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RESUMO

O céancer cervical € uma neoplasia muito prevalente na populacdo
feminina e estd associado a infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV). As
oncoproteinas E6 e E7 de HPV de alto risco séo as principais responsaveis
pelas alteracdes celulares que levam ao desenvolvimento deste tipo tumoral. A
dipeptidil peptidase IV (DPPIV/CD26) € uma enzima que exerce importantes
funcdes relacionadas a progressdo tumoral. Diversos estudos demonstram
alteracdes na expressdo e atividade desta proteina em diferentes tipos de
cancer. Tendo em vista a relacdo entre a DPPIV/CD26 e o cancer, e que ainda
ndo existem estudos relacionando esta proteina ao cancer cervical, neste
estudo inicialmente investigamos a expressao e atividade da DPPIV/CD26 em
linhagens celulares de carcinoma cervical humano (SiHa, HeLa e C33A) e em
queratinécitos imortalizados (HaCaT). Nossos resultados demonstram uma
baixa expressdo da DPPIV/CD26 nas linhagens celulares estudadas, sendo
praticamente indetectavel na linhagem Hela. Foi verificada a atividade
enzimatica dipeptidilpeptidasica tanto ligada a membrana quanto soluvel em
todas as linhagens. Na presenca do inibidor de DPPIV/CD26 (fosfato de
sitagliptina) observamos que a linhagem SiHa apresentou um aumento na
migracéo celular, e assim sugerimos que ao menos em parte a migracao nesta
linhagem é regulada pela atividade enzimatica da DPPIV/CD26. A fim de
investigar a relacdo da expressdo da DPPIV/CD26 com as oncoproteinas E6 e
E7 do HPV, avaliamos sua expressdao em queratindcitos normais e
transduzidos com estas oncoproteinas. Verificamos que queratinécitos
expressando E6 de HPV de alto risco apresentam uma reducdo na expressao
da DPPIV/CD26, e esta regulacédo parece ser dependente da degradacao da
p53. Considerando que as linhagens celulares estudadas apresentam baixa
expressdo e atividade da DPPIV/CD26, para melhor compreender a
importancia da expressao desta proteina, nés induzimos a superexpressao da
DPPIV/CD26 em linhagem de cancer cervical (HeLa) para posterior avaliacdo
dos efeitos em diferentes mecanismos tumorais. Os resultados demonstram
uma reducgdo no crescimento de células expressando DPPIV/CD26, sendo este
efeito independente da atividade enzimética. Além disso, foi demonstrado que
a inducdo da expressdo de DPPIV/CD26 ndo afeta os mecanismos de
migracao e adeséo celular na linhagem HelLa. Sendo assim, acreditamos que o
esclarecimento do papel da DPPIV/ICD26 no contexto do cancer cervical
possibilita que novas abordagens diagnésticas e terapéuticas sejam
implementadas no futuro.

Palavras-chave: DPPIV/CD26, cancer cervical, fosfato de sitagliptina, HPV,
p53, progressao tumoral, biomarcador, alvo terapéutico, crescimento celular.






ABSTRACT

Cervical cancer is a very prevalent neoplasm in female population and is
associated with human papillomavirus (HPV) infection. The high risk HPV E6
and E7 oncoproteins are responsible for cellular alterations that lead to the
development of this tumor type. The dipeptidyl peptidase IV (DPPIV/CD26) is
an enzyme that exerts important functions related to tumor progression. Several
studies have shown changes in the expression and activity of this protein in
different types of cancer. Considering the relationship between DPPIV/CD26
and cancer, and that there are still no studies relating this protein to cervical
cancer, in the present study we first investigated the DPPIV/CD26 expression
and activity in human cervical carcinoma cell lines (SiHa, HeLa and C33A) and
in immortalized keratinocytes (HaCaT). Our results demonstrate a low
DPPIV/CD26 expression in the studied cell lines, being almost undetectable in
HeLa cell line. The dipeptidylpeptidasic enzymatic activity was verified both
membrane bound and in the soluble form in all cell lines. In the presence of the
DPPIV/CD26 inhibitor (sitagliptin phosphate) we observed that SiHa cell line
showed an increase in cell migration, thus we suggest that at least in part cell
migration in this cell line is regulated by DPPIV/CD26 enzymatic activity. In
order to investigate the relationship between DPPIV/CD26 expression and HPV
E6 and E7 oncoproteins, we evaluated the expression of this protein in normal
keratinocytes or transduced with these oncoproteins. We have found that
keratinocytes expressing high-risk HPV E6 present a reduction in DPPIV/CD26
expression, and this regulation appears to be dependent on p53 degradation.
Considering that the cell lines studied have low DPPIV/CD26 expression and
activity, in order to better understand the importance of the expression of this
protein, we induced the DPPIV/CD26 overexpression in a cervical cancer cell
line (HeLa) for further evaluation of the effects on different tumor mechanisms.
The results demonstrate a reduction in cell growth of DPPIV/CD26 expressing
cells, being this effect independent of the enzymatic activity. In addition, it has
been demonstrated that the induction of DPPIV/CD26 expression does not
affect the cell migration and adhesion mechanisms in the HelLa cell line. Thus,
we believe that the elucidation of the DPPIV/CD26 role in the context of cervical
cancer enables new diagnostic and therapeutic approaches to be implemented
in the future.

Keywords: DPPIV/CD26, cervical cancer, sitagliptin phosphate, HPV, p53,
tumor progression, biomarker, therapeutic target, cell growth.
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l. Introducao







I.1. Cancer cervical e HPV

O cancer da cérvice uterina segue como uma das neoplasias que mais
atinge as mulheres. O ultimo levantamento realizado pelo Instituto Nacional do
Cancer (INCA) mostrou que no Brasil o cancer cervical ocupa a terceira
posicdo entre os tipos de cancer mais frequentes na populacdo feminina,
perdendo apenas para o cancer de mama e colorretal. Além disso, representa
a quarta causa de morte de mulheres por cancer (INCA, 2016).

As diferencas observadas nos indices de incidéncia e mortalidade por
esta patologia em diferentes regides se devem em grande parte a falta de
acesso da populacdo ao sistema de rastreamento e prevencdo em regides
menos desenvolvidas. O exame preventivo Papanicolaou € capaz de identificar
alteracdes celulares iniciais, que levam ao desencadeamento do cancer
cervical. Se detectado precocemente, a chance de cura é elevada, visto que a
sobrevida de pacientes com cancer cervical depende fortemente do estagio em

gue a doenca se encontra ao diagnostico (Hartmann et al., 2002).

O desenvolvimento do cancer cervical esta diretamente relacionado com
a infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV), um agente infeccioso transmitido
principalmente por via sexual (Rama et al., 2008). Os genétipos de HPV sédo
classificados de acordo com seu potencial oncogénico, onde os HPVs de alto
risco, tais como o0s gendtipos 16 e 18, sdo geralmente associados as
neoplasias intraepiteliais e invasoras do colo uterino, sendo estes 0s mais
frequentemente detectados. Ja os HPVs de baixo risco oncogénico, como 0s
gendtipos 6 e 11, estdo relacionados com a ocorréncia de verrugas genitais
(Clifford et al.,, 2003; Munoz et al.,, 2003). Vacinas contra o HPV foram
aprovadas para uso em diversos paises na tentativa de reduzir a infeccao por
este virus e o consequente desenvolvimento tumoral (Roden et al., 2006; El-
zein et al., 2016).

