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RESUMO

O céancer cervical € uma das neoplasias mais prevalentes, sendo a
segunda mais frequente em mulheres no Brasil. A exoprotease dipeptidil-
peptidase IV (DPPIV), também conhecida como CD26, é uma enzima
encontrada em uma diversidade de células, e sua atividade enzimética e
interagdo com outras proteinas parecem ser fundamentais para o controle da
transformagdo maligna e progressdo tumoral. Esta enzima é encontrada
ancorada na membrana celular e também como uma isoforma solivel
(DPPIV/sCD26), ativa em fluidos biol6égicos. Pesquisas demonstram que
alteragbes em sua expresséo e atividade tém sido observadas em diversos
tumores. Tendo em vista a relagcdo entre a DPPIV/CD26 e o céancer, neste
estudo investigamos a atividade e expressao da DPPIV/CD26 em linhagens
celulares de céancer cervical (SiHa, HeLa and C33A) e de queratinocitos
imortalizados (HaCaT). A atividade enzimatica também foi monitorada na
presenca do inibidor especifico da DPPIV/CD26, o fosfato de sitagliptina.
Avaliamos também a relacéo desta enzima com 0os mecanismos de migracao e
adesado celular. Nossos resultados demonstram que todas as linhagens
estudadas apresentam atividade enzimatica DPPIV/CD26 ligada a membrana e
soluvel, sendo superior nas linhagens SiHa e HaCaT. Confirmamos que esta
atividade é atribuida a DPPIV/CD26 pela inibicdo da sua atividade enzimatica
na presenca de fosfato de sitagliptina. Uma maior expressao do gene da
DPPIV/CD26 foi observada nas linhagens HaCaT e SiHa, uma baixa expressao
na C33A, sendo praticamente indetectavel na Hela. Estes dados corroboram
os resultados obtidos para a atividade enzimatica. Foi observada uma maior
capacidade migratoria na linhagem Hela, quando comparada a SiHa, porém
na presenca de fosfato de sitagliptina, a linhagem SiHa apresentou um
aumento na migracdo. Além disso, na presenca do inibidor, tanto a linhagem
HelLa quanto a SiHa exibiram uma reducdo na adesédo celular. Este estudo
demonstra a presenca da enzima DPPIV/CD26 em células de cancer cervical,
revelando diferentes niveis de expressdo, e sua relacdo com a migracao e

adesao celular.

Palavras-chave: DPPIV/CD26, Cancer cervical, Fosfato de sitagliptina,

Progresséao tumoral, Biomarcador.






ABSTRACT

Cervical cancer is one of the most prevalent neoplasias, being the
second most frequent in women in Brazil. The exoprotease dipeptidyl peptidase
IV (DPPIV), also known as CD26, is an enzyme found in a variety of cells, and
its enzymatic activity and interaction with other proteins appear to be essential
for the control of malignant transformation and tumor progression. This enzyme
is found anchored to the cell membrane and also as a soluble isoform
(DPPIV/sCDZ26), active in biological fluids. Studies have shown changes in their
expression and activity in several tumor types. Given the relationship between
DPPIV/CD26 and cancer, in the present study, we investigated DPPIV/CD26
activity and expression in cervical cancer cell lines (SiHa, HeLa and C33A) and
immortalized keratinocytes (HaCaT). Enzymatic activity was also monitored in
the presence of the specific DPPIV/CD26 inhibitor, sitagliptin phosphate. We
also evaluated the relationship of this enzyme with cell migration and adhesion.
Our results show that all cell lines studied exhibit DPPIV/CD26 enzymatic
activity both membrane-bound and in soluble form, being higher in SiHa and
HaCaT. We confirm that this activity is attributed to DPPIV/CD26 by its inhibition
in the presence of sitagliptin phosphate. We observed a higher expression of
DPPIVICD26 in HaCaT and SiHa cell lines, a low expression in C33A and in
HeLa cells this expression was almost undetectable. These data corroborate
the results obtained for enzymatic activity. We observed a higher migratory
capacity of HeLa, when compared to SiHa, but in the presence of sitagliptin
phosphate, SiHa showed an increase in migration. Furthermore, in the
presence of the inhibitor, SiHa and HelLa cells exhibited a reduction in cell
adhesion. This study demonstrates the presence of DPPIV/CD26 in cervical
cancer cells, revealing a differential expression and its relationship with cell

migration and adhesion.

Keywords: DPPIV/CD26, Cervical cancer, Sitagliptin phosphate, Tumor

progression, Biomarker.
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.1 Cancer cervical e HPV

O céancer de colo de utero é uma das neoplasias que mais acomete
mulheres em todo o mundo. No Brasil representa o segundo tumor mais
frequente na populacéo feminina, atras apenas do cancer de mama, e a quarta

causa de morte de mulheres por cancer (INCA, 2012).

