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RESUMO 

O câncer cervical é uma das neoplasias mais prevalentes, sendo a 

segunda mais frequente em mulheres no Brasil. A exoprotease dipeptidil-

peptidase IV (DPPIV), também conhecida como CD26, é uma enzima 

encontrada em uma diversidade de células, e sua atividade enzimática e 

interação com outras proteínas parecem ser fundamentais para o controle da 

transformação maligna e progressão tumoral. Esta enzima é encontrada 

ancorada na membrana celular e também como uma isoforma solúvel 

(DPPIV/sCD26), ativa em fluidos biológicos. Pesquisas demonstram que 

alterações em sua expressão e atividade têm sido observadas em diversos 

tumores. Tendo em vista a relação entre a DPPIV/CD26 e o câncer, neste 

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

celulares de câncer cervical (SiHa, HeLa and C33A) e de queratinócitos 

imortalizados (HaCaT). A atividade enzimática também foi monitorada na 

presença do inibidor específico da DPPIV/CD26, o fosfato de sitagliptina. 

Avaliamos também a relação desta enzima com os mecanismos de migração e 

adesão celular. Nossos resultados demonstram que todas as linhagens 

estudadas apresentam atividade enzimática DPPIV/CD26 ligada à membrana e 

solúvel, sendo superior nas linhagens SiHa e HaCaT. Confirmamos que esta 

atividade é atribuída à DPPIV/CD26 pela inibição da sua atividade enzimática 

na presença de fosfato de sitagliptina. Uma maior expressão do gene da 

DPPIV/CD26 foi observada nas linhagens HaCaT e SiHa, uma baixa expressão 

na C33A, sendo praticamente indetectável  na HeLa. Estes dados corroboram 

os resultados obtidos para a atividade enzimática. Foi observada uma maior 

capacidade migratória na linhagem HeLa, quando comparada a SiHa, porém 

na presença de fosfato de sitagliptina, a linhagem SiHa apresentou um 

aumento na migração. Além disso, na presença do inibidor, tanto a linhagem 

HeLa quanto a SiHa exibiram uma redução na adesão celular. Este estudo 

demonstra a presença da enzima DPPIV/CD26 em células de câncer cervical, 

revelando diferentes níveis de expressão, e sua relação com a migração e 

adesão celular. 

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

Progressão tumoral, Biomarcador. 
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ABSTRACT 

Cervical cancer is one of the most prevalent neoplasias, being the 

second most frequent in women in Brazil. The exoprotease dipeptidyl peptidase 

IV (DPPIV), also known as CD26, is an enzyme found in a variety of cells, and 

its enzymatic activity and interaction with other proteins appear to be essential 

for the control of malignant transformation and tumor progression. This enzyme 

is found anchored to the cell membrane and also as a soluble isoform 

(DPPIV/sCD26), active in biological fluids. Studies have shown changes in their 

expression and activity in several tumor types. Given the relationship between 

DPPIV/CD26 and cancer, in the present study, we investigated DPPIV/CD26 

activity and expression in cervical cancer cell lines (SiHa, HeLa and C33A) and 

immortalized keratinocytes (HaCaT). Enzymatic activity was also monitored in 

the presence of the specific DPPIV/CD26 inhibitor, sitagliptin phosphate. We 

also evaluated the relationship of this enzyme with cell migration and adhesion. 

Our results show that all cell lines studied exhibit DPPIV/CD26 enzymatic 

activity both membrane-bound and in soluble form, being higher in SiHa and 

HaCaT. We confirm that this activity is attributed to DPPIV/CD26 by its inhibition 

in the presence of sitagliptin phosphate. We observed a higher expression of 

DPPIV/CD26 in HaCaT and SiHa cell lines, a low expression in C33A and in 

HeLa cells this expression was almost undetectable. These data corroborate 

the results obtained for enzymatic activity. We observed a higher migratory 

capacity of HeLa, when compared to SiHa, but in the presence of sitagliptin 

phosphate, SiHa showed an increase in migration. Furthermore, in the 

presence of the inhibitor, SiHa and HeLa cells exhibited a reduction in cell 

adhesion. This study demonstrates the presence of DPPIV/CD26 in cervical 

cancer cells, revealing a differential expression and its relationship with cell 

migration and adhesion.  