O genoma do HPV é composto por oito genes, onde L1 e L2 codificam
proteinas estruturais do capsideo viral, e os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7
codificam diferentes proteinas envolvidas na regulacdo e transcricdo de genes

virais, replicacdo do DNA viral e transformacéo celular (Ruttkay-Nedecky et al.,
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2013). Os oncogenes E6 e E7 sédo os responsaveis pelas propriedades
transformantes dos HPVs de alto risco. Em lesBes malignas, associadas a
infecgao persistente por HPV de alto risco, ocorre a integragdo do DNA viral ao
genoma do hospedeiro. Durante este processo de integracdo acontece uma
quebra no genoma viral, geralmente na regido E2 do virus, com perda das
fungbes deste gene. Assim, E2 nao exerce mais o0 controle e regulacao
negativa sobre E6 e E7 e ocorre um aumento da expressdo destas
oncoproteinas (Woodman et al., 2007) (Figura 1). As proteinas codificadas por
estes genes inativam genes supressores tumorais que atuam regulando a

apoptose e o ciclo celular (zur Hausen et al., 2002).
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Figura 1: Carcinogénese cervical pelo HPV. Apo6s a infeccdo dos queratindcitos
basais pelo HPV, os genes precoces do HPV E1, E2, E4, E5, E6 e E7 s80 expressos e
o DNA viral replica na forma epissomal (ndcleos roxos). L1 e L2 sintetizam o capsideo
viral e novas particulas virais sédo liberadas e a infec¢cdo pode reiniciar. Um ndmero
significativo de infec¢Bes por HPVs de alto risco progridem para lesfes intra-epiteliais
de alto grau (HSIL), que podem ser detectadas pelo exame de Papanicolau e
efetivamente tratadas por excisdo. A progressao de lesdes néo tratadas ao carcinoma
invasor est4 associada com a integracdo do DNA do HPV ao genoma do hospedeiro
(nucleos vermelhos), ocorre a quebra e perda de funcdo de E2 e o aumento na
expressdo dos oncogenes E6 e E7. Adaptado de Woodman et al., 2007. Cépia
autorizada por Nature Publishing Group (4138790935770).
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A oncoproteina E6 atua promovendo a carcinogénese através de
diferentes mecanismos como a degradacéao de p53 e ativacao de telomerase.
Sua acdo mais bem descrita ocorre através de sua ligacdo a proteina
associada, ubiquitina-ligase E6AP, e este complexo se liga a p53 promovendo
sua degradagdo mediada por proteassomo (Howie et al., 2009; Ruttkay-
Nedecky et al., 2013) (Figura 2). O p53 é um gene supressor tumoral com
importante acdo na regulacdo da proliferacdo celular, com sua degradacédo
induzida pela E6 ocorre a inibicho da atividade pro-apoptotica e um

crescimento celular descontrolado.

A oncoproteina E7 se liga a proteina do retinoblastoma (pRb) e interage
com outras proteinas que sdo importantes reguladoras do ciclo celular.
Normalmente pRb se liga ao fator de transcricdo E2F, bloqueando sua
atividade. Quando E7 se liga a pRb ocorre a inativacdo desta proteina e a
liberagdo de E2F que pode se ligar ao DNA induzindo a progressao do ciclo
celular (Chellappan et al., 1992; Ruttkay-Nedecky et al., 2013) (Figura 2).

B integrated HPV B
C—m mr— Genomic DNA
E6 E7
Gene
Transcription
E2F transcription
factor (Rb bound)
pS3
degradatlon EZF
“u (unbound)
¥ - \"—
P o
¢ s DNA
loss of tumor cell cycle activation;
suppression by pS3 proliferation

Figura 2: Agao das oncoproteinas E6 e E7. A oncoproteina E6 se liga & p53 e induz
sua degradacéo, e E7 se liga a pRb deixando o fator de transcricdo E2F livre para agir
induzindo a ativacdo do ciclo celular e proliferacéo celular. Adaptado de Janicek et al.,
2001. Copia autorizada por John Wiley and Sons (4138850184312).

Este € um dos principais mecanismos sugeridos para a inducdo da
formacao tumoral pelos HPVs de alto risco. Porém, apesar da infeccédo pelo
HPV ser um fator essencial, ela ndo é suficiente para desencadear 0 processo

de carcinogénese cervical (Schiffman et al., 2011; Pontillo et al., 2016).
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[.2. Familia dipeptidil peptidase IV

A familia da dipeptidil peptidase IV (DPPIV) é composta por seis
diferentes proteinas (Figura 3), sendo que quatro delas apresentam atividade
enzimatica (DPPIV/CD26, DPP8, DPP9 e FAP), com uma rara especificidade
sobre substratos, clivando dipeptideos da extremidade N-terminal apos a
presenca de residuos de prolina (Gorrell et al., 2005). As proteinas
DPP6/DPPL1 e DPP10/DPPL2 constituem os membros desta familia sem

atividade enzimatica e sdo expressas no tecido cerebral como moduladores de

canais de potassio dependentes de voltagem (Yu et al., 2010).

Plasma sFAP .

Figura 3: Localizacdo celular das seis proteinas da familia da DPPIV.
DPPIV/CD26 (DPP4) e FAP sao proteinas de membrana, que também apresentam
formas solUveis (intra e extracelulares). DPP8 e DPP9 sao proteinas intracelulares.
DPP6/DPPL1 e DPP10/DPPL2 sofreram mutagbes no sitio catalitico e assim
constituem os membros sem atividade enzimatica desta familia, sdo proteinas
ancoradas a membrana. Adaptado de Hamson et al., 2014. Copia autorizada por John
Wiley and Sons (4163850262283).

Embora DPPIV/CD26, DPP8, DPP9 e FAP sejam proteinas
estruturalmente conservadas e possuam atividades enzimaticas semelhantes,
elas apresentam diferentes padrdes de expressdo, localizacdo e funcbes
distintas. FAP, diferente dos demais membros desta familia, apresenta
atividade de gelatinase e colagenase, relacionando-se com o remodelamento
de tecidos. Esta proteina ndo é expressa em tecidos normais e tem sido
descrita como uma proteina reguladora do crescimento tumoral e metastase.
DPP8 e DPP9 séo proteinas citoplasmaticas amplamente distribuidas, porém
suas fungdes ainda ndo estdo bem estabelecidas (Yu et al., 2010; Waumans et
al., 2015). Recentemente foi descrito que a DPP9 esta relacionada com a
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tumorigénise, metastase e pior prognostico em cancer de pulméao de nao
pequenas células (Tang et al., 2017). A DPPIV/ICD26 é o membro mais
estudado desta familia, e apresenta diversas fungdes no metabolismo,
endocrinologia, sistema imune e biologia tumoral (Yu et al., 2010).