As alteracOes celulares que levam ao desencadeamento deste tipo de
cancer podem ser descobertas no exame preventivo, Papanicolaou. Se
detectado precocemente, a chance de cura € elevada, visto que a
sobrevivéncia ao cancer cervical depende fortemente do estdgio em que a

doenca se encontra ao diagndstico (Hartmann et al., 2002).

O cancer da cérvice uterina esta diretamente relacionado com a infeccao
pelo papilomavirus humano (HPV), principalmente com os gendétipos de alto
risco (Rama et al., 2008) (Figura 1). O papilomavirus humano (HPV) é um
agente infeccioso transmitido principalmente por via sexual e sua relagdo com
o desenvolvimento do cancer cervical ja é bem estabelecida (Liu et al., 2000).
Os gendtipos de HPV séao classificados de acordo com seu potencial
oncogénico em trés grupos, de alto, baixo e indeterminado risco. Os HPVs de
alto risco, tais como os genétipos 16 e 18, sdo frequentemente associados as
neoplasias intraepiteliais e invasoras do colo uterino, e estao relacionados ao
surgimento de 95% dos carcinomas cervicais, sendo os mais frequentemente
detectados (Roden et al., 2006).

As propriedades transformantes dos HPVs de alto risco estédo
relacionadas aos oncogenes E6 e E7. Em lesdes malignas associadas aos
HPVs de alto risco, ocorre um rompimento do genoma viral, geralmente nas
regides E1 ou E2 do virus, com perda das funcdes destes genes, e o DNA viral
se integra ao cromossomo do hospedeiro. Com a perda de funcéo de E2, ndo
se tem mais a regulacdo negativa de E6 e E7, sendo assim, ocorre um
aumento da expressdo destas oncoproteinas (Duggan et al., 2002). As
proteinas codificadas por estes genes inativam genes supressores tumorais

gue atuam em pontos-chave do ciclo celular (Tjalma et al., 2004).
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A oncoproteina E6 leva a degradacao e inativacdo do produto do gene
supressor de tumor p53, inibindo a apoptose, permitindo que as células com
DNA danificado repliguem, e ndo sofram auto-destruigéo, sendo este sugerido
como um dos principais mecanismos pelo qual o HPV induz a formacao
tumoral (Rapp & Chen, 1998). A oncoproteina E7 se liga a proteina do
retinoblastoma (pRb), a qual inibe a progresséao do ciclo celular (Lorenzatto et
al., 2005). Estudos clinicos demonstram que em lesGes pré-cancerosas, as
proteinas E6 e E7 sdo expressas em niveis muito mais elevados do que os
encontrados em lesdes benignas (Oliveira et al., 2013).
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Figura 1: Carcinogénese cervical pelo HPV. a Epitélio escamoso normal. Vacinas profilaticas
induzem a producdo de anticorpos L1 ou L2 especificos, que neutralizam o virus. b Apés a
infeccdo dos queratinécitos basais pelo papilomavirus humano (HPV), os genes precoces
(“early”) do HPV E1, E2, E5, E6 e E7 séo expressos (nucleo vermelho) e o DNA viral é
replicado. L1 e L2 sintetizam o capsideo viral, novas particulas virais sdo liberadas e reinicia-se
a infeccdo. ¢ Uma fracdo significativa de infec¢cdes por HPVs de alto risco progridem para
lesBes intra-epiteliais de alto grau (HSILs), com um menor grau de diferenciacdo. HSILs podem
ser detectadas pelo exame de Papanicolau e sdo efetivamente tratadas por excisdo. d A
progressao de lesfes nado tratadas ao carcinoma invasor ou microinvasor esti associada com a
integracdo do genoma do HPV ao cromossomo do hospedeiro, ocorre perda de E2 e aumento
na expressdo dos oncogenes E6 e E7. Estes tumores podem ser tratados com cirurgia,

radioterapia ou quimioterapia apresentando sucesso limitado. Adaptado de Roden (2006).
Cépia autorizada por Nature Reviews Cancer.
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|.2 Dipeptidil peptidase IV/CD26

A exoprotease dipeptidil peptidase IV (DPPIV), também conhecida como
CD26, € uma glicoproteina transmembrana, expressa na forma dimérica em
uma variedade de tipos celulares (Cordero et al., 2009). Esta proteina é
composta pelos dominios extracelular, transmembrana e citoplasméatico
(Rasmussen et al., 2003; Havre et al., 2008) (Figura 2).

P4 ' 4 Cytosol
Cell membrane

Figura 2: Estrutura da DPPIV/CD26, demonstrando seus trés dominios: extracelular,
transmembranar e citoplasmatico. DPPIV/CD26 forma homodimeros (subunidade A mostrada
em verde e subunidade B em rosa). Adaptado de Rasmussen (2003). Copia autorizada por
Nature Structural and Molecular Biology.