 

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

progression, Biomarker. 
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I.1 Câncer cervical e HPV 

O câncer de colo de útero é uma das neoplasias que mais acomete 

mulheres em todo o mundo. No Brasil representa o segundo tumor mais 

frequente na população feminina, atrás apenas do câncer de mama, e a quarta 

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

As alterações celulares que levam ao desencadeamento deste tipo de 

câncer podem ser descobertas no exame preventivo, Papanicolaou. Se 

detectado precocemente, a chance de cura é elevada, visto que a 

sobrevivência ao câncer cervical depende fortemente do estágio em que a 

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

O câncer da cérvice uterina está diretamente relacionado com a infecção 

pelo papilomavírus humano (HPV), principalmente com os genótipos de alto 

risco (Rama et al., 2008) (Figura 1). O papilomavírus humano (HPV) é um 

agente infeccioso transmitido principalmente por via sexual e sua relação com 

o desenvolvimento do câncer cervical já é bem estabelecida (Liu et al., 2000). 

Os genótipos de HPV são classificados de acordo com seu potencial 

oncogênico em três grupos, de alto, baixo e indeterminado risco. Os HPVs de 

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

neoplasias intraepiteliais e invasoras do colo uterino, e estão relacionados ao 

surgimento de 95% dos carcinomas cervicais, sendo os mais frequentemente 

detectados (Roden et al., 2006).  

As propriedades transformantes dos HPVs de alto risco estão 

relacionadas aos oncogenes E6 e E7. Em lesões malignas associadas aos 

HPVs de alto risco, ocorre um rompimento do genoma viral, geralmente nas 

regiões E1 ou E2 do vírus, com perda das funções destes genes, e o DNA viral 

se integra ao cromossomo do hospedeiro. Com a perda de função de E2, não 

se tem mais a regulação negativa de E6 e E7, sendo assim, ocorre um 

aumento da expressão destas oncoproteínas (Duggan et al., 2002). As 

proteínas codificadas por estes genes inativam genes supressores tumorais 

que atuam em pontos-chave do ciclo celular (Tjalma et al., 2004). 
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A oncoproteína E6 leva à degradação e inativação do produto do gene 

supressor de tumor p53, inibindo a apoptose, permitindo que as células com 

DNA danificado repliquem, e não sofram auto-destruição, sendo este sugerido 

como um dos principais mecanismos pelo qual o HPV induz a formação 

tumoral (Rapp & Chen, 1998). A oncoproteína E7 se liga à proteína do 

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

al., 2005). Estudos clínicos demonstram que em lesões pré-cancerosas, as 

proteínas E6 e E7 são expressas em níveis muito mais elevados do que os 

encontrados em lesões benignas (Oliveira et al., 2013).  

 

Figura 1: Carcinogênese cervical pelo HPV. a Epitélio escamoso normal. Vacinas profiláticas 
induzem a produção de anticorpos L1 ou L2 específicos, que neutralizam o vírus. b Após a 
infecção dos queratinócitos basais pelo papilomavírus humano (HPV), os genes precoces 
(“early”) do HPV E1, E2, E5, E6 e E7 são expressos (núcleo vermelho) e o DNA viral é 
replicado. L1 e L2 sintetizam o capsídeo viral, novas partículas virais são liberadas e reinicia-se 
a infecção. c Uma fração significativa de infecções por HPVs de alto risco progridem para 
lesões intra-epiteliais de alto grau (HSILs), com um menor grau de diferenciação. HSILs podem 
ser detectadas pelo exame de Papanicolau e são efetivamente tratadas por excisão. d A 
progressão de lesões não tratadas ao carcinoma invasor ou microinvasor está associada com a 
integração do genoma do HPV ao cromossomo do hospedeiro, ocorre perda de E2 e aumento 
na expressão dos oncogenes E6 e E7. Estes tumores podem ser tratados com cirurgia, 
radioterapia ou quimioterapia apresentando sucesso limitado. Adaptado de Roden (2006). 
Cópia autorizada por Nature Reviews Cancer. 
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I.2 Dipeptidil peptidase IV/CD26  

A exoprotease dipeptidil peptidase IV (DPPIV), também conhecida como 

CD26, é uma glicoproteína transmembrana, expressa na forma dimérica em 

uma variedade de tipos celulares (Cordero et al., 2009). Esta proteína é 

composta pelos domínios extracelular, transmembrana e citoplasmático 

(Rasmussen et al., 2003; Havre et al., 2008) (Figura 2).  

 

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

O domínio extracelular desta proteína 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 

sequência, e várias citocinas, quimiocinas, integrinas e neuropeptídeos já 

demonstraram ser clivados por esta enzima (Cordero et al., 2009). A 

diversidade de substratos clivados pela DPPIV/CD26 amplia a sua ação no 

organismo, atuando em diversos processos fisiológicos como migração, 

adesão, invasão, apoptose e imunomodulação (Havre et al., 2008).  