Devido a homologia estrutural e semelhancas na especificidade de
substratos, recentemente outras proteinas tem sido relacionadas a familia da
DPPIV, sdo elas a DPP2, prolil carboxipeptidase (PRCP) e prolil oligopeptidase
(PREP ou POP) (Waumans et al., 2015). Embora a DPP2 clive diversos
substratos da DPPIV/CD26 in vitro, at¢é o momento ndo se tem relatos de
substratos naturais para esta enzima (Mentlein et al., 1989; Waumans et al.,
2015). PRCP cliva peptideos da extremidade C-terminal, € uma enzima
lisossomal envolvida no sistema renina-angiotensina, clivando peptideos
vasoativos, e relacionada ao controle de peso por inativar neuromoduladores
anorexigenos (Odya et al., 1978; Diano et al., 2011). PREP apresenta atividade
de endopeptidase, localiza-se no citoplasma e é importante na quimiotaxia de
neutréfilos, também desempenha suas funcgdes via interacdo com outras

proteinas e parece estar relacionada a memoria (D’Agostino et al., 2013).

[.3. Estrutura e func¢des da DPPIV/CD26

A exoprotease DPPIV/CD26 € uma glicoproteina constituida pelos
dominios extracelular, transmembrana e citoplasmatico, expressa na forma
dimérica em uma variedade de tipos celulares (Rasmussen et al., 2003; Havre
et al., 2008; Cordero et al., 2009). Embora seja encontrada principalmente
ancorada na membrana das células, esta proteina também possui uma forma
soluvel (sDPPIV/sCD26) enzimaticamente ativa em fluidos biolégicos (Havre et
al., 2008). A sDPPIV/sCD26 nao possui a regido transmembrana e os residuos

citoplasmaticos, e também é expressa na forma dimérica (Lambeir et al., 2001).

O dominio extracelular da DPPIV/CD26 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
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sequéncia, e ja foi descrito que varias citocinas, quimiocinas e integrinas sao
clivadas por esta enzima (Cordero et al., 2009). Para que a atividade
enzimatica da DPPIV/CD26 seja preservada sdo importantes os residuos que

formam a triade catalitica (Ser®®, Asp™® e His™*®) e Tyr**’ que estabiliza a
forma intermediéria do substrato (Bjelke et al., 2004; Gorrel et al., 2005). Tem
sido descrito um modelo experimental de DPPIV/CD26 mutante, desprovida de
atividade serina protease, que consiste na substituicdo do residuo de serina da

posicéo 630 por alanina (S630A) (Steeg et al., 1995).

A DPPIV/CD26 também apresenta funcées ndo enzimaticas, ancorando
a adenosina deaminase (ADA) a membrana celular (Dong et al., 1997),
facilitando a desaminacdo da adenosina no meio extracelular (Franco et al.,
1997). Além disso, a DPPIV/CD26 interage com proteinas da matriz
extracelular, como colageno e fibronectina (Cheng et al., 2003) e também atua
em diferentes vias de sinalizacdo (Havre et al., 2008). Uma unidade desta
proteina é capaz de desempenhar todas estas diferentes func¢des (Figura 4).
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Figura 4: Diferentes dominios e fun¢fes da DPPIV/CD26. O esquema demonstra o
sitio catalitico desta proteina responséavel pela atividade enzimética da DPPIV/CD26,
clivando diferentes peptideos. Outro dominio é responsavel pela ligacdo a ADA, e ha
também locais para a ligacdo de proteinas da matriz extracelular, como coladgeno e
fibronectina. A porgéo intracelular da DPPIV/CD26 ¢é curta e pode sinalizar
intracelularmente por acoplamento com outros componentes celulares. Adaptado de
Blay et al., 2009. Copia autorizada por Springer (4163851444759).
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I.4. DPPIV/CD26 e cancer

As diferentes funcées da DPPIV/CD26 se relacionam com processos
envolvidos na progressédo tumoral. Tendo em vista a diversidade de substratos
clivados pela DPPIV/CD26, esta regula diversos processos fisiolégicos como
migracéo, adeséao, invasdo, apoptose e imunomodulacdo (Havre et al., 2008).
O fator derivado de células estromais (SDF-1 ou CXCL12) tem sido descrito
como um dos principais substratos da DPPIV/CD26 relacionado com a
carcinogénese. Via ativacdo do receptor CXCR4, SDF-1 atua promovendo
metastases, e desempenha um papel importante na angiogénese, recrutando
células endoteliais progenitoras da medula Ossea, além de promover o
crescimento tumoral e contribuir para vias de imunossupressao (Kryczek et al.,
2007; Ding et al., 2009; Cavallaro et al., 2013; Mukherjee et al., 2013).

Além disso, o complexo DPPIV/CD26-ADA facilita a degradacdo da
adenosina no meio extracelular. Alguns tipos de cancer sdo acompanhados por
uma baixa expressao da DPPIV/CD26, causando assim uma reducdo nas
atividades da DPPIV/CD26 e da eADA. Esta reducdo por sua vez, leva a
consequente diminuicdo na degradacédo local de SDF-1 e de adenosina. Foi
demonstrado que o nucleosideo adenosina promove angiogénese, estimula a
motilidade e crescimento celular, suprime o sistema imunoldgico e facilita a
sobrevivéncia de tumores (Mujoomdar et al., 2004; Tan et al., 2004; Antonioli et
al., 2013).

Ainda, ao interagir com proteinas da matriz extracelular, como colageno
e fibronectina (Cheng et al., 2003), a DPPIV/CD26 se relaciona com processos
de adeséo, migracao celular e metastase. Também participa de diferentes vias
de sinalizacdo atraveés da associacdo com FAP, proteina tirosina fosfatase
CD45 e com o receptor CXCR4 (Herrera et al., 2001; Thompson et al., 2007;
Havre et al.,, 2008). Regula a expressdo de diversas moléculas de adeséo,
proteinas relacionadas a transicdo epitelial-mesenquimal e invasdo, como as
metaloproteinases (Kajiyama et al., 2003; Pang et al., 2010). Tendo em vista
estas fungbes, a DPPIV/CD26 pode controlar a transformagdo neoplasica
regulando diversos processos biologicos como a diferenciacdo celular, adeséo,

imunomodulagéo e apoptose (Arscott et al., 2009).
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Embora a relacdo entre a DPPIV/CD26 e a progresséo tumoral ja tenha
sido amplamente estudada, a expressédo desta enzima em diferentes tipos de
tumores ainda € contraditoria, apresentando niveis aumentados em alguns
tumores e diminuidos em outros (Havre et al., 2008; Beckenkamp et al., 2016).
Alguns estudos descrevem que a expressao da DPPIV/CD26 esta associada
com a malignidade tumoral, como descrito para neoplasias hematologicas
(Sato et al., 2005; Havre et al., 2009), cancer colorretal (Pang et al., 2010),
mesotelioma maligno (Okamoto et al., 2014), sarcoma de Ewing (Lu et al.,
2011), cancer de mama (Choi et al., 2015), carcinoma urotelial (Liang et al.,
2017) e de tiredide (Lee et al., 2017). Também tem sido descrita recentemente
como um marcador de células tronco tumorais (Davies et al., 2015). Por outro
lado, diversos estudos indicam que a DPPIV/CD26 atua como um supressor
tumoral, como demonstrado em céancer de ovario (Kajiyama et al., 2002;
Kikkawa et al., 2003), prostata (Wesley et al., 2005), ndo-pequenas células de
pulmédo (Wesley et al., 2004), endometrial (Mizokami et al., 2004), melanoma
(Wesley et al., 1999), neuroblastoma (Arscott et al., 2009) e glioma (Busek et
al., 2012). Este assunto sera abordado em detalhes no artigo de Revisdo que

consta no Capitulo | desta tese (Beckenkamp et al., 2016).