O dominio extracelular desta proteina apresenta atividade enzimatica
dipeptidilpeptidasica, sendo assim, capaz de clivar dipeptideos N-terminais de
polipeptideos com prolina ou alanina na penultima posicdo (Boonacker et al.,
2003; Havre et al., 2008). Muitos peptideos regulatérios contém esta
sequéncia, e varias citocinas, quimiocinas, integrinas e neuropeptideos ja
demonstraram ser clivados por esta enzima (Cordero et al., 2009). A
diversidade de substratos clivados pela DPPIV/CD26 amplia a sua acdo no
organismo, atuando em diversos processos fisiolégicos como migracao,

adesdo, invasdo, apoptose e imunomodulacéo (Havre et al., 2008).

Esta enzima € encontrada principalmente ancorada na membrana das
células, embora também possua uma forma solavel (sCD26), uma isoforma
enzimaticamente ativa em fluidos biologicos (Havre et al., 2008). A sCD26 nao
possui a regido transmembrana e o0s residuos citoplasmaticos, e € expressa
também na forma dimérica (Lambeir et al.,, 2001). Sua presenca esta

relacionada com o extravasamento ou secrecdo da sCD26 por diferentes tipos
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de células, especialmente pelos linfocitos T, porém ainda ndo se sabe se este
processo é regulado ou ndo (Cordero et al., 2009).

A DPPIV/CD26 também apresenta funcdes ndo enzimaticas, atuando
como a principal proteina de ligagdo para a enzima adenosina deaminase
(ADA) (Dong et al., 1997). Este complexo DPPIV/CD26-ADA permite que a
ADA se localize na membrana (eADA), facilitando a hidrélise de adenosina no
meio extracelular (Franco et al., 1997). Tem sido descrito que este nucleosideo
promove a angiogénese, estimula a motilidade celular e o crescimento de

células tumorais (Montesinos et al., 2002; Mujoomdar et al., 2003).

Além disso, a DPPIV/ICD26 interage com proteinas da matriz
extracelular, como a fibronectina e colageno (Cheng et al., 2003), relacionando-
se desta forma com processos de adesdo, migracdo celular e metastase.
Também participa de diferentes vias de sinalizacdo através da associagdo com
a proteina de ativacao de fibroblastos alfa (FAP-a), a proteina tirosina fosfatase
CD45, M6P/IGFIIR e o receptor de quimiocina CXCR4 (Herrera et al., 2001;
Thompson et al., 2007; Havre et al., 2008) (Figura 3).

Intracelular '| Extracelular

adenosine A1aR

#%_ adenosine

CD45 @t W ADA
;g CD26/DPPIV

;,50
%) MBP/IGFIIR
CXCR4 &% v | SEF-1e

=

Figura 3: Representacdo esquemaética das moléculas associadas a DPPIV/CD26: Receptor de
adenosina Ala (AlaR) e seu ligante, a adenosina; adenosina deaminase (ADA), responsavel
pela desaminacdo da adenosina; CD45, que se liga ao dominio citoplasmatico da
DPPIV/CD26; M6P/IGFIIR, que também se liga a DPPIV/CD26, esta interacdo é critica para a
ativacdo e migracdo de células T mediada pela DPPIV/CD26; SDF-1a ou CXCL12, substrato
da DPPIV/CD26, que € inativado por esta enzima; e o receptor de SDF-1a, CXCR4. Adaptado
de Boonacker (2003). Copia autorizada por European Journal of Cell Biology
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Tendo em vista estas funcdes, a DPPIV/CD26 regula diversos processos
biolégicos tais como a diferenciagcdo celular, adesdo, imunomodulacdo e
apoptose, ou seja, funcdes que controlam a transformacéo neoplésica (Arscott
et al., 2009).

|.3 DPPIV/CD26 e cancer

Embora vérios estudos avaliem a relacdo entre a DPPIV/CD26 e a
progressao tumoral, a expresséo desta enzima em diferentes tipos de tumores
ainda é contraditéria, com 0s seus niveis, tanto na superficie das células
guanto em fluidos biolégicos, aumentados em alguns tumores, e diminuidos em

outros (Havre et al., 2008).

Alguns estudos demonstram que a expressdo da DPPIV/CD26 esta
associada a um comportamento mais maligno dos tumores. Entre estes, se
encontram neoplasias de células T (Sato et al., 2005) e cancer de tiredide (Hirai
et al., 1999). Também foi descrita recentemente como um marcador de uma
subpopulacdo celular responsavel pela disseminacdo metastatica em cancer
colorretal (Pang et al., 2010). Por outro lado, diversos estudos apontam que a
DPPIV/CD26 atua como um supressor tumoral, como demonstrado em cancer
de ovario (Kajiyama et al., 2002), prostata (Wesley et al., 2005), ndo-pequenas
células de pulmao (Wesley et al.,, 2004), melanoma (Wesley et al., 1999), e

neuroblastoma (Arscott et al., 2009).