 Esta enzima é encontrada principalmente ancorada na membrana das 

células, embora também possua uma forma solúvel (sCD26), uma isoforma 

enzimaticamente ativa em fluidos biológicos (Havre et al., 2008). A sCD26 não 

possui a região transmembrana e os resíduos citoplasmáticos, e é expressa 

também na forma dimérica (Lambeir et al., 2001). Sua presença está 

relacionada com o extravasamento ou secreção da sCD26 por diferentes tipos 
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de células, especialmente pelos linfócitos T, porém ainda não se sabe se este 

processo é regulado ou não (Cordero et al., 2009).  

A DPPIV/CD26 também apresenta funções não enzimáticas, atuando 

como a principal proteína de ligação para a enzima adenosina deaminase 

(ADA) (Dong et al., 1997). Este complexo DPPIV/CD26-ADA permite que a 

ADA se localize na membrana (eADA), facilitando a hidrólise de adenosina no 

meio extracelular (Franco et al., 1997). Tem sido descrito que este nucleosídeo 

promove a angiogênese, estimula a motilidade celular e o crescimento de 

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

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

extracelular, como a fibronectina e colágeno (Cheng et al., 2003), relacionando-

se desta forma com processos de adesão, migração celular e metástase. 

Também participa de diferentes vias de sinalização através da associação com 

a proteína de ativação de fibroblastos alfa (FAP-α), a proteína tirosina fosfatase 

CD45, M6P/IGFIIR e o receptor de quimiocina CXCR4 (Herrera et al., 2001; 

Thompson et al., 2007; Havre et al., 2008) (Figura 3). 

 

Figura 3: Representação esquemática das moléculas associadas à DPPIV/CD26: Receptor de 
adenosina A1a (A1aR) e seu ligante, a adenosina; adenosina deaminase (ADA), responsável 
pela desaminação da adenosina; CD45, que se liga ao domínio citoplasmático da 
DPPIV/CD26; M6P/IGFIIR, que também se liga à DPPIV/CD26, esta interação é crítica para a 
ativação e migração de células T mediada pela DPPIV/CD26; SDF-1α ou CXCL12, substrato 
da DPPIV/CD26, que é inativado por esta enzima; e o receptor de SDF-1α, CXCR4. Adaptado 
de Boonacker (2003). Cópia autorizada por European Journal of Cell Biology 
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Tendo em vista estas funções, a DPPIV/CD26 regula diversos processos 

biológicos tais como a diferenciação celular, adesão, imunomodulação e 

apoptose, ou seja, funções que controlam a transformação neoplásica (Arscott 

et al., 2009). 

 

I.3 DPPIV/CD26 e câncer  

Embora vários estudos avaliem a relação entre a DPPIV/CD26 e a 

progressão tumoral, a expressão desta enzima em diferentes tipos de tumores 

ainda é contraditória, com os seus níveis, tanto na superfície das células 

quanto em fluidos biológicos, aumentados em alguns tumores, e diminuídos em 

outros (Havre et al., 2008).  

Alguns estudos demonstram que a expressão da DPPIV/CD26 está 

associada a um comportamento mais maligno dos tumores. Entre estes, se 

encontram neoplasias de células T (Sato et al., 2005) e câncer de tireóide (Hirai 

et al., 1999). Também foi descrita recentemente como um marcador de uma 

subpopulação celular responsável pela disseminação metastática em câncer 

colorretal (Pang et al., 2010). Por outro lado, diversos estudos apontam que a 

DPPIV/CD26 atua como um supressor tumoral, como demonstrado em câncer 

de ovário (Kajiyama et al., 2002), próstata (Wesley et al., 2005), não-pequenas 

células de pulmão (Wesley et al., 2004), melanoma (Wesley et al., 1999), e 

neuroblastoma (Arscott et al., 2009).          

A diminuição da expressão da DPPIV/CD26, observada em diferentes 

tipos de câncer (Kikkawa et al., 2005; Wesley et al., 2005; Arscott et al., 2009), 

está associada a uma diminuição da atividade intrínseca da DPPIV, vinculada a 

uma redução na atividade da eADA. Desta forma, ocorre a consequente 

diminuição na degradação de adenosina pela eADA, e do fator derivado de 

células estromais, o CXCL12, pela DPPIV/CD26. O aumento da adenosina 

extracelular facilita a angiogênese, motilidade, proliferação celular e supressão 

do sistema imune (Mujoomdar et al., 2004; Tan et al., 2004), enquanto que o 

CXCL12, através da ativação de seu receptor CXCR4, atua promovendo 

metástases (Ding et al., 2009). Sendo assim, a baixa expressão da proteína 



24 
 

DPPIV/CD26 colabora com as ações do CXCL12 e da adenosina, facilitando a 

progressão tumoral. 