|.5. DPPIV/CD26 como marcador tumoral

A presenca de sDPPIV/sCD26 em fluidos biol6gicos esta relacionada
com a secrecdo ou extravasamento desta proteina por diferentes tipos
celulares, especialmente pelos linfécitos T, porém ainda ndo se sabe se este
processo € regulado ou ndo (Cordero et al., 2009). Em alguns tipos celulares
foi demonstrado que a liberacdo da sDPPIV/sCD26 ocorre atraves da clivagem
desta proteina da membrana celular por metaloproteinases (Rohrbom et al.,
2014). Recentemente, diversos estudos tem demonstrado que a forma soluvel
da DPPIV/CD26 apresenta-se como um promissor biomarcador em diferentes

neoplasias.

Estudos demonstraram que pacientes com carcinoma colorretal

apresentam elevados niveis desta enzima no soro quando comparados a
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individuos saudaveis (de la Haba et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que
pacientes com metastases apresentavam niveis ainda mais elevados de
sDPPIV/sCD26. Assim, esta proteina tem seus niveis aumentados, de forma
gradativa, acompanhando os estagios da doenca, o que a caracteriza como um
indicador de malignidade (Lam et al., 2014). A presenca de células tumorais
DPPIV/CD26" circulantes também foi associada ao pior progndstico e maiores

taxas de recorréncia em pacientes com cancer colorretal (Lieto et al., 2015).

JA em melanoma foi demonstrado que a perda de expressao de
DPPIV/CD26 é um evento importante para o desenvolvimento deste tipo de
cancer. Pacientes com melanoma apresentam baixa expressdo desta proteina
e reduzida atividade enzimética no soro (Roesch et al., 2006; Matic et al.,
2012). Da mesma forma, pacientes com céancer de préstata metastatico
apresentam baixos niveis de atividade de sDPPIV/sCD26 quando comparados
com pacientes com a doenca localizada e individuos saudaveis (Nazarian et
al., 2014). A sDPPIV/sCD26 também ja foi proposta como um marcador auxiliar
no diagndstico e prognoéstico de pacientes com cancer de pulméo (Blanco-
prieto et al., 2015), gastrico (Boccardi et al., 2015) e mesotelioma maligno
(Fujimoto et al., 2014).

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa demonstram uma
reducdo na atividade enzimética da sDPPIV/sCD26 no plasma de pacientes
com lesBes de alto grau e cancer cervical, quando comparado com pacientes
saudaveis (Borowicz et al., dados nao publicados). Considerando que a
determinacdo da atividade enzimética da DPPIV/CD26 no soro de pacientes e
a avaliacdo de sua expressao em células circulantes é um método simples,
barato e minimamente invasivo, acredita-se que esta pode vir futuramente a se

tornar uma importante ferramenta no diagnéstico de diferentes tipos de cancer.

I.6. DPPIV/CD26 como alvo terapéutico

Considerando que a DPPIV/CD26 cliva e inativa diferentes peptideos
bioldgicos ela vem sendo explorada como um importante alvo terapéutico em

diferentes patologias. Tendo em vista que entre os substratos da DPPIV/CD26
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encontram-se o0 GLP-1 (glucagon-like peptide) e GIP (glucose-dependent
insulinotropic peptide), atualmente inibidores de DPPIV/CD26 sdo amplamente
utilizados no tratamento da diabetes mellitus tipo 2 (Baggio et al., 2007). Estas
incretinas sao liberadas pelo trato gastrointestinal em resposta a ingestdo de
alimentos e estimulam a secrecdo de insulina e a reducdo da liberacdo de
glucagon. Desta forma, o uso de inibidores de DPPIV/CD26, conhecidos como
gliptinas, constitui um importante alvo terapéutico para esta patologia,
impedindo a degradacédo destes peptideos pela DPPIV/CD26, permitindo que
eles desempenhem suas fun¢des controlando os niveis de glicose (Drucker et
al., 2010). Os inibidores sitagliptina e alogliptina sdo altamente seletivos para a
inibicdo da DPPIV/CD26, enquanto que vildagliptina, saxagliptina e linagliptina
sdo menos seletivos, inibindo também DPP8, DPP9 e FAP (Deacon et al.,
2011).

Tendo em vista a relacdo da DPPIV/CD26 com diferentes tipos de
cancer, esta proteina vem sendo explorada como um possivel alvo terapéutico
para o tratamento desta doenca. Estudos tem demonstrado que pacientes
diabéticos com leucemia mieléide crénica que utilizam inibidores de
DPPIV/CD26 apresentam maior sobrevida e reducdo nos niveis da
oncoproteina BCR/ABL1 (Herrmann et al., 2014). Além disso, foi descrito que o
uso de vildagliptina pode reduzir a ocorréncia de metastases em um modelo in
vivo de camundongos com cancer colorretal (Jang et al., 2015). Ainda foi
demonstrado que a sitagliptina € capaz de reduzir a proliferacdo celular, a
formacao de colonias e a tumorigénese em modelos de cancer de mama (Choi
et al., 2015). Recentemente um estudo com carcinoma de tiredide revelou que
o tratamento com sitagliptina € capaz de reduzir a formacdo de coldnias, a
migracéo e invasao, in vitro, bem como dificultar o crescimento tumoral in vivo
(Lee et al., 2017). O uso de anticorpos anti-DPPIV/CD26 também vem sendo
avaliado, e em carcinoma renal, linfoma e mesotelioma maligno ja foi
demonstrado seus efeitos reduzindo o crescimento tumoral e aumentando a
sobrevivéncia (Ho et al., 2001; Ohnuma et al.,, 2002; Inamoto et al., 2006 e
2007; Angevin et al., 2017).
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ll. Objetivos







Considerando o papel da DPPIV/ICD26 na progressdao tumoral em
diferentes tipos de céncer e a necessidade da busca por novos biomarcadores
e alvos terapéuticos para o tratamento do cancer cervical, este estudo tem
como objetivo geral estudar o envolvimento da proteina DPPIV/CD26 no

desenvolvimento do cancer cervical.

