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RESUMO 

O câncer cervical é uma neoplasia muito prevalente na população 

feminina e está associado à infecção pelo papilomavírus humano (HPV). As 

oncoproteínas E6 e E7 de HPV de alto risco são as principais responsáveis 

pelas alterações celulares que levam ao desenvolvimento deste tipo tumoral. A 

dipeptidil peptidase IV (DPPIV/CD26) é uma enzima que exerce importantes 

funções relacionadas à progressão tumoral. Diversos estudos demonstram 

alterações na expressão e atividade desta proteína em diferentes tipos de 

câncer. Tendo em vista a relação entre a DPPIV/CD26 e o câncer, e que ainda 

não existem estudos relacionando esta proteína ao câncer cervical, neste 

estudo inicialmente investigamos a expressão e atividade da DPPIV/CD26 em 

linhagens celulares de carcinoma cervical humano (SiHa, HeLa e C33A) e em 

queratinócitos imortalizados (HaCaT). Nossos resultados demonstram uma 

baixa expressão da DPPIV/CD26 nas linhagens celulares estudadas, sendo 

praticamente indetectável na linhagem HeLa. Foi verificada a atividade 

enzimática dipeptidilpeptidásica tanto ligada à membrana quanto solúvel em 

todas as linhagens. Na presença do inibidor de DPPIV/CD26 (fosfato de 

sitagliptina) observamos que a linhagem SiHa apresentou um aumento na 

migração celular, e assim sugerimos que ao menos em parte a migração nesta 

linhagem é regulada pela atividade enzimática da DPPIV/CD26. A fim de 

investigar a relação da expressão da DPPIV/CD26 com as oncoproteínas E6 e 

E7 do HPV, avaliamos sua expressão em queratinócitos normais e 

transduzidos com estas oncoproteínas. Verificamos que queratinócitos 

expressando E6 de HPV de alto risco apresentam uma redução na expressão 

da DPPIV/CD26, e esta regulação parece ser dependente da degradação da 

p53. Considerando que as linhagens celulares estudadas apresentam baixa 

expressão e atividade da DPPIV/CD26, para melhor compreender a 

importância da expressão desta proteína, nós induzimos a superexpressão da 

DPPIV/CD26 em linhagem de câncer cervical (HeLa) para posterior avaliação 

dos efeitos em diferentes mecanismos tumorais. Os resultados demonstram 

uma redução no crescimento de células expressando DPPIV/CD26, sendo este 

efeito independente da atividade enzimática. Além disso, foi demonstrado que 

a indução da expressão de DPPIV/CD26 não afeta os mecanismos de 

migração e adesão celular na linhagem HeLa. Sendo assim, acreditamos que o 

esclarecimento do papel da DPPIV/CD26 no contexto do câncer cervical 

possibilita que novas abordagens diagnósticas e terapêuticas sejam 

implementadas no futuro.  

Palavras-chave: DPPIV/CD26, câncer cervical, fosfato de sitagliptina, HPV, 

p53, progressão tumoral, biomarcador, alvo terapêutico, crescimento celular. 
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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 HeLa 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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I.1. Câncer cervical e HPV 

O câncer da cérvice uterina segue como uma das neoplasias que mais 

atinge as mulheres. O último levantamento realizado pelo Instituto Nacional do 

Câncer (INCA) mostrou que no Brasil o câncer cervical ocupa a terceira 

posição entre os tipos de câncer mais frequentes na população feminina, 

perdendo apenas para o câncer de mama e colorretal. Além disso, representa 

a quarta causa de morte de mulheres por câncer (INCA, 2016).  

As diferenças observadas nos índices de incidência e mortalidade por 

esta patologia em diferentes regiões se devem em grande parte à falta de 

acesso da população ao sistema de rastreamento e prevenção em regiões 

menos desenvolvidas. O exame preventivo Papanicolaou é capaz de identificar 

alterações celulares iniciais, que levam ao desencadeamento do câncer 

cervical. Se detectado precocemente, a chance de cura é elevada, visto que a 

sobrevida de pacientes com câncer cervical depende fortemente do estágio em 

que a doença se encontra ao diagnóstico (Hartmann et al., 2002).  

O desenvolvimento do câncer cervical está diretamente relacionado com 

a infecção pelo papilomavírus humano (HPV), um agente infeccioso transmitido 

principalmente por via sexual (Rama et al., 2008). Os genótipos de HPV são 

classificados de acordo com seu potencial oncogênico, onde os HPVs de alto 

risco, tais como os genótipos 16 e 18, são geralmente associados às 

neoplasias intraepiteliais e invasoras do colo uterino, sendo estes os mais 

frequentemente detectados. Já os HPVs de baixo risco oncogênico, como os 

genótipos 6 e 11, estão relacionados com a ocorrência de verrugas genitais 

(Clifford et al., 2003; Munoz et al., 2003). Vacinas contra o HPV foram 

aprovadas para uso em diversos países na tentativa de reduzir a infecção por 

este vírus 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 

proteínas estruturais do capsídeo viral, e os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 

codificam diferentes proteínas envolvidas na regulação e transcrição de genes 

virais, replicação do DNA viral e transformação celular (Ruttkay-Nedecky et al., 
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2013). Os oncogenes E6 e E7 são os responsáveis pelas propriedades 

transformantes dos HPVs de alto risco. Em lesões malignas, associadas à 

infecção persistente por HPV de alto risco, ocorre a integração do DNA viral ao 

genoma do hospedeiro. Durante este processo de integração acontece uma 

quebra no genoma viral, geralmente na região E2 do vírus, com perda das 

funções deste gene. Assim, E2 não exerce mais o controle e regulação 

negativa sobre E6 e E7 e ocorre um aumento da expressão destas 

oncoproteínas (Woodman et al., 2007) (Figura 1). As proteínas codificadas por 

estes genes inativam genes supressores tumorais que atuam regulando a 

apoptose e o ciclo celular (zur Hausen et al., 2002). 

