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RESUMO

SOUZA, Juliana Regina Ribeiro, DSc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2024. Relacao funcional entre Serine arginine protein kinase 2 (SRPK2) e
Thymosin beta 4 (TB4) em melanoma metastatico murino. Orientador: Gustavo
Costa Brassan. Coorientadores: Juliana Lopes Rangel Fietto e Gabriela Alves
Moreira.

Melanoma é uma forma de cancer que emerge das células pigmentares da pele,
conhecidas como melandcitos. Apresenta alto risco de desenvolver metastase e,
com isso, altas taxas de mortalidade. O peptideo Tp4, sequestrador de actina
endégeno de 4,9 kDa, atua na motilidade celular, transicdo epitelial-mesenquimal
(EMT) e outras multiplas atividades bioldgicas, incluindo metastase tumoral.
Anteriormente, identificamos uma possivel ligagdo funcional entre TB4 e Serine
Arginine Protein Kinase 2 (SRPK2), uma proteina relacionada ao controle do splicing
do pré-mRNA e que tém sido encontradas superexpressas em diversos tumores,
incluindo o melanoma. O objetivo deste estudo foi investigar a relagdo funcional e a
interacdo entre TB4 e SRPK2 no contexto do melanoma metastatico. Ensaios
fenotipicos in vitro de proliferacdo celular, migracao e formacao de colénias foram
realizados em células B16F10 de tipo selvagem ou modificadas por CRISPR-Cas9.
A dinamica da actina foi investigada em ensaios de imunofluorescéncia. Ensaio de
ELISA foi realizado para observar a interagdo. O melanoma metastatico foi induzido
em camundongos através da injecdo de células B16F10. Podemos observar que a
expressdao de TP4 correlaciona-se com mau prognéstico em pacientes com
melanoma metastatico. Por meio dos ensaios in vitro, observamos que seu efeito na
promogao da proliferacao celular, migracdo e formacdo de colbnias foi prejudicado
pelo inibidor farmacoldgico de SRPK ou pela deplecao genética de SRPK2. Assim, o
TB4 promoveu a organizagao dos lamelipédios da actina, que também foi afetada
negativamente pela deplecao funcional do SRPK. Além disso, os tratamentos com
um inibidor farmacolégico de SRPK (SRPIN340) ou com a deplecao impediram o
crescimento induzido por tumor T4 in vivo. Juntos, esses resultados sugerem que
SRPK2 transduz o sinal de T4 em células tumorais para afetar a organizagcéo da
actina e possivelmente o splicing do pré-mRNA, o que deve ser melhor investigado
no contexto do melanoma metastatico.

Palavras-chave: Melanoma, T4, SRPK2, metastase.



ABSTRACT

SOUZA, Juliana Regina Ribeiro, DSc., Federal University of Vigosa, May 2024.
Functional relationship between Serine Arginine Protein Kinase 2 (SRPK2) and
Thymosin Beta 4 (TB4) in murine metastatic melanoma. Advisor: Gustavo Costa
Brassan. Co-advisors: Juliana Lopes Rangel Fietto and Gabriela Alves Moreira.

Melanoma is a form of cancer that arises from the pigment-producing cells of the
skin, known as melanocytes. It carries a high risk of developing metastasis and,
consequently, high mortality rates. The 4.9 kDa endogenous actin-sequestering
peptide, TB4, plays a role in cell motility, epithelial-mesenchymal transition (EMT),
and various other biological activities, including tumor metastasis. Previously, we
identified a potential functional link between T34 and Serine-Arginine Protein Kinase
2 (SRPK2), a protein involved in the regulation of pre-mRNA splicing that has been
found to be overexpressed in various tumors, including melanoma. The objective of
this study was to investigate the functional relationship and interaction between T34
and SRPK2 in the context of metastatic melanoma. In vitro phenotypic assays of cell
proliferation, migration, and colony formation were conducted using wild-type and
CRISPR-Cas9 modified B16F10 cells. Actin dynamics were investigated using
immunofluorescence assays. ELISA was performed to observe the interaction.
Metastatic melanoma was induced in mice through the injection of B16F10 cells. We
observed that TPB4 expression correlates with poor prognosis in patients with
metastatic melanoma. In vitro assays showed that TR4's effect on promoting cell
proliferation, migration, and colony formation was impaired by either pharmacological
inhibition of SRPK or genetic depletion of SRPK2. Consequently, TB4 promoted the
organization of actin lamellipodia, which was also adversely affected by functional
depletion of SRPK. Additionally, treatments with a pharmacological inhibitor of SRPK
(SRPIN340) or depletion inhibited TR4-induced tumor growth in vivo.Together, these
results suggest that SRPK2 transduces the T4 signal in tumor cells to affect actin
organization and possibly pre-mRNA splicing, warranting further investigation in the
context of metastatic melanoma.

Keywords: Melanoma, T4, SRPK2, metastasis
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1. INTRODUCAO

Melanoma € uma forma de cancer que emerge das células pigmentares da
pele, conhecidas como melandcitos. (EDDY, et al, 2021). Este € um tumor maligno
potencialmente sério, podendo manifestar-se na pele, membranas mucosas, olhos e
sistema nervoso central, com elevado potencial metastatico e indices de mortalidade
consideraveis em estagios avangados (LIU, 2015). Segundo a "Skin Cancer
Foundation", o cancer de pele representa um em cada trés diagnosticos de cancer,
embora represente apenas 4% de todos os canceres dermatoldgicos, sendo que o
tratamento no estdgio primario pode ser eficaz (WHO, 2024). Devido ao risco
significativo de metéstase, o melanoma exibe altas taxas de mortalidade, sendo
responsavel por 80% das mortes relacionadas ao cancer de pele (MILLER E MIHM,
2006).

Uma das causas do desenvolvimento de metastases tumorais é a
desregulacdo das cinases SRPKs. As proteinas cinases serina/arginina (SRPK)
modulam a atividade de fatores de splicing por meio da fosforilacdo altamente
especifica dos dominios SR presentes nesses fatores, regulando assim o processo
de splicing do prée-mRNA (XIAO e MANLEY, 1997).

A remodelacao do proteoma por meio do splicing alternativo desempenha um
papel crucial no desenvolvimento celular. Anomalias no splicing podem gerar
variantes que contribuem para diversos tipos de cancer, uma vez que alteracdes
nesse padrdao podem resultar na producdo de isoformas que promovem o
crescimento tumoral, aumentando a proliferacao celular, a formag¢éo de tumores, a
invasividade e a capacidade metastatica (BRINKMAN, 2004).

A expressao elevada das cinases reguladoras de splicing, as SRPKs, tem
sido observada em varios tipos de cancer, implicando em sua contribuicdo para a
migracdo e invasao tumoral (HAYES, 2007; JANG, 2008; ROOSMALEN et al., 2015;
WANG et al., 2016). Isso ressalta a importancia de investigagdes direcionadas aos
mecanismos moleculares das SRPKs em vias de sinalizacao, splicing do pré-mRNA
e outros processos celulares, especialmente relacionados ao desenvolvimento e
disseminag¢do do cancer. Novas descobertas podem transformar essas cinases em
biomarcadores potenciais e alvos terapéuticos promissores contra o cancer.

Em nosso grupo de pesquisa, foi realizado um ensaio de duplo hibrido em
leveduras para explorar novas interagbes moleculares com a proteina SRPK2,
revelando uma possivel interacdo entre a regido espacadora de SRPK2 e a
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Timosina B4 (TB4) (MELLO, 2014). A TB4, um peptideo que regula a dindmica do
citoesqueleto de actina em células de mamiferos (MANNHERZ e HANNAPPEL,
2009), demonstrou expressdao em diferentes tipos de cancer, influenciando a
migracgao, invasao, sobrevivéncia celular e ativagéo de células-tronco, além de estar
associada ao crescimento tumoral e a metastase (PIAO et al., 2014).

Estudos recentes destacam o potencial da inibigado farmacoldgica das SRPKs
no controle de diversas neoplasias, impulsionando a busca por inibidores
terapéuticos dessas enzimas. Um exemplo € o SRPIN340, um inibidor de SRPK1 e
SRPK2 derivado de isonicotinamida, capaz de reduzir a viabilidade celular, induzir
apoptose e modificar o splicing alternativo em células de leucemia (SIQUEIRA et al.,
2015). Em modelos experimentais de melanoma metastético in vitro e in vivo, o
SRPIN340 diminuiu a migracao, invasao e formacao de coldnias, além de reduzir
nddulos metastaticos e potencializar a resposta imunoldgica local (MOREIRA et al.,
2018; MOREIRA, 2020). Outros inibidores farmacoldgicos, como SRPIN803,
SPHINX, SRPKIN-1 e a série SRVIC, também foram desenvolvidos (MOROOKA et
al., 2015; MAVROU et al., 2015). No entanto, como sao inibidores nao seletivos, a
avaliagdo de respostas especificas para SRPK1 ou SRPK2 é dificultada. Com isso,
utilizou-se a técnica de silenciamento por CRISPR-Cas9 das proteinas SRPK1 e
SRPK2, mostrando-se promissores no entendimento da inibicdo dessas enzimas
(CAETANO, 2022).

A metéastase tumoral € um processo complexo que envolve varias etapas,
incluindo migragé@o e invasédo de células tumorais, angiogénese e crescimento de
células tumorais metastaticas. Estudos anteriores sugerem que a expressao da T4
pode desempenhar um papel crucial nas metastases tumorais (CHA, 2003; PIAO et
al., 2014), assim como as SRPKs (ROOSMALEN et al.,, 2015; BULLOCK et al.,
2016; ZHOU et al., 2018). Dado que essas duas moléculas também apresentaram
alteracbes em melanoma (MOREIRA et al., 2018; MORITA, HAYASHI, 2018),
especulamos que a interacéo funcional entre elas poderia fornecer insights sobre as
caracteristicas moleculares do melanoma metastatico. Assim, o objetivo deste
estudo foi investigar o papel da relacdo funcional SRPK2-TB4 no crescimento
tumoral e processo metastatico em um modelo murinho de melanoma. Compreender
o papel das SRPKs em interagbes com proteinas envolvidas em processos como
migracdo celular, invasdo, proliferacdo e metastase pode conduzir ao

desenvolvimento de estratégias terapéuticas para tumores, especialmente o0s
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metastaticos. A investigacdo dos mecanismos moleculares subjacentes a interagao

SRPK2-TB4 no crescimento tumoral e na metastatizacdo mostra-se promissora.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1Cancer e melanoma

O céncer é a segunda principal causa de morte no mundo, representando cerca
de 9,6 milhdes de mortes, ou uma em cada seis mortes, em 2018 (WHO, 2024). A
caracteristica mais fundamental das células cancerigenas envolve sua capacidade
de sustentar a proliferacdo crénica. Os tecidos normais controlam a producado e
liberacdo de sinais de promocao do crescimento que instruem a entrada e a
progressao através do ciclo de crescimento e divisdo celular, garantindo assim uma
homeostase do numero de células e a manutencéo da arquitetura e fungcao normais
dos tecidos. As células cancerigenas, ao desregular esses sinais, controlam os seus
proprios destinos (HANAHAN E WEINBERG, 2011) (Figura 1).