A diminuicdo da expressdo da DPPIV/CD26, observada em diferentes
tipos de cancer (Kikkawa et al., 2005; Wesley et al., 2005; Arscott et al., 2009),
estd associada a uma diminuicao da atividade intrinseca da DPPIV, vinculada a
uma reducdo na atividade da eADA. Desta forma, ocorre a consequente
diminuicdo na degradacdo de adenosina pela eADA, e do fator derivado de
células estromais, o CXCL12, pela DPPIV/CD26. O aumento da adenosina
extracelular facilita a angiogénese, motilidade, proliferacdo celular e supressao
do sistema imune (Mujoomdar et al., 2004; Tan et al., 2004), enquanto que o
CXCL12, através da ativacdo de seu receptor CXCR4, atua promovendo

metastases (Ding et al., 2009). Sendo assim, a baixa expressdo da proteina
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DPPIV/ICD26 colabora com as acdes do CXCL12 e da adenosina, facilitando a

progresséao tumoral.

Estudos tém demonstrado que quando se induz a expressdo de
DPPIV/ICD26 em células que expressam baixos niveis desta proteina, o
fenétipo maligno do tumor pode ser revertido (Wesley et al., 2004; Kajiyama et
al., 2006; Arscott et al., 2009), sendo assim, um aumento na expressao desta
proteina pode facilitar o controle de metéstase, invasdo e crescimento de
células cancerosas. Além disso, alguns estudos demonstram que esta inibicdo
da progressdo tumoral € mediada independente da atividade enzimatica da
DPPIV/ICD26 (Busek et al., 2012), estes achados sugerem que além da
inativacdo de peptideos biologicamente ativos, mecanismos ndo proteoliticos
devem contribuir para o efeito supressor tumoral da DPPIV/CD26.

Considerando esta relacdo entre a expressao da DPPIV/CD26 com a
agressividade tumoral, estudos atuais tem demonstrado que a forma soluvel da
DPPIVICD26 apresenta-se hoje como um promissor biomarcador de diversas
neoplasias (Javidroozi et al., 2012; Matic et al., 2012). Estudos em carcinoma
colorretal humano demonstraram uma diminuicéo significativa dos niveis desta
enzima em soro de pacientes, de forma gradativa, acompanhando os estagios
da doenca, caracterizando-a como indicador de malignidade (Cordero et al.,
2011).



Il. Objetivos
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Tendo em vista a relacdo da DPPIV/CD26 com o cancer, este projeto
teve como objetivo geral, investigar a atividade e expressao da DPPIV/CD26,
bem como, a relacdo desta com processos neoplasicos, como a migracdo e

adesao celular, em linhagens celulares de carcinoma cervical humano.

Assim, 0s seguintes objetivos especificos foram propostos:

1. Analisar a expressdao da DPPIV/CD26, por meio da técnica de RT-PCR e
real-time PCR, em cultura de células de carcinoma cervical (SiHa, HelLa e
C33A), em comparacdo com linhagem de queratinécitos imortalizados
(HaCaT).

2. Avaliar a atividade enzimatica da DPPIV/CD26 ligada a membrana e soluvel
em culturas de células de carcinoma cervical (SiHa, HeLa e C33A), e

queratindcitos imortalizados (HaCaT).

3. Avaliar a inibicdo da atividade enzimatica da DPPIV/CD26, utilizando-se o
inibidor especifico desta enzima, o fosfato de sitagliptina, em culturas de
células de carcinoma cervical (SiHa, HeLa e C33A), e queratindcitos

imortalizados (HaCaT).

4. Investigar a relacdo da atividade enzimatica da DPPIV/CD26 com o0s
mecanismos de migracao e adeséo celular, utilizando-se fosfato de sitagliptina,

em culturas de células de carcinoma cervical.
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Manuscrito submetido ao periédico BioFactors.
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A dipeptidil-peptidase 1V (DPPIV/CD26) é uma enzima com capacidade
de clivar e inativar peptideos bioativos e quimiocinas, além de interagir com
proteinas da matriz extracelular. Desta forma a DPPIV/CD26 atua regulando a
proliferacdo, migracao e adeséo celular, demonstrando um importante papel na
progressdo tumoral. Esta enzima é encontrada ancorada na membrana celular
e também como uma isoforma solavel (DPPIV/sCD26), ativa em fluidos

biolégicos.

Neste estudo avaliamos a atividade enzimatica e expressdo da
DPPIV/ICD26 em células de cancer cervical (SiHa, HeLa e C33A) e
gueratindcitos imortalizados (HaCaT). A atividade enzimatica também foi
monitorada na presenca do inibidor especifico da DPPIV/CD26, o fosfato de
sitagliptina. A relacdo desta enzima com o0s processos de migracao e adeséao

celular também foi avaliada.