Figura 1: Carcinogênese cervical pelo HPV. Após a infecção dos queratinócitos 
basais pelo HPV, os genes precoces do HPV E1, E2, E4, E5, E6 e E7 são expressos e 
o DNA viral replica na forma epissomal (núcleos roxos). L1 e L2 sintetizam o capsídeo 
viral e novas partículas virais são liberadas e a infecção pode reiniciar. Um número 
significativo de infecções por HPVs de alto risco progridem para lesões intra-epiteliais 
de alto grau (HSIL), que podem ser detectadas pelo exame de Papanicolau e 
efetivamente tratadas por excisão. A progressão de lesões não tratadas ao carcinoma 
invasor está associada com a integração do DNA do HPV ao genoma do hospedeiro 
(núcleos vermelhos), ocorre a quebra e perda de função de E2 e o aumento na 
expressão dos oncogenes E6 e E7. Adaptado de Woodman et al., 2007. Cópia 
autorizada por Nature Publishing Group (4138790935770). 
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A oncoproteína E6 atua promovendo a carcinogênese através de 

diferentes mecanismos como a degradação de p53 e ativação de telomerase. 

Sua ação mais bem descrita ocorre através de sua ligação à proteína 

associada, ubiquitina-ligase E6AP, e este complexo se liga à p53 promovendo 

sua degradação mediada por proteassomo (Howie et al., 2009; Ruttkay-

Nedecky et al., 2013) (Figura 2). O p53 é um gene supressor tumoral com 

importante ação na regulação da proliferação celular, com sua degradação 

induzida pela E6 ocorre a inibição da atividade pró-apoptótica e um 

crescimento celular descontrolado. 

A oncoproteína E7 se liga à proteína do retinoblastoma (pRb) e interage 

com outras proteínas que são importantes reguladoras do ciclo celular. 

Normalmente pRb se liga ao fator de transcrição E2F, bloqueando sua 

atividade. Quando E7 se liga à pRb ocorre a inativação desta proteína e a 

liberação de E2F que pode se ligar ao DNA induzindo a progressão do ciclo 

celular (Chellappan et al., 1992; Ruttkay-Nedecky et al., 2013) (Figura 2).  

 

Figura 2: Ação das oncoproteínas E6 e E7. A oncoproteína E6 se liga à p53 e induz 
sua degradação, e E7 se liga à pRb deixando o fator de transcrição E2F livre para agir 
induzindo a ativação do ciclo celular e proliferação celular. Adaptado de Janicek et al., 
2001. Cópia autorizada por John Wiley and Sons (4138850184312). 

 

Este é um dos principais mecanismos sugeridos para a indução da 

formação tumoral pelos HPVs de alto risco. Porém, apesar da infecção pelo 

HPV ser um fator essencial, ela não é suficiente para desencadear o processo 

de carcinogênese cervical (Schiffman et al., 2011; Pontillo et al., 2016).  
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I.2. Família dipeptidil peptidase IV  

 A família da dipeptidil peptidase IV (DPPIV) é composta por seis 

diferentes proteínas (Figura 3), sendo que quatro delas apresentam atividade 

enzimática (DPPIV/CD26, DPP8, DPP9 e FAP), com uma rara especificidade 

sobre substratos, clivando dipeptídeos da extremidade N-terminal após a 

presença de resíduos de prolina (Gorrell et al., 2005). As proteínas 

DPP6/DPPL1 e DPP10/DPPL2 constituem os membros desta família sem 

atividade enzimática e são expressas no tecido cerebral como moduladores de 

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

 

Figura 3: Localização celular das seis proteínas da família da DPPIV. 
DPPIV/CD26 (DPP4) e FAP são proteínas de membrana, que também apresentam 
formas solúveis (intra e extracelulares). DPP8 e DPP9 são proteínas intracelulares. 
DPP6/DPPL1 e DPP10/DPPL2 sofreram mutações no sítio catalítico e assim 
constituem os membros sem atividade enzimática desta família, são proteínas 
ancoradas à membrana. Adaptado de Hamson et al., 2014. Cópia autorizada por John 
Wiley and Sons (4163850262283).  

 Embora DPPIV/CD26, DPP8, DPP9 e FAP sejam proteínas 

estruturalmente conservadas e possuam atividades enzimáticas semelhantes, 

elas apresentam diferentes padrões de expressão, localização e funções 

distintas. FAP, diferente dos demais membros desta família, apresenta 

atividade de gelatinase e colagenase, relacionando-se com o remodelamento 

de tecidos. Esta proteína não é expressa em tecidos normais e tem sido 

descrita como uma proteína reguladora do crescimento tumoral e metástase. 

DPP8 e DPP9 são proteínas citoplasmáticas amplamente distribuídas, porém 

suas funções ainda não estão bem estabelecidas (Yu et al., 2010; Waumans et 

al., 2015). Recentemente foi descrito que a DPP9 está relacionada com a 
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tumorigênise, metástase e pior prognóstico em câncer de pulmão de não 

pequenas células (Tang et al., 2017). A DPPIV/CD26 é o membro mais 

estudado desta família, e apresenta diversas funções no metabolismo, 

endocrinologia, sistema imune e biologia tumoral (Yu et al., 2010).    

Devido à homologia estrutural e semelhanças na especificidade de 

substratos, recentemente outras proteínas tem sido relacionadas à família da 

DPPIV, são 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, até o momento não se tem relatos de 

substratos naturais para esta enzima (Mentlein et al., 1989; Waumans et al., 

2015). PRCP cliva peptídeos da extremidade C-terminal, é uma enzima 

lisossomal envolvida no sistema renina-angiotensina, clivando peptídeos 

vasoativos, e relacionada ao controle de peso por inativar neuromoduladores 

anorexígenos (Odya et al., 1978; Diano et al., 2011). PREP apresenta atividade 

de endopeptidase, localiza-se no citoplasma e é importante na quimiotaxia de 

neutrófilos, também desempenha suas funções via interação com outras 

proteínas e parece estar relacionada à memória (D’Agostino et al., 2013). 