,,"/' ) < o)
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’ TN
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3 eee infiltrado \ ..‘.:':“
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Figura 1: O que é o cancer? De um lado células normais, formando tecido e 6rgaos. Do outro lado,
um agente cancerigeno atua sobre a célula, a tornando cancerosa. Dividindo-se rapidamente, estas
células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formagédo de tumores, que
podem espalhar-se para outras regides do corpo. (INCA, 2024).

O melanoma, um tipo de céncer de pele originado nos melandcitos, assim
como outros tumores, resulta da desregulacdo de vias de sinalizagao cruciais que
governam a proliferacdo, migracao, invasao, adeséo e apoptose celular (HANAHAN
E WEINBERG, 2011). No Brasil, o cancer de pele é o mais frequente,
correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no pais,
o melanoma representa 4% das neoplasias malignas do 6rgao, mas merece total
atencao, visto que é o tipo mais grave, devido a sua alta possibilidade de provocar
metastase (INCA, 2024). Detectar o melanoma em seus estagios iniciais, ou in situ,
€ essencial para o prognostico e a sobrevivéncia dessa doenga mortal. A taxa de
sobrevivéncia em 5 anos para o melanoma primario € de 99%, enquanto cai
drasticamente para apenas 27% no caso de melanoma metastatico. (SIEGEL, et al,
2021). O melanoma possui a maior carga mutacional entre todos os tipos de céncer,
devido aos danos no DNA causados por UV e/ou erros de replicagdo do DNA


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/homeostasis
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(ALEXANDROQV, et al, 2013; LAWRENCE, et al, 2013). Essas mutag¢des contribuem
para diversos aspectos da neoplasia melanocitica; e, algumas sdo consideradas
mutac¢des condutoras por serem capazes de iniciar a transformag¢ao melanocitica, os
primeiros passos da formacao, progressdao e disseminacdo do tumor (Figura 2).
(EDDY, et al, 2021)
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Figura 2: Fatores que contribuem para a transformacao melanocitica. (EDDY, et al, 2021).

O microambiente tumoral é o ecossistema que circunda um tumor dentro do
corpo e é composto por componentes essenciais para a manuten¢do do tumor,
como células imunes, mediadores inflamatorios, citocinas, fatores de crescimento e
metaloproteinases (MMps), fazendo com que ele desempenhe um papel importante
na progressao tumoral. (GUAN et al., 2015; HANAHAN E WEINBERG, 2011) (Figura
3).
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Figura 3: Microambiente do melanoma. O estabelecimento e progressdo do melanoma ocorre
devido a desregulacdo de vias de sinalizagcdo somados aos fatores presentes no microambiente
tumoral, como citocinas, células do sistema imune, mediadores inflamatérios, metaloproteinases e
fatores de crescimento (Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011).
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No microambiente epitelial do cancer, quimiocinas e seus receptores
influenciam o infiltrado inflamatorio, que inclui mediadores como fator de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e 6xido nitrico (NO).
Essas substancias podem tanto promover quanto inibir a angiogénese, modificar o
crescimento e a sobrevivéncia das células tumorais, e desempenhar um papel na
disseminacdo metastatica (WILSON E BALKWILL, 2002). Alteragcdes oncogénicas
atraem mondcitos, neutréfilos e linfécitos para a circulacdo periférica do tumor,
auxiliando no desenvolvimento tumoral e ativando fatores de transcricdo como o
fator nuclear kB (NF-kB), transdutor de sinal e ativador da transcrigdo 3 (STAT3) e
fator indutivel por hipéxia 1a (HIF1a) nas células tumorais. Esses fatores de
transcricdo coordenam a producdo de mediadores inflamatérios, incluindo citocinas
e quimiocinas, além de ciclo-oxigenase 2 (COX2) e prostaglandinas. Eles também
recrutam e ativam diversos leucdcitos, contribuindo para uma inflamagéo persistente
relacionada ao cancer, que promove o crescimento tumoral (MANTOVANI et al.,
2008). Portanto, o microambiente tumoral desempenha um papel crucial no
desenvolvimento e metastase do melanoma (PASSARELLI et al., 2017).

2.2SRPKs: Splicing e Proteinas SR

As serina-arginina quinases (SRPKs) desempenham varias funcoes
biolégicas, incluindo controle do ciclo celular, apoptose e splicing alternativo (HOGG
et al., 2023; TUFAIL et al., 2023). Estas quinases fazem parte de uma subfamilia de
serina-treonina quinases que fosforilam especificamente residuos de serina situados
em motivos dipeptidicos serina-arginina/arginina-serina, especialmente presentes
em fatores reguladores de splicing conhecidos como proteinas SR
(GIANNAKOUROS et al., 2011). As SRPKs possuem um dominio catalitico de
aproximadamente 290 aminoacidos, dividido em dois I6bulos, N-terminal e C-
terminal, separados por uma regidao espacadora estruturalmente desordenada e

pouco conservada (KUROYANAGI et al., 1998) (Figura 4).
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Figura 4: Representagdo esquematica da estrutura primaria das proteinas SRPK1 e SRPK2. RB:
regido basica; DA: Dominio Acido; P: Prolina. (Adaptado Kuroyanagi et al, 1998)
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Cada membro da familia de SRPKs possui seu préprio dominio espagador,
com tamanho e sequéncia de aminodacidos especificos, que podem estar
relacionados a funcdes distintas (GIANNAKOUROS et al., 2011). O dominio
espacador atua como um efetor em resposta a determinados sinais que controlam a
distribuicdo celular das SRPKs. A localizacdo predominantemente citoplasmatica
das SRPKs é mantida através de interagcées entre seu dominio espacador e
membros especificos da familia de chaperonas moleculares. No entanto, essas
quinases podem ser translocadas para o nucleo em resposta a certos sinais
(ZHONG et al., 2009).

Em mamiferos, a familia de SRPK é composta por trés membros: SRPK1,
SRPK2 e SRPK3. Esses membros sao expressos de maneira diferente nos tecidos.
SRPK1 é encontrada na maioria dos tipos celulares e tecidos, como testiculos e
pancreas, SRPK2 €& mais abundante no cérebro (WANG et al., 1998), enquanto
SRPK3 é expressa nas células musculares esqueléticas e no coracdo (NAKAGAWA
et al., 2005). Nas células, o splicing do pré-mRNA ocorre em um grande complexo
dindmico de ribonucleoproteinas conhecido como spliceossomo, que é composto por
fatores de splicing e pelos pequenos RNAs nucleares (snRNP) U1, U2, U4, U5 e U6,
formados por um pequeno RNA estavel ligado a proteinas (QUERY, 2009) (Figura

5).
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Figura 5: Etapas de formacao do spliceossomo e edicdo do RNAm. O pré-RNAm é formado por regi-
0es codificantes (exons) e nao codificantes (introns), que precisam ser editadas pelo spliceossomo. O
componente U1 do spliceossomo se liga ao RNA que sera editado e posteriormente, as subunidades
remanescentes - U2, U4, U5 e U6 — interagem com o complexo RNA-U1. U1 e U4 deixam o comple-
X0, ativando a catdlise mediada pelo spliceossomo e o splicing do RNA. Finalmente, o spliceossomo
remove o intron e une os exons, deixando o RNAm pronto para ser traduzido. (Query,2009)

Essa complexa maquinaria é capaz de reconhecer elementos especificos na
sequéncia do prée-mRNA que definem os limites dos introns e promovem a sua
precisa excisdao (JURICA E MOORE, 2003). A interacao entre o pré-mRNA e os
snRNPs durante a montagem do spliceossomo permite a selecdo dos sitios de
splicing e estabelece um ndcleo catalitico para a reagéo de splicing no spliceossomo
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(WANG et al., 1998). A maioria dessas interagcoes é mediada por fatores de splicing
que nao sao snRNPs, sendo os mais bem caracterizados aqueles pertencentes a
superfamilia de fatores de splicing contendo dominios ricos em serina/arginina, as
proteinas SR (FU, 1995).

A familia de proteinas SR, reguladoras do splicing, € altamente conservada e
caracteriza-se pela presenca de um ou dois motivos de reconhecimento de RNA na
regido amino-terminal, um dominio rico em aminoacidos serina e arginina (SR) na
extremidade carboxi-terminal, e outros dominios SR ao longo da cadeia
polipeptidica. Os motivos de reconhecimento de RNA s&o responsaveis pela ligagéo
da proteina ao RNA, enquanto os dominios SR estdo envolvidos em varias
interacdes proteina-proteina cruciais durante a montagem do spliceossomo (WANG
et al., 1998). A localizacdo dessas proteinas € predominantemente nuclear, mas
quando n&o estdo envolvidas no processo de transcricdo ou splicing, as proteinas
SR residem nos speckles nucleares, que séo subdivisdes no nucleo que armazenam
os fatores de splicing (JANG et al., 2008). Quando fosforiladas em suas serinas, as
proteinas SR saem dos speckles e se movem para o nucleoplasma, onde interagem
com o pré-mRNA nascente. O equilibrio entre fosforilagéo e desfosforilagdo promove
a escolha correta do sitio de splicing e posteriormente a catalise do processo
(SHEPARD E HERTEL, 2009) (Figura 6).