Nossos resultados demonstram que todas as linhagens estudadas
apresentam atividade enzimatica DPPIV/CD26 ligada a membrana e soluvel,
sendo superior nas linhagens SiHa e HaCaT. Confirmamos que esta atividade
€ atribuida a acdo da DPPIV/CD26 pela inibicdo da sua atividade enzimatica na
presenca de fosfato de sitagliptina. Observamos uma maior expressao genica
da DPPIV/CD26 nas linhagens HaCaT e SiHa, uma baixa expressao na C33A,
sendo praticamente indetectavel na Hela. Foi observada uma maior
capacidade migratéria na linhagem HelLa, quando comparada a SiHa. Porém,
na presenca de fosfato de sitagliptina, a linhagem SiHa apresentou um
aumento significativo na migracdo. Além disso, na presenca do inibidor, tanto a

linhagem HelLa quanto a SiHa exibiram uma reducao na adesao celular.

Este estudo demonstra pela primeira vez a presenca da enzima
DPPIV/ICD26 em células de céancer cervical, revelando diferentes niveis de

expressao, e sua relacdo com a migracao e adesao celular.

Tendo em vista que este trabalho foi submetido a publicacdo em um

periddico da area, o capitulo 1 desta dissertacdo (pagina 32 a 68) foi excluido.
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V. Discussao Geral
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O céancer cervical é uma importante patologia que acomete um elevado
namero de mulheres no mundo todo. A principal alteracdo que leva a este tipo
de cancer é a infeccdo pelo papilomavirus humano, o HPV, com alguns
subtipos de alto risco (Rama et al., 2008). Porém, sabe-se que o HPV é um
fator necessario, ainda que nao suficiente, para o desenvolvimento do cancer
de colo do utero. Para a génese de um processo neoplésico, sdo necessarias
alteracdes em processos como proliferacdo, diferenciacdo celular, apoptose e
capacidade de controle do micro ambiente. Desta forma, o estudo de
mecanismos que facilitam a progressao tumoral se faz uma ferramenta

importante para conhecer o comportamento das células tumorais.

A introducdo do exame Papanicolaou resultou em uma significativa
reducdo no indice de mortalidade por esta patologia (Schiffman et al., 2011), e
acredita-se que a imunizagéo contra o HPV deve reduzir ainda mais este indice
(Roden et al.,2006). Porém, ainda assim, se faz necessaria a busca de novas

técnicas que auxiliem no diagndstico e tratamento desta doenca.

Proteases tém sido descritas como reguladoras na sinalizacdo de
fatores de crescimento e quimiocinas, promovendo ou inibindo metastases e o
crescimento de tumores (Arscott et al., 2009). A DPPIV/CD26 € uma proteina
desta classe que tem a capacidade de clivar e modular a atividade de
diferentes peptideos regulatérios (Cordero et al., 2009). Sendo assim, a
DPPIV/CD26 atua em diversos processos fisiolégicos como migracao, adeséo,
invasdo, e imunomodulacdo. Considerando esta capacidade de regular a
atividade de biopeptideos, a DPPIV/CD26 pode atuar como um supressor ou

ativador de tumor (Havre et al., 2008).

Dentre os substratos da DPPIV/CD26 encontra-se o fator derivado de
células estromais (CXCL12 ou SDF-1), uma quimiocina que desempenha
diversos papéis na génese tumoral, via ativacao do receptor CXCR4. Tem sido
demonstrado que o CXCL12 promove o crescimento tumoral, facilita a
angiogénese e metastase e contribui para vias de imunossupressdo (Kryezek
et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Mdltiplas acdes implicadas na biologia tumoral mediada pelo CXCL12. 1) CXCL12
promove o crescimento tumoral. 2) CXCL12 aumenta neovasculariza¢do do tumor. 3) CXCL12
cria um ambiente imunossupressor. 4) CXCL12 promove a migracdo tumoral, adesdo e
invasdo. Adaptado de Kryczek (2007). Cépia autorizada por American Journal of Physiology -
Cell Physiology.

Estudos em cancer de prostata demonstram que o CXCL12 e seu
receptor sdo determinantes para 0 processo metastatico neste tipo de tumor
(Sun et al., 2008). Outros trabalhos revelaram que quando a expressao do
receptor CXCR4 é diminuida, ou quando este é inibido, os processos de
migracao, invasao e metastase sao suprimidos (Ramsey et al., 2013; Wang et
al., 2013).

A diminuicdo da expressdo da DPPIV/CD26 observada em linhagens
celulares de neuroblastoma é acompanhada por uma diminuicdo na atividade
da DPPIV e da eADA, isto gera um aumento de adenosina e de CXCL12
extracelular que irdo facilitar a progressao tumoral (Arscott et al., 2009). Neste
mesmo estudo, foi demonstrado que quando a DPPIV/CD26 é introduzida em
células que expressam baixos niveis desta proteina, o fenétipo maligno pode
ser revertido (Arscott et al., 2009). Portanto assume-se que 0 aumento da
expressdo desta proteina pode facilitar o controle de metastase, invasdo e

crescimento de células cancerosas.