Estudos têm demonstrado que quando se induz a expressão de 

DPPIV/CD26 em células que expressam baixos níveis desta proteína, o 

fenótipo maligno do tumor pode ser revertido (Wesley et al., 2004; Kajiyama et 

al., 2006; Arscott et al., 2009), sendo assim, um aumento na expressão desta 

proteína pode facilitar o controle de metástase, invasão e crescimento de 

células cancerosas. Além disso, alguns estudos demonstram que esta inibição 

da progressão tumoral é mediada independente da atividade enzimática da 

DPPIV/CD26 (Busek et al., 2012), estes achados sugerem que além da 

inativação de peptídeos biologicamente ativos, mecanismos não proteolíticos 

devem contribuir para o efeito supressor tumoral da DPPIV/CD26.   

Considerando esta relação entre a expressão da DPPIV/CD26 com a 

agressividade tumoral, estudos atuais tem demonstrado que a forma solúvel da 

DPPIV/CD26 apresenta-se hoje como um promissor biomarcador de diversas 

neoplasias (Javidroozi et al., 2012; Matic et al., 2012). Estudos em carcinoma 

colorretal humano demonstraram uma diminuição significativa dos níveis desta 

enzima em soro de pacientes, de forma gradativa, acompanhando os estágios 

da doença, caracterizando-a como indicador de malignidade (Cordero et al., 

2011). 
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Tendo em vista a relação da DPPIV/CD26 com o câncer, este projeto 

teve como objetivo geral, investigar a atividade e expressão da DPPIV/CD26, 

bem como, a relação desta com processos neoplásicos, como a migração e 

adesão celular, em linhagens celulares de carcinoma cervical humano. 

 

Assim, os seguintes objetivos específicos foram propostos: 

 

1. Analisar a expressão da DPPIV/CD26, por meio da técnica de RT-PCR e 

real-time PCR, em cultura de células de carcinoma cervical (SiHa, HeLa e 

C33A), em comparação com linhagem de queratinócitos imortalizados 

(HaCaT).  

 

 2. Avaliar a atividade enzimática da DPPIV/CD26 ligada à membrana e solúvel 

em culturas de células de carcinoma cervical (SiHa, HeLa e C33A), e 

queratinócitos imortalizados (HaCaT).  

 

3. Avaliar a inibição da atividade enzimática da DPPIV/CD26, utilizando-se o 

inibidor específico desta enzima, o fosfato de sitagliptina, em culturas de 

células de carcinoma cervical (SiHa, HeLa e C33A), e queratinócitos 

imortalizados (HaCaT).  

 

4. Investigar a relação da atividade enzimática da DPPIV/CD26 com os 

mecanismos de migração e adesão celular, utilizando-se fosfato de sitagliptina, 

em culturas de células de carcinoma cervical. 
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A dipeptidil-peptidase IV (DPPIV/CD26) é uma enzima com capacidade 

de clivar e inativar peptídeos bioativos e quimiocinas, além de interagir com 

proteínas da matriz extracelular. Desta forma a DPPIV/CD26 atua regulando a 

proliferação, migração e adesão celular, demonstrando um importante papel na 

progressão tumoral. Esta enzima é encontrada ancorada na membrana celular 

e também como uma isoforma solúvel (DPPIV/sCD26), ativa em fluidos 

biológicos.  

Neste estudo avaliamos a atividade enzimática e expressão da 

DPPIV/CD26 em células de câncer cervical (SiHa, HeLa e C33A) e 

queratinócitos imortalizados (HaCaT). A atividade enzimática também foi 

monitorada na presença do inibidor específico da DPPIV/CD26, o fosfato de 

sitagliptina. A relação desta enzima com os processos de migração e adesão 

celular também foi avaliada. 

Nossos resultados demonstram que todas as linhagens estudadas 

apresentam atividade enzimática DPPIV/CD26 ligada à membrana e solúvel, 

sendo superior nas linhagens SiHa e HaCaT. Confirmamos que esta atividade 

é atribuída à ação da DPPIV/CD26 pela inibição da sua atividade enzimática na 

presença de fosfato de sitagliptina. Observamos uma maior expressão genica 

da DPPIV/CD26 nas linhagens HaCaT e SiHa, uma baixa expressão na C33A, 

sendo praticamente indetectável na HeLa. Foi observada uma maior 

capacidade migratória na linhagem HeLa, quando comparada a SiHa. Porém, 

na presença de fosfato de sitagliptina, a linhagem SiHa apresentou um 

aumento significativo na migração. Além disso, na presença do inibidor, tanto a 

linhagem HeLa quanto a SiHa exibiram uma redução na adesão celular.  