Assim, 0s seguintes objetivos especificos foram propostos:

1. Revisar a literatura relacionada ao papel da DPPIV/CD26 em diferentes tipos

tumorais;

2. Analisar a expressdo da DPPIV/CD26 em cultura de células de carcinoma
cervical (SiHa, HeLa e C33A), em comparacao com linhagem de queratinécitos

imortalizados (HaCaT);

3. Padronizar a técnica e determinar a atividade enzimética da DPPIV/CD26
ligada a membrana e sollvel em culturas de células de carcinoma cervical e

queratindcitos imortalizado;

4. Investigar o efeito do inibidor de DPPIV/CD26 (fosfato de sitagliptina) sobre
0S mecanismos de migracdo e adesao celular, em culturas de células de

carcinoma cervical;
5. Avaliar a relacdo da DPPIV/CD26 com as oncoproteinas E6 e E7 do HPV;

6. Desenvolver plasmideos contendo a sequéncia da DPPIV/CD26, em sua
forma integra (wt) e mutada (mut), que possibilitem a inducdo da expressao

desta proteina em linhagens celulares de carcinoma cervical;

7. Induzir a superexpressdo de DPPIV/CD26 em células de carcinoma cervical

(HeLa) e confirmar sua expresséao e funcionalidade;

8. ApoOs transfeccdo génica, investigar o papel da expressédo e atividade da
DPPIV/CD26 em diferentes mecanismos tumorais, como proliferacdo, migracao

e adesdo celular.
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lll. Artigos cientificos







. 1. CAPITULO 1 - Aline Beckenkamp, Samuel Davies, Jdlia Biz Willig,
Andréia Buffon. DPPIV/CD26: a tumor suppressor or a marker of

malignancy?

O Capitulo 1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme
referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 38 — 54.

Beckenkamp A, Davies S, Willig JB, Buffon A. DPPIV/CD26: a tumor
suppressor or a marker of malignancy? Tumor Biol. 2016 Jun; 37(6):7059-73.
doi: 10.1007/s13277-016-5005-2.
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ll. 2. CAPITULO 2 - Aline Beckenkamp, Julia Biz Willig, Danielle Bertodo

Santana, Jéssica Nascimento, Juliano Domiraci Paccez, Luiz Fernando Zerbini,
Alessandra Nejar Bruno, Diogo André Pilger, Marcia Rosangela Wink, Andréia
Buffon. Differential Expression and Enzymatic Activity of DPPIV/CD26

Affects Migration Ability of Cervical Carcinoma Cells.

O Capitulo 2 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme
referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 56 — 78.

Beckenkamp A, Willig JB, Santana DB, Nascimento J, Paccez JD, Zerbini LF,
Bruno AN, Pilger DA, Wink MR, Buffon A. Differential Expression and
Enzymatic Activity of DPPIV/CD26 Affects Migration Ability of Cervical
Carcinoma Cells. Plos One. 2015 Jul; 10 (7): e0134305.

doi: 10.1371/journal.pone.0134305.

55






57



58



59



60



61



62



63



64



65



66



67



68



69



70



71



72



73



74



75



76



s



78



l11.3. CAPITULO 3 - Aline Beckenkamp, Bruna Prati, Silvya Stuchi Maria-
Engler, Diogo André Pilger, Enrique Boccardo, Andréia Buffon. HPV16 E6

oncoprotein lead to DPPIV/ICD26 downregulation in primary

keratinocytes.

O texto completo do capitulo 3, que no texto completo da tese defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as péaginas 80 — 98 foi
suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em
periodico cientifico. Consta da avaliacado da relacdo da expressao da proteina
DPPIV/ICD26 com as oncoproteinas E6 e E7 do HPV, utilizando-se
queratinécitos transduzidos com estes oncogenes. Por PCR e citometria de
fluxo foi possivel observar uma reducao na expressao de DPPIV/CD26 quando

foi induzida a expressao de E6 de HPV de alto risco em queratindcitos.
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l1.4. CAPITULO 4 - Aline Beckenkamp, Julia Biz Willig, Franciele Cristina
Kipper, Guido Lenz, Andréia Buffon. DPPIV/CD26 overexpression inhibits

cervical cancer cell growth.

O texto completo do capitulo 4, que no texto completo da tese defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 100 — 124 foi
suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em
periodico cientifico. Consta da inducdo da expressdo de DPPIV/CD26 em
linhagem de cancer cervical e posterior avaliacdo dos efeitos desta proteina
sobre diferentes mecanismos tumorais. Foi observada uma redugdo na
proliferacdo de células expressando DPPIV/CD26, sugerindo que esta proteina

pode atuar como um supressor tumoral no cancer cervical.
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V. Discussao Geral







Apesar da existéncia de meétodos de prevencdo primaria ao cancer
cervical, através da vacinacdo contra a infeccdo pelo HPV, e prevencao
secundéria pelo exame de Papanicolaou, para detectar lesdes pré-cancerosas
da cérvice uterina, o cancer cervical ainda € uma importante patologia que
acomete um elevado numero de mulheres no mundo todo (El-zein et al., 2016).
Entdo acreditamos que ainda se faz necessaria a busca de novas técnicas que

auxiliem no diagnostico e tratamento desta doenca.

A DPPIV/ICD26 ¢é uma proteina multifuncional que vem sendo
amplamente estudada em diferentes tipos tumorais. O interesse no estudo
desta proteina se deve as suas diferentes funcdes que se correlacionam com
importantes processos biolégicos implicados no céancer. Onde podemos
destacar sua capacidade de clivar e modular a atividade de diferentes
peptideos bioldgicos (Cordero et al., 2009), sua acdo como proteina
responsavel por ancorar a ADA a superficie celular facilitando a degradacéo da
adenosina (Dong et al., 1997), sua ligacdo a proteinas da matriz extracelular
(Cheng et al., 2003) e sua interacdo com diferentes vias regulando proteinas
relacionadas a tumorigénese (Havre et al., 2008; Beckenkamp et al., 2016).

Considerando que néo existiam pesquisas relacionando o cancer de colo
de utero com a DPPIV/CD26, nosso objetivo inicial foi determinar a expressao
e atividade desta proteina em células de cancer cervical, em comparacdo com
gueratindcitos imortalizados. Para este estudo foram utilizadas linhagens de
cancer cervical SiHa (contém copias do HPV 16 incorporado ao seu genoma),
HelLa (contém cépias do HPV 18 incorporado ao seu genoma) e C33A (nado
contém cépias do HPV), além disso como controle ndo tumoral foi utilizada a

linhagem de queratinécitos imortalizados, HaCaT.

Inicialmente avaliamos a atividade enzimatica da DPPIV/CD26 em
células aderentes utilizando o substrato artificial Gli-Pro-p-nitroanilida.
Observamos a formagédo de p-nitroanilina in vitro para todas as linhagens
estudadas, indicando que estas células apresentam atividade enzimética
dipeptidilpeptidasica, a qual se mostrou linear dentro de um periodo de

incubagéo de 2 horas.
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Tendo em vista a existéncia de outras enzimas com atividade
semelhante a da DPPIV/CD26, avaliamos se a atividade determinada era
realmente atribuida & acdo desta enzima, através do uso de inibidores e
diferentes condicdes de reacdo. Sabe-se que FAP apresenta baixa afinidade
pelo substrato Gli-Pro-p-nitroanilida. DPP8 e DPP9 sdo enzimas
citoplasmaticas e ndo existem evidéncias de que sejam secretadas. Por outro
lado, sabe-se que a DPP2 pode ser secretada para o meio extracelular (Gorrell
et al.,, 2005). Para excluir a atividade de DPP8 e DPP9 utilizamos o inibidor
enzimatico N-Etilmaleimida (NEM), e para eliminar a acdo da DPP2, que ¢é ativa
em pH &cido, utilizamos tampdo TE com pH=8 (Yu et al., 2009). Ainda
utiizamos o inibidor da DPPIV/CD26, fosfato de sitagliptina. Assim,
padronizamos a determinacdo especifica da atividade da DPPIV/CD26 em
monocamada de células, que pode ser determinada em temperatura ambiente
e pH=8, tendo em vista que em pH= 7,4 a 37°C, parece haver uma acio
conjunta da DPPIV/CD26 e DPP2. DPP8 e DPP9 n&o demonstraram atividade
enzimatica em células integras em monocamada. As células de cancer cervical
demonstraram atividades enziméaticas inferiores a linhagem n&o tumoral
(HaCaT). Mas em geral a atividade da DPPIV/CD26 nestas células pode ser
considerada baixa.