Estudos descrevem que a diminuida expressdo da DPPIV/CD26 esta
associada com a producdo aumentada do fator de crescimento de fibroblastos

basico (bFGF) em células cancerosas metastaticas da préstata. Este potente
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mitbgeno facilita a progressdo do cancer de préstata, levando a metéstase.
Quando foi induzido um aumento na expresséo da DPPIV/CD26 observou-se
uma reducdo dos niveis de bFGF, e consequentemente uma inibicdo da
migracdo e invasao celular, inducdo de apoptose e parada do ciclo celular
(Wesley et al., 2005). Outros achados para o cancer de prostata indicam que a
degradacdo de CXCL12 pela DPPIV/CD26 pode também estar envolvida na
cascata metastatica, sugerindo que a inibicdo da DPPIV/CD26 pode ser um
gatilho para que ocorra metastase (Sun et al., 2008).

A DPPIV/ICD26 é uma proteina multifuncional, que além de apresentar
atividade de peptidase também participa de diferentes vias de sinalizacado
(Herrera et al., 2001; Thompson et al., 2007; Havre et al., 2008), e se liga a
proteinas da matriz extracelular como a fibronectina e o colageno (Cheng et al.,
2003). Tem sido descrito um modelo experimental de DPPIV/CD26 mutante,
desprovida de atividade serina protease (Steeg et al., 1995). Em diferentes
modelos experimentais, a superexpressao da forma mutada da DPPIV/CD26
demonstrou resultados semelhantes aos encontrados quando DPPIV/CD26
normal foi super expressa (Wesley et al., 1999 e 2004; Pethiyagoda et al.,
2000; Busek et al., 2012). Estes achados sugerem que além da inativacdo de
peptideos biologicamente ativos, mecanismos nao proteoliticos devem

contribuir para o efeito supressor tumoral da DPPIV/CD26.

Embora a relacdo da DPPIV/CD26 com o cancer ja tenha sido bastante
estudada, até o momento ndo existem pesquisas relacionando o cancer de colo
de Utero com esta proteina. Sendo assim, neste trabalho nds avaliamos pela
primeira vez a expressdo e atividade da DPPIV/CD26 em células de cancer
cervical, em comparacdo a queratindcitos imortalizados, e investigamos a

relacdo desta proteina com a migracao e adesao celular.

No capitulo 1 desta dissertacao foram utilizadas as linhagens de cancer
cervical (ATCC) SiHa, que contém cépias do virus HPV 16 incorporado ao seu
genoma, Hela, que contém copias do virus HPV 18 incorporado ao seu
genoma e C33A que nédo contém cépias do HPV, além disso como controle ndo
tumoral foi utilizada a linhagem de queratindcito imortalizados, HaCaT (ATCC).

Visando avaliar a atividade enziméatica da DPPIV/CD26, primeiramente as
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células aderentes foram incubadas na presenca do substrato Gli-Pro-p-
nitroanilida. Observamos a formacgao de p-nitroanilina in vitro, para todas as
linhagens estudadas, em diferentes niveis, indicando que estas células
apresentam atividade enzimética dipeptidilpeptidasica. Esta atividade se
mostrou linear dentro de um periodo de incubacéo de 2 horas.

Considerando a existéncia da isoforma solavel desta enzima,
analisamos a atividade enzimatica também no sobrenadante apés 1 hora de
contato com as células aderentes. Para todas as linhagens foi observada
atividade dipeptidilpeptidasica no sobrenadante, e esta novamente foi linear até
2h de incubag&o. Nossos resultados demonstraram uma importante atividade
da sCD26 ap6és um curto periodo de liberagcdo desta enzima para o
sobrenadante da cultura celular, indicando a significativa presenca desta forma
soluvel nestas linhagens. A sCD26 representa atualmente um promissor
biomarcador para diferentes tipos de cancer (Cordero et al., 2011), e pode vir a
ser estudada no soro ou secrecédo vaginal de pacientes com cancer de colo de

utero.

Tendo em vista a existéncia de outras enzimas com atividade
semelhante a da DPPIV/CD26, e a fim de confirmar se a atividade determinada
€ devida a acdo da DPPIV/CD26, realizamos a determinacdo da atividade
enzimatica na presenca de seu inibidor especifico, o fosfato de sitagliptina.
Observamos uma inibicdo significativa da formacdo de p-nitroanilina in vitro
para todas as linhagens, tanto nas células aderentes quanto no sobrenadante,

confirmando que a atividade determinada é devida a acao da DPPIV/CD26.