 

I.3. Estrutura e funções da DPPIV/CD26 

A exoprotease DPPIV/CD26 é uma glicoproteína constituída pelos 

domínios extracelular, transmembrana e citoplasmático, 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 proteína também possui uma forma 

solúvel (sDPPIV/sCD26) enzimaticamente ativa em fluidos biológicos (Havre et 

al., 2008). A sDPPIV/sCD26 não possui a região transmembrana e os resíduos 

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

O domínio extracelular da DPPIV/CD26 apresenta atividade enzimática 

dipeptidilpeptidásica, sendo assim, capaz de clivar dipeptídeos N-terminais de 

polipeptídeos com prolina ou alanina na penúltima posição (Boonacker et al., 

2003; Havre et al., 2008). Muitos peptídeos regulatórios contêm esta 
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sequência, e já foi descrito que várias citocinas, quimiocinas e integrinas são 

clivadas por esta enzima (Cordero et al., 2009). Para que a atividade 

enzimática da DPPIV/CD26 seja preservada são importantes os resíduos que 

formam a tríade catalítica (Ser630, Asp708 e His740) e Tyr547 que estabiliza a 

forma intermediária 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 substituição do resíduo de serina da 

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

A DPPIV/CD26 também apresenta funções não enzimáticas, ancorando 

a adenosina deaminase (ADA) à membrana celular (Dong et al., 1997), 

facilitando a desaminação da adenosina no meio extracelular (Franco et al., 

1997). Além disso, a DPPIV/CD26 interage com proteínas da matriz 

extracelular, como colágeno e fibronectina (Cheng et al., 2003) e também atua 

em diferentes vias de sinalização (Havre et al., 2008). Uma unidade desta 

proteína é capaz de desempenhar todas estas diferentes funções (Figura 4). 

 

Figura 4: Diferentes domínios e funções da DPPIV/CD26. O esquema demonstra o 
sítio catalítico desta proteína responsável pela atividade enzimática da DPPIV/CD26, 
clivando diferentes peptídeos. Outro domínio é responsável pela ligação à ADA, e há 
também locais para a ligação de proteínas da matriz extracelular, como colágeno e 
fibronectina. A porção intracelular da DPPIV/CD26 é curta e pode sinalizar 
intracelularmente por acoplamento com outros componentes celulares. Adaptado de 
Blay et al., 2009. Cópia autorizada por Springer (4163851444759).  
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I.4. DPPIV/CD26 e câncer 

As diferentes funções da DPPIV/CD26 se relacionam com processos 

envolvidos na progressão tumoral. Tendo em vista a diversidade de substratos 

clivados pela DPPIV/CD26, esta regula diversos processos fisiológicos como 

migração, adesão, invasão, apoptose e imunomodulação (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 

carcinogênese. Via ativação do receptor CXCR4, SDF-1 atua promovendo 

metástases, e desempenha um papel importante na angiogênese, recrutando 

células endoteliais progenitoras da medula óssea, além de promover o 

crescimento tumoral e contribuir para vias de imunossupressão (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 degradação da 

adenosina no meio extracelular. Alguns tipos de câncer são acompanhados por 

uma baixa expressão da DPPIV/CD26, causando assim uma redução nas 

atividades da DPPIV/CD26 e da eADA. Esta redução por sua vez, leva a 

consequente diminuição na degradação local de SDF-1 e de adenosina. Foi 

demonstrado que o nucleosídeo adenosina promove angiogênese, estimula a 

motilidade e crescimento celular, suprime o sistema imunológico e facilita a 

sobrevivência de tumores (Mujoomdar et al., 2004; Tan et al., 2004; Antonioli et 

al., 2013).                   

Ainda, ao interagir com proteínas da matriz extracelular, como colágeno 

e fibronectina (Cheng et al., 2003), a DPPIV/CD26 se relaciona com processos 

de adesão, migração celular e metástase. Também participa de diferentes vias 

de sinalização através da associação com FAP, proteína tirosina fosfatase 

CD45 e com o receptor CXCR4 (Herrera et al., 2001; Thompson et al., 2007; 

Havre et al., 2008). Regula a expressão de diversas moléculas de adesão, 

proteínas relacionadas à transição epitelial-mesenquimal e invasão, como as 

metaloproteinases (Kajiyama et al., 2003; Pang et al., 2010). Tendo em vista 

estas funções, a DPPIV/CD26 pode controlar a transformação neoplásica 

regulando diversos processos biológicos como a diferenciação celular, adesão, 

imunomodulação e apoptose (Arscott et al., 2009). 
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Embora a relação entre a DPPIV/CD26 e a progressão tumoral já tenha 

sido amplamente estudada, a expressão desta enzima em diferentes tipos de 

tumores ainda é contraditória, apresentando níveis aumentados em alguns 

tumores e diminuídos em outros (Havre et al., 2008; Beckenkamp et al., 2016). 

Alguns estudos descrevem que a expressão da DPPIV/CD26 está associada 

com a malignidade tumoral, como descrito para neoplasias hematológicas 

(Sato et al., 2005; Havre et al., 2009), câncer colorretal (Pang et al., 2010), 

mesotelioma maligno (Okamoto et al., 2014), sarcoma de Ewing (Lu et al., 

2011), câncer de mama (Choi et al., 2015), carcinoma urotelial (Liang et al., 

2017) e de tireóide (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 câncer de ovário (Kajiyama et al., 2002; 

Kikkawa et al., 2003), próstata (Wesley et al., 2005), não-pequenas células de 

pulmão (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 será abordado em detalhes no artigo de Revisão que 

consta no Capítulo I desta tese (Beckenkamp et al., 2016). 

 

I.5. DPPIV/CD26 como marcador tumoral 

A presença de sDPPIV/sCD26 em fluidos biológicos está relacionada 

com a secreção ou extravasamento desta proteína por diferentes tipos 

celulares, especialmente pelos linfócitos T, porém ainda não se sabe se este 

processo é regulado ou não (Cordero et al., 2009). Em alguns tipos celulares 

foi demonstrado que a liberação da sDPPIV/sCD26 ocorre através da clivagem 

desta proteína da membrana celular por metaloproteinases (Rohrbom et al., 

2014). Recentemente, diversos estudos tem demonstrado que a forma solúvel 

da DPPIV/CD26 apresenta-se como um promissor biomarcador em diferentes 

neoplasias.  

Estudos demonstraram que pacientes com carcinoma colorretal 

apresentam elevados níveis desta enzima no soro quando comparados a 
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indivíduos saudáveis (de la Haba et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que 

pacientes com metástases apresentavam níveis ainda mais elevados de 

sDPPIV/sCD26. Assim, esta proteína tem seus níveis aumentados, de forma 

gradativa, acompanhando os estágios da doença, o que a caracteriza como um 

indicador de malignidade (Lam et al., 2014). A presença de células tumorais 

DPPIV/CD26+ circulantes também foi associada ao pior prognóstico e maiores 

taxas de recorrência em pacientes com câncer colorretal (Lieto et al., 2015).  