Stress, cell cycle, other signals

Spliceosome assembly,

\ Splice site selection
Atum ! \_X
\

Cytoplasm f > Splicing Nucleus

Figura 6: Regulagao e fungéo de SRPK na maturacdo de mRNA Glannakouros etal, 2011).
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2.3 SRPKS: Vias de sinalizacao e cancer

As SRPKs desempenham um papel crucial na importacdo nuclear das
proteinas SR recém-sintetizadas, pois este transporte € dependente de fosforilacao.
Na presenga de um estimulo, como o EGF, as SRPKs podem ser translocadas do
citoplasma para o nucleo, participando da regulacdo dos niveis de fosforilagdo das
proteinas SR em diferentes fases do splicing (DING et al., 2006; ZHONG et al.,
2009).

Apés a estimulacao pelo EGF, ocorre a interacdo entre SRPK1 e AKT, que é
fundamental em varias vias de sinalizacdo, incluindo migracdo, diferenciacao,
proliferacao e sobrevivéncia celular (MANNING E CANTLEY, 2007). Esta interacao
induz a autofosforilacgdo de SRPK1, modificando sua interagdo com chaperonas
moleculares e permitindo sua translocacdo para o nucleo (ZHOU et al., 2012). As
chaperonas Hsp70 ancoram as cinases de splicing no citoplasma, enquanto os
complexos Hsp90 facilitam a translocagdo das SRPKs para o nucleo (ZHOU E FU,
2013).

As SRPKs sao vistas como transdutores centrais na via de sinalizacdo do
EGF e nos niveis de splicing alternativo, sugerindo que o eixo AKT-SRPK-SR ¢ o
principal ramo na transducéo do sinal de EGF para regular o programa de splicing
no nucleo (ZHOU et al., 2012) (Figura 7).

EGF

nmmnrmnrmnnrmnnwmmm

Hsp7 - Cytoplasm

Regulated Splicing

Figura 7: Resumo da sinalizagdo do EGF através do eixo Akit-SRPK-SR para regular o
processamento alternativo no nucleo.A Hsp70 é responsavel por inibir a importacdo nuclear das
quinases de processamento, a Hsp90 elimina a Hsp70 para facilitar a importacdo nuclear e as
funcoes 14-3-3 para evitar a acumulagéo excessiva das quinases de processamento no nucleo (Zhou
et al, 2012).
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O splicing alternativo de pré-mRNA é responsavel pela producdo de varios
MRNAs maduros a partir de um unico gene, capazes de atuar em diferentes
processos celulares. Eventos de splicing anormais, como perda de fidelidade,
variacdo do processo de juncdo, mudancga controlada para alternativas de juncéo
especificas, podem ocorrer durante a progressao do tumor e podem desempenhar
um papel importante na carcinogénese, jA que as células cancerigenas podem
produzir isoformas que beneficiam o seu desenvolvimento, como o aumento da
proliferacao celular e crescimento do tumor, aumento da invasividade e a
capacidade de formacao de metastase. Isso ocorre porque os genes normalmente
afetados pelas alteragbes no padrdo de splicing codificam proteinas envolvidas no
controle do ciclo celular, proliferacao, diferenciacdo, vias de transducao de sinais,
morte celular e angiogénese (Figura 8) (BRINKMAN, 2004).

"Physiologically”

relevant isoforms
DD @'

Splicing regulators

@ @ with normal functions

Pre-mRNA
N e o Splicing regulators with
5 altered/aberrant functions
@ — (RON155, RON165)

o Evading apoptosis, survival
@ Cancer related (BINT + 124)

isoforms

Exon 1
Exon 2
Exon 3
Exon 4

® Angiogenesis
(VEGF165)

o Tissue invasion, metastasis

Figura 8: Desregulacdo do splicing alternativo em cancer e elementos trans. A desregulacdo de
elementos trans, como fatores de splicing, incluindo proteinas SR e SRPKSs, pode levar a formacgéao de
isoformas de mRNAs anteriormente inexistentes e/ou a modificacdo de isoformas de mRNAs em
tecidos especificos no contexto do cancer. Esse fendmeno pode resultar na produgéo de proteinas
com atividades pro-cancer. (DA SILVA et al., 2015).

Diversos estudos indicam uma elevada expressdo de SRPKs em diferentes
tipos de cancer. Niveis elevados de SRPK1 foram observados em carcinomas de
pancreas, mama e célon (HAYES et al, 2007), gliomas (CHANG et al., 2015),
carcinoma e adenocarcinoma de pulmdo (GOUT et al, 2012), carcinoma
hepatocelular (ZHOU et al., 2013) e prostata (BULLOCK et al, 2016). O
desequilibrio na expressdao de SRPK1 promove o céancer, pois tanto o aumento
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quanto a diminuigdo dos niveis dessas quinases contribuem para o desenvolvimento
do tumor (WANG et al., 2014). O aumento da expressao de SRPK2 foi observado
em leucemia (JANG et al., 2008), carcinoma de células ndo pequenas do pulmao
(GOUT et al., 2012) e cancer de colon (WANG et al., 2016).

Além disso, a inibicdo de SRPKs usando o inibidor farmacol6gico SRPIN340
demonstrou efeitos anti-leucemia (SIQUEIRA et al., 2015). No contexto da migracao
celular, Wang e colaboradores (2016) mostram que o aumento de SRPK2 em
células de cancer de célon esta diretamente ligado ao crescimento, migracéao e
tumorigenese. A realizagdo de um knockdown de SRPK2 resultou no efeito inverso,
comprovando a relagcdo de SRPK2 nos processos de crescimento e migracao
dessas células.

A migragao das células tumorais é crucial para a disseminacao do cancer no
organismo a partir do tumor primario. A invasdo das células cancerigenas nos
tecidos adjacentes e a formacado de metastases em 6rgéos distantes é uma das
principais causas de morte relacionada ao cancer. Esse processo complexo é
caracterizado por remodelamentos na matriz extracelular e no citoesqueleto, bem
como pela reorganizagdo dindmica da adesdo entre células vizinhas e com os
tecidos conectivos subjacentes (adesdes focais) (ROOSMALEN et al., 2015) (Figura
9).
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Figura 9: Esquema demonstrando a metéstase. As células reduzem a adesao as células vizinhas e
migram para os vasos. Na corrente sanguinea as células podem burlar o mecanismo de defesa do
sistema imune. Ao sair da corrente sanguinea ocorre a retracao das células endoteliais ou morte.
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Outro ponto importante € que a SRPK1 desempenha um papel crucial na
regulacado do splicing alternativo de Rac1b, uma pequena GTPase que promove a
progressédo do ciclo celular e a sobrevivéncia celular via sinalizacdo de NFkB. A
expressao de Raclb é elevada em tumores de célon e estd associada a um
progndéstico desfavoravel para os pacientes (MATOS et al.,, 2016). A expressao de
Rac1b resulta do aumento da inclusdo do exon 3, promovido pela proteina SRSF1,
que se transloca para o nucleo de maneira dependente da fosforilacao induzida por
SRPK1. Quando SRPK1 é depletada em células de cancer de célon, isso impede o
transporte nuclear de SRSF1 e induz sua degradacao, limitando sua capacidade de
controlar o splicing de Rac1b (GONCALVES et al., 2015) (Figura 10).
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Figura 10: A) Splicing alternativo regulado positivamente por proteinas SR. B) EGF ativando SRPK1-
2 induzindo o splicing de Racla

Além de sua funcado principal na fosforilagdo das proteinas SR, as SRPK2
também tém sido associadas a outras funcbes independentes da regulacdo do
splicing, como a progressao do ciclo celular e a apoptose (JANG et al., 2009). Esta
atuacao sugere que a SRPK2 pode também influenciar o desenvolvimento do cancer
(WANG et al., 2016).

Cada tipo de céancer pode ativar diferentes vias de sinalizacdo downstream
pelas SRPKs, resultando na alteracdo de varios processos celulares. Os diversos
papéis das SRPKs nesses processos podem ser mediados pela fosforilacdo de
diferentes proteinas SR especificas a tecidos ou células, dependendo do tumor
(BULLOCK, OLTEAN, 2017).
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As recentes descobertas sobre as mdltiplas fungées das SRPKs evidenciam a
necessidade de estudos adicionais para elucidar os mecanismos moleculares da
atuacédo dessas quinases nas vias de sinalizagdo, no splicing do pré-mRNA e em
outros  processos celulares, especialmente aqueles relacionados ao
desenvolvimento do cancer e a formacdo de metastases. Novas pesquisas poderao
revelar mais sobre o papel oncogénico das SRPKs, permitindo que essas quinases
sejam consideradas potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos promissores

contra o cancer.

2.4 Thymosin Beta 4

A timosina beta-4 (TB4) € um peptideo multifuncional amplamente distribuido,
desempenhando um papel crucial em diversos processos fisiolégicos e patoldgicos
no corpo (XING et al., 2021). Este peptideo sequestrador de actina, com 4,9 kDa e
43 aminodacidos, é fundamental para a motilidade celular e promocdao da
angiogénese (LV et al., 2013), metastase (CHA et al., 2003), cicatrizacdo de feridas
(PHILP et al., 2004), além de possuir propriedades anti-apoptéticas (MOON et al.,
2007) e anti-inflamatérias (SOSNE et al., 2007), estando também envolvido na via
de sinalizacdo de AKT (BOCK-MARQUETTE et al, 2004). T4 é altamente
conservada entre as espécies e encontrada em todos os tecidos e tipos de células,
exceto nos glébulos vermelhos (SOSNE et al.,, 2015). Originalmente, foi descrita
como um fator de maturacao do timo (LOW et al., 1981).

Os niveis desse polipeptideo variam entre diferentes tipos de células e fluidos
corporais. Macréfagos e glébulos brancos apresentam altos niveis de T4, enquanto
as plaquetas contém niveis mais baixos. Ela € indetectavel nos eritrécitos, mas
presente no plasma sanguineo, e seus niveis sdo muito altos no fluido da ferida,
onde pode ser liberada das plaquetas em resposta ao ferimento. T4 também foi
localizada no endotélio dos vasos sanguineos em desenvolvimento e no coragao.
Em estagios posteriores de desenvolvimento, nem todas as células endoteliais
mostraram-se positivas para Tp4, sugerindo seu papel potencial no desenvolvimento
dos vasos sanguineos, o que esta de acordo com os efeitos observados na
angiogénese (LARSSON, HOLCK, 2007; SHUMIN et al., 2020).