Dentre as linhagens analisadas as linhagens HaCaT e SiHa
apresentaram atividades superiores as encontradas para as linhagens HelLa e
C33A. Além disso, a linhagem HaCaT foi a mais sensivel ao efeito inibitério do
fosfato de sitagliptina. Em geral, a atividade da DPPIV/CD26 nestas células
pode ser considerada baixa, e quando as atividades enzimaticas nas células de
cancer cervical sdo comparadas a linhagem nao tumoral (HaCaT), estas
parecem estar ainda mais diminuidas. Outros estudos ja demonstraram
diminuicbes na atividade enzimatica da DPPIV/CD26 nesta mesma ordem,

como para linhagens de neuroblastoma (com atividade especifica variando
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entre 30-50 nmoles/min/mg de proteina) (Arscott et al., 2009), melanoma (10-
30 nmoles/min/mg de proteina) (Wesley et al.,, 1999), e céancer renal (3-12
nmoles/min/mg de proteina, variando neste intervalo de acordo com o tipo

histoldgico) (Varona et al., 2010).

Visando avaliar o perfil de expressao da DPPIV/CD26 entre as diferentes
linhagens celulares de cancer cervical, SiHa (HPV16+), HeLa (HPV18+), C33A
(sem copias do HPV) e na linhagem de queratindcitos imortlizados HaCaT
(controle ndo tumoral), foram realizadas as técnicas de RT-PCR e real time
PCR. Verificou-se que a expressdao do RNAm varia entre as linhagens
celulares, sendo que as linhagens HaCaT e SiHa apresentaram maior
expressdo de DPPIV/CD26, C33A apresentou baixos niveis de expressao e na
linhagem Hela esta expressdo foi praticamente indetectavel. Os niveis de
expressdo da DPPIV/CD26 se correlacionaram com a atividade enzimatica
observada nestas células. Acreditamos que esta variagcdo nos niveis de
expressdo entre as linhagens de cancer cervical pode ser devida a diferente
origem celular e expressdo de HPV. Estudos ainda serdo conduzidos a fim de
determinar se existe alguma relacdo entre o HPV 18 e uma menor expressao
de DPPIV/CD26.

Considerando que estudos demonstram alteracbes na migracdo e
adesao celular quando induzida a expressdo da DDPIV/CD26 em linhagens
tumorais (Kikkawa et al., 2005), avaliamos estes parametros nas linhagens
SiHa e Hela, as quais apresentaram maior e menor expressao desta enzima,
respectivamente, dentre as linhagens de cancer cervical estudadas. Pelo
ensaio de Wound-healing pudemos observar uma maior capacidade migratéria
para a linhagem HelLa, em relacdo a linhagem SiHa, podendo este fato estar
relacionado a baixa expressao e atividade desta enzima na HelLa. A fim de
estabelecer uma relacdo mais clara entre a DPPIV/CD26 e a migracao celular
nestas células, realizamos este experimento na presenca do inibidor especifico
da DPPIV/CD26, e observamos um aumento significativo da migracao celular
na linhagem SiHa, indicando que a atividade de ectopeptidase desta enzima
deve estar relacionada a este processo, enquanto que para a linhagem Hela,
gue apresentou baixa expressao e atividade desta enzima, observamos um

aumento na migracdo que ndo se demonstrou significativo apos a inibicdo da
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atividade enzimatica. Estes dados nos permitem inferir que a migracao celular
nestas linhagens é, ao menos em parte, influenciada pela atividade da
DPPIVICD26.

Sabe-se que a migracdo e invasdo celular sdo facilitadas por
quimiocinas, como o CXCL12, que é clivado pela DPPIV/CD26. Em um estudo
com células de neuroblastoma, observou-se uma diminuicdo significativa no
potencial de migracdo quando foi induzido um aumento na expressao da
DPPIV/CD26, porém este efeito foi revertido quando utilizado um inibidor desta
enzima, indicando a relagdo da atividade enzimatica da DPPIV/CD26 sobre
este mecanismo (Arscott et al.,, 2009), este dado corrobora os resultados

encontrados no nosso estudo.

Tendo em vista a ligagdo da DPPIV/CD26 as proteinas da matriz
extracelular, como a fibronectina e o colageno, esta enzima apresenta também
relacdo com a adesao celular. Nossos resultados para os ensaios de adesdo
celular demonstraram uma diminuicdo significativa na adesdo quando as
linhagens de cancer cervical foram incubadas na presenca do inibidor seletivo
da DPPIV/CD26. Estes achados sugerem que além da interacdo com as
proteinas da matriz extracelular, a atividade enzimatica da DPPIV/CD26

também parece estar relacionada ao processo de adesao celular.