Já em melanoma foi demonstrado que a perda de expressão de 

DPPIV/CD26 é um evento importante para o desenvolvimento deste tipo de 

câncer. Pacientes com melanoma apresentam baixa expressão desta proteína 

e reduzida atividade enzimática no soro (Roesch et al., 2006; Matic et al., 

2012). Da mesma forma, pacientes com câncer de próstata metastático 

apresentam baixos níveis de atividade de sDPPIV/sCD26 quando comparados 

com pacientes com a doença localizada e indivíduos saudáveis (Nazarian et 

al., 2014). A sDPPIV/sCD26 também já foi proposta como um marcador auxiliar 

no diagnóstico e prognóstico de pacientes com câncer de pulmão (Blanco-

prieto et al., 2015), gástrico (Boccardi et al., 2015) e mesotelioma maligno 

(Fujimoto et al., 2014).  

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa demonstram uma 

redução na atividade enzimática da sDPPIV/sCD26 no plasma de pacientes 

com lesões de alto grau e câncer cervical, quando comparado com pacientes 

saudáveis (Borowicz et al., dados não publicados). Considerando que a 

determinação da atividade enzimática da DPPIV/CD26 no soro de pacientes e 

a avaliação de sua expressão 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 diagnóstico de diferentes tipos de câncer. 

 

I.6. DPPIV/CD26 como alvo terapêutico 

Considerando que a DPPIV/CD26 cliva e inativa diferentes peptídeos 

biológicos ela vem sendo explorada como um importante alvo terapêutico em 

diferentes patologias. Tendo em vista que entre os substratos da DPPIV/CD26 
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encontram-se o GLP-1 (glucagon-like peptide) e GIP (glucose-dependent 

insulinotropic peptide), atualmente inibidores de DPPIV/CD26 são amplamente 

utilizados no tratamento da diabetes mellitus tipo 2 (Baggio et al., 2007). Estas 

incretinas são liberadas pelo trato gastrointestinal em resposta à ingestão de 

alimentos e estimulam a secreção de insulina e a redução da liberação de 

glucagon. Desta forma, o uso de inibidores de DPPIV/CD26, conhecidos como 

gliptinas, constitui um importante alvo terapêutico para esta patologia, 

impedindo a degradação destes peptídeos pela DPPIV/CD26, permitindo que 

eles desempenhem suas funções controlando os níveis de glicose (Drucker et 

al., 2010). Os inibidores sitagliptina e alogliptina são altamente seletivos para a 

inibição da DPPIV/CD26, enquanto que vildagliptina, saxagliptina e linagliptina 

são menos seletivos, inibindo também DPP8, DPP9 e FAP (Deacon et al., 

2011).  

Tendo em vista a relação da DPPIV/CD26 com diferentes tipos de 

câncer, esta proteína vem sendo explorada como um possível alvo terapêutico 

para o tratamento desta doença. Estudos tem demonstrado que pacientes 

diabéticos com leucemia mielóide crônica que utilizam inibidores de 

DPPIV/CD26 apresentam maior sobrevida e redução nos níveis da 

oncoproteína BCR/ABL1 (Herrmann et al., 2014). Além disso, foi descrito que o 

uso de vildagliptina pode reduzir a ocorrência de metástases em um modelo in 

vivo de camundongos com câncer colorretal (Jang et al., 2015). Ainda foi 

demonstrado que a sitagliptina é capaz de reduzir a proliferação celular, a 

formação de colônias e a tumorigênese em modelos de câncer de mama (Choi 

et al., 2015). Recentemente um estudo com carcinoma de tireóide revelou que 

o tratamento com sitagliptina é capaz de reduzir a formação de colônias, a 

migração e invasão, 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 já foi 

demonstrado seus efeitos reduzindo o crescimento tumoral e aumentando a 

sobrevivência (Ho et al., 2001; Ohnuma et al., 2002; Inamoto et al., 2006 e 

2007; Angevin et al., 2017).  
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Considerando o papel da DPPIV/CD26 na progressão tumoral em 

diferentes tipos de câncer e a necessidade da busca por novos biomarcadores 

e alvos terapêuticos para o tratamento do câncer cervical, este estudo tem 

como objetivo geral estudar o envolvimento da proteína DPPIV/CD26 no 

desenvolvimento do câncer cervical. 

 
Assim, os seguintes objetivos específicos foram propostos: 

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

tumorais; 

 
2. Analisar a expressão da DPPIV/CD26 em cultura de células de carcinoma 

cervical (SiHa, HeLa e C33A), em comparação com linhagem de queratinócitos 

imortalizados (HaCaT);  

 
 3. Padronizar a técnica e determinar a atividade enzimática da DPPIV/CD26 

ligada à membrana e solúvel em culturas de células de carcinoma cervical e 

queratinócitos imortalizado; 

 
4. Investigar o efeito do inibidor de DPPIV/CD26 (fosfato de sitagliptina) sobre 

os mecanismos de migração e adesão celular, em culturas de células de 

carcinoma cervical; 

 
5. Avaliar a relação da DPPIV/CD26 com as oncoproteínas E6 e E7 do HPV; 

 
6. Desenvolver plasmídeos contendo a sequência da DPPIV/CD26, em sua 

forma íntegra (wt) e mutada (mut), que possibilitem a indução da expressão 

desta proteína em linhagens celulares de carcinoma cervical; 

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

(HeLa) e confirmar sua expressão e funcionalidade; 

 
8. Após transfecção gênica, investigar o papel da expressão e atividade da 

DPPIV/CD26 em diferentes mecanismos tumorais, como proliferação, migração 

e adesão celular. 
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III. 1. CAPÍTULO 1 - Aline Beckenkamp, Samuel Davies, Júlia Biz Willig, 

Andréia Buffon. DPPIV/CD26: a tumor suppressor or a marker of 

malignancy?  

 

 

 

O Capítulo 1 é constituído por artigo científico publicado, conforme 

referência abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo 

compreendido entre as páginas 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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III. 2. CAPÍTULO 2 - Aline Beckenkamp, Júlia Biz Willig, Danielle Bertodo 

Santana, Jéssica Nascimento, Juliano Domiraci Paccez, Luiz Fernando Zerbini, 

Alessandra Nejar Bruno, Diogo André Pilger, Márcia Rosângela Wink, Andréia 

Buffon. Differential Expression and Enzymatic Activity of DPPIV/CD26 

Affects Migration Ability of Cervical Carcinoma Cells.  