TB4 € o membro mais abundante e biologicamente ativo da familia das (-

timosinas, sendo o principal peptideo sequestrador de G-actina que modula a
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dinamica do citoesqueleto em células de mamiferos (MANNHERZ E HANNAPPEL,
2009). Ela se liga a G-actina, bloqueando sua polimerizacdo, 0 que sugere sua
importancia na cicatrizacao de feridas (HUFF et al., 2001) (Figura 11).).

G-actin x T, complex

Figura 11: Estrutura de T4 associada a G-actina. (Huff et al, 2001)

O TP4 esta associado a uma ampla variedade de canceres devido ao seu
papel regulador em caracteristicas essenciais como migracdo, invasao,
sobrevivéncia celular e ativacdo de células-tronco. Ela esta diretamente ligada ao
aumento do crescimento tumoral e a metastase (PIAO et al.,, 2014). Diversos
estudos demonstraram que T4 esta diferencialmente expressa em varios tipos de
cancer, incluindo carcinoma de células nao pequenas do pulmao (JI et al., 2003),
cancer de célon (GEMOLL et al., 2015), cancer de pancreas (ZHANG et al., 2008),
cancer de figado (FU et al., 2015), melanoma (CHA et al., 2003) e carcinoma de
células escamosas orais (HONG et al., 2016).

A promocado da migracédo celular por TB4 ocorre através de multiplas vias,
mas a migracao direta envolve sua capacidade de se ligar a actina. Esta ligacao é
fundamental para a modulacdo do citoesqueleto, facilitando a dindmica necessaria
para a migragao das células cancerosas. Assim, o papel de T4 na progressao do
cancer e na metastase torna-se uma area crucial de estudo, oferecendo potenciais

alvos para intervengdes terapéuticas futuras. (SOSNE et al., 2015) (Figura 12).
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Figura 12: Esquema mostrando o TB4 envolvido, por diversas vias, com a migragao. (Sosne et al,
2015)

A migracdo celular, essencial para a metastase tumoral, é altamente
dependente da dindmica da montagem da actina, regulada pelas Rho GTPases,
incluindo RhoA, Cdc42 e Rac1 (YAMAZAKI et al., 2005). As proteinas Rac fazem
parte da familia das pequenas Rho GTPases e alternam entre uma forma inativa
ligada a GDP e uma forma ativa ligada a GTP. Essa interconversao é rigorosamente
controlada pela taxa de troca de nucleotideos de guanina e pela hidrélise de GTP,
aceleradas pelos fatores de troca de nucleotideos (GEFs) e pelas proteinas
ativadoras de GTPase (GAPs), respectivamente (VAN AELST E D'‘SOUZA-
SCHOREY, 1997).

Quando ligada ao GDP, Rac é sequestrada no citoplasma por meio da
interacdo com inibidores de dissociacdo Rho-GDP (GDI). Em resposta a sinais
externos, como fatores de crescimento ou ligantes de integrinas, Rac é recrutada
para a membrana plasmatica, onde interage com GEFs. A ativacdo de Rac e sua
interacdo com efetores iniciam cascatas de sinalizacdo que controlam funcdes
celulares diversas, incluindo a reorganizacdo do citoesqueleto, mudancgas
morfologicas celulares e mobilidade celular (BURRIDGE E WENNERBERG, 2004).
Rac1b, uma isoforma de Rac1, apresenta atividade intrinseca de GTPase reduzida,
aumento da atividade de troca GDP/GTP e baixa capacidade de interacdo com
inibidores de dissociacdo de GDP (FIEGEN et al., 2004).

A expressao elevada de Raclb é observada em varios tipos de tumores,
como cancer de mama (SCHNELZER et al., 2000), pulméao (ZHOU et al., 2013) e
colorretal (JORDAN et al., 1999). A up-regulagdo de Rac1b resulta em aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e na mediacdo da Transicao Epitélio-
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Mesenquimal (EMT) induzida por metaloproteinases-3 (MMP-3) (RADISKY et al.,
2005). No microambiente tumoral, a condicdo de hipdxia/reoxigenagao (H/R) é
critica, contribuindo para a resisténcia aos medicamentos anticancer e aumentando
a migracao das células cancerigenas (HARRIS, 2002).

Em células HelLa sob condi¢gbes de H/R, observa-se maior capacidade de
migracgao, niveis elevados de TB4 e maior atividade das GTPases Rac1 e Rap1. A
reducdo da atividade de Rac1 e Rap1 foi observada com o knockdown de T[4
nessas células, indicando que a migracao celular cancerigena pode depender da
ativacao de Rap1 e Rac1 mediada por T34 (LEE et al., 2015).

Células de cancer de colon superexpressando Tp4 também demonstram alta
capacidade de migracao e altos niveis de ILK e IQGAP1, um ativador de Rac1. Esse
estudo indicou que o aumento da migracdo nessas células esta ligado a ativacao de
Raclt (TANG et al, 2011). Além disso, células de céancer de prostata
superexpressando T4 mostraram aumento na formacao de pseuddpodes baseados
em actina e na migracao celular. Embora T4 ative varias vias de sinalizagdo, como
ILK (BOCK-MARQUETTE et al.,, 2004) ou Erk (OH et al,, 2006), a formacao de
pseudopodes em células LNCaP foi reduzida pela inibicdo de PI3K, um regulador
positivo de ILK que ativa Cdc42 e Rac, resultando na formacédo de pseuddpodes.
Essas observagdes sugerem que a ativagao da via de sinalizagao de PI3K por TB4 é
uma explicacao provavel para a formacao de pseudépodes em células LNCaP (ITO
et al., 2009).

2.5 TB4 e angiogénese

A angiogénese aumenta a ocorréncia de metastase em sitios periféricos atra-
vés da migracao das células tumorais (MOON et al., 2010), e vem sendo considera-
da uma das atividades mais importantes de T34 no desenvolvimento do tecido e ma-
lignidade. Estudos mostram que T4 induz a angiogénese por promover a migragao
de células endoteliais e de outras células vasculogénicas (CHA et al., 2003) e au-
menta a viabilidade das células progenitoras endoteliais (EPC), desencadeando tan-
to a proliferacdo quanto a migragdo celular, além de estimular a formagéo de estrutu-
ras semelhantes a capilares nas células (QUAN, et al, 2017). LV e Colaboradores,
2020 mostraram também que o T4 pode promover a angiogénese em camundon-

gos CLI através da regulacao das vias Notch/NF-kB.
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O fornecimento de oxigénio em tumores sélidos é frequentemente insuficiente
porque as células tumorais crescem mais rapidamente do que as células endoteliais
que formam os vasos sanguineos. A adaptacdo das células tumorais a hipbxia é
essencial para o estabelecimento e progressdo do tumor primario. A expressao de
muitos genes induzidos por hipdxia € controlada por HIF-1, um fator de transcrigéo
composto pelas subunidades HIF-1a e HIF-13. Em tumores, a atividade de HIF-1
depende da disponibilidade de HIF-1a, que € rapidamente degradada pela via
ubiquitina-proteassomo em condi¢gdes de normoxia. Em hipdxia, a degradagdo de
HIF-1a é inibida, permitindo sua translocagao para o nucleo, onde, junto com HIF-1j3,

estimula a angiogénese ao ativar a transcricdo de VEGF (HUANG et al., 1998).

Inicialmente, descobriu-se que quando Tp4 esta superexpresso em células
B16F10, ocorre um aumento do numero de vasos sanguineos no tumor sdlido
devido a maior expressdao de VEGF (CHA et al., 2003). Posteriormente, identificou-
se que TBR4 aumenta a expressao de VEGF porque estabiliza a subunidade HIF-1a
no nivel proteico, impedindo sua degradacao pelo sistema ubiquitina-proteassomo e
permitindo sua translocagédo nuclear (JO et al., 2010). Resultados semelhantes
foram observados em células HelLa sob condi¢cdes de hipdxia, onde a estabilizacao
de HIF-1a por T4 foi mediada pela ativacao de ERK, aumentando os niveis de ERK
fosforilado (OH et al, 2008). Em céancer de cdélon, TB4 e HIF-1a colocalizam,
corroborando a conclusao de que TPB4 esta envolvido na estabilizacdo de HIF-1a

para induzir a expressao de VEGF (JO et al., 2010).

2.6 TR4 contribui para EMT em cancer

A transicao epitelial-mesenquimal (EMT) é um processo em que as células
tumorais perdem suas caracteristicas epiteliais e adquirem um fendtipo mesenqui-
mal, resultando na formagédo de células isoladas, ndo polarizadas, embebidas na
matriz extracelular (LEVAYER E LECUIT, 2008). Molecularmente, a EMT envolve
varios eventos, como a quebra das jungdes intercelulares, perda da polaridade celu-
lar, desintegragéo dos microtubulos e ruptura da membrana basal. Este processo é
crucial na progressao do cancer, pois permite que as células tumorais se tornem in-
vasivas, se desloquem do tumor primario, penetrem no epitélio vascular, entrem na
circulagdo e formem metastases em 6rgaos distantes (NEMOLATO et al., 2012).

TB4 esta superexpresso em cancer colorretal e interfere na expressao de

marcadores de EMT, como E-caderina, N-caderina, vimentina, fibronectina e MMP-2,
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promovendo adeséao celular, invasdo e migracao. Um estudo demonstrou que a su-
perexpressao de T4 em células de carcinoma de célon SW480 resulta em uma di-
minuicdo significativa nos niveis totais e intercelulares de E-caderina, atribuida a
ruptura das juncbes aderentes devido a despolimerizagdo dos microfilamentos de
actina desencadeada por esse peptideo (WANG et al.,, 2004). TB4 desencadeia a
EMT no carcinoma colorretal regulando positivamente a ILK. A atividade da ILK nes-
ses processos € mediada pela PI3K, que, quando ativada, estimula a ILK, levando a
fosforilagdo de AKT e GSK-3pB (KIM E JANG, 2015). Os efeitos de T4 sdo mediados
pela via de sinalizagao ILK/Akt/B-catenina (PIAO et al., 2014).