Dados da literatura reportam que a introducdo de DPPIV/CD26 em
linhagens celulares de carcinoma de ovario provoca um aumento na adeséao
celular e uma reducéo significativa na migracdo e no potencial invasivo (Figura
5). Este grupo observou que a expressao de moléculas de adesdo como E-
caderina e E-catenina sdo positivamente correlacionadas com a expressao da
DPPIVICD26 e, além disso, a superexpressdao da DPPIV/CD26 induz a
expressdo de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) e reduz a
expressdo de metaloproteinase 2, um importante marcador associado ao
potencial invasivo e metastatico (Kajiyama et al., 2003; Kikkawa et al., 2005).
Sendo assim, estudos demonstram que a inibicAo da progressdo tumoral
também pode ser mediada independente da atividade enzimatica da
DPPIV/CD26 (Busek et al., 2012).
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Figura 5: Possivel mecanismo da DPPIV/CD26 em células de carcinoma altamente maligno.
Adaptado de Kikkawa (2005). Copia autorizada por Biochimica et Biophysica Acta (BBA).

Nesse estudo, caracterizamos, pela primeira vez, 0s niveis de expressao
e atividade da DPPIV/CD26 em linhagens celulares de cancer cervical, em
comparacao a linhagem de queratinocitos imortalizados. Observamos que a
migracdo e adesao celular das linhagens SiHa e HelLa foram afetadas pelo
inibidor especifico da DPPIV/CD26, indicando que a atividade enzimatica da
DPPIV/CD26 esta relacionada a estes processos nas linhagens de cancer
cervical estudadas. Porém, mais estudos sdo necessarios para esclarecer os

mecanismos pelos quais a DPPIV/CD26 se relaciona ao cancer cervical.






V. Conclusbes gerais
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Os resultados apresentados nesta dissertacdo permitem as seguintes

conclusoes:

1.

As células de céancer cervical apresentam atividade enzimatica da
DPPIV/CD26 tanto na forma ligada & membrana como na forma soluvel,
o que foi confirmado por meio da inibicdo da atividade enziméatica com
fosfato de sitagliptina;

Tanto nas células aderentes quanto no sobrenadante, as atividades de
hidrélise foram mais elevadas nas linhagens HaCaT e SiHa, em
comparacao com as linhagens HelLa e C33A;

A expressdo da DPPIV/CD26 foi mais elevada nas células HaCaT e
SiHa, enquanto que na linhagem HeLa o RNAm para DPPIV/CD26 foi
praticamente indetectavel,

O ensaio de migracdo revelou uma maior capacidade migratoria basal
das células HeLa. No entanto, na presenca do inibidor, as células SiHa
apresentam um aumento significativo na migracédo, enquanto que para
células HelLa néo houve alteracao significativa;

No ensaio de adesdo, os resultados indicaram que na presenca de
fosfato de sitagliptina as linhagens SiHa e Hela apresentam uma
reducao significativa na adeséao celular;

A atividade enzimatica da DPPIV/CD26 parece estar relacionada com os
processos de migracao e adeséao celular nestas linhagens;

A baixa expressdo e atividade da DPPIV/ICD26 parece facilitar a
progresséao tumoral em células de cancer cervical;

Considerando que CD26/DPPIV desempenha um importante papel na
biologia do tumor, esta proteina pode vir a se tornar, no futuro, um
marcador de progndstico ou um importante alvo terapéutico para o

cancer cervical.






VI. Perspectivas
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No sentido de melhor compreender a relagdo da DPPIV/CD26 com a

carcinogénese cervical, algumas perspectivas sdo sugeridas:

1.

Induzir a superexpressao da DPPIV/CD26 na linhagem Hela, através da
técnica de transfeccdo génica desta proteina com vetor lentiviral,
utiizando plasmideos especificos (DPPIV/ICD26) e DPPIV/CD26
mutada, desprovida de atividade enzimatica (mutDPPIV/CD26);

ApoOs transfeccdo génica, iremos realizar 0s seguintes estudos
comparativos entre as células da linhagem HelLa nao transfectadas,
transfectadas (DPPIV/ICD26 e mutDPPIV/CD26) e controle
(transfectadas apenas com vetor):

2.1. Avaliar a atividade enzimética da DPPIV/CD26;

2.2. Avaliar efeitos sobre a taxa de proliferacdo, migracao, invasao e
adesao celular e angiogénese;

2.3. Avaliar a resisténcia das células frente a agentes antineoplasicos;

2.4. Avaliar a expresséo e atividade de metaloproteinases (MMPSs) e
seus inibidores (TIMPSs);

2.5. Avaliar a expressdo do receptor CXCR4 e de marcadores de
transicao epitelial-mesenquimal.

Avaliar a relacdo da expressdo da DPPIV/CD26 com o HPV18 apos
expressao das oncoproteina E6 e E7 do HPV18 em queratinocitos.

Realizar estudos in vivo, por meio da inducdo de tumores em
camundongos imunodeficientes do tipo nude (BALB/c nu-nu), com

células expressando baixos e elevados nives de DPPIV/CD26.
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