 

 

 

O Capítulo 2 é constituído por artigo científico publicado, conforme 

referência abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo 

compreendido entre as páginas 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. 
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III.3. CAPÍTULO 3 – Aline Beckenkamp, Bruna Prati, Silvya Stuchi Maria-

Engler, Diogo André Pilger, Enrique Boccardo, Andréia Buffon. HPV16 E6 

oncoprotein lead to DPPIV/CD26 downregulation in primary 

keratinocytes. 

 

O texto completo do capítulo 3, que no texto completo da tese defendida 

ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as páginas 80 – 98 foi 

suprimido por tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em 

periódico científico. Consta da avaliação da relação da expressão da proteína 

DPPIV/CD26 com as oncoproteínas E6 e E7 do HPV, utilizando-se 

queratinócitos transduzidos com estes oncogenes. Por PCR e citometria de 

fluxo foi possível observar uma redução na expressão de DPPIV/CD26 quando 

foi induzida a expressão de E6 de HPV de alto risco em queratinócitos. 
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III.4. CAPÍTULO 4 – Aline Beckenkamp, Júlia Biz Willig, Franciele Cristina 

Kipper, Guido Lenz, Andréia Buffon. DPPIV/CD26 overexpression inhibits 

cervical cancer cell growth. 

 

O texto completo do capítulo 4, que no texto completo da tese defendida 

ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as páginas 100 – 124 foi 

suprimido por tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em 

periódico científico. Consta da indução da expressão de DPPIV/CD26 em 

linhagem de câncer cervical e posterior avaliação dos efeitos desta proteína 

sobre diferentes mecanismos tumorais. Foi observada uma redução na 

proliferação de células expressando DPPIV/CD26, sugerindo que esta proteína 

pode atuar como um supressor tumoral no câncer cervical. 
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Apesar da existência de métodos de prevenção primária ao câncer 

cervical, através da vacinação contra a infecção pelo HPV, e prevenção 

secundária pelo exame de Papanicolaou, para detectar lesões pré-cancerosas 

da cérvice uterina, o câncer cervical ainda é uma importante patologia que 

acomete um elevado número de mulheres no mundo todo (El-zein et al., 2016). 

Então acreditamos que ainda se faz necessária a busca de novas técnicas que 

auxiliem no diagnóstico e tratamento desta doença. 

 A DPPIV/CD26 é uma proteína multifuncional que vem sendo 

amplamente estudada em diferentes tipos tumorais. O interesse no estudo 

desta proteína se deve às suas diferentes funções que se correlacionam com 

importantes processos biológicos implicados no câncer. Onde podemos 

destacar sua capacidade de clivar e modular a atividade de diferentes 

peptídeos biológicos (Cordero et al., 2009), sua ação como proteína 

responsável por ancorar a ADA à superfície celular facilitando a degradação da 

adenosina (Dong et al., 1997), sua ligação à proteínas da matriz extracelular 

(Cheng et al., 2003) e sua interação com diferentes vias regulando proteínas 

relacionadas à tumorigênese (Havre et al., 2008; Beckenkamp et al., 2016).  

Considerando que não existiam pesquisas relacionando o câncer de colo 

de útero com a DPPIV/CD26, nosso objetivo inicial foi determinar a expressão 

e atividade desta proteína em células de câncer cervical, em comparação com 

queratinócitos imortalizados. Para este estudo foram utilizadas linhagens de 

câncer cervical SiHa (contém cópias do HPV 16 incorporado ao seu genoma), 

HeLa (contém cópias do HPV 18 incorporado ao seu genoma) e C33A (não 

contém cópias do HPV), além disso como controle não tumoral foi utilizada a 

linhagem de queratinócitos imortalizados, HaCaT.  

Inicialmente avaliamos a atividade enzimática da DPPIV/CD26 em 

células aderentes utilizando o substrato artificial Gli-Pro-p-nitroanilida. 

Observamos a formação de p-nitroanilina in vitro para todas as linhagens 

estudadas, indicando que estas células apresentam atividade enzimática 

dipeptidilpeptidásica, a qual se mostrou linear dentro de um período de 

incubação de 2 horas. 
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Tendo em vista a existência de outras enzimas com atividade 

semelhante a da DPPIV/CD26, avaliamos se a atividade determinada era 

realmente atribuída à ação desta enzima, através do uso de inibidores e 

diferentes condições de reação. Sabe-se que FAP apresenta baixa afinidade 

pelo substrato Gli-Pro-p-nitroanilida. DPP8 e DPP9 são enzimas 

citoplasmáticas e não existem evidências 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 

enzimático N-Etilmaleimida (NEM), e para eliminar a ação da DPP2, que é ativa 

em pH ácido, utilizamos tampão TE com pH=8 (Yu et al., 2009). Ainda 

utilizamos o inibidor da DPPIV/CD26, fosfato de sitagliptina. Assim, 

padronizamos a determinação específica 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 37oC, parece haver uma ação 

conjunta da DPPIV/CD26 e DPP2. DPP8 e DPP9 não demonstraram atividade 

enzimática em células íntegras em monocamada. As células de câncer cervical 

demonstraram atividades enzimáticas inferiores à linhagem não tumoral 

(HaCaT). Mas em geral a atividade da DPPIV/CD26 nestas células pode ser 

considerada baixa.  

Considerando a existência da forma solúvel desta enzima, avaliamos a 

atividade enzimática no sobrenadante após 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 após um curto período de liberação desta enzima para o 

sobrenadante da cultura celular. A sDPPIV/sCD26 representa atualmente um 

promissor biomarcador para diferentes tipos de câncer (Cordero et al., 2011). 

Estudos preliminares do nosso grupo de pesquisa apontam para uma atividade 

reduzida da sDPPIV/sCD26 no plasma de pacientes com câncer cervical, 

quando comparado com indivíduos saudáveis (Borowicz et al., dados não 

publicados).  

A fim de avaliar o perfil de expressão da DPPIV/CD26 entre as 

diferentes linhagens celulares foram realizadas as técnicas de real time PCR e 

citometria de fluxo. Verificou-se uma baixa expressão de DPPIV/CD26 nas 
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linhagens celulares estudadas, sendo que entre estas, as linhagens HaCaT e 

SiHa apresentaram maior expressão de DPPIV/CD26, seguidas da C33A e na 

linhagem HeLa esta expressão foi praticamente indetectável, tanto à nível de 

RNAm quanto de proteína. Os níveis de expressão da DPPIV/CD26 se 

correlacionaram com a atividade enzimática observada nestas células.  