Considerando a existéncia da forma soluvel desta enzima, avaliamos a
atividade enzimatica no sobrenadante ap6s 1 hora de contato do meio com as
células aderentes. Foi observada atividade da sDPPIV/sCD26 no sobrenadante
de todas as linhagens. Assim, foi demonstrada uma importante atividade da
sDPPIV/sCD26 apdés um curto periodo de liberacdo desta enzima para o
sobrenadante da cultura celular. A sDPPIV/sCD26 representa atualmente um
promissor biomarcador para diferentes tipos de cancer (Cordero et al., 2011).
Estudos preliminares do nosso grupo de pesquisa apontam para uma atividade
reduzida da sDPPIV/sCD26 no plasma de pacientes com cancer cervical,
quando comparado com individuos saudaveis (Borowicz et al., dados né&o

publicados).

A fim de avaliar o perfil de expressdo da DPPIV/CD26 entre as
diferentes linhagens celulares foram realizadas as técnicas de real time PCR e
citometria de fluxo. Verificou-se uma baixa expressdo de DPPIV/CD26 nas
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linhagens celulares estudadas, sendo que entre estas, as linhagens HaCaT e
SiHa apresentaram maior expressao de DPPIV/CD26, seguidas da C33A e na
linhagem Hela esta expresséao foi praticamente indetectavel, tanto a nivel de
RNAmM quanto de proteina. Os niveis de expressdo da DPPIV/CD26 se

correlacionaram com a atividade enzimatica observada nestas células.

Sendo assim, nesse estudo caracterizamos pela primeira vez os niveis
de expressédo e atividade da DPPIV/CD26 em linhagens celulares de cancer
cervical, em comparacdo a linhagem de queratindcitos imortalizados
(Beckenkamp et al., 2015). Recentemente Liu e colaboradores demonstraram
que a DPPIV/CD26 € expressa em baixos niveis e encontra-se hipermetilada

em amostras de pacientes com cancer cervical (Liu et al., 2016).

Tendo em vista a baixa expressdo de DPPIV/CD26 em linhagens
celulares (Beckenkamp et al., 2016) e pacientes com céancer cervical (Liu et al.,
2016), e que a infeccdo pelo HPV é um fator determinante para o
desenvolvimento deste tipo tumoral, nosso proximo objetivo foi avaliar se existe
alguma relacdo entre a expressdao de DPPIV/ICD26 e a expressao das

oncoproteinas E6 e E7 do HPV.

O HPV é considerado como um agente etioldgico do cancer cervical.
Porém, sabe-se que a infeccdo pelo HPV é um fator necesséario, mas nao
suficiente, para o desenvolvimento deste tipo de cancer (zur Hausen et al.,
2009). Os gendtipos de HPV séo classificados como de alto ou baixo risco, de
acordo com seu potencial oncogénico. A infeccdo persistente por HPV de alto
risco, com integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro, leva a uma
superexpressdo das oncoproteinas E6 e E7, as quais sdo as principais

responsaveis pela transformacao celular (McLaughlin-Drubin et al., 2009).

A oncoproteina E6 leva a degradacao e inativacdo do produto do gene
supressor de tumor p53, via ligacdo a E6AP, inibindo a apoptose, e E7 inibe a
proteina do retinoblastoma (pRb), a qual inibe a progressdo do ciclo celular
(Dyson et al., 1989; Werness et al., 1990). Desta forma, ocorre a inibicdo da
atividade pro-apoptotica e a progressao do ciclo celular, e as células com DNA

danificado podem replicar.
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Nosso estudo demonstrou que queratindcitos expressando a
oncoproteina E6 de HPV de alto risco apresentam uma expresséao reduzida de
DPPIV/ICD26, a nivel de RNAmM e proteina, quando comparados com
queratinécitos controle (transduzidos com o vetor vazio). Por outro lado, a
expressdo da oncoproteina E7 ndo apresentou efeito sobre os niveis de
DPPIV/CD26.

Apesar de todos os tipos de HPV possuirem genes E6 e E7 homdlogos,
estes ndo sdo idénticos. Assim, as proteinas virais E6 e E7 de HPVs de baixo
risco possuem baixa afinidade de ligacdo a p53 e pRb, respectivamente. Desta
forma E6 ndo é capaz de degradar p53, e E7 néo induz a desestabilizacao de
pRb (Gage et al., 1990; Werness et al., 1990; Munger et al., 2004). Os HPVs de
baixo risco causam lesbes benignas, como condilomas (verrugas), que afetam

a regido anogenital.

Tendo em vista a relacdo observada entre a DPPIV/ICD26 e a
oncoproteina E6, e sabendo que esta atua principalmente via degradacdo de
p53, investigamos o envolvimento desta via na regulacdo da expressao de
DPPIV/ICD26. Para isto utilizamos queratindcitos expressando as
oncoproteinas de HPV de baixo risco, que como descrito acima, apresentam
baixa afinidade de ligacdo a p53 e pRb (Guess e McCance 2005). E também
utilizamos uma forma mutada de E6 de HPV de alto risco caracterizada pela
delecdo de cinco aminoacidos (A118-122) no segundo dedo de zinco. Esta
alteracdo em uma regidao funcionalmente importante confere a perda da

capacidade de ligacdo e degradacao de p53 (Foster et al., 1994).

Foi possivel observar que queratindcitos transduzidos tanto com a
oncoproteina E6 de HPV de baixo risco, quanto com a E6 mutada, nao
apresentaram alteracdo na expressao de DPPIV/CD26. Sendo assim, podemos
inferir que a degradacdo da p53 pela E6 € um processo necessario para a
regulacdo negativa da DPPIV/CD26 nestas células. Até o momento nenhum
estudo havia descrito a relagdo entre a DPPIV/CD26 e p53. Neste trabalho
pudemos observar uma correlacdo positiva entre estas duas proteinas

relacionadas a carcinogénese.
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Ainda avaliamos a expressao de DPPIV/CD26 em um modelo de cultura
organotipica, onde a proliferacao e diferenciacéo celular ocorrem de uma forma
muito semelhante aquela que acontece no epitélio escamoso, constituindo uma
ferramenta muito interessante para o estudo da carcinogénese. Observamos
que culturas organotipicas de queratinocitos expressando as oncoproteinas
E6E7 de HPV de alto risco apresentam reduzida expressao de DPPIV/CD26.
Nestas culturas também foi possivel observar alteragbes celulares como
coilocitose, figuras de mitose e padréo alterado de diferenciacdo do epitélio,
que sao também caracteristicas de neoplasias intraepiteliais cervicais

observadas in vivo.