Este estudo demonstra pela primeira vez a presença da enzima 

DPPIV/CD26 em células de câncer cervical, revelando diferentes níveis de 

expressão, e sua relação com a migração e adesão celular. 

Tendo em vista que este trabalho foi submetido à publicação em um 

periódico da área, o capítulo 1 desta dissertação (página 32 a 68) foi excluído. 
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O câncer cervical é uma importante patologia que acomete um elevado 

número de mulheres no mundo todo. A principal alteração que leva a este tipo 

de câncer é a infecção pelo papilomavírus humano, o HPV, com alguns 

subtipos de alto risco (Rama et al., 2008). Porém, sabe-se que o HPV é um 

fator necessário, ainda que não suficiente, para o desenvolvimento do câncer 

de colo do útero. Para a gênese de um processo neoplásico, são necessárias 

alterações em processos como proliferação, diferenciação celular, apoptose e 

capacidade de controle do micro ambiente. Desta forma, o estudo de 

mecanismos que facilitam a progressão tumoral se faz uma ferramenta 

importante para conhecer o comportamento das células tumorais.  

A introdução do exame Papanicolaou resultou em uma significativa 

redução no índice de mortalidade por esta patologia (Schiffman et al., 2011), e 

acredita-se que a imunização contra o HPV deve reduzir ainda mais este índice 

(Roden et al.,2006). Porém, ainda assim, se faz necessária a busca de novas 

técnicas que auxiliem no diagnóstico e tratamento desta doença. 

  Proteases têm sido descritas como reguladoras na sinalização de 

fatores de crescimento e quimiocinas, promovendo ou inibindo metástases e o 

crescimento de tumores (Arscott et al., 2009). A DPPIV/CD26 é uma proteína 

desta classe que tem a capacidade de clivar e modular a atividade de 

diferentes peptídeos regulatórios (Cordero et al., 2009). Sendo assim, a 

DPPIV/CD26 atua em diversos processos fisiológicos como migração, adesão, 

invasão, e imunomodulação. Considerando esta capacidade de regular a 

atividade de biopeptídeos, a DPPIV/CD26 pode atuar como um supressor ou 

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

Dentre os substratos da DPPIV/CD26 encontra-se o fator derivado de 

células estromais (CXCL12 ou SDF-1), uma quimiocina que desempenha 

diversos papéis na gênese tumoral, via ativação do receptor CXCR4. Tem sido 

demonstrado que o CXCL12 promove o crescimento tumoral, facilita a 

angiogênese e metástase e contribui para vias de imunossupressão (Kryezek 

et al., 2007) (Figura 4).  
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Figura 4: Múltiplas ações implicadas na biologia tumoral mediada pelo CXCL12. 1) CXCL12 
promove o crescimento tumoral. 2) CXCL12 aumenta neovascularização do tumor. 3) CXCL12 
cria um ambiente imunossupressor. 4) CXCL12 promove a migração tumoral, adesão e 
invasão. Adaptado de Kryczek (2007). Cópia autorizada por American Journal of Physiology - 
Cell Physiology. 

Estudos em câncer de próstata demonstram que o CXCL12 e seu 

receptor são determinantes para o processo metastático neste tipo de tumor 

(Sun et al., 2008). Outros trabalhos revelaram que quando a expressão do 

receptor CXCR4 é diminuída, ou quando este é inibido, os processos de 

migração, invasão e metástase são suprimidos (Ramsey et al., 2013; Wang et 

al., 2013). 

A diminuição da expressão da DPPIV/CD26 observada em linhagens 

celulares de neuroblastoma é acompanhada por uma diminuição na atividade 

da DPPIV e da eADA, isto gera um aumento de adenosina e de CXCL12 

extracelular que irão facilitar a progressão tumoral (Arscott et al., 2009). Neste 

mesmo estudo, foi demonstrado que quando a DPPIV/CD26 é introduzida em 

células que expressam baixos níveis desta proteína, o fenótipo maligno pode 

ser revertido (Arscott et al., 2009). Portanto assume-se que o aumento da 

expressão desta proteína pode facilitar o controle de metástase, invasão e 

crescimento de células cancerosas. 