Sendo assim, nesse estudo caracterizamos pela primeira vez os níveis 

de expressão e atividade da DPPIV/CD26 em linhagens celulares de câncer 

cervical, em comparação a linhagem de queratinócitos imortalizados 

(Beckenkamp et al., 2015). Recentemente Liu e colaboradores demonstraram 

que a DPPIV/CD26 é expressa em baixos níveis e encontra-se hipermetilada 

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

Tendo em vista a baixa expressão de DPPIV/CD26 em linhagens 

celulares (Beckenkamp et al., 2016) e pacientes com câncer cervical (Liu et al., 

2016), e que a infecção pelo HPV é um fator determinante para o 

desenvolvimento deste tipo tumoral, nosso próximo objetivo foi avaliar se existe 

alguma relação entre a expressão de DPPIV/CD26 e a expressão das 

oncoproteínas E6 e E7 do HPV. 

O HPV é considerado como um agente etiológico do câncer cervical. 

Porém, sabe-se que a infecção pelo HPV é um fator necessário, mas não 

suficiente, para o desenvolvimento deste tipo de câncer (zur Hausen et al., 

2009). Os genótipos de HPV são classificados como de alto ou baixo risco, de 

acordo com seu potencial oncogênico. A infecção persistente por HPV de alto 

risco, com integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro, leva a uma 

superexpressão das oncoproteínas E6 e E7, as quais são as principais 

responsáveis pela transformação celular (McLaughlin-Drubin et al., 2009). 

A oncoproteína E6 leva à degradação e inativação do produto do gene 

supressor de tumor p53, via ligação à E6AP, inibindo a apoptose, e E7 inibe a 

proteína do retinoblastoma (pRb), a qual inibe a progressão do ciclo celular 

(Dyson et al., 1989; Werness et al., 1990). Desta forma, ocorre a inibição da 

atividade pró-apoptótica e a progressão do ciclo celular, e as células com DNA 

danificado podem replicar.  
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Nosso estudo demonstrou que queratinócitos expressando a 

oncoproteína E6 de HPV de alto risco apresentam uma expressão reduzida de 

DPPIV/CD26, à nível de RNAm e proteína, quando comparados com 

queratinócitos controle (transduzidos com o vetor vazio). Por outro lado, a 

expressão da oncoproteína E7 não apresentou efeito sobre os níveis de 

DPPIV/CD26.  

Apesar de todos os tipos de HPV possuírem genes E6 e E7 homólogos, 

estes não são idênticos. Assim, as proteínas virais E6 e E7 de HPVs de baixo 

risco possuem baixa afinidade de ligação à p53 e pRb, respectivamente. Desta 

forma E6 não é capaz de degradar p53, e E7 não induz a desestabilização de 

pRb (Gage et al., 1990; Werness et al., 1990; Munger et al., 2004). Os HPVs de 

baixo risco causam lesões benignas, como condilomas (verrugas), que afetam 

a região anogenital. 

Tendo em vista a relação observada entre a DPPIV/CD26 e a 

oncoproteína E6, e sabendo que esta atua principalmente via degradação de 

p53, investigamos o envolvimento desta via na regulação da expressão de 

DPPIV/CD26. Para isto utilizamos queratinócitos expressando as 

oncoproteínas de HPV de baixo risco, que como descrito acima, apresentam 

baixa afinidade de ligação à p53 e pRb (Guess e McCance 2005). E também 

utilizamos uma forma mutada de E6 de HPV de alto risco caracterizada pela 

deleção de cinco aminoácidos (Δ118-122) no segundo dedo de zinco. Esta 

alteração em uma região funcionalmente importante confere a perda da 

capacidade de ligação e degradação de p53 (Foster et al., 1994). 

Foi possível observar que queratinócitos transduzidos tanto com a 

oncoproteína E6 de HPV de baixo risco, quanto com a E6 mutada, não 

apresentaram alteração na expressão de DPPIV/CD26. Sendo assim, podemos 

inferir que a degradação da p53 pela E6 é um processo necessário para a 

regulação negativa da DPPIV/CD26 nestas células. Até o momento nenhum 

estudo havia descrito a relação entre a DPPIV/CD26 e p53. Neste trabalho 

pudemos observar uma correlação positiva entre estas duas proteínas 

relacionadas à carcinogênese.  
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Ainda avaliamos a expressão de DPPIV/CD26 em um modelo de cultura 

organotípica, onde a proliferação e diferenciação celular ocorrem de uma forma 

muito semelhante àquela que acontece no epitélio escamoso, constituindo uma 

ferramenta muito interessante para o estudo da carcinogênese. Observamos 

que culturas organotípicas de queratinócitos expressando as oncoproteínas 

E6E7 de HPV de alto risco apresentam reduzida expressão de DPPIV/CD26. 

Nestas culturas também foi possível observar alterações celulares como 

coilocitose, figuras de mitose e padrão alterado de diferenciação do epitélio, 

que são também características de neoplasias intraepiteliais cervicais 

observadas in vivo. 

Desta forma, estes resultados indicam que a oncoproteína E6 de HPV 

de alto risco regula negativamente a expressão de DPPIV/CD26, por uma via 

dependente da degradação de p53. Este achado pode explicar, ao menos em 

parte, a baixa expressão de DPPIV/CD26 encontrada em pacientes e células 

de câncer cervical, tendo em vista a importância da infecção pelo HPV e 

expressão de suas oncoproteínas para o desenvolvimento deste tipo tumoral.  

Apesar destes estudos demonstrarem a baixa expressão de 

DPPIV/CD26 no câncer cervical, até o momento o papel desta proteína ainda 

não foi investigado neste tipo de câncer. Sendo assim, nosso próximo objetivo 

foi induzir a expressão de DPPIV/CD26 em células de câncer cervical para 

posterior avaliação dos efeitos desta proteína. Para isto construímos 

plasmídeos contendo a sequência codificante da DPPIV/CD26, tanto em sua 

forma íntegra (wt) quanto na forma mutada (mut), induzida pela substituição do 

resíduo de serina na posição 630 por alanina. 

Para a construção do plasmídeo foi utilizado um vetor lentiviral 

apropriado para transdução gênica (pLR2). O pLR2 contém a sequência da 

proteína verde fluorescente (GFP) como gene repórter (Vargas et al., 2012). A 

inserção da sequência da DPPIV/CD26 ao pLR2 foi confirmada através da 

clivagem dos plasmídeos com enzimas de restrição e por sequenciamento de 

DNA. Neste último ensaio também foi possível confirmar a mutação S630A no 

plasmídeo pLR2CD26mut. 
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Células da linhagem HeLa, a qual apresentou níveis quase indetectáveis 

de DPPIV/CD26, foram transfectadas com os plasmídeos construídos. Após 

transfecção foi possível observar células GFP+, confirmando a eficiência do 

processo. O pico de expressão foi determinado e demonstrou ocorrer após 48 

horas do momento da transfecção. A expressão da DPPIV/CD26 à nível de 

RNAm foi confirmada por RT-PCR e sua expressão na superfície celular foi 

verificada por citometria de fluxo. Além disso, as células transfectadas com 

pLR2CD26wt apresentaram um aumento significativo na atividade enzimática 

desta proteína, o que não foi observado em células transfectadas com 

pLR2CD26mut, confirmando o efeito da mutação S630A da DPPIV/CD26. 

Sendo assim, confirmamos a funcionalidade dos plasmídeos construídos. 

A indução da expressão de DPPIV/CD26 de forma estável, realizada por 

transdução gênica empregando o uso de lentivírus não foi alcançada com êxito 

devido à baixa eficiência de transdução (provavelmente devido à dificuldade de 

empacotamento dos plasmídeos, tendo em vista seu tamanho de 10.496pb). 

Além disso, mesmo após a purificação das células transduzidas, por sorting, 

ainda foi observada uma população mista, contendo células GFP+ e GFP-. Ao 

longo da expansão destas células foi observada uma redução do percentual 

GFP+, o que pode ser devido à redução na proliferação celular causada pela 

DPPIV/CD26 (dados não mostrados). 

Inicialmente observamos que células HeLa transfectadas com a 

sequência da DPPIV/CD26 apresentavam um reduzido crescimento celular 

quando comparadas com células controle transfectadas com o vetor vazio 

(pLR2). Além da redução na contagem de células expressando DPPIV/CD26, 

observamos uma dificuldade na formação de novos clones e uma menor 

expressão do marcador de proliferação celular, Ki67, nestas células.  

Da mesma forma, um estudo utilizando células de carcinoma 

endometrial com expressão induzida de DPPIV/CD26 demonstrou uma 

redução na taxa de proliferação, acompanhada pela diminuição nos níveis de 

SDF-1, indicando a importância da atividade catalítica da DPPIV/CD26 no 

processo de proliferação celular (Mizokami et al., 2004). Porém, tendo em vista 

que nos nossos experimentos utilizando células expressando a forma mutada 
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da DPPIV/CD26 (S630A) desprovida de atividade serina protease também 

encontramos uma redução na proliferação celular, acreditamos que 

mecanismos não proteolíticos devem contribuir para este efeito da 

DPPIV/CD26. De acordo com este achado, em diferentes estudos a expressão 

da forma mutada da DPPIV/CD26 demonstrou resultados semelhantes aos 

encontrados quando a expressão de DPPIV/CD26 “wild-type” foi induzida 

(Wesley et al., 2004; Busek et al., 2012).  

Tendo em vista que estudos demonstram que a expressão da 

DPPIV/CD26 está relacionada com o processo de migração celular (Kajiyama 

et al., 2002; Wesley et al., 2005; Arscott et al., 2009; Busek et al., 2012), 

inicialmente avaliamos este parâmetro nas linhagens SiHa e HeLa, as quais 

apresentaram maior e menor expressão desta enzima, respectivamente, dentre 

as linhagens de câncer cervical estudadas (capítulo 2). Pelo ensaio de Wound-

healing pudemos observar um aumento significativo da migração celular na 

linhagem SiHa na presença do inibidor específico da DPPIV/CD26 (fosfato de 

sitagliptina). Estes dados nos permitiram inferir que a migração celular nesta 

linhagem é ao menos em parte influenciada pela atividade da DPPIV/CD26 

(Beckenkamp et al., 2015).  

A migração e invasão celular são facilitadas por quimiocinas, como o 

SDF-1, substrato que é clivado e inativado pela DPPIV/CD26. Um estudo com 

células de neuroblastoma demonstrou uma redução significativa no potencial 

de migração quando foi induzido um aumento na expressão da DPPIV/CD26. E 

este efeito foi revertido quando utilizado um inibidor desta enzima, indicando a 

relação da atividade enzimática 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 expressão 

induzida de DPPIV/CD26 apresentaram redução dos níveis de SDF-1 e na 

expressão do receptor CXCR4 (Arscott et al., 2009).  

Porém, avaliando a migração em células HeLa com expressão induzida 

de DPPIV/CD26 não encontramos modificações neste parâmetro celular em 

comparação com o controle transfectado com o vetor vazio (pLR2). Sendo 

assim, na linhagem HeLa a expressão da DPPIV/CD26 não parece estar 
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relacionada com a migração celular (capítulo 4). Porém, uma limitação deste 

ensaio foi a baixa taxa de migração observada em todas as células 

transfectadas durante o período avaliado. Além disso, observamos que esta 

linhagem celular não expressa SDF-1. Isto pode justificar o fato desta proteína 

não influenciar na migração celular, pois o substrato não está disponível no 

meio celular. Porém, apesar de células HeLa não expressarem SDF-1, elas 

apresentam elevada expressão gênica do receptor CXCR4, a qual não foi 

afetada pela indução na expressão de DPPIV/CD26. Um estudo demonstrou 

que a adição exógena de SDF-1 em células HeLa levou a um aumento na 

migração celular (Dillenburg-Pilla et al., 2015). Sendo assim, o ideal seria 

realizar o ensaio de migração celular na presença deste substrato, a fim de 

confirmar a importância da DPPIV/CD26 na migração celular.   

 A DPPIV/CD26 também está envolvida na transição epitelial-

mesenquimal, regulando a expressão de marcadores como E-caderina, N-

caderina, slug, twist e vimentina, além de metaloproteinases (MMPs), que se 

relacionam à invasão tumoral (Kajiyama et al., 2003; Pang et al., 2010; 

Beckenkamp et al., 2016). Ao avaliar a expressão gênica de marcadores de 

transição epitelial-mesenquimal, E-caderina e N-caderina, em células 

expressando DPPIV/CD26 não foi observada diferença significativa quando 

comparado com células não transfectadas e transfectadas com o vetor vazio. 

Além disso, destacamos que células HeLa apresentam uma expressão muito 

baixa de E-caderina e uma maior expressão de N-caderina, indicando 

características mesenquimais. Ainda avaliamos a expressão de MMP2 e 

MMP9, onde também não encontramos diferença significativa em relação à 

expressão de DPPIV/CD26. Notamos que células HeLa apresentam expressão 

de MMP2, porém não expressam MMP9. 

Foi demonstrado que um dos principais mecanismos pelo qual a 

DPPIV/CD26 regula o processo neoplásico está envolvido com sua modulação 

sobre a expressão de diversas proteínas relacionadas à adesão celular, como 

E-caderina, β-catenina, integrina β1, versican, periostina e CD44. Além disso, a 

DPPIV/CD26 interage com proteínas da matriz extracelular, como colágeno e 

fibronectina, apresentando relação com a adesão celular (Cheng et al., 2003). 
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Avaliando a adesão de células das linhagens SiHa e HeLa observamos 

uma diminuição significativa deste processo quando foram incubadas na 

presença do inibidor seletivo da DPPIV/CD26 (capítulo 2). Porém, como a 

linhagem HeLa apresenta baixa atividade e expressão desta proteína e 

também teve a adesão reduzida na presença do inibidor, estes achados 

sugerem que o fosfato de sitagliptina afeta a adesão por algum mecanismo 

independente da DPPIV/CD26. Sendo assim, também não se descarta a 

possibilidade de o efeito do fosfato de sitagliptina sobre a migração celular na 

linhagem SiHa ser independente desta proteína. Além disso, células HeLa 

transfectadas com a sequência da DPPIV/CD26 não apresentaram diferença 

na adesão celular, nem ao plástico, e nem à matrizes extracelulares (colágeno 

e fibronectina) em relação à células transfectadas com o vetor vazio (capítulo 

4).     

Entre as funções da DPPIV/CD26 também se destaca o seu papel como 

a principal proteína responsável por ancorar a ADA à superfície celular, 

facilitando o metabolismo da adenosina a inosina (Dong et al., 1997). Em 

determinados tipos de câncer é observada baixa expressão de DPPIV/CD26, 

com consequente redução na atividade da ADA (Lefort et al., 2011). Assim, a 

adenosina acumula e atua favorecendo a angiogênese, estimulando a 

motilidade e crescimento celular, suprimindo o sistema imunológico e 

facilitando a sobrevivência de tumores (Mujoomdar et al., 2004; Tan et al., 

2004). Além disso, foi descrito que a adenosina regula negativamente a 

expressão de DPPIV/CD26 em células de câncer colorretal, desta forma ocorre 

uma redução na atividade intrínseca da DPPIV/CD26, na ligação à ADA e na 

interação com proteínas 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 expressão induzida 

de DPPIV/CD26 apresentaram um aumento estatisticamente significativo na 

expressão e atividade de ADA. Apesar de a expressão e atividade quase 

duplicar nestas células, este efeito não deve ser considerado significante 

biológicamente, pois a expressão e atividade desta proteína nesta linhagem 

são praticamente indetectáveis, permanecendo em níveis muito baixos mesmo 
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após a expressão de DPPIV/CD26. Mas este achado indica uma correlação 

positiva entre a DPPIV/CD26 e ADA, corroborando os achados descritos em 

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

A DPPIV/CD26 é uma proteína multifuncional, que pode atuar como um 

supressor tumoral ou como um marcador de agressividade, dependendo da 

localização do tumor, do tipo celular e do microambiente tumoral. Nossos 

resultados indicam uma redução na expressão da DPPIV/CD26 durante a 

progressão do câncer cervical, a qual parece estar relacionada à expressão da 

oncoproteína E6 de HPV de alto risco, e à degradação de p53. Além disso, este 

estudo apresenta evidências que apontam para o papel da DPPIV/CD26 como 

um supressor tumoral no câncer cervical, levando a uma redução no 

crescimento celular. Sendo assim, acreditamos que esta proteína possa vir a se 

tornar um biomarcador e um possível alvo terapêutico para o câncer cervical.  
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Os resultados apresentados nesta tese permitem as seguintes conclusões: 

 

1. Os estudos relacionando a DPPIV/CD26 com a carcinogênese são 

controversos, existindo aqueles que atribuem à DPPIV/CD26 um papel 

de gene supressor tumoral, e por outro lado temos os que relacionam 

esta proteína como um marcador de agressividade tumoral; 

2. As linhagens celulares de câncer cervical apresentam baixa atividade 

enzimática da DPPIV/CD26. Esta proteína está ativa tanto na forma 

ligada à membrana celular quanto na forma solúvel, presente no 

sobrenadante celular; 

3. A expressão gênica e proteica da DPPIV/CD26 demonstrou ser mais 

elevada nas linhagens HaCaT e SiHa, seguidas pela C33A, e na HeLa 

esta expressão foi praticamente indetectável; 

4. A migração celular na linhagem SiHa parece estar relacionada à 

atividade da DPPIV/CD26, tendo em vista que na presença de seu 

inibidor (fosfato de sitagliptina) foi observado um aumento na 

capacidade de migração destas células; 

5. O fosfato de sitagliptina foi capaz de reduzir a adesão celular em 

linhagens SiHa e HeLa, porém acreditamos que este efeito ocorra de 

forma independente da DPPIV/CD26; 

6.  A redução da expressão da DPPIV/CD26 durante a progressão do 

câncer cervical parece estar associada à expressão da oncoproteína E6 

de HPV de alto risco, e à degradação de p53; 

7. Foi possível induzir a superexpressão da DPPIV/CD26 em linhagem de 

câncer cervical utilizando os plasmídeos construídos; 

8. A DPPIV/CD26 parece atuar como um supressor tumoral na linhagem 

HeLa, onde demonstramos que a indução da expressão desta proteína 

encontra-se associada à uma redução na proliferação celular; 

9. A indução da expressão de DPPIV/CD26 não afetou os processos de 

migração e adesão celular na linhagem HeLa; 

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