Desta forma, estes resultados indicam que a oncoproteina E6 de HPV
de alto risco regula negativamente a expressdao de DPPIV/CD26, por uma via
dependente da degradacao de p53. Este achado pode explicar, ab menos em
parte, a baixa expressdo de DPPIV/CD26 encontrada em pacientes e células
de cancer cervical, tendo em vista a importancia da infecgcdo pelo HPV e

expressao de suas oncoproteinas para o desenvolvimento deste tipo tumoral.

Apesar destes estudos demonstrarem a baixa expressdo de
DPPIV/CD26 no céancer cervical, até o momento o papel desta proteina ainda
nao foi investigado neste tipo de cancer. Sendo assim, nosso proximo objetivo
foi induzir a expressdo de DPPIV/CD26 em células de céancer cervical para
posterior avaliacdo dos efeitos desta proteina. Para isto construimos
plasmideos contendo a sequéncia codificante da DPPIV/CD26, tanto em sua
forma integra (wt) quanto na forma mutada (mut), induzida pela substituicdo do

residuo de serina na posi¢éao 630 por alanina.

Para a constru¢cdo do plasmideo foi utilizado um vetor lentiviral
apropriado para transducdo génica (pLR2). O pLR2 contém a sequéncia da
proteina verde fluorescente (GFP) como gene reporter (Vargas et al., 2012). A
insercdo da sequéncia da DPPIV/CD26 ao pLR2 foi confirmada através da
clivagem dos plasmideos com enzimas de restricdo e por sequenciamento de
DNA. Neste ultimo ensaio também foi possivel confirmar a mutagdo S630A no
plasmideo pLR2CD26mut.
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Células da linhagem Hela, a qual apresentou niveis quase indetectaveis
de DPPIV/CD26, foram transfectadas com os plasmideos construidos. Apds
transfeccdo foi possivel observar células GFP*, confirmando a eficiéncia do
processo. O pico de expressao foi determinado e demonstrou ocorrer apés 48
horas do momento da transfeccdo. A expressao da DPPIV/CD26 a nivel de
RNAm foi confirmada por RT-PCR e sua expressdo na superficie celular foi
verificada por citometria de fluxo. Além disso, as células transfectadas com
pLR2CD26wt apresentaram um aumento significativo na atividade enzimatica
desta proteina, o que nao foi observado em células transfectadas com
pLR2CD26mut, confirmando o efeito da mutacdo S630A da DPPIV/CD26.

Sendo assim, confirmamos a funcionalidade dos plasmideos construidos.

A inducédo da expressdo de DPPIV/CD26 de forma estavel, realizada por
transducédo génica empregando o uso de lentivirus néo foi alcancada com éxito
devido a baixa eficiéncia de transducao (provavelmente devido a dificuldade de
empacotamento dos plasmideos, tendo em vista seu tamanho de 10.496pb).
Além disso, mesmo apés a purificacdo das células transduzidas, por sorting,
ainda foi observada uma populagdo mista, contendo células GFP* e GFP". Ao
longo da expansao destas células foi observada uma reducdo do percentual
GFP”, o que pode ser devido a reducdo na proliferacdo celular causada pela
DPPIV/CD26 (dados ndo mostrados).

Inicialmente observamos que células HelLa transfectadas com a
sequéncia da DPPIV/CD26 apresentavam um reduzido crescimento celular
quando comparadas com células controle transfectadas com o vetor vazio
(pPLR2). Além da reducdo na contagem de células expressando DPPIV/CD26,
observamos uma dificuldade na formacdo de novos clones e uma menor

expressdo do marcador de proliferacéo celular, Ki67, nestas células.

Da mesma forma, um estudo utlizando células de carcinoma
endometrial com expressdo induzida de DPPIV/CD26 demonstrou uma
reducdo na taxa de proliferacdo, acompanhada pela diminuicdo nos niveis de
SDF-1, indicando a importancia da atividade catalitica da DPPIV/CD26 no
processo de proliferacdo celular (Mizokami et al., 2004). Porém, tendo em vista

gue nos nossos experimentos utilizando células expressando a forma mutada
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da DPPIVICD26 (S630A) desprovida de atividade serina protease também
encontramos uma redugdo na proliferacdo celular, acreditamos que
mecanismos n&o proteoliticos devem contribuir para este efeito da
DPPIV/CD26. De acordo com este achado, em diferentes estudos a expressao
da forma mutada da DPPIV/CD26 demonstrou resultados semelhantes aos
encontrados quando a expressdo de DPPIV/CD26 “wild-type” foi induzida
(Wesley et al., 2004; Busek et al., 2012).

Tendo em vista que estudos demonstram que a expressdo da
DPPIV/CD26 esta relacionada com o processo de migracdo celular (Kajiyama
et al., 2002; Wesley et al., 2005; Arscott et al., 2009; Busek et al., 2012),
inicialmente avaliamos este parametro nas linhagens SiHa e Hela, as quais
apresentaram maior e menor expressao desta enzima, respectivamente, dentre
as linhagens de céancer cervical estudadas (capitulo 2). Pelo ensaio de Wound-
healing pudemos observar um aumento significativo da migracdo celular na
linhagem SiHa na presenca do inibidor especifico da DPPIV/CD26 (fosfato de
sitagliptina). Estes dados nos permitiram inferir que a migracéo celular nesta
linhagem é ao menos em parte influenciada pela atividade da DPPIV/CD26
(Beckenkamp et al., 2015).

A migragao e invasao celular sédo facilitadas por quimiocinas, como o
SDF-1, substrato que é clivado e inativado pela DPPIV/CD26. Um estudo com
células de neuroblastoma demonstrou uma reducao significativa no potencial
de migracao quando foi induzido um aumento na expresséao da DPPIV/CD26. E
este efeito foi revertido quando utilizado um inibidor desta enzima, indicando a
relacdo da atividade enzimatica da DPPIV/CD26 sobre este mecanismo
(Arscott et al., 2009), corroborando os resultados encontrados no nosso estudo
para a linhagem SiHa. Além disso, células de neuroblastoma com expresséo
induzida de DPPIV/CD26 apresentaram reducdo dos niveis de SDF-1 e na
expressao do receptor CXCR4 (Arscott et al., 2009).

Porém, avaliando a migracdo em células HeLa com expressao induzida
de DPPIV/CD26 ndo encontramos modificacdes neste parametro celular em
comparagcdo com o controle transfectado com o vetor vazio (pLR2). Sendo
assim, na linhagem HelLa a expressdo da DPPIV/CD26 nao parece estar
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relacionada com a migracdo celular (capitulo 4). Porém, uma limitacdo deste
ensaio foi a baixa taxa de migracdo observada em todas as células
transfectadas durante o periodo avaliado. Além disso, observamos que esta
linhagem celular ndo expressa SDF-1. Isto pode justificar o fato desta proteina
nao influenciar na migracédo celular, pois o substrato ndo esta disponivel no
meio celular. Porém, apesar de células HelLa ndo expressarem SDF-1, elas
apresentam elevada expressao génica do receptor CXCR4, a qual nao foi
afetada pela inducédo na expressdo de DPPIV/CD26. Um estudo demonstrou
que a adicdo exdgena de SDF-1 em células HelLa levou a um aumento na
migracdo celular (Dillenburg-Pilla et al., 2015). Sendo assim, o ideal seria
realizar o ensaio de migracdo celular na presenca deste substrato, a fim de

confirmar a importancia da DPPIV/CD26 na migracéo celular.