Estudos descrevem que a diminuída expressão da DPPIV/CD26 está 

associada com a produção aumentada do fator de crescimento de fibroblastos 

básico (bFGF) em células cancerosas metastáticas da próstata. Este potente 
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mitógeno facilita a progressão do câncer de próstata, levando a metástase. 

Quando foi induzido um aumento na expressão da DPPIV/CD26 observou-se 

uma redução dos níveis de bFGF, e consequentemente uma inibição da 

migração e invasão celular, indução de apoptose e parada do ciclo celular 

(Wesley et al., 2005). Outros achados para o câncer de próstata indicam que a 

degradação de CXCL12 pela DPPIV/CD26 pode também estar envolvida na 

cascata metastática, sugerindo que a inibição da DPPIV/CD26 pode ser um 

gatilho para que ocorra metástase (Sun et al., 2008).  

 A DPPIV/CD26 é uma proteína multifuncional, que além de apresentar 

atividade de peptidase também participa de diferentes vias de sinalização 

(Herrera et al., 2001; Thompson et al., 2007; Havre et al., 2008), e se liga a 

proteínas da matriz extracelular como a fibronectina e o colágeno (Cheng et al., 

2003). Tem sido descrito um modelo experimental de DPPIV/CD26 mutante, 

desprovida de atividade serina protease (Steeg et al., 1995). Em diferentes 

modelos experimentais, a superexpressão da forma mutada da DPPIV/CD26 

demonstrou resultados semelhantes aos encontrados quando DPPIV/CD26 

normal foi super expressa (Wesley et al., 1999 e 2004; Pethiyagoda et al., 

2000; Busek et al., 2012). Estes achados sugerem que além da inativação de 

peptídeos biologicamente ativos, mecanismos não proteolíticos devem 

contribuir para o efeito supressor tumoral da DPPIV/CD26.   

Embora a relação da DPPIV/CD26 com o câncer já tenha sido bastante 

estudada, até o momento não existem pesquisas relacionando o câncer de colo 

de útero com esta proteína. Sendo assim, neste trabalho nós avaliamos pela 

primeira vez a expressão e atividade da DPPIV/CD26 em células de câncer 

cervical, em comparação a queratinócitos imortalizados, e investigamos a 

relação desta proteína com a migração e adesão celular. 

No capítulo 1 desta dissertação foram utilizadas as linhagens de câncer 

cervical (ATCC) SiHa, que contém cópias do vírus HPV 16 incorporado ao seu 

genoma, HeLa, que contém cópias do vírus HPV 18 incorporado ao seu 

genoma e C33A que não contém cópias do HPV, além disso como controle não 

tumoral foi utilizada a linhagem de queratinócito imortalizados, HaCaT (ATCC). 

Visando avaliar a atividade enzimática da DPPIV/CD26, primeiramente as 
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células aderentes foram incubadas na presença do substrato Gli-Pro-p-

nitroanilida. Observamos a formação de p-nitroanilina in vitro, para todas as 

linhagens estudadas, em diferentes níveis, indicando que estas células 

apresentam atividade enzimática dipeptidilpeptidásica. Esta atividade se 

mostrou linear dentro de um período de incubação de 2 horas. 

Considerando a existência da isoforma solúvel desta enzima, 

analisamos a atividade enzimática também no sobrenadante após 1 hora de 

contato com as células aderentes. Para todas as linhagens foi observada 

atividade dipeptidilpeptidásica no sobrenadante, e esta novamente foi linear até 

2h de incubação. Nossos resultados demonstraram uma importante atividade 

da sCD26 após um curto período de liberação desta enzima para o 

sobrenadante da cultura celular, indicando a significativa presença desta forma 

solúvel nestas linhagens. A sCD26 representa atualmente um promissor 

biomarcador para diferentes tipos de câncer (Cordero et al., 2011), e pode vir a 

ser estudada no soro ou secreção vaginal de pacientes com câncer de colo de 

útero. 

Tendo em vista a existência de outras enzimas com atividade 

semelhante a da DPPIV/CD26, e a fim de confirmar se a atividade determinada 

é devida à ação da DPPIV/CD26, realizamos a determinação da atividade 

enzimática na presença de seu inibidor específico, o fosfato de sitagliptina. 

Observamos uma inibição significativa da formação de p-nitroanilina in vitro 

para todas as linhagens, tanto nas células aderentes quanto no sobrenadante, 

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

Dentre as linhagens analisadas as linhagens HaCaT e SiHa 

apresentaram atividades superiores às encontradas para as linhagens HeLa e 

C33A. Além disso, a linhagem HaCaT foi a mais sensível ao efeito inibitório do 

fosfato de sitagliptina. Em geral, a atividade da DPPIV/CD26 nestas células 

pode ser considerada baixa, e quando as atividades enzimáticas nas células de 

câncer cervical são comparadas à linhagem não tumoral (HaCaT), estas 

parecem estar ainda mais diminuídas. Outros estudos já demonstraram 

diminuições na atividade enzimática da DPPIV/CD26 nesta mesma ordem, 

como para linhagens de neuroblastoma (com atividade específica variando 
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entre 30-50 nmoles/min/mg de proteína) (Arscott et al., 2009), melanoma (10-

30 nmoles/min/mg de proteína) (Wesley et al., 1999), e câncer renal (3-12 

nmoles/min/mg de proteína, variando neste intervalo de acordo com o tipo 

histológico) (Varona et al., 2010). 

Visando avaliar o perfil de expressão da DPPIV/CD26 entre as diferentes 

linhagens celulares de câncer cervical, SiHa (HPV16+), HeLa (HPV18+), C33A 

(sem cópias do HPV) e na linhagem de queratinócitos imortlizados HaCaT 

(controle não tumoral), foram realizadas as técnicas de RT-PCR e real time 

PCR. Verificou-se que a expressão do RNAm varia entre as linhagens 

celulares, sendo que as linhagens HaCaT e SiHa apresentaram maior 

expressão de DPPIV/CD26, C33A apresentou baixos níveis de expressão e na 

linhagem HeLa esta expressão foi praticamente indetectável. Os níveis de 

expressão da DPPIV/CD26 se correlacionaram com a atividade enzimática 

observada nestas células. Acreditamos que esta variação nos níveis de 

expressão entre as linhagens de câncer cervical pode ser devida a diferente 

origem celular e expressão de HPV. Estudos ainda serão conduzidos a fim de 

determinar se existe alguma relação entre o HPV 18 e uma menor expressão 

de DPPIV/CD26. 

Considerando que estudos demonstram alterações na migração e 

adesão celular quando induzida a expressão da DDPIV/CD26 em linhagens 

tumorais (Kikkawa et al., 2005), avaliamos estes parâmetros nas linhagens 

SiHa e HeLa, as quais apresentaram maior e menor expressão desta enzima, 

respectivamente, dentre as linhagens de câncer cervical estudadas. Pelo 

ensaio de Wound-healing pudemos observar uma maior capacidade migratória 

para a linhagem HeLa, em relação a linhagem SiHa, podendo este fato estar 

relacionado a baixa expressão e atividade desta enzima na HeLa. A fim de 

estabelecer uma relação mais clara entre a DPPIV/CD26 e a migração celular 

nestas células, realizamos este experimento na presença do inibidor específico 

da DPPIV/CD26, e observamos um aumento significativo da migração celular 

na linhagem SiHa, indicando que a atividade de ectopeptidase desta enzima 

deve estar relacionada a este processo, enquanto que para a linhagem HeLa, 

que apresentou baixa expressão e atividade desta enzima, observamos um  

aumento na migração que não se demonstrou significativo após a inibição da 
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atividade enzimática. Estes dados nos permitem inferir que a migração celular 

nestas linhagens é, ao menos em parte, influenciada pela atividade da 

DPPIV/CD26.  

Sabe-se que a migração e invasão celular são facilitadas por 

quimiocinas, como o CXCL12, que é clivado pela DPPIV/CD26. Em um estudo 

com células de neuroblastoma, observou-se uma diminuição significativa no 

potencial de migração quando foi induzido um aumento na expressão da 

DPPIV/CD26, porém 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), este dado corrobora os resultados 

encontrados no nosso estudo.  

Tendo em vista a ligação da DPPIV/CD26 às proteínas da matriz 

extracelular, como a fibronectina e o colágeno, esta enzima apresenta também 

relação com a adesão celular. Nossos resultados para os ensaios de adesão 

celular demonstraram uma diminuição significativa na adesão quando as 

linhagens de câncer cervical foram incubadas na presença do inibidor seletivo 

da DPPIV/CD26. Estes achados sugerem que além da interação com as 

proteínas da matriz extracelular, a atividade enzimática da DPPIV/CD26 

também parece estar relacionada ao processo de adesão celular. 

Dados da literatura reportam que a introdução de DPPIV/CD26 em 

linhagens celulares de carcinoma de ovário provoca um aumento na adesão 

celular e uma redução significativa na migração e no potencial invasivo (Figura 

5). Este grupo observou que a expressão de moléculas de adesão como E-

caderina e E-catenina são positivamente correlacionadas com a expressão da 

DPPIV/CD26 e, além disso, a superexpressão da DPPIV/CD26 induz a 

expressão de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) e reduz a 

expressão de metaloproteinase 2, um importante marcador associado ao 

potencial invasivo e metastático (Kajiyama et al., 2003; Kikkawa et al., 2005). 

Sendo assim, estudos demonstram que a inibição da progressão tumoral 

também pode ser mediada independente da atividade enzimática da 

DPPIV/CD26 (Busek et al., 2012). 
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Figura 5: Possível mecanismo da DPPIV/CD26 em células de carcinoma altamente maligno. 
Adaptado de Kikkawa (2005). Cópia autorizada por Biochimica et Biophysica Acta (BBA). 

 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. Observamos que a 

migração e adesão celular das linhagens SiHa e HeLa foram afetadas pelo 

inibidor específico da DPPIV/CD26, indicando que a atividade enzimática da 

DPPIV/CD26 está relacionada a estes processos nas linhagens de câncer 

cervical estudadas. Porém, mais estudos são necessários para esclarecer os 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. Conclusões gerais 
___________________________________________  



80 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 
 

Os resultados apresentados nesta dissertação permitem as seguintes 

conclusões: 

1. As células de câncer cervical apresentam atividade enzimática da 

DPPIV/CD26 tanto na forma ligada à membrana como na forma solúvel, 

o que foi confirmado por meio da inibição da atividade enzimática com 

fosfato de sitagliptina; 

2. Tanto nas células aderentes quanto no sobrenadante, as atividades de 

hidrólise foram mais elevadas nas linhagens HaCaT e SiHa, em 

comparação com as linhagens HeLa e C33A; 

3. A expressão da DPPIV/CD26 foi mais elevada nas células HaCaT e 

SiHa, enquanto que na linhagem HeLa o RNAm para DPPIV/CD26 foi 

praticamente indetectável; 

4. O ensaio de migração revelou uma maior capacidade migratória basal 

das células HeLa. No entanto, na presença do inibidor, as células SiHa 

apresentam um aumento significativo na migração, enquanto que para 

células HeLa não houve alteração significativa; 

5. No ensaio de adesão, os resultados indicaram que na presença de 

fosfato de sitagliptina as linhagens SiHa e HeLa apresentam uma 

redução significativa na adesão celular; 

6. A atividade enzimática da DPPIV/CD26 parece estar relacionada com os 

processos de migração e adesão celular nestas linhagens; 

7. A baixa expressão e atividade da DPPIV/CD26 parece facilitar a 

progressão tumoral em células de câncer cervical; 

8. Considerando que CD26/DPPIV desempenha um importante papel na 

biologia do tumor, esta proteína pode vir a se tornar, no futuro, um 

marcador de prognóstico ou um importante alvo terapêutico para o 

câncer cervical. 
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No sentido de melhor compreender a relação da DPPIV/CD26 com a 

carcinogênese cervical, algumas perspectivas são sugeridas: 

 

1. Induzir a superexpressão da DPPIV/CD26 na linhagem HeLa, através da 

técnica de transfecção gênica desta proteína com vetor lentiviral, 

utilizando plasmídeos específicos (DPPIV/CD26) e DPPIV/CD26 

mutada, desprovida de atividade enzimática (mutDPPIV/CD26); 

 

2. Após transfecção gênica, iremos realizar os seguintes estudos 

comparativos entre as células da linhagem HeLa não transfectadas, 

transfectadas (DPPIV/CD26 e mutDPPIV/CD26)  e controle 

(transfectadas apenas com vetor): 

 

2.1. Avaliar a atividade enzimática da DPPIV/CD26;  

2.2. Avaliar efeitos sobre a taxa de proliferação, migração, invasão e 

adesão celular e angiogênese;  

2.3. Avaliar a resistência das células frente a agentes antineoplásicos; 

2.4. Avaliar a expressão e atividade de metaloproteinases (MMPs) e 

seus inibidores (TIMPs);  

2.5. Avaliar a expressão do receptor CXCR4 e de marcadores de 

transição epitelial-mesenquimal. 

 

3. Avaliar a relação da expressão da DPPIV/CD26 com o HPV18 após 

expressão das oncoproteína E6 e E7 do HPV18 em queratinócitos. 

 
4. Realizar estudos in vivo, por meio da indução de tumores em 

camundongos imunodeficientes do tipo nude (BALB/c nu-nu), com 

células expressando baixos e elevados níves de DPPIV/CD26. 
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