Efeitos semelhantes foram observados em células de carcinoma de células
escamosas bucal, onde TB4 alterou a expressdo de marcadores de EMT e induziu a
ativacao de MMP-2 (HONG et al., 2016). O papel de T4 na EMT também foi relata-
do em adenocarcinomas colorretais de pacientes, com maior expressdao de TpR4
identificada na porgéo infiltrativa frontal do tumor, contribuindo para a invasdo (NE-
MOLATO et al., 2012). A elucidagdo dos mecanismos moleculares pelos quais T4
atua na EMT ainda € um desafio. No entanto, compreender como T34 promove es-
tas e outras funcdes que favorecem o desenvolvimento do tumor torna este peptideo
um potencial alvo para terapias anticancer.

Outra via em que TR4 esta envolvido é a de TGFB. De acordo com Morita e
Hayashi (2018), o TGF facilita a expressao de Tp4, levando a ativagao de fatores
de transcricao relacionados ao miocardio (MRTFs). Esses fatores sdo coativadores
do fator de resposta sérica (SRF) e regulam a expressdo de genes criticos para a
transicao epitelial-mesenquimal (EMT) e a metédstase tumoral. Quando ligado a G-
actina, TR4 impede a interagao desta com os MRTFs, pois o0 dominio WH2 de T34 e
os motivos RPEL dos MRTFs competem pela mesma cavidade hidrofébica na
molécula de actina. Assim, um aumento nos niveis de T4 provoca a dissociagao do
complexo actina/MRTF e, consequentemente, o acumulo e a ativagdo dos MRTFs
no ndcleo. A ligacado da G-actina por TB4 induz a translocacao dos MRTFs para o
nucleo (Hinkel et al., 2014). A via TGFB/TB4/MRTF/SRF €, portanto, critica para a

metastase e progressao tumoral (MORITA et al., 2018).

2.7 TB4 e vias de sinalizagao
TB4 influencia a secregdo de diversas citocinas e modula varias vias de

sinalizagdo. Tem um papel na reducdo do dano inflamatoério ao regular as vias dos
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receptores NF-kB e Toll-like, diminuindo a liberacdo de citocinas como TNF-a e
quinases associadas ao receptor de IL-1. Durante o processo de reparagao tecidual,
TBR4 regula vias como PI3K/Akt/eNOS, Notch e angiopoietina-1/Tie2. Além disso,
também tem influéncia em diversas outras vias de sinalizacdo, como a via TGF-8
para mitigar a fibrose e a via Wnt para promover a formacao de foliculos capilares.
(Figura 13) (XING et al, 2021).
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Figura 13: TB4 regula varias vias de sinalizagdo. T4 melhora o dano inflamatério regulando as vias
do receptor NF-kB e Toll-like. Durante o reparo tecidual, o TB4 regula as vias PI3K/Akt/eNOS e Notch.
Além disso, o T4 regula a via do TGF-f3 para aliviar a fibrose e a via Wnt para promover a formagao
do foliculo piloso. TB4 também regula a via da apoptose para inibir a apoptose. (XING et al, 2021).

A via PI3K/Akt desempenha um papel crucial na microangiogénese, migracao
celular e angiogénese (ZHOU et al, 2010) e faz parte da via principal de SRPK
(ZHOU et al, 2012). Na via PI3K/Akt/eNO, ela regula a expressao e a atividade da
eNOS, contribuindo para a mobilizacdo local de células progenitoras endoteliais
(CPEs) e promovendo a formagédo de novos vasos sanguineos. (PETIT, et al, 2007)
Estudos demonstraram que o T4 exdgeno estimula a proliferagdo, migragao e
adesdo das CPEs através da ativagao da via de sinalizagdo PI3K/Akt/eNOS (QIU,
2019). Além disso, em modelos animais de isquemia cerebral e isquemia dos
membros, a administragdo de T4 resultou no aumento da fosforilacdo de Akt e na
expressao de eNOS, promovendo a regeneragao vascular e a recuperacgao funcional
(PANG, 2010), e segundo Trenkwalser e colaboradores, 2015, demonstrou induzir a
angiogénese em doencgas isquémicas através da via de sinalizacao PI3K/Akt.

A via de sinalizacdo Notch desempenha multiplos papéis em processos
fisioldgicos e patoldgicos, incluindo fungdo neuronal, proliferacdo celular, apoptose,
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angiogénese, estabilidade das células endoteliais arteriais e expansao das células-
tronco hematopoiéticas da medula 6ssea. (XING et al, 2021). Estudos recentes tém
investigado o papel dessa via na resposta ao peptideo Tp4, revelando sua
capacidade de induzir a angiogénese e a diminuicdo da atividade do peptideo
quando a via Notch € inibida. (LV, 2013).

2.8 Inibidores de SRPKs

Um dos inibidores inespecificos de SRPK, conhecido como SRPIN340, € um
derivado da isonicotinamida, especificamente a N-[2-(1-piperidinil)-5-(trifluorometil)
fenil isonicotinamida. Este composto inibe competitivamente a atividade quinase da
SRPK1 e SRPK2 ao impedir a ligacdo da molécula de ATP ao sitio ativo da enzima,
modulando assim o estado de fosforilagdo dos fatores de splicing SR (KARAKAMA
et al.,, 2010; ANWAR et al., 2011) (Figura 14).
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Figura 14: Estrutura do SRPIN340. (Sigma Aldrich, 2019)

Em melanoma o tratamento com SRPIN340 reduziu significativamente a
proporcdo de SRSF1 nuclear e a expressao da isoforma pré-angiogénica VEGF165.
Dados in vivo corroboraram com esses resultados mostrando uma diminuicdo do
crescimento do tumor (GAMMONS et al., 2014). Assim como foi capaz de reduzir a
proliferacdo, migracdo, adesdo, invasdao e formagdo de coldénia em células de
melanoma B16-F10. Ensaios in vivo apoiaram esses resultados, inibindo também a
formagdo de metéstase pulmonar (MOREIRA et al, 2018). Resultados similares,
incluindo a reducao do tamanho tumoral e o aumento de VEGF antiangiogénico,
foram observados em um modelo de cancer de préstata tratado com um inibidor de
SRPK1 chamado SPHINX (GAMMONS et al., 2014; MAVROU et al., 2015).

Segundo Goncalves e Jordan (2015), em um estudo com cancer colorretal, a
inibicdo da SRPK1 pelo composto SRPIN340 resultou em uma reducdo do
desenvolvimento tumoral devido a menor expressdao da isoforma Racib, que é
crucial para a sobrevivéncia das células tumorais. Em células de leucemias
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mieloides e linfoides, 0 SRPIN340 demonstrou reduzir a viabilidade celular de forma
seletiva. Precursores de vias de sobrevivéncia celular, como MAP3K, MAPK1 e AKT,
foram afetados pelo tratamento com SRPIN340 (SIQUEIRA et al.,, 2015). Esses
resultados sugerem que a inibicdo especifica dessas quinases pode ser uma

abordagem vantajosa para o tratamento do melanoma metastatico.

2.9 Justificativa e hipotese

As interagOes proteicas tém sido amplamente estudadas e sdo essenciais para
compreender 0os mecanismos moleculares e sua relagdo com vias de sinalizacao. O
papel oncogénico das SRPKs é bem estabelecido, mas ainda ha muito a explorar
sobre os mecanismos moleculares especificos dessas quinases em diferentes tipos
de cancer. Isso inclui a funcdo particular e os mecanismos regulatérios que
controlam a atividade de SRPK1 e SRPK2 nos tumores em que estao
superexpressas. Investigar seu envolvimento em vias de sinalizagdo durante
processos de migragdao celular, invasao e proliferacdo € fundamental para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o cancer.

Um ensaio de duplo hibrido realizado pelo nosso grupo de pesquisa identificou
19 possiveis novas interacdes entre a regido espacadora de SRPK2 e outras
moléculas, incluindo a interagdo com o peptideo T4 (MELLO, 2014). Analisar a
importancia da interacdo entre SRPK2 e TB4 nos processos de migragao,
proliferacdo celular, transicdo epitélio-mesenquimal, crescimento tumoral e
metastase em modelos de melanoma, utilizando inibidor e células knockout para
SRPK2 via CRISPR/Cas9, é crucial devido a sua implicacdo no cancer. E relevante
destacar que ambas as proteinas podem ser encontradas no citoplasma e no
nucleo, e estao relacionadas ao splicing.

Além do papel de sequestro de G-actina desempenhado por T4, essa molécula
parece ter uma atuacdo mais ampla em tumores, incluindo processos anti-
apoptoéticos, angiogénicos e de estimulo a migracao e invasao. Foi demonstrado que
TB4 €& necessaria para o splicing adequado da proteina muscular titina em
cardiomidcitos, embora 0 mecanismo exato ainda seja desconhecido (SMART et al.,
2017). Isso sugere que TR4 pode também estar envolvida na regulagéo do splicing
de outras proteinas no contexto tumoral, possivelmente via SRPK2.

Ademais, TB4 estd envolvida em diferentes vias de sinalizagdo, como as de
TGFB (MORITA, HAYASHI, 2018) e Integrinas (HUANG, 2007; BOCK
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MARQUETTE, 2004), ambas culminando na ativacdo de AKT. As SRPKs séao
reguladas por AKT no contexto da via desencadeada por EGF (ZHOU et al., 2012).
Portanto, € possivel que haja eventos de cross-talk entre essas vias através da
interacdo SRPK2-T4 no contexto tumoral.

Abaixo, foi desenvolvido um esquema ilustrando eventos de sinalizacdo que
demonstram a potencial relagcao entre T4 e SRPK2. A principal via de sinalizagao é
a de EGF, onde o eixo AKT-SRPK-SR representa o ramo central na transducao de
sinal de EGF para regular o programa de splicing no nucleo (ZHOU et al., 2012).
Essa via de sinalizacdo estd bem documentada na literatura (DING et al., 2006;
ZHONG et al., 2009; MANNING E CANTLEY, 2007; ZHOU E FU, 2013), e ¢é
apresentada como o eixo principal, com setas preenchidas indicando a translocagao
nuclear das SRPKs e sua influéncia no splicing. Foi demonstrado que T4 forma um
complexo com PINCH e ILK, fosforilando AKT, que é ativado por PI3K (Fukuda et
al., 2003), sugerindo uma ligacao entre as vias de EGF e Integrinas. Propomos que
um dos caminhos posteriores a fosforilacao de AKT pelo complexo pode envolver a
SRPK2, representado como linhas tracejadas. O esquema também destaca que Tp4
se liga diretamente a actina, modulando a dindmica do citoesqueleto em células de
mamiferos (MANNHERZ e HANNAPPEL, 2009) (Figura 15).
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Figura 15: Eventos de sinalizacdo que demonstram a potencial relagao entre T4 e SRPK2. Via
de EGF, como ramo central na transducédo de sinal de EGF para regular o programa de splicing no
nucleo. Via de TGFB mostrando que T4 tem relagdo com os fatores de transcricdo do miocardio
(MRTF). O PI3K ativando o complexo TR4-PINCH-ILK, fosforilando AKT, e, posteriormente com linhas
pontilhadas indicando hipétese, a continuagao por SRPK2 regulando os eventos nucleares. Também
€ mostrado o T4 com ligagéo direta a actina, uma vez que é um peptideo sequestrador de G-actina.



35

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Avaliar a relagao funcional e a interacdao de SRPK2 e T34 em melanoma me-

tastatico

3.2 Objetivos especificos

o Verificar a influéncia da relacdo de SRPK2 e T4 em ensaios fenotipicos co-
mo proliferacdo celular, formacao de colénia e migracdo, com utilizacdo de
inibidor e células knockouts para SRPK2;

e Avaliar a influéncia da relacdo de SRPK2 e TB4 em polimerizacdo dos fila-
mentos de actina;

e Realizar busca de dados de pacientes com melanoma e a relagcdo com o pep-
tideo T4

e Verificar a interagcdo SRPK2/T34

e Investigar o desenvolvimento do melanoma subcutdneo em camundongos
C57BL/machos inoculados com células B16F10, com aplicacao dos tratamen-
tos propostos;

e Avaliar alteracdes histopatoldgicas do tumor e pulmao dos animais (in vivo)



36

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Cultura de Células

As células utilizadas foram de camundongo B16F10 (linha celular de
melanoma metastatico), cedidas pela Dra. Anésia Aparecida dos Santos
(Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vigcosa, Minas Gerais,
Brasil) e células silenciadas pela técnica de CRISPR-Cas9 em parceria com
Laboratorio de Organismos Modelo do LNBio/CNPEM e Dra. Ménica Caetano
(Laboratério de Bioquima celular e Bioprodutos, Universidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil). As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) (LGC Biotecnologia), 100
g/mL de estreptomicina e 100 unidades/mL de penicilina em pH 7,2 e 37°C sob
atmosfera de 5% de CO2.

4.2 Composto Quimico

SRPIN340 - N-(2-(Piperidin-1-yl)-5-(Trifluoromethyl) Phenyl Isonicotinamide —
sintetizado, caracterizado e publicados em nosso trabalho anterior (SIQUEIRA et al.,
2017).

Thymosin Beta 4 (Tp4) - conseguido com a empresa farmacéutica Regenerx
Biopharmaceutical.(EUA).

4.3 Ensaio de migracao celular

As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 24 pocgos e cultivadas por
24h até 80 — 90% de confluéncia. As células foram lavadas duas vezes com PBS e
as monocamadas foram raspadas com uma ponta de micropipeta para criar um
arranhao uniforme. Em seguida, as células foram lavadas novamente com PBS para
remover o desprendimento. O composto SRPIN340 (25 pM) , e/o peptideo Thymosin
Beta 4 (1 yM) foram adicionados ao meio RPMI. O tratamento do veiculo com
DMSO (0,4% v/v) foi usado como controle. Imagens digitais das monocamadas
feridas foram obtidas por fotomicroscopio EVOS fl (Life Technologies) por até 24h.
As zonas riscadas nao preenchidas foram quantificadas pelo sistema de software
Image J do Java.
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4.4 Ensaio de formacao de Col6nia

As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 pogos em triplicata na
densidade de 1,0 x 108 células por pogo. Apds 24 h, as células foram tratadas com o
composto SRPIN340 (25 uM) , e/o peptideo Thymosin Beta 4 (1 uM) durante 24 h. O
meio foi trocado e as células foram cultivadas por 7 dias. As colbnias formadas
foram entéo fixadas e coradas com solucao de azul de toluidina (0,5% v/v) e metanol
(20% v/v). As colbnias foram contadas usando o software Imaged e os resultados

foram expressos como uma porcentagem das culturas de controle ndo tratadas.

4.5 Ensaio de Imunofluorescéncia

As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 24 pocgos contendo
laminulas, Apds 24h, foram tratadas com SRPIN340 (25 uM) , e/o peptideo
Thymosin Beta 4 (1 uM). As células tratadas com o veiculo DMSO e meio RPMI
foram usadas como controle. Em mais 24h, as laminulas foram fixadas com 4% v/v
de paraformaldeido/Hepes por 20 min, lavadas com PBS e entdo permeabilizadas
em 1% v/v Triton X-100/PBS por 20 min, lavadas com PBS e bloqueadas com 3%
m/v BSA/PBS-T (PBS contendo 0,05% v/v de Tween-20) durante 1h. As células
foram entdo incubadas com anticorpos primarios anti-Ki67 (BD Biosciences) por 1 h.
Em seguida, as células foram incubadas com anticorpo secundario anti-mouse -1gG-
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) por 1 h. Para finalizar, ap6s lavagem com PBS, foi
utilizado Rhodamine Phalloidin (Thermo Scientific) por 30 minutos. Para marcacgéao
do nucleo as células serdo lavadas com PBS e as laminas serdo montadas
utilizando Prolong Gold® com DAPI (Molecular Probes). As imagens foram obtidas
em microscopio de fluorescéncia EVOS® utilizando os filtros DAPI LED CUBE e
GFP LED CUBE.

4.6 Ensaio Imunoenzimatico Ligado a Enzima (ELISA)

O teste ELISA foi realizado de acordo com De Souza et al. (2013), com
modificacoes (De Souza et al., 2013). As placas de 96 pocos (Nunc MaxiSorp ™)
foram sensibilizadas com o peptideo Timosina Beta 4 (curva de 0,0625 ug/pogo a 1
mg/po¢o) em tampao carbonato 0,1 M (Na2CO3/NaHCOS, pH 9,6), durante a noite,
a 4 °C. As placas foram lavadas quatro vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% e
blogueadas com leite hidrolisado Aptamil Pepti a 3% por 1 h, a 26 °C. Os extratos
proteicos contendo SRPK2 (diluidos em 1:10 em PBS-Tween 20 a 1%) e o controle
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foram incubados por 1 h, a 26 °C. Apos a lavagem com PBS-Tween 20 a 0,05%, foi
adicionada a anticorpo primario anti-His diluido em 1:5000 (Sigma) e incubado por 1
h a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi realizada mais uma lavagem com
PBS-Tween 20 a 0,05% e o anticorpo secundéario anti-lgG conjugado com
peroxidase, diluido em 1:5000 (Sigma, A6792), foi adicionado e incubado por 1 h, a
26 °C. As placas foram lavadas quatro vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% e o
desenvolvimento foi realizado adicionando 100 yL do substrato TMB (Sigma, T0440)
por 30 minutos. A reacgao foi interrompida pela adicdo de 50 yL de H2SO4 a 0,5 M. A
absorbancia foi lida a 450 nm no leitor SpectraMax® M5 (Molecular Devices, Silicon
Valley, Califérnia, Estados Unidos).

4.7 Modelo de Tumor Subcutaneo In Vivo e Procedimentos Histolégicos

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 (n = 14; peso, 23—-43 g) foram
obtidos do Laboratério Central de Animais (Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude, Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil) e mantidos sob
condicbes controladas, a 21,2 °C, 60% a 70% de umidade relativa, e ciclos de
luz/escuro de 12 h. Os animais receberam alimentacdo e agua ad libitum. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV, protocolo 41/2016).

Para a analise do crescimento tumoral subcutaneo, foram preparados 200 pL
de suspensao celular de B16F10 (1 x 1076 células) em solucdo salina estéril e
inoculados subcutaneamente no flanco direito dos camundongos. Os camundongos
portadores das células de melanoma foram divididos aleatoriamente em dois grupos
(n = 7 animais/grupo). Os tumores foram analisados em relagdo ao seu
desenvolvimento. O peso corporal e os volumes tumorais (V) foram medidos trés
vezes por semana antes do procedimento de tratamento, utilizando a férmula V =
0,52 x D12 x D2, onde D1 e D2 sdo o didmetro curto e longo do tumor,
respectivamente. Apds o crescimento do tumor, os tratamentos comegaram de forma
intratumoral com 50 pyL de Tp4 (5 mg/mL) ou agua diariamente durante duas
semanas. O peso corporal de cada camundongo foi registrado a cada 2 dias para
determinar se os tratamentos afetaram a saude dos animais.

No dia 15, os camundongos foram pesados e eutanasiados por anestesia
profunda (cloridrato de cetamina, 150 mg/kg/i.p., e cloridrato de xilazina, 10
mg/kg/i.p.), seguido de pungédo cardiaca. Tumores, pulm&o, baco e pele foram
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removidos, pesados e fixados em paraformaldeido (4% v/v) em tampéo fosfato 0,1
M, pH 7,2, a temperatura ambiente por 24 h para andlises histologicas. Os 6rgaos
coletados foram desidratados em uma série crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%
v/v) e incorporados em parafina. Um microtomégrafo rotativo (RM 2255, Leica) foi
utilizado para obter sec¢des de 4 ym, que foram coradas com hematoxilina-eosina e,
em seguida, analisadas qualitativamente utilizando um microscopio 6ptico Olympus
CX40. Todos os animais sobreviveram até o término do experimento, portanto, todas
as analises subsequentes foram realizadas com 7 animais de cada grupo.

4.8 Processamento Histoldgico

As analises histolégicas foram realizadas seguindo os passos descritos
anteriormente (VALE, 2020). Fragmentos de pulmé&o, pele e tumor foram
desidratados em uma série crescente de etanol para a inclusao em parafina. Segbes
com espessura de 4 um foram obtidas utilizando um microtomdégrafo rotativo (RM
2255, Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha). Enquanto algumas secdes
histologicas foram coradas com hematoxilina/eosina e azul de toluidina para
avaliacdo da arquitetura tecidual e sua organizacdo, outras seg¢des foram coradas
com PicroSirius Red para avaliar a presenca de fibras colagenas. Os tecidos foram,
entdo, analisados qualitativamente sob um microscépio de luz (Olympus BX-50,
Téquio, Japao).

Para a andlise estereoldgica, imagens digitais das secoes de tecido tumoral
foram obtidas utilizando um microscépio de luz (Olympus BX-53) conectado a uma
camera digital (Olympus DP73) e analisadas com o software Image-Pro Plus 4.5
(Media® Cybernetics, Silver Spring, Maryland, EUA). A proporcao volumétrica foi
obtida contando 5000 pontos, por animal, projetados em 10 campos histol6gicos de
tecido tumoral em aumento de 200x. Os pontos coincidentes sobre os componentes
tumorais foram registrados: células tumorais, células mortas, figuras mitéticas
(células mitéticas com cromossomos visiveis sob microscopia de luz), vasos
sanguineos, infiltrado inflamatério, melanina e tecido conectivo. O volume de cada
componente foi calculado utilizando a seguinte férmula: V = PP/PT x 100, onde PP é
0 numero de pontos localizados na estrutura de interesse e PT € o numero total de

pontos na area histolégica.
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4.9 Curva de sobrevida

Dados de transcriptomica de bulk RNA-seq e clinicos de pacientes com
melanoma foram baixados do banco de dados “The Cancer Genome Atlas—TCGA”
(http://cancergenome.nih.gov/) utilizando o pacote “TCGA biolinks” em ambiente R
(Colaprico et al, 2016). Os pacientes da coorte de melanoma (SKCM) foram
divididos em primario e metastatico. Para identificar uma potencial influéncia da
expressdao de TMSB4X na sobrevivéncia de pacientes com melanoma metastatico,
classificamos estes pacientes em dois grupos: aqueles com a expressao de
TMSB4X menor do que a média de expressao de todos o0s pacientes para este gene
(grupo “Low”) e os pacientes com expressao de TMSB4X maior ou igual a média de
expressao (grupo “High”). Estes dois grupos foram comparados utilizando intervalos
de tempo em uma andlise de sobrevida comec¢ando da submissdo da espécime
metastatica até o final do acompanhamento ou a morte do individuo. Para essa
analise utilizamos os pacotes em R “survival” e “survminer” de maneira a obter as
curvas de sobrevida Kaplan-Meier de 5 anos de acompanhamento e o teste log-rank
para comparar as sobrevidas estimadas entre os dois grupos (Therneau, 2022;
Kassambara et al, 2017). O valor de “Hazard Ratio” (HR) e os intervalos de
confianca 95% (Cls) foram obtidos através das estimativas de maxima
verossimilhanga para cada covariante utilizando o modelo de regressdo de Cox
(Cox, 2022)].

4.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando Microsoft Excel (Microsoft
Office Software), GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.) e software ImagedJ. Os
dados sao apresentados como média * desvio padrao de experimentos
independentes repetidos duas vezes em triplicata (n=6). A significaAncia estatistica foi
avaliada usando ANOVA de uma via, seguida pelos testes post hoc de Dunn ou
Dunnett. Asteriscos indicam os niveis de significancia: * p < 0,05, **p < 0,01 e ***p
< 0,001 em relacéo aos controles.
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5. RESULTADOS
5.1 Efeito em fendtipos relacionados a metastase

Em um primeiro conjunto de experimentos, avaliamos se a atividade da
Timosina Beta 4 (Tp4) em fendtipos relacionados a metastase era influenciada pelo
inibidor farmacologico de SRPK1/2, SRPIN34032. O marcador de proliferagao Ki-67
apresentou expressdo aumentada apds o tratamento com TB4, a qual foi reduzida
pelo SRPIN340 (Figura 1A). Resultados semelhantes foram observados em ensaios
de migracao celular e formacéao de colénias (Figuras 1B-C), sugerindo que o efeito
do TBR4 em fendtipos relacionados a metastase in vitro € pelo menos parcialmente

dependente da fungdo das SRPKs.
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Figura 16: Efeito do T4 e do SRPIN340 em ensaios fenotipicos in vitro. (A) Avaliacdo da
proliferacdo celular por marcagdo com Ki67. Células B16F10 foram tratadas com DMSO (0,4%),
SRPIN340 (25 pM), T4 (100 ng/mL) e a combinagcdo de ambos por 24 horas. O numero absoluto de
células marcadas por DAPI e GFP foi obtido para calcular a porcentagem de fluorescéncia. O DAPI
foi utilizado como contra-coloragdo nuclear, e a fluorescéncia foi registrada utilizando um microscopio
de fluorescéncia invertido (EVOS FL). Barra de escala: 50 ym. (B) Efeito dos compostos no potencial
migratério de células de melanoma in vitro. Células B16F10 foram tratadas com DMSO, SRPIN340
(25 uM), TB4 (100 ng/mL) ou ambos. A migragao celular foi determinada por fotografias do ensaio de
fechamento de feridas tiradas apds 24 horas de exposicao. O grafico mostra a mudancga percentual
na migracdo celular causada pelos compostos. Células tratadas com DMSO foram usadas como
controle. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao de experimentos em ftriplicata.
**P < 0,01 ou *™*P < 0,001 versus controle (DMSO) pelo teste de Dunnett. (C) Efeito dos compostos
na formacdo de colénias de células de melanoma. Células B16F10 foram tratadas com DMSO
(controle), SRPIN340 (25 yM), T4 (100 ng/mL) ou ambos. O ensaio de colbnias foi realizado
utilizando coloragdo com azul de toluidina apds 7 dias. O grafico mostra o efeito dos tratamentos no
namero absoluto de formagdes de colénias comparado as células tratadas com veiculo. Os dados
sa0 expressos como média + desvio padrdo de experimentos em triplicata. *P < 0,05 ou **P < 0,01
versus controle (DMSQO) pelo teste de Dunnett.
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5.2 Efeito em células geneticamente depletadas de SRPK2

Para superar as limitagdes de seletividade e especificidade do SRPIN34024,
avaliamos se a atividade do T4 era afetada pela deplecédo do SRPK2 em células de
melanoma metastatico murinas. A expressao prejudicada do SRPK2 foi confirmada
(Figura 2A) e parecia diminuir o efeito do T4 em aumentar o sinal de fluorescéncia
de Ki-67 (Figura 2B). Da mesma forma, o efeito do T34 na reorganizagéo da actina,
migracao celular e formacgéao de colbnias foi prejudicado em células com expressao
reduzida de SRPK2 (Figuras 2C-E). Essas descobertas sugerem uma interagéao
fisica entre TB4 e SRPK2, como observado em ensaios de Imunoenzima Ligada
(ELISAs) (Figura 2F). Coletivamente, esses dados indicam que SRPK2 e T34 estao

funcionalmente relacionados em mecanismos associados ao tumor.
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Figura 17: Efeito em células geneticamente depletadas de SRPK2. (A) Andlise de Western blot
das linhagens B16F10 geradas por edicdo do genoma CRISPR-Cas9. "Controle" denota células
transduzidas com o vetor LentiCRISPRv2 vazio (denominado aqui "V2"). Os niveis da proteina
SRPK2 foram normalizados em relagdo a GAPDH. (B) Avaliacdo da proliferacdo celular por marcagao
com Ki67 em células B16F10 V2 e SRPK2 KO, tratadas ou ndo com T4 (100 ng/mL). O nimero
absoluto de células marcadas por DAPI e GFP foi obtido para calcular as células rotuladas com
fluorescéncia. O DAPI foi usado como contra-coloracdo nuclear, e a fluorescéncia foi registrada
utilizando um microscoépio de fluorescéncia invertido (EVOS FL). Barra de escala: 50 ym. (C) Efeito
dos compostos na actina. Células V2 e SRPK2 KO foram tratadas com e sem 100 ng/mL de TR4 por
24 horas. Os filamentos de actina foram marcados com Faloidina de Rodoamina (Thermo Scientific),
TR4 foi marcado com anticorpo anti-Tp4 (RayBiotech) 1:100, e a fluorescéncia foi registrada utilizando
um microscépio de fluorescéncia invertido (EVOS FL). As imagens mostradas sdo representativas de
varios experimentos independentes. Barra de escala: 10 ym. (D) Efeito do T4 em células B16F10 V2
e SRPK2 KO. As células foram tratadas com ou sem TB4 (100 ng/mL). A migracao celular foi
determinada por fotografias do ensaio de cicatrizagao de feridas tiradas apos 24 horas de exposigao.
(E) Efeito do silenciamento do SRPK2 na capacidade de formagao de col6nias das células B16F10
V2 e SRPK2 KO apés 9 dias, com ou sem TB4. (F) Ensaio de Imunoenzima Ligada (ELISA).
Deteccdo da interagdo TPR4-SRPK2 por ELISA indireto utilizando extrato bruto expresso em E. coli
Shuffle com o vetor de expressdo para SRPK2 (e) e sem o vetor de expressdo (controle) (=). A
concentracdo de TR4 utilizada para sensibilizacdo variou de 0,0625 mg/mL a 1 mg/mL. Os extratos
brutos foram diluidos 5 vezes antes da aplicacdo. O grafico foi gerado pelo GraphPad Prism 6. Trés
experimentos independentes foram realizados. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de
Dunnett (P < 0,05). Os resultados sao expressos como média + desvio padrao.

5.3 Efeito em melanoma subcutaneo em camundongos

Para avaliar o potencial impacto do T4 na promocéo e crescimento tumoral,
assim como a possivel influéncia do SRPK2 nesses fendtipos, utilizamos células
B16F10 modificadas para induzir tumores em camundongos. A partir do dia 10, o
grupo controle (V2) tratado com T34 apresentou volumes tumorais significativamente
maiores em comparacao com os outros grupos (Figura 3A-B). O efeito do Tp4 foi
prejudicado em camundongos portadores de células depletadas de SRPK2 (Figura

3A-B), confirmando os achados in vitro.



44

® V2
A M va2Tps
A SRPK2 KO
¥ SRPK2 KO/TR4
*
1500 + e

a i

z 1000 -

E -

o ;

E E

= .

° -

> -

5 .

g 5001

E -

0 v 1
0 15
Days
B

SRPK2 KO SRPK2 KO/TB4

vz V2/TR4
Figura 18: Efeito do T4 em melanoma subcutdneo em camundongos. (A) Volume tumoral.
Inoculagdo de 200 yL de uma suspensao celular a uma concentragdo de 1 x 1076 células/mL,
subcutaneamente, na regido lateral direita de 40 camundongos. Os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais de acordo com o tratamento recebido (10 animais por
grupo): V2 (controle), V2 com TR4, B16F10 SRPK2 KO e B16F10 SRPK2 KO com Tp4. "Controle"
denota células transduzidas com o vetor LentiCRISPRv2 vazio (denominado aqui "V2"). As
inoculagdes foram de 50 pL. O grafico foi gerado pelo GraphPad Prism 6. (B) Fotografias

representativas da formagdo tumoral 15 dias apds a inoculagdo com B16F10 modificadas e
tratamento.
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5.4 Analises Histoldgicas da Pele e Tumores de Camundongos

A pele dos animais apresentou arquitetura preservada; no entanto, os
tumores de todos os grupos mostraram células neoplasicas, melanina, infiltrado
inflamatério, vascularizacao significativa e areas de morte celular. Os tumores dos
animais do grupo V2/T34 exibiram maior vascularizagao e areas de morte celular. A
presenca de infiltrado inflamatério foi maior nos tumores de camundongos com
células depletadas de SRPK2 (Figura 4A), semelhante as observacbes em tumores
tratados com inibidores de SRPKs (MOREIRA, ET AL, 2022). Os pulmdes dos
animais de todos os grupos mostraram atelectasia, variando de leve a severa
intensidade (Figura 4A). O grupo controle apresentou atelectasia severa, V2/T34
mostrou atelectasia de moderada a severa, SRPK2 KO exibiu atelectasia de
moderada a severa, e SRPK2 KO/T[(34 apresentou atelectasia de leve a moderada.
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Skin

Tumor
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Figura 19: Analises Histoldgicas. (A) Secdes histolégicas da pele e do tumor de
camundongos C57BL/6 tratados com V2 TB4, SRPK2 KO TB4, V2 e SRPK2 KO,
analisadas sob microscopia de luz. "Controle" denota células transduzidas com o
vetor LentiCRISPRv2 vazio (denominado aqui "V2"). As sec¢des da pele mostram a
epiderme (seta fina) com epitélio estratificado e a derme (*) composta por foliculos
pilosos rodeados por tecido conjuntivo. As secOes da pele dos camundongos
tratados com V2 Tp4, SRPK2 KO TB4, V2 e SRPK2 KO mostraram arquitetura
normal. As sec¢des de tecido tumoral mostram células neoplasicas (triangulo),
melanina, infiltrado inflamatério (circulo), sangramento (quadrado preto) e células
mortas (DC). Hematoxilina-eosina, aumento de 100x. (B) Seg¢bes histoldgicas do
pulméo de camundongos C57BL/6 tratados com V2, V2 TB4, SRPK2 KO e SRPK2
KO Tp4, analisadas sob microscopia de luz. Os pulmdes mostraram atelectasia de
leve a intensa. Hematoxilina-eosina, aumento de 100x.

5.5 Curva de Sobrevivéncia de Kaplan-Meier de Pacientes Humanos

Para obter mais evidéncias translacionais dos resultados obtidos in vitro e em
camundongos, avaliamos curvas de sobrevivéncia de Kaplan—Meier construidas a
partir de dados de expressdo génica disponiveis para pacientes com melanoma.
Embora a andlise ndo tenha mostrado significancia estatistica entre os grupos para
SRPK2 (dados ndo mostrados), a curva de sobrevivéncia comparando pacientes
com melanoma metastatico com expressdo de T4 maior ou igual a média ("Grupo
Alto") e pacientes com expressao inferior a média ("Grupo Baixo") mostrou um
impacto significativo no desfecho clinico (p < 0,05). Pacientes com maior expressao
de TB4 apresentaram pior prognodstico em comparagdo com aqueles com menor
expressdao (HR = 0,48, IC 95% = 0,35-0,65) (Figura 5). Esta descoberta esta
intimamente alinhada com os dados in vitro e in vivo descritos acima, destacando a

importancia da sinalizagado do T34 para a progressao do melanoma.
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Figura 20: Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de pacientes com
melanoma metastatico. A curva de sobrevivéncia compara pacientes com
expressao de TPB4 maior ou igual a média de expressao ("Grupo Alto" - curva
vermelha) e pacientes com expressao inferior a média ("Grupo Baixo" - curva azul).
O teste log-rank foi utilizado para comparar as estimativas de sobrevivéncia entre os
dois grupos. O Hazard Ratio (HR) e os intervalos de confianca de 95% (ICs) foram
obtidos usando o modelo de regressdo de Cox. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.
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6. DISCUSSAO

As funcbes das proteinas tém sido cada vez mais exploradas e sao cruciais
para entender os mecanismos moleculares e a participacao em vias de sinalizagao.
O papel oncogénico das SRPKs esta bem estabelecido (HAYES et al, 2007; CHANG
et al, 2015; GOUT et al, 2012; GONG et al, 2016; ZHOU et al, 2013; BULLOCK et al,
2016). No entanto, muito ainda precisa ser investigado sobre os mecanismos
moleculares subjacentes as agdes dessas quinases em diferentes tipos de cancer.
Além do papel de sequestro da G-actina desempenhado pelo T4, essa molécula
parece ter uma fungcdo mais ampla nos tumores (WANG et al, 2004; KIM,JUNG
2015). O Tp4 afeta o ciclo celular e promove a proliferagao celular, como observado
em estudos anteriores (JEON et al, 2013; ZHANG et al, 2016; CHEN et al, 2013;
HAO et al, 2018). Portanto, a relagao funcional entre SRPK2 e T34 é importante néo
apenas para entender a biologia tumoral, mas também para o desenvolvimento de
terapias adequadas para o cancer.

Neste estudo, mostramos que o efeito pré-tumoral do T4 em melanoma
depende, pelo menos em parte, da fungcdo do SRPK2. Esta é uma descoberta
significativa e pode revelar fungées novas para ambas as proteinas, como o
envolvimento do TR4 no splicing e o potencial papel do SRPK2 na remodelagcao da
actina, que deve ser investigado mais a fundo em estudos futuros.

Nossos dados indicam que o SRPK2 pode receber um sinal do T(4,
potencialmente por meio de interacao direta, como sugerido pelo ELISA. Embora
essa descoberta exija validagdo bioquimica e biofisica adicional, especulamos que o
TBR4 possa regular a atividade do SRPK2, afetando os alvos downstream do SRPK2
no splicing e potencialmente na inflamacao e remodelagcao da actina. Esta hipdtese
esta alinhada com nossos dados in vitro e in vivo e estudos anteriores (CAETANO et
al, 2022; MOREIRA et al, 2022; HUFF et al, 2001; MANNHERZ, HANNAPPEL,
2009).

A deplecao genética de SRPK2 diminuiu a proliferacado e migracao celular,
mas nao afetou significativamente a formacao de col6nias. No entanto, o papel das
SRPKs na formacédo de colbnias foi observado em alguns tipos de céncer. Por
exemplo, o silenciamento do SRPK2 diminuiu a formacao de colbnias no cancer de
cabeca e pescoco (RADHAKRISHNAN et al, 2016) e no carcinoma espinocelular do
célon (WANG et al, 2016). Em células de melanoma (B16F10), a inibicao
farmacolégica das SRPKs pelo SRPIN340 prejudicou a formacado de coldnias
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apenas em concentragées mais altas (MOREIRA et al, 2018), sugerindo que tanto o
SRPK1 quanto o SRPK2 deveriam ser afetados. De forma consistente, observamos
uma diminui¢do na formacgao de coldnias em células B16F10 apenas quando tanto o
SRPK1 quanto o SRPK2 foram depletados (CAETANO et al, 2022).

O Tp4 esta intimamente associado a tumorigenese, e sua expressao elevada
é frequentemente observada durante a progressao tumoral (MORITA, HAYASHI,
2018). A superexpressao do SRPK2 esta implicada no crescimento tumoral e esta
fortemente associada a um prognéstico ruim (CAETANO et al, 2022; WANG et al,
2016; WANG et al, 2019). Em melanoma, a deplegdo do TR4 isoladamente
demonstrou prejudicar o potencial tumorigeno em células A375 (MAZURKIEWICZ et
al, 2021), enquanto a deplecdo do SRPK2, mas ndao do SRPK1, dificultou a
progressdao do melanoma (CAETANO et al, 2022). Nossos resultados in vivo
demonstraram que a acao pro-tumoral do T4 foi prejudicada pela deplegdo do
SRPK2, confirmando todos os ensaios in vitro realizados e indicando que ambas as
proteinas poderiam atuar em conjunto na progressao do melanoma.

Curiosamente, enquanto ambas as proteinas parecem desempenhar um
papel na progressdo do melanoma, apenas o Tp4 esteve significativamente
associado a pior sobrevida global nas andlises de Kaplan-Meier. Isso é intrigante,
especialmente considerando nossas descobertas anteriores relacionando o SRPK2
ao prognéstico ruim dos pacientes (CAETANO et al, 2022). Anélises mais
especificas envolvendo amostras de pacientes devem ser exploradas em estudos
futuros, utilizando um conjunto de dados de pacientes mais amplo e estratégias

experimentais adicionais para confirmacgao.
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7. CONCLUSOES

Nosso estudo demonstra que os efeitos pré-tumorigenos da timosina beta-4
(TB4) sao significativamente diminuidos tanto pela inibigdo farmacologica com
SRPIN340 quanto pela deplecao genética de SRPK2. Essa reducgéo foi observada
em multiplos ensaios fenotipicos in vitro, incluindo proliferacao celular, migragéo e
formacao de colbnias. Além disso, a formagao de lamelipddios induzida por T34 e as
atividades pro-tumorais foram igualmente atenuadas pela deplegcdo de SRPK2 in
vivo. Esses resultados sugerem que SRPK2 desempenha um papel critico na
mediacao das vias de sinalizagdo de T4 que contribuem para a tumorigenese do
melanoma. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo a elucidar a interagéo
funcional entre SRPK2 e T4 no contexto do melanoma, destacando SRPK2 como

um alvo potencial para estratégias terapéuticas voltadas ao combate do melanoma.
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