A DPPIV/ICD26 também esta envolvida na transicdo epitelial-
mesenquimal, regulando a expressdo de marcadores como E-caderina, N-
caderina, slug, twist e vimentina, além de metaloproteinases (MMPSs), que se
relacionam a invasdo tumoral (Kajiyama et al., 2003; Pang et al., 2010;
Beckenkamp et al., 2016). Ao avaliar a expressédo génica de marcadores de
transicdo epitelial-mesenquimal, E-caderina e N-caderina, em células
expressando DPPIV/CD26 nédo foi observada diferenca significativa quando
comparado com células ndo transfectadas e transfectadas com o vetor vazio.
Além disso, destacamos que células HelLa apresentam uma expressdo muito
baixa de E-caderina e uma maior expressdao de N-caderina, indicando
caracteristicas mesenquimais. Ainda avaliamos a expressdo de MMP2 e
MMP9, onde também ndo encontramos diferenca significativa em relacdo a
expressdo de DPPIV/CD26. Notamos que células HelLa apresentam expressao

de MMP2, porém néao expressam MMP9.

Foi demonstrado que um dos principais mecanismos pelo qual a
DPPIV/CD26 regula o processo neoplasico esta envolvido com sua modulacao
sobre a expressao de diversas proteinas relacionadas a adeséo celular, como
E-caderina, B-catenina, integrina f1, versican, periostina e CD44. Além disso, a
DPPIV/CD26 interage com proteinas da matriz extracelular, como colageno e

fibronectina, apresentando relagdo com a adesao celular (Cheng et al., 2003).
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Avaliando a adeséo de células das linhagens SiHa e HelLa observamos
uma diminuicdo significativa deste processo quando foram incubadas na
presenca do inibidor seletivo da DPPIV/CD26 (capitulo 2). Porém, como a
linhagem HelLa apresenta baixa atividade e expressdo desta proteina e
também teve a adesado reduzida na presenca do inibidor, estes achados
sugerem que o fosfato de sitagliptina afeta a adesao por algum mecanismo
independente da DPPIV/CD26. Sendo assim, também ndo se descarta a
possibilidade de o efeito do fosfato de sitagliptina sobre a migracédo celular na
linhagem SiHa ser independente desta proteina. Além disso, células HelLa
transfectadas com a sequéncia da DPPIV/CD26 n&o apresentaram diferenga
na adesdo celular, nem ao plastico, e nem a matrizes extracelulares (colageno
e fibronectina) em relacdo a células transfectadas com o vetor vazio (capitulo
4).

Entre as funcbes da DPPIV/CD26 também se destaca o seu papel como
a principal proteina responsavel por ancorar a ADA a superficie celular,
facilitando o metabolismo da adenosina a inosina (Dong et al., 1997). Em
determinados tipos de cancer é observada baixa expressdo de DPPIV/CD26,
com conseguente reducao na atividade da ADA (Lefort et al., 2011). Assim, a
adenosina acumula e atua favorecendo a angiogénese, estimulando a
motilidade e crescimento celular, suprimindo o sistema imunolégico e
facilitando a sobrevivéncia de tumores (Mujoomdar et al., 2004; Tan et al.,
2004). Além disso, foi descrito que a adenosina regula negativamente a
expressdo de DPPIV/CD26 em células de cancer colorretal, desta forma ocorre
uma reducdo na atividade intrinseca da DPPIV/CD26, na ligacdo a ADA e na
interacdo com proteinas da matriz extracelular, facilitando ainda mais os efeitos
da adenosina e de quimiocinas que acumulam no microambiente tumoral (Tan
et al., 2004).

Neste estudo demonstramos que células HeLa com expressao induzida
de DPPIV/CD26 apresentaram um aumento estatisticamente significativo na
expressao e atividade de ADA. Apesar de a expressao e atividade quase
duplicar nestas células, este efeito ndo deve ser considerado significante
biologicamente, pois a expressao e atividade desta proteina nesta linhagem
sdo praticamente indetectaveis, permanecendo em niveis muito baixos mesmo
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apos a expressao de DPPIV/CD26. Mas este achado indica uma correlacao
positiva entre a DPPIV/CD26 e ADA, corroborando os achados descritos em

células de cancer colorretal (Tan et al., 2004).

A DPPIV/CD26 é uma proteina multifuncional, que pode atuar como um
supressor tumoral ou como um marcador de agressividade, dependendo da
localizagdo do tumor, do tipo celular e do microambiente tumoral. Nossos
resultados indicam uma reducdo na expressao da DPPIV/CD26 durante a
progressao do cancer cervical, a qual parece estar relacionada a expressao da
oncoproteina E6 de HPV de alto risco, e a degradacéo de p53. Além disso, este
estudo apresenta evidéncias que apontam para o papel da DPPIV/CD26 como
um supressor tumoral no cancer cervical, levando a uma reducdo no
crescimento celular. Sendo assim, acreditamos que esta proteina possa vir a se

tornar um biomarcador e um possivel alvo terapéutico para o cancer cervical.

136



V. Conclusbes gerais







Os resultados apresentados nesta tese permitem as seguintes conclusées:

. Os estudos relacionando a DPPIV/CD26 com a carcinogénese sao
controversos, existindo aqueles que atribuem a DPPIV/CD26 um papel
de gene supressor tumoral, e por outro lado temos os que relacionam
esta proteina como um marcador de agressividade tumoral;
. As linhagens celulares de céncer cervical apresentam baixa atividade
enzimatica da DPPIV/CD26. Esta proteina esta ativa tanto na forma
ligada a membrana celular quanto na forma sollvel, presente no
sobrenadante celular;
. A expressdo génica e proteica da DPPIV/CD26 demonstrou ser mais
elevada nas linhagens HaCaT e SiHa, seguidas pela C33A, e na HelLa
esta expressao foi praticamente indetectavel;
. A migragdo celular na linhagem SiHa parece estar relacionada a
atividade da DPPIV/CD26, tendo em vista que na presenca de seu
inibidor (fosfato de sitagliptina) foi observado um aumento na
capacidade de migracao destas células;
. O fosfato de sitagliptina foi capaz de reduzir a adesédo celular em
linhagens SiHa e Hela, porém acreditamos que este efeito ocorra de
forma independente da DPPIV/CD26;

A reducdo da expressdo da DPPIV/CD26 durante a progressao do
cancer cervical parece estar associada a expressdo da oncoproteina E6
de HPV de alto risco, e a degradacao de p53;
. Foi possivel induzir a superexpressédo da DPPIV/CD26 em linhagem de
cancer cervical utilizando os plasmideos construidos;
. A DPPIV/CD26 parece atuar como um supressor tumoral na linhagem
HelLa, onde demonstramos que a inducédo da expressao desta proteina
encontra-se associada a uma reducéo na proliferacdo celular;
. Ainducdo da expressao de DPPIV/CD26 néo afetou os processos de

migracéo e adeséo celular na linhagem Hela,;

10. Verificamos uma correlacdo positiva entre a DPPIV/CD26 e a ADA.
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