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RESUMO

Introducdo - Os carcinomas epidermoides de cabeeca e pescoco (CECPSs)
estdo entre os mais frequentes tipos de cancer, com mais de 600 mil novos
casos por ano no mundo e taxas de sobrevida reduzidas. Além de sua
incidéncia e mortalidade altas, os CECPs séo clinicamente relevantes por
causa de sua morbidade, em geral decorrente do diagndstico tardio. O
entendimento das vias moleculares envolvidas na iniciacdo e na progressao
desses tumores €, portanto, importante, ndo somente para o entendimento de
sua biologia, mas também para o desenvolvimento de abordagens preventivas
e terapéuticas mais eficazes. Em estudos prévios do nosso grupo, 0 gene da
calicreina 8 (KLK8) foi observado com expressao diferencial entre carcinomas
de laringe e suas margens cirurgicas, o que evidencia seu potencial como
marcador tumoral, como ocorre com outro membro de sua familia, a calicreina
3 ou PSA. Objetivos e Metodologia — O presente projeto teve como objetivo
geral investigar a participacdo da calicreina 8 no desenvolvimento de CECPs.
Seus objetivos especificos compreenderam (a) investigar as relacdes
filogenéticas entre os genes KLKs com o auxilio do programa MEGA, (b)
analisar, por PCR em tempo real, o padrado de expressédo do gene KLK8 e de
sua isoforma mais abundante em CECP e em tecidos normais
correspondentes, (c) avaliar o efeito da expressdo elevada de KLK8 no
secretoma de células de CECP, utilizando ensaios com meio condicionado e
abordagens protedmicas e metabolébmicas, (d) desenvolver a modelagem
molecular por homologia da proteina hK8 com ferramentas de bioinformatica.

Resultados — A andlise filogenética da familia de genes das calicreinas
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humanas e suas isoformas confirmou a idéia de que esses genes evoluiram de
um unico ancestral comum por sucessivas duplicacdes em tandem e rearranjos
cromossOmicos facilitados por elementos repetitivos. Os dados de expresséo
génica em tecidos tumorais mostraram que a variante 1 de KLK8 apresenta
niveis significativamente reduzidos em CECP, ao contrario das outras cinco
variantes. A inducdo permanente in vitro desta variante resultou em mudanca
da morfologia celular, aumento de proliferacdo, viabilidade e capacidade
migratoria, sem aumento concomitante de invasividade. Os dados obtidos
sobre essas células com expressao ectopica de KLK8 revelaram pequenas
diferencas em seu proteoma quando comparadas com células controle. Por
outro lado, exibiram modificacdo no padrédo glicolitico e no potencial de seu
secretoma de afetar o metabolismo de outras células. Concluséo - O presente
estudo foi importante para responder a alguns questionamentos e levantar
outras questdes sobre a funcdo do gene KLK8 em carcinomas de cabeca e
pescoco. O estudo identificou, pela primeira vez, as diferencas de expressao
entre as isoformas de KLK8 em CECP e os efeitos da inducdo de sua

expressao sobre o proteoma e o0 secretoma de suas células.
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ABSTRACT

Introduction - The head and neck squamous cell carcinomas (HNSCCs) are
among the most frequent types of cancer, with more than 600,000 new cases
per year worldwide. The five-year survival rate is low in this disease and one of
the reasons is that patients with tumours in early stages frequently exhibit few
symptoms, resulting in diagnosis delay and severe morbidity. The
understanding of the molecular pathways involved in the initiation and
progression of these tumors is therefore important not only for understanding
their biology, but also for the development of more effective preventive and
therapeutic approaches. In previous studies of our group, the kallikrein 8 gene
(KLK8) was observed differentially expressed in laryngeal carcinomas and its
surgical margins, which highlights its potential as a tumor marker, similar to
another member of KLK family, kallikrein 3 or PSA. Objectives and
Methodology - The overall objective of the present study was to investigate the
participation of the kallikrein 8 in the HNSCC development. The specific
objectives included (a) to investigate the phylogenetic relationships among
KLKs genes using the MEGA program, (b) to analyze, by real time PCR, the
expression pattern of the KLK8 gene and its most abundant isoform in HNSCC
and their surgical margins, (c) to evaluate the effect of elevated expression of
KLK8 in HNSCC secretome, using conditioned medium and proteomic and
metabolomic approaches, (d) to develop molecular homology modeling of
protein hK8 by bioinformatics tools. Results - The phylogenetic analysis of
human kallikrein genes and their isoforms confirmed the idea that these genes

evolved from a single common ancestor by successive tandem duplications and
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chromosomal rearrangements facilitated by repetitive elements. The results of
gene expression analysis in tumor tissues showed that the variant 1 of KLK8
has significantly reduced levels in HNSCC, unlike the other five variables. The
ectopic expression of this variant resulted in changes of cell morphology,
increased proliferation, viability and migratory capacity, but no alterations in
invasiveness. The data from cells with ectopic expression of KLK8 revealed
small differences in their proteomes compared to control cells. Otherwise, these
cells exhibited changes in their glycolytic pattern and in the effect of their
secretome on the metabolism of other cells. Conclusion - This study was
important to answer some questions and raise others questions about the role
of KLK8 gene in carcinomas of the head and neck. For the first time, differences
in expression of KLK8 isoforms were observed in HNSCC and the effects of

ectopic KLK8 expression on the proteome and the secretome of HNSCC cells.



INTRODUCAO

Cancer, conceitos gerais

Durante o desenvolvimento do cancer, as células tumorais adquirem uma
série de caracteristicas fenotipicas que permitem sua proliferacdo, invasao dos
tecidos adjacentes e formacdo de metastase. Para melhor compreender a
biologia do cancer, sua diversidade e desenvolvimento, Hanahan e Weinberg
(2000) (1) propuseram seis caracteristicas ou hallmarks, que permitem
visualizar de forma esquematica a complexidade da doenca neoplasica e as
propriedades adquiridas pelas células durante a tumorigénese. Essas
caracteristicas incluem manutencdo de sinais de proliferacdo, resisténcia a
morte celular, inducdo de angiogénese, imortalidade replicativa, ativacdo de
invasdo e metastase, evasao de supressores de crescimento (Figura 1).

Com o enorme progresso da pesquisa em cancer que ocorreu nos ultimos
anos, Hanahan e Weinberg (2011) (2) atualizaram sua proposta e
acrescentaram duas outras caracteristicas envolvidas na patogénese de alguns
ou de todos os tumores. Uma delas é a capacidade de reprogramar o
metabolismo celular para suportar de modo eficiente a proliferacdo. A outra diz
respeito a capacidade de evasdo ao ataque imunoldgico. Além dessas, foram
propostas duas outras caracteristicas que facilitam a aquisicdo dos hallmarks
principais: a instabilidade genémica e, portanto, a mutabilidade que garante a
célula com alteragbes genéticas seguir o processo neoplasico, e a inflamacéo

realizada pelo sistema imune inato, que promove as demais caracteristicas.



Os autores reforcaram com sua analise a importancia das interacdes
entre a célula neoplasica e seu microambiente, cruciais para o fenétipo tumoral.
No caso da maioria dos tumores solidos, além das proprias células
neoplasicas, estdo presentes diferentes tipos celulares que auxiliam o tumor a
invadir e colonizar outros tecidos normais proximos e distantes dele. Entre eles,
estdo células-tronco com capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo em
multiplas linhagens celulares especializadas, fibroblastos, células endoteliais e
inflamatorias. A abundancia, a organizacdo histoloégica e as caracteristicas
fenotipicas das células do estroma, bem como da matriz extracelular,
modificam-se durante a progressao neoplasica e, portanto, ndo sdo as mesmas
de um estroma de tecido ndo neoplasico correspondente (Figura 2) (2).

Atualmente, um tépico importante do estudo em cancer é o secretoma
celular — um conjunto de proteinas que sao processadas pelo reticulo
endoplasmatico e pelo complexo de Golgi e seguem a via classica de
secrecdo, bem como proteinas que se desprendem da superficie celular ou séo
excretadas por vias nao-classicas ou exossomos. Entre as proteinas
secretadas estdo numerosas enzimas, fatores de crescimento, citocinas e
horménios ou outros mediadores solluveis, fundamentais nos processos de
crescimento celular, diferenciacéo, invasdo e angiogénese e que regulam as
interacbes célula-célula e célula-matriz extracelular. Estas caracteristicas
tornam o secretoma um importante alvo de estudo, tanto em relacdo ao efeito
do ambiente celular no desenvolvimento de células normais e neoplasicas,

como na descoberta de novos marcadores tumorais (3, 4).
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O metabolismo energético de células tumorais é marcadamente alterado
em relacdo ao de células normais em funcédo, principalmente, das
necessidades bioenergéticas e biossintéticas de células em constante
proliferacdo (5-7). As principais alteracbes metabdlicas estédo relacionadas ao
consumo de glicose e glutamina, dois nutrientes abundantes do plasma
sanguineo que sao responsaveis pela maior parte do metabolismo de carbono
e nitrogénio nas células de mamiferos (8).

O metabolismo alterado da glicose ocorre por glicélise aerdbica, processo
também denominado Efeito de Warburg, que consiste no maior consumo de
glicose pelas células proliferativas em relacdo as células quiescentes. A
glicose, neste processo, é reduzida a lactato e ndo fosforilada pelo processo
oxidativo da cadeia respiratéria, mesmo na presenca de oxigénio (5, 9) (Figura
3). Embora existam muitas evidéncias de que este metabolismo alterado da
glicose esteja relacionado com invasdo, migracdo e homeostase energética,
suas vantagens para as células tumorais ainda ndo estdo bem esclarecidas
(revisto por Choi SY et al, 2013) (10, 11).

Além da glicose, as células podem também oxidar parcialmente a
glutamina por um processo denominado glutamindlise (12). O metabolismo da
glutamina resulta na geracédo de a-cetoglutarato, que alimenta o ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) para sintese de intermediarios reduzidos e piruvato,
favorecendo assim o acumulo de lactato. A glutamina também atua no
processo de anaplerose dirigindo o TCA para geragao de energia, e repde 0s
compostos utilizados para a biossintese de acidos graxos, purinas, pirimidinas

e aminoacidos essenciais. Além disso, a glutamina pode ativar padrdes



metabdlicos, como a via do mTOR, regulando assim sintese protéica e

proliferacéo (revisto por Yang et al, 2014) (11).
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proliferacdo requer glicose, que é convertida em piruvato na glicolise, para
sintese de aminoacidos. O piruvato pode ser convertido em acetil-coenzima A,
gue entra no ciclo TCA na forma de citrato ou € exportado para o citosol para
sintese de lipidios. As células requerem glutamina para sintese de proteinas,
DNA e RNA. A glutamina também participa da modulacdo da via do mTOR. A
amonia e o lactato sdo secretados como descarte. Modificado de Mundz-
Pinedo et al, 2012 ®3



Carcinomas epidermodides de cabeca e pescoco

Os tumores de cabecga e pesco¢co compreendem processos neoplasicos
gue ocorrem no trato aéreo-digestivo superior, incluindo cavidade oral, faringe
e laringe. O tipo histolégico mais comum é o carcinoma de células escamosas
ou epidermdide (CECP). Estes carcinomas sao heterogéneos e resultam do
acumulo de mutagBes somaticas em genes que regulam o crescimento, a
proliferacdo e a morte celular, conseqientemente levando a alteracdes na
funcd@o de seus produtos. Existem muitas evidéncias de que também resultam
de mudancas epigenéticas responsaveis por alteracbes do padrdo de
expressdo génica da célula. Esses eventos geralmente conferem vantagens
adaptativas a célula que levam a um fenétipo maligno (14).

Estima-se uma incidéncia anual de aproximadamente 600 mil novos
casos de CECP no mundo (15). No Brasil, as estimativas para o ano de 2014
apontam para aproximadamente 23 mil novos casos somente na cavidade oral
e na laringe (16).

Embora a origem desse grupo de doencas seja multifatorial, ha uma forte
associacdo com o abuso de tabaco e alcool (17, 18), o que é evidenciado pelo
aumento de incidéncia em populacdes em que estes habitos sdo comuns (19).
Na literatura, também hé indicacdo do envolvimento do papilomavirus humano
(HPV) na etiologia dos CECPs (20-27), primeiramente proposto por Syrjanen et
al. (1983) no processo de carcinogénese oral e da orofaringe (28).

Além de sua incidéncia, os CECPs sao clinicamente importantes porque

aumentam significantemente as taxas de morbidade e mortalidade (29). O



indice geral de sobrevida em 5 anos para pacientes com CECPs esta entre 0s
mais baixos quando comparado a outros tipos de cancer (30).

A andlise molecular € uma ferramenta importante no processo de
desenvolvimento de novas terapias, com potencial para identificar alteracdes
tumor-especificas ou indicativas do comportamento da lesdo. Por exemplo,
mudancas no perfil de expressdo génica detectadas exclusivamente ou
preferencialmente em determinados tipos de cancer podem ser utilizadas para
deteccédo precoce e avaliacdo de agressividade (31) e, se identificadas na fase
pré-operatdria, também na definicdo de um tratamento apropriado para o
paciente (32). Entretanto, poucos marcadores moleculares séo conhecidos hoje
em dia que apresentam caracteristicas de sensibilidade e especificidade para
diagndstico ou progndéstico em CECP.

O entendimento das vias moleculares envolvidas na iniciacdo e na
progressdo desses tumores €, portanto, muito importante para o conhecimento
da biologia do tumor e, conseglentemente, para o desenvolvimento de
abordagens preventivas e terapéuticas eficazes.

Embora algumas mutacGes génicas sejam consistentemente descritas,
alteracdes de expressao génica na progressao tumoral de CECP néo séo ainda
completamente caracterizadas.

Um estudo prévio de nosso grupo avaliou dados de andlise serial de
expressdo génica ou SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) em
carcinomas de laringe e tecidos normais correspondentes (33). Sua andlise
estatistica de aproximadamente 54 mil tags revelou conjuntos de 1.216 tags

diferencialmente expressos entre tumor e tecido normal e 894 entre o tipo



metastatico e o ndo metastatico. No grupo dos 60 genes com valores mais
discriminativos, esta a calicreina 8 (KLK8), uma serino-protease que sera

discutida em detalhes em itens subsequentes.

O degradoma humano

A sintese de proteinas é essencial para células vivas metabolicamente ativas,
mas seu inverso, a degradacao proteica, ndo deixa de ser menos importante. Os
mecanismos proteoliticos acionados pelas proteases mantém os niveis de
proteinas adequados, reconhecendo e degradando aquelas erroneamente
enoveladas ou localizadas em compartimentos celulares incorretos. Além de
atuarem no catabolismo nao-especifico, as proteases estédo envolvidas em ativacao
e clivagem seletiva, modulando as interacdes proteina-proteina e contribuindo para
a sinalizacao celular, tanto como unidades cataliticas ou complexos multicataliticos.
Em funcdo de suas acdes de amplo espectro, as proteases desempenham um
papel critico na regulacdo de processos biolégicos normais, incluindo replicacdo e
transcricdo do DNA, proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose. Quando
alteradas, podem facilitar o desenvolvimento de condicdes morbidas, como
doencas inflamatdrias e degenerativas (34). A importancia destas enzimas
hidroliticas € refletida pelo nUmero de genes ja identificados em varias espécies de
mamiferos, com mais de 500 em humanos e primatas, e mais ainda em roedores
(35-38).

O conjunto de proteases humanas — chamado de degradoma humano — esta
distribuido nas classes aspartico-, treonina-, cisteina-, serina- and metalo-

proteases, de acordo com seu grupo quimico envolvido na catélise (39, 40), sendo



as trés ultimas as mais estudadas (34). Seus padrées de clivagem de substratos
podem ser especificos para um unico peptideo, como € o caso de proteases
envolvidas em vias de sinalizacdo celular, ou comum para uma grande gama de
peptideos, bem exemplificado pelas enzimas digestivas (41). Outras, como as
proteases inativas ou pseudo-proteases, ligam-se ao seu substrato sem cliva-los,
exercendo assim uma funcéo reguladora (42).

Informacdes detalhadas sobre proteases em procariotos e eucariotos, familias
de proteases, pseudogenes, sequéncias derivadas de retrovirus enddgenos,
estruturas tridimensionais, substratos e eventos proteoliticos tém sido depositadas
em diferentes bancos de dados, como o MEROPS (43) e o Degradome (44). O
Degradome contém informacdes sobre genes de protease em humanos,
chimpanzés, ratos e camundongos, e sobre doencas hereditarias relacionadas com
padrdes alterados de protedlise. O MEROPS, por sua vez, apresenta uma
classificacdo de proteases com base em similaridades de sequéncia e estrutura e
as agrupa em clas e familias de acordo com ancestralidade e estrutura priméaria ou
mecanismo catalitico, respectivamente. