNAm que
identificam os sitios de splicing, essas regides s&o denominadas iniciadoras e
silenciadoras. O reconhecimento dessas regides pelos fatores de splicing SR e
hnRNPs sinaliza para as snRNPs os locais de clivagem e unido para o processamento
do novo transcrito (SHEPARD E HERTEL, 2009; LONG e CACERES, 2009; IBRAHIM
et al., 2005).

Entretanto, por meio do splicing constitutivo um gene produz apenas um
transcrito, o que n&o justificaria a complexidade do proteoma eucarioto. Para ampliar
a diversidade da expressao do genoma, o organismo langa mao do mecanismo de
splicing alternativo, onde combinagdes especificas de delegdo de éxons e retengao
de introns, em parte ou inteiros, alteram os sitios de splicing e ddo origem a isoformas
que, se traduzidas, produzirdo proteinas com fungdes distintas das classicas (FEDOR,
2008; NILSEN e GRAVELEY, 2010), pelo menos 92% do genoma humano sofre
splicing alternativo (PAN et al., 2008).

O splicing alternativo altera a expressao génica gerando produtos com
dominios de ligacao alterados que irdo interagir com seus ligantes de forma distinta.
Quando o transcrito faz parte de uma via de sinalizagéo celular, pode torna-la passivel
de ativagao onde estaria refrataria, ou caso contrario, provocando sua inibicdo. Pode
também produzir proteinas truncadas, e inativas ou, ainda, introduzir um codon de
terminagcdo prematura (PTC), ativando o sistema de vigilancia de decaimento do

RNAmM mediado por sequéncia sem sentido (NMD), o que resulta em degradagao do
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RNAm e, consequentemente, na inibicdo da expressdao de um gene alvo
(BLENCOWE, 2006).

Além de demandarem os sitios de éxons, as proteinas SR também podem
exercer fungdo oncogénica quando, durante o desenvolvimento tumoral, favorecem o
splicing alternativo de transcritos promotores de eventos pré-carcinogénicos, como
evasao de supressores de crescimento, escape de apoptose, angiogénese e invasao
(SHEPARD e HERTEL, 2009; OLTEAN e BATES, 2014). Diversas pesquisas relatam
a existéncia de splicing alternativo aberrante em células tumorais, resultado da
superexpressao de fatores de splicing, que acelera episodios de progressao tumoral
(KARNI et al., 2007, GHIGNA et al., 2005, ANCZUKOW et al., 2012). Responsavel
pela fosforilagdo do dominio RS caracteristico das proteinas SR, a familia de quinases
SRPK juntamente com CLKs, sdo as principais responsaveis pela ativagdo das
proteinas SR, entretanto, as SRPKs se relacionam com as proteinas SR de uma
maneira mais fiel, enquanto as CLKs apresentam uma especificidade mais ampla
pelos sitios RS (GIANNAKOUROS et al., 2011). A SRPK1 foi detectada super
expressa em tumores mamarios humanos e relaciona a maior potencial tumorigénico
por meio de estimulo de vias de proliferacéo e evasédo de apoptose (HAYNES et al.,
2007 e LIN et al., 2014). Em humanos, a superexpressao de isoformas produto do
splicing alternativo configuram assinaturas de diversas neoplasias e sua inibigao esta
estabelecida com uma linha de ataque a doenga (Oltean e Bates, 2014). Entretanto,
ainda nao se tem esclarecida a relevancia desse processo celular na tumorigénese
do tumor de mama canino.

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a relevancia de eventos de
splicing alternativo no comportamento clinico do tumor mamario canino para, a partir
de entao, julgar a importancia da intervengao neste processo celular para o tratamento
e controle do referido tumor e, dessa forma, incluir as cadelas como modelo em mais

uma linha de pesquisa a respeito do tumor de mama humano.
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2. METODOLOGIA:
2.1. Selegao:

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: O splicing alternativo representa um processo celular
contundente na tumorigénese da neoplasia mamaria canina?

Para selecionar os artigos usou-se o critério PICO (Population, Intervention,
Comparison and Outcomes). Os critérios de elegibilidade estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Critérios de inclusio e exclusao

Critérios de inclusao Critérios de exclusao

Populagdo de caninos do sexo Outras espécies, caninos machos e
feminino que apresentam tumor caninos que apresentam outros tipos
mamario e linhagens celulares de de neoplasias.

tecido mamario canino.

Super expressao de isoformas Presenca de isoformas produto de
produto de splicing alternativo. outros processos celulares.

Estudos clinicos randomizados que Revisdes e capitulos de livros.
avaliaram a expressdo génica em
tecido mamario sadio e neoplasico

publicados em revistas indexadas.

Nao foram estabelecidos critérios de exclusdo para data de publicacédo e

idioma.

2.2. Fontes de dados, pesquisa e selegao dos estudos:

A triagem dos artigos a serem incluidos na pesquisa foi realizada através dos
sites das bases de dados PubMed, Science Direct, Web of Science e Scopus no
periodo entre novembro de 2019 e janeiro de 2021 e a selegdo contou com o auxilio
da ferramenta START (State of the Art through Systematic Review) criado em 2010
pela Universidade Federal de S&do Carlos. As palavras-chaves e os operadores

booleanos empregados foram:
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e Canine OR dog

e AND tumor OR cancer

e AND expression

e AND splicing

e AND mammary

A primeira fase da selecao dos estudos foi baseada unicamente na leitura do
titulo, os selecionados foram também submetidos a leitura do resumo e, os eleitos

para a terceira fase foram lidos na integra.

2.3. Andlise e extragao de dados
Os artigos selecionados foram analisados por dois revisores independentes,
segundo um roteiro de dados qualitativos pertinentes ao objetivo desta analise, s&o
eles:
¢ Informacgdes referentes ao artigo e seus autores: titulo, autores, pais e ano.
¢ Informacdes referentes a molécula alvo: nome, localizagao celular, fungao
e similaridade com a sua ortéloga humana.
e Origem e quantificagdo das amostras: linhagem celular ou local biopsiado.
e Isoformas produto de splicing alternativo e sua expressdo em tecido
mamario saudavel e neoplasico.

e Inclusdo de PTC.
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3. RESULTADOS:
3.1. Selegao:

Preliminarmente, foram identificados nas bases de dados 2365 artigos, dentre
os quais 152 estavam duplicados. Apos a leitura do titulo, 94 trabalhos foram eleitos
para leitura do resumo e destes, 25 seguiram para a sua leitura na integra. Ao final
dessa etapa, 13 artigos cumpriram os critérios de inclusédo. Os principais motivos para
exclusdo de artigos em cada etapa foram por se tratar da caracterizagdo de produtos
de splicing alternativo em tumores humanos e outros tumores caninos que nao o
mamario. Vale ressaltar a exclusao de dois artigos especificamente que tratam sobre
a expressao de dois genes supressores de tumor. O primeiro, a respeito da expressao
do p53 (CHU 1998), ndo cumpriu os critérios de elegibilidade dessa revisdo porque
determinou a expresséao de isoformas produto de mutacéo, a partir da analise do DNA
genbémico. O segundo, sobre o PTEN (Kanae, 2005), investigou a expressao de
variantes fruto de mutacao deletéria ao nivel do DNA.

O percurso para a selegado dos 13 artigos incluidos nesta revisdo sistematica esta
demonstrado de forma esquematica na figura 1.
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Figura 1: Fluxograma demonstrando as fases de selegcdo dos artigos incluidos na
reviséo sistematica.
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3.2. Informagodes referentes ao artigo e seus autores: titulo, autores, pais e ano.

Dentre os treze artigos selecionados, cinco foram elaborados por um grupo
de pesquisadores, sendo quatro relacionados a uma familia de proteinas, as KLKs.
Quatro foram desenvolvidos por grupos japoneses, sendo que dois, a respeito da

BRCAZ2, tiveram o mesmo primeiro autor e foram produzidos pelo mesmo grupo de
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pesquisadores da Universidade Kitasato. Grupos de Taiwan, Alemanha, Estados
Unidos e Suécia tiveram cada um uma referéncia.

As informagbes basicas de cada um dos treze artigos eleitos a comporem
essa revisao encontram-se compiladas na tabela 3. A partir dessa tabela, os artigos

serao identificados no texto pelo seu numero correspondente.

Tabela 3. Artigos selecionados para analise:

Numero
atribuido Titulo Autor Ano Pais
ao artigo

The canine
kallikrein-related
peptidase 14:
Structural Angelopoulou, K;
1 characterization, Prassas, |.; 2009
alternative splicing Yousef, G. M.
and differential
expression in
mammary cancer

Grécia /
Canada

The canine
kallikrein-related
peptidases 9 and  Angelopoulou, K.;
2 10: structural Karagiannis, G. 2009 Grécia
characterization and S.
expression in
mammary cancer.

Structural
characterization and
expression of five  Angelopoulou, K.;
3 novel canine Karagiannis, G. 2010 Grécia
kallikrein-related S.
peptidases in
mammary cancer

Identification,
molecular
characterization and
alternative splicing  Angelopoulou, K.;
4 of three novel Karagiannis, G. 2015 Grécia

members of canine S.

kallikrein (KLK)-

related peptidase

family
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Expression Patterns
of BRCA1 splicing
variants in canine
normal tissue and

mammary gland
tumors

Reduced canine
BRCA2 expression
levels in mammaru

gland tumors

Cloning,
characterization,
and comparative

guantitative
expression analyses
of receptor for
advanced glycation
end products
(RAGE) transcripts
forms.

Canis familiaris
telomerase reverse
transcriptase
undergoes
alternative splicing

Expression and
molecular
characterization of
the growth hormone
receptor in canine
mammary tissue
and mammary
tumor.

Expression
frequency os c-kit
isoforms and its
prognostic potencial
in canine mammary
tumours

Function analysis of
CD44 variants and
XCT in canine
tumors

Sugiura, T. et al.

Yoshikawa, Y. et
al.

Sterenczak, K. A.
et al.

Angelopoulou, K.
et al.

Garderen, E. V.
et al.

Chen, Y.; Liao, J.;
Chang, S.; Hsu,
W.

Tanabe, A. et al.

2007

2015

2009

2008

1999

2019

2020

24

Japao

Japao

Alemanha

Grécia

Suécia

Taiwan

Japao
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Reduced translation
efficiency due to
novel splicing
variants in 5'
untranslated region YOSHIKAWA, Y.
and identification of et al.
novel cis-regulatory
elements in canine
and human BRCAZ2.

12 2021 Japao

Characterization of
the canine mda-7
gene, transcripts

and expression
patterns.

SANDEY, M. et

13 al. 2014 EUA

3.3. Informacgoes referentes a molécula alvo: nome, tipo, localizagao celular e
similaridade com a ortéloga humana:

Dentre os treze artigos, quatro avaliaram proteases que atuam na matriz extra
celular, as KLKs, e um trata de uma enzima nuclear, a telomerase. Quatro avaliaram
proteinas nucleares que resultam da expressdo de genes supressores de tumor de
mesmo nome, a BRCA1, a BRCA2 e a MDA-7. Os outros quatro caracterizam o
comportamento de receptores de membrana nas células mamarias caninas, s&o eles
RAGE, GHR, KIT e CD44.

Seis artigos desenvolveram ensaios para determinagao da similaridade entre
as sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos de cada transcrito e proteina
prevista com a ortdloga humana, foram eles os quatro sobre as KLKs e os a respeito
de GHR e de MDA-7. Os demais transcritos ja haviam passado anteriormente por
analises comparativas e essa determinagdo nao esteve entre os objetivos de seus
respectivos estudos. A tabela 4 exibe um panorama dessa etapa e a figura 2

demonstra a prevaléncia de cada tipo proteico analisado nos treze artigos.



Tabela 4. Moléculas alvo dos estudos selecionados e suas informacdes.

Similaridade com

izacs h
Artigo Proteina Tipo Lozzllluzlzgao umanos
NC AA
1 KLK14 Enzima Matriz extra Alta, mas nao especifica
celular valor
Matri ¢ 9:88,2% 89,2%
2 KLK9 e 10 Enzima acgﬁjg’; ra
10: 86,1% 84,1%
4: 85,3% 77,9%
Matriz extra o il 2 e
3 KLK4,5,6,7e 8 Enzima celular 6: 87,0% 84,9%
7:84,4% 81,7%
8:83,0% 77,6%
11: 85,7% 82,0%
4 KLK11,12e13 Enzima Mactgﬁjg’;”a 12:816%  77.0%
13: 86,1% 83,8%
5 BRCA1 Prote:jnsg;\al ;\eparo Nucleo Nao avaliado
6 BRCA2 Pmte'd”j‘gﬁ P Nucleo NZo avaliado
RAGE Receptor Migslr:rna Nao avaliado
TERT Enzima Nucleo Nao avaliado
GHR Receptor Membrana Alta, mas nao especifica
celular valor
10 KIT Receptor M‘zg}ﬁ{:r”a N3o avaliado
11 CD44 Receptor Migg{:r”a N30 avaliado
Proteina de reparo . ~ .
12 BRCA2 do DNA Nucleo Nao avaliado
13 MDA-7 Citocina e Alta 66%
diversos.

Legenda: NC, nucleotideos. AA, aminoacidos.
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Figura 2: Tipos proteicos avaliados pelos estudos selecionados.

Proteinas

W Enzima
M Receptor
Reparo do DNA

Citocina

3.4. Origem e quantificagdo das amostras: linhagem celular e local biopsiado:
Observou-se um total de 650 amostras e para tracar uma analise comparativa
dos resultados nas diferentes espécies e origens de amostras elas foram divididas em
seis categorias: Tecido canino mamario saudavel (TCMS), tecido canino mamario
neoplasico (TCMN), tecido canino ndao mamario, subdividido em saudavel e
neoplasico (TCNM), linhagem canina mamaria, linhagem canina ndo mamaria e
linhagem humana, as trés também subdivididas em saudavel e neoplasica (LCM,
LCNM e LH, respectivamente). Na tabela 5 pode-se observar o numero de amostras

em cada categoria.



Tabela 5. Origem das amostras analisadas pelos estudos selecionados.

Proteinas _ TCMS TCMN TCNM LCM LCNM LH
KLK 14 22 22 - - - -
22 22 - - - -
KLK 9 e 10
12 32 - - . .
KLK 4-8
10 30 - - - -
KLK 11-13
2 16 6(S) - . .
BRCA1
7 17 - - - -
BRCA2
7(S)  1(S) 2(M)
- 1 23 1(M) 1(N) 3
RAGE 1 1
6(N)  2(N) 1(B) (B)
8 8 - i . i
Tert
18 ) 3(N 4N
GHR 12(B) ) ) ) )
90
16 180 M) °(S) - - -
KIT 90(B) 24(N)
D4 39 39 - 1(N) B(N) -
3(S 3(N 1(S 2 M)
BRCA2 ' _ ©) i & 1(B)
5
] ] (S) 500 1(5) ]
MDA-7 15(N) 3(N)
20(S) 1(S) 2(S) 3(M)
TOTAL: 156 386 8(M)
58(N)  9(N) 14(N) 2(B)

1(B)
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Legenda: TCMS, tecido canino mamario saudavel. TCMN, tecido canino mamario neoplasico. TCNM,

tecido canino ndo mamario. LCM, linhagem canina mamaria. LCNM, linhagem canina nao mamaria.

LH, linhagem humana. M, maligno. B, benigno. S, saudavel. N, neoplasico.

3.5. Isoformas produto de splicing alternativo, respectivos métodos de analise,

sua expressao em tecido mamario saudavel e neoplasico e introdugcao de cédon

de terminagao prematura:

Entre os dezenove transcritos avaliados, cinco ndo expressaram variantes

diferentes da forma classica, enquanto todos os outros estudos detectaram a

expressdo de isoformas produto de splicing alternativo. Quatro artigos tratam de
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transcritos-alvo cuja expressao ja foi caracterizada anteriormente, sdo eles sobre
BRCAZ2 (2 artigos), mda-7 e dog-TERT. Seus respectivos estudos participantes dessa
revisdo analisam a expressao de sequéncias distintas, ja descritas como envolvidas
em processos pro-carcinogénicos, e com o objetivo de determinar sua relagao nesses
processos, seus autores ndo avaliam a expressdo ampla dos seus transcritos nas
amostras, mas procuram determinar sua influéncia em comportamentos celulares
especificos. Os demais nove artigos objetivam a caracterizagdo da expressao livre de
seus transcritos nas amostras analisadas.

Todos os estudos utilizaram PCR semi-quantitativo para determinar a
expressdo dos genes estudados entre suas amostras, seja a forma classica, as
isoformas transcritas a partir de um segmento de RNAm selecionado ou a pesquisa
de um transcrito em particular, e quatro deles utilizaram qRT-PCR para determinar a
frequéncia relativa de seu transcrito-alvo e suas variantes.

Em relagdo a expressao das isoformas produto de splicing alternativo entre
amostras mamarias neoplasicas comparadas as saudaveis, quatro artigos detectaram
super expressao desses transcritos e cinco inibicdo, em um nao houve diferenca na
expressao entre os dois tipos de amostras e em quatro essa comparacao nao estava
entre os objetivos da pesquisa.

Outro ponto relevante na detecgédo das variantes € se o splicing alternativo
introduz PTC nos transcritos recém processados. Dentre os estudos avaliados, cinco
nao fizeram essa investigagéo, sete detectaram PTC e um descreve um cédon de
terminacao diferente originando um transcrito dissimilar do classico, entretanto, ndo
relata se ele é prematuro.

A tabela 6 sumariza as informacgdes a respeito das isoformas e sua expressao,
o0 método de analise utilizado e se o processo de splicing alternativo introduz PTC ou

Nnao nos novos transcritos.



Tabela 6. Informacgdes sobre as isoformas analisadas nos estudos selecionados:

Artigos

Isoformas

Método de
andlise das
isoformas

Expressdo em
tec. neoplasico

Introdugao de
PTC

KLK14

KLK9-10

KLK4-8

KLK11-13

BRCA1

BRCA2

RAGE

TERT

GHR

c-kit

Var1: exon 4 truncado.
Var2: delegao do exon 4
Var3: retengéo de intron 1
Var4: retengéo de intron 1 e
delecéo de parte do exon 4
Var5: retengao de intron 1 e
delegao de exon 4

Todas da KLK9:

Var1: delegdo do exon 3
Var2: Retencéao do intron 1 e
delecéo do exon 3
Var3: retengéo do intron 1

Var1: delegédo do exon 4.

KLK11, 12 e 13:
Var1: delegao exon 2-3
KLK 11 e 13:
Var 2: delegéo exon 3 e
insercao de 4pb entre exons 2 e
4

b1 e b7: com partes do exon 11
b2: regido do exon 14-15
b3: sem exon 11. Delta 11 sem
todo o exon 11 e delta 11b sem
parte do exon 11

Var1: auséncia da regido entre
os exons 14-16
Var2: Auséncia da regido entre
os exons 12-14
Var3: Auséncia do exon 12.
Var4: Auséncia do exon 14.
Var 5: Auséncia da regido entre
o exon 13-16.

“intron 1”
“Saudavel”

Var1: Delecéo de 17pb e
insercéo de 28pb
Var2: Inser¢ao de 28pb
Var3: Inser¢do de 17pb e
delegdo de 32pb
Var4: Insergao de 175pb e 28pb
Var5: Insergao de 175pb

Var 380pb: delecdo de todo o
exon 8
Var 305pb: delecdo de todo
exon7
Var 316pb: delegdo de quase
todo exon 6 e do inicio do exon
7
Var 277pb: delegado de parte do
exon 7 e de todo exon 8.

Var GNSK*
Var GNSK-

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

PCR e nested-
PCR

qRT-PCR

RT-PCR e
nested-PCR

RT-PCR,
nested-PCR,
souther blot e
Northern blot

PCR e qRT-
PCR

Inibicdo da
variante 1

N&o houve
diferenga na
expressao

Inibicdo da
variante 1

Super expressao

das var1 e 2de
KLK11 e da var1
de KLK13 e
inibicdo da var2
de KLK13

Inibicdo das

variantes b2 e b3

Nao informado

Super expressao
da variante “intron

1

Nao informado

Inibicdo de todas

as variantes

Super expressao

de GNSK-

Presente em
todas as
variantes

Presente em
todas as
variantes.

Presente na
Var1

Presente nas
variantes 2 de
KLK11 e
KLK13

N&o informado

Presente na
variante 1

Nao informado

Presente em
todas as
variantes

Presente em
todas as
variantes

N&o informado



CD-44 10 variantes

BRCA2 6 variantes

Var1: delegédo de exon 5
Var2: Adicéo de 93pb em exon
2 e delecao de exon 5
Var3: Delecdo de 63pb em exon
4 edoexon5
Var4: Utiliza exon 5 distinto
Var5: adigdo de 153pb em exon
3 e utiliza exon 5 distinto

mda-7

Semi
quantitativo
RT-PCR
Semi
quantitativo
RT-PCR,
nested-PCR e
gRT-PCR

PCR e qRT-
PCR

Super expressao

das variantes

Nao informado

Nao informado

N&o informado

Nao informado

Cita cédon de
terminacgao
diferente.

Legenda: Var, variante.
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4. DISCUSSAO

Nove trabalhos realizaram comparacdo entre amostras saudaveis e
neoplasicas mamarias caninas, entre eles, oito observaram expressao diferente entre
as amostras e apenas o0 que analisou a KLK9 (ANGELOPOULOQU et al., 2009b) n&o
observou essa distincdo. Os transcritos KLK4, KLK5, KLK6, KLK7 e KLK10
(ANGELOPOULOU et al., 2009b, 2010 e 2015) n&o expressaram variantes diferentes
da forma classica.

Os estudos sobre BRCA2 (YOSHIKAWA et al., 2015; YOSHIKAWA et al.,
2021), dog-TERT (ANGELOPOULOU et al., 2008) e MDA-7 (SANDEY et al., 2014)
nao realizaram teste comparativo da expressao das isoformas identificadas em seus
ensaios nas amostras mamarias caninas saudaveis e neoplasicas. Entretanto, foram
incluidos nessa analise porque além de detectarem a presenca de isoformas em
amostras mamarias caninas, descrevem a relagao entre elas e funcdes especificas.

YOSHIKAWA et al. (2015) e YOSHIKAWA et al. (2021) investigaram a causa

da baixa expressdao de BRCA2 em amostras neoplasicas. Apds descartarem a
hipotese de que mutagdes na regido promotora e a introdugdo de PTC, com posterior
decaimento do RNAm, determinariam a expressdao de BRCA2, os autores
identificaram que variantes originadas de splicing da regidao nao codificante 5’ de
BRCAZ2 alteravam a eficiéncia de tradugao proteica. A variante que reteve o intron 1
nao so estava relacionado com a baixa eficiéncia de tradugdo proteica como também
manteve a regido onde se localizam elementos regulatorios em cis (promotores e
silenciadores) de BRCA2. Esse trabalho também determinou esse mesmo
comportamento em células humanas.
BRCAZ2 é um gene supressor de tumor, essencial para o reparo de dano a fita dupla
de DNA durante a divisdo celular (PATEL et al., 1998). O reparo se da por
recombinacdo homodloga onde a proteina age complexada com RAD51, um
componente essencial do processo, imprescindivel para manter a estabilidade
genbmica. BRCA2 é responsavel tanto pela localizagdo nuclear de RAD51 quando
pela sua ligacdo ao DNA (DAVIES et al., 2001).

Nao existe consenso entre o padrao de expressdo de BRCA2 em células
mamarias neoplasicas caninas e humanas, alguns trabalhos observam inibi¢ao
(YOSHIKAWA et al., 2015; YOSHIKAWA et al., 2021), enquanto outros verificaram
sua super expressado (BIECHE et al., 1999; KLOPFLEISCH et al., 2009 e GENTILE et

al., 2017). Tal fato demonstra a necessidade de estudo de suas isoformas, pois a
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pesquisa a cerca da sua forma classica é insuficiente para determinar seu papel na
tumorigénese.

MDA-7 €& uma citocina, membro da familia IL-10, com propriedades
antiproliferativas seletivas para células tumorais. Em células neoplasicas mamarias
humanas, a expressao de mda-7 esta relacionada com inducéo de apoptose e parada
do ciclo celular. Sua super expressao em células com fendtipo triplo negativo foi
observada a recuperagao da expressdo de receptor para estrégeno, tornando-a
sensivel ao tratamento hormonal (VALERO et al., 2011). O artigo selecionado pela
revisdo (SANDEY et al., 2014) descreve pela primeira vez as caracteristicas
estruturais e o padrdao de expressdao de mda-7 em caes. O estudo descreve 5
isoformas caracterizadas em queratindcitos caninos, mas nao detectado em
nenhumas das amostras tumorais, com exce¢ao de CMT-12. Essa diferenca pode
estar relacionada ao padrdo de receptores distinto que essa linhagem apresenta:
baixa expressdo de ER, auséncia de PR e super expressao de HER, entretanto o
estudo ndo realiza essa analise (KABIR et al., 2017). A auséncia em amostras
neoplasicas coincide com o detectado em humanos, mas a apresentacdo do
homologo canino é ainda mais restrito em tecido neoplasico, devendo-se analisar a
amplitude do efeito antineoplasico de MDA-7 canino em células da espécie. Além do
efeito direto sobre vias de sinalizagdo pro-apoptoticas, como AKT (VALERO et al.,
2011), MDA-7 representa também um papel descrito como “espectador’, por
intermediar o aumento na eficiéncia de outros tratamentos, como a reversibilidade do
fendtipo de resisténcia a multiplas drogas em tumor colorretal (EMDAD et al., 2007) e
pelo restabelecimento da sensibilizacdo de células de tumor pulmonar ao tratamento
por radioterapia (NISHIKAWA, et al., 2004).

O artigo sobre dog-TERT (ANGELOUPOULO et al., 2008) também nao
estabelece a relagédo entre as amostras caninas mamarias, mas descreve a geragao
de 5 isoformas produto de splicing alternativo em caes. TERT € a subunidade catalitica
responsavel pela atividade de transcriptase reversa da enzima telomerase. Atuando
na manutencao do DNA, a telomerase produz e repdem sequéncias especificas na
extremidade do cromossomo, promovendo a estabilidade do comprimento do
telomero e o “antienvelhecimento” da célula. Sua funcdo é essencial durante a
embriogénese e suprimida a medida que os tecidos sofrem diferenciagdo, mas
durante a transformacédo neoplasica de tumores telomerase positivo, ocorre a

restauracao da sua atividade num processo que envolve obrigatoriamente TERT nas
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formas classica e variantes, ja4 nos tumores malignos telomerase negativo, TERT,
quando expressa, apresenta-se muito menos abundante que suas variantes (PANG,
et al., 2009).

Assim como em humanos, 90% dos tumores em caes apresentam atividade
de telomerase, além disso, os teldmeros caninos apresentam mesmo comprimento
que os humanos, em contrapartida, os modelos murinos nao se aplicam com tanta
eficiéncia ao estudo comparativo pois apresentam teldbmeros muito maiores do que o
das outras espécies e a telomerase é constitutivamente presente em tecidos murinos
adultos (ZAFFARONI, et al., 2002). Nenhuma das variantes caninas, se traduzidas,
originaria uma proteina funcional, pois, assim como nas isoformas humanas, seriam
deficientes nos motivos essenciais RT ou teriam a introducdo de um codon de
terminagcdo prematura, resultando em uma proteina truncada. As semelhancgas
levantam a hipotese de TERT humana e canina terem o mesmo mecanismo de
regulacao de telomerase na tumorigénese via forma classica e isoformas.

Os demais artigos relatam a analise comparativa do comportamento de seus
transcritos-alvo em células mamarias caninas. Quatro estudos abordam a familia das
KLKs (Angelopoulou e Karagiannis, 2009, 2010 e 2015; Angelopoulou et al., 2009),
proteases da matriz extracelular de epitélios secretérios presentes em 6rgaos como
pele, mama, prostata, pancreas e cérebro. Elas atuam em atividades de descamacéo
da pele, liquefagdo do sémen, plasticidade neuronal, regulagdo da pressao sanguinea
e defesa antimicrobiana. As KLKs s&o proteinas altamente conservadas entre as
diferentes espécies e as ortdlogas canina e humana apresentam alta similaridade
funcional e estrutural. Uma das caracteristicas dessa familia é ser altamente propensa
a sofrer splicing alternativo, originando uma ampla gama de variantes com fungdes
distintas entre os processos fisiologicos e patologicos. Em processos neoplasicos
humanos, essa familia apresenta-se variavelmente expressa a depender do tecido,
podendo estar superativada ou inibida, e dessa forma, participam da progressao
tumoral em eventos de proliferagao, invaséo e angiogénese (Borgofio e Diamandis,
2004).

KLKs humanas apresentam importante papel no monitoramento do paciente
oncolégico. O membro mais ilustre dessa familia € a KLK3, também conhecida como
antigeno prostatico especifico, ou PSA, um marcador cujo aumento tem relagdo com

cancer de prostata em homens. Estudos apontam variantes de KLK5, KLK6, KLK?7,
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KLK8 e KLK9 como instrumentos uteis para avaliagdo diagndstica e determinagao de
prognostico e de estratégia terapéutica (FIGUEROA, et al., 2018).

Foi detectado na transcrigdo de KLK3, variante PSA-LM, a retencdo do intron
1 que, quando traduzida, origina uma proteina diferente da forma classica que se
encontra superativada sob a agdo dos horménios andrégenos (DAVID, et al., 2002).
Esse mesmo evento foi detectado em cinco das quatorze isoformas identificadas entre
as KLKs caninas. Entretanto, analises comparativas sobre o comportamento dessa
familia devem ser realizadas com cautela porque em humanos, suas variantes
parecem ser expressas de forma especifica de acordo com o tecido e a neoplasia,
portanto, faz-se necessario um estudo voltado especificamente para a espécie canina
(KURLENDER et al., 2005).

BRCA1 é outro gene supressor de tumor abordado nessa revisdo, ele
apresenta funcdes relacionadas ao controle do ciclo celular, modulagao da transcrigao
genética e reparo de quebra da fita dupla do DNA (ZHANG e POWELL, 2005).
Alteragcdes na sua expressao estdo relacionadas com maior predisposicdo ao
desenvolvimento de tumor mamario e pior prognéstico tanto em mulheres quanto em
cadelas (Nieto, et al.,, 2003 e Rivera et al.,, 2009). Avaliagdes da sua expressao
apresentam por vezes resultados divergentes sobre seu comportamento em relagao
a tumorigénese mamaria canina. Em caes da raga shih-tzu, através de analise
imunoistoquimica, foi descrita a super expressdo de BRCA1 em tumores que
expressavam piores marcadores prognosticos (Im, et al., 2013), enquanto Klopfleisch
et al., (2009) demonstraram nao haver relacdo entre a expressao de BRCA1 em
adenocarcinomas ou em linfonodos metastaticos canino quando comparados com
tecido mamario saudavel. O artigo que trata da expressdo BRCA1 entre as amostras
mamarias caninas (Sugiura et al., 2007) analisa a expresséo das variantes envolvendo
o exon 11, pois nesta regido sao codificados dois sinais de localizagao nuclear
contundentes para que sua proteina exerca sua funcdo. Uma avaliacdo sobre a
localizagdo em células saudaveis murinas e humanas de BRCA1 e da sua variante
BRCA1-A11, onde ocorre auséncia do exon 11, demonstrou que a forma classica era
guase que exclusivamente nuclear e a variante citoplasmatica, justamente pela perda
de seu sinal nuclear (BACHELIER, et al., 2000). Assim como apresentado em células
humanas, a variante na qual falta o seguimento do exon 11 parece estar inibida em
células caninas mamarias neoplasicas (Sugiura et al., 2007). Esse resultado parece

controverso quando se atenta a funcao primaria do éxon 11, entretanto, ainda existem
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muitas duvidas em relacao a expressao de BRCA1 e suas variantes, o que é relevante
compreender € que, a depender também do tecido, o equilibrio entre os transcritos €
0 que determina a sua agao em conjunto. Na tumorigénese mamaria, parece que nao
s0 a inibicdo de BRCA1 € necessaria, mas também a de sua isoforma BRCA1-delta-
11 (TAMMARO, et al., 2012).

Sterenczak et al. (2009) caracterizaram a expressao da proteina RAGE, um
membro da superfamilia das imunoglobulinas localizadas na superficie celular que
age como um receptor multiligante que interage com moléculas diversas. Quando
complexado ao seu ligante, tem a funcdo de ativar vias de sinalizagdo celular
relacionadas ao crescimento e proliferagdo. Assim, alteragdes na sua expressao
possuem importante papel em processos patoldogicos como aterosclerose diabética,
deficiéncia de cicatrizagéo tecidual, Doenca de Alzheimer, desordens imunoldgicas e
inflamatdrias e varios tipos de cancer, com destaque para ligagdo RAGE-HMGB1 no
processo metastatico tumoral em glioma (Taguchi et al., 2000). O artigo que analisou
a expressao de RAGE agrupou as variantes em dois grupos, o primeiro que retinha o
intron 1, caracteristica que determina transcritos que perdem o dominio de interacao
com o ligante e com a tradugado de proteinas nonsense. O segundo, denominado
“saudavel’, formado pelas variantes que perdem o intron 1, transcritos também
chamados soluveis RAGEs, perdem o seguimento de ancoragem na membrana e
agem como ligantes inibidores de RAGE. Os autores avaliaram a expressao numa
gama muito ampla de linhagens e tecidos, saudaveis e neoplasicos, tanto humanas
quanto caninas e observaram resultados uniformes entre os grupos das amostras
normais e o grupo das tumorais nas duas espécies. Eles concluiram que as isoformas
que retinham o intron 1 estavam super expressadas nas amostras tumorais e, mais
especificamente na amostra cultivo de células neoplasicas mamarias de caes, onde
essa isoforma apareceu quase 15 vezes mais abundante que o transcrito saudavel.

GHR é um receptor transmembrana que, ao associar-se ao seu ligante
(hormobnio do crescimento), dimeriza e ativa a transmiss&o do sinal de proliferagao
celular via enzima tirosina quinase citosdlica JAK. O splicing alternativo de GHR gera
isoformas, as GHPBs, homodlogas a regido extracelular do receptor, mas com fungao
de potente inibidor competitivo do ligante provocando a interrupgdo do envio do sinal
de proliferagcdo celular. Células humanas saudaveis e neoplasicas, apresentam
expressdo de ambas as formas, entretanto, a expressdo das variantes decai

consideravelmente em amostras tumorais (ROSS et al., 1997). O artigo sobre GHR
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que compoe essa revisao (GARDEREN, et al., 1999) analisou o padréao de variantes
originadas da regiao ao redor do éxon 8, pois essa regido codifica o segmento
transmembrana do receptor, assim ele se torna incapaz de se ancorar, mas em alguns
casos, preserva sua capacidade de ligacdo ao GH, gragas a expressdo do motivo
YGEFS. Dessa forma, os autores identificaram quatro variantes, uma delas perde a
capacidade de se ancorar na membrana plasmatica, mas preserva o motivo funcional
YGEFS, assim reune as caracteristicas de um GHPB e as outras trés perdem o
motivo. Em concordancia com ROSS et al. (1997), todas as amostras analisadas
expressaram a forma classica da proteina, com exceg¢ao da linhagem SH15 que n&o
expressou nenhum transcrito de GHR. A linhagem CMT-U335 expressou todas as
variantes analisadas. E entre as amostras teciduais, as normais ou tumor benigno
expressaram outros transcritos além do classico, 380bp e 305pb, ja as de origem
neoplasica apenas expressaram a forma classica, apresentando inibicdo de todas as
isoformas produto de splicing alternativo.

Em tecido mamario, foi observado que a relacdo GNSK/GNSK™ é diretamente
proporcional ao grau de malignidade do tumor, entretanto, ocorre inversao dessa
relacdo na analise de amostras mais agressivas e metastaticas (CHEN et al., 2019).
Esse comportamento explicita a participagdo de ambas as isoformas na tumorigénese
mamaria e, principalmente, a relagao entre elas na sua progressao e nao sé sua
funcao individual.

KIT € uma proto-oncoproteina codificada pelo gene c-KIT com fungdo de
receptor para o fator de célula tronco (SCF). Sua ativagado se da pela ligagdo com
SCF, o que promove sua dimerizagao e autofosforilagdo intracelular, induzindo,
subsequentemente, a ativagcado de vias downstream de proliferagcao celular, como
PI3K/Akt, JAK-STAT, Ras-Erk, PLCy e Src (Chen et al., 2020). As isoformas de KIT
canina sao caracterizadas pela presencga ou auséncia de quatro aminoacidos no exon
9, GNSK (glicina, asparagina, serina e lisina), sendo denominadas GNSK* e GNSK,
respectivamente (TSAI et al., 2003).

Em amostras de hemangioma e hemangiossarcoma canino (CHEN et al.,
2016), através de analise imunoistoquimica, KIT n&o foi detectado no tumor benigno,
enquanto no tumor maligno, KIT apresentou-se superexpressada e correlacionada
com a graduagao histopatolégica da amostra. Sobre o padrao de expressdo das
isoformas, no hemangiossarcoma n&o foi detectada GNSK*, mas GNSK" e a forma

classica estavam presentes e foi observada também super expressdao de GNSK-
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quando comparada com o controle saudavel utilizado pela pesquisa, amostra de
cerebelo.

Finalizando o levantamento desta revisao, foi incluida a referéncia que avaliou
a expressado de CD44, uma proteina de superficie de membrana responsavel por
intermediar a comunicacado e a adesao entre a célula e os componentes da matriz
extra celular. Entre suas diversas fungdes bioldgicas estdo a mobilizagdo de
leucdcitos, regeneracao tecidual e proliferacdo e migragao celular. Ele desempenha
também importante fungdo na tumorigénese envolvendo os processos de crescimento
celular, invaséo e metastase (Tanabe, 2020). Dez variantes estdo associadas a CD44,
mas a pesquisa a respeito dessa proteina de membrana foi direcionada para uma em
especifico, CD44v8-10. Os autores justificam essa escolha na importancia de sua
capacidade de acionar a producdo de glutationa e o sistema antioxidante celular que
protege o tumor dos danos oxidativos causados por quimioterapia e radioterapia,
portanto, sua superexpressao esta relacionada a um pior prognéstico. Os niveis de
glutationa intracelulares dependem do funcionamento de xCT, uma subunidade do
sistema anteporte transmembrana que permite o influxo de cistina, necessaria para a
producao de GSH e o efluxo de glutamato. A analise confirmou a super expressao
dessa variante em amostras tumorais quando comparadas com amostras saudaveis,
além de comprovar sua maior resisténcia ao processo oxidativo e radiacéo pela super
expressdo de xCT em amostras neoplasicas.

CD44v8-10 € um marcador especifico de CSC em cancer gastrico humano
(LAU et al., 2014), a presencga dessa isoforma na superficie de CSC é responsavel
pela diminuicdo de glutationa-SH intracelular via interagcdo com xCT. Em células
caninas mamarias neoplasicas, tanto xCT quanto CD44v8-10 encontram-se super
expressas, entretanto, esses achados parecem ser independentes um do outro,
divergindo do encontrado em células tumorais gastricas humanas, onde CD44v8-10
estabiliza xCT favorecendo a producdo de GSH intracelular e aumentando a
resisténcia do tumor ao tratamento (ISHIMOTO et al., 2011). Esses dados levam a
hipotese de estar o comportamento descrito em células caninas mamarias
neoplasicas relacionado a presenca e atuacao de células tronco neoplasicas das
amostras. Isso permitiria um direcionamento do tratamento alvo-especifico ndo para
células que expressem CD44, mas para esse tipo especifico presente apenas em
tecidos neoplasicos.
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Com a analise detalhada dos artigos selecionados, pode-se observar que a
determinacédo de isoformas produto de splicing alternativo expressaram-se
diferentemente entre amostras mamarias normais e neoplasicas, evidenciando seu
importante papel na tumorigénese e na progressdo do tumor de mama canino. Nao
sO o comportamento de uma variante especifica € contundente para o direcionamento
do processo neoplasico, mas € necessaria a relacdo entre duas ou mais variantes ou
entre a forma classica e suas isoformas. E essa relacdo pode ser alterada e
manipulada pela célula neoplasica mesmo apds o processo maligno estar
estabelecido, como observado no comportamento das isoformas de kit. Além disso,
ressalta-se que a introdugéo de coédons de terminagdo prematura se mostrou uma
maneira frequente para alterar a expressao génica por meio do splicing alternativo dos
transcritos analisados por essa revisao.

Quanto as limitagbes dessa revisao sistematica, observou-se que a maior
parte dos artigos utilizou métodos semiquantitativos de analise da expressdo dos
transcritos, logo, alguns dos resultados podem ser diferentes caso o estudo seja
desenvolvido com métodos mais precisos.

Quanto a aplicacao pratica do conhecimento a respeito de splicing alternativo,
recentemente, estudos demonstraram que a inibicdo do processo por moléculas
capazes de impedir a montagem do spliceossoma e de bloquear a ativagao de fatores
de splicing, confere a elas atividades antiproliferativa, antiangiogénica e
antimetastatica consequentes do seu mecanismo de agao. Outra classe terapéutica
antineoplasica que objetiva afetar o splicing alternativo é a construgao de pequenos
oligonucleotideos especificos que sao capazes de alterar os eventos de splicing ou
até mesmo restaurar o padrao saudavel da expressao génica (Martinez-Montiel et al.,
2018).

Portanto, os resultados aqui apresentados estao inseridos na atualidade das
pesquisas sobre comportamento neoplasico e suas implicagdes. A analise do padrao
dos eventos de splicing alternativo modulando a expressdo génica no ambiente
tumoral representa o presente e o futuro das pesquisas que objetivam o
desenvolvimento de terapias antineoplasicas por meio do seu bloqueio e os dados
levantados por essa revisdo reforgcam tanto a relevancia do splicing alternativo na
tumorigénese mamaria canina quanto a importancia do modelo experimental canino

para oncologia humana.
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5. CONCLUSAO:

Conclui-se que o splicing alternativo € um evento frequente em amostras
mamarias caninas neoplasicas e seu padrao de comportamento se apresenta distinto
das amostras saudaveis. Sugere-se, entdo, que as isoformas produto de splicing
alternativos tém importante papel na tumorigénese mamaria canina assim como na
humana, de forma que a interferéncia nesse processo celular representa uma

estratégia interessante para desenvolvimento de novas terapias anti-cancer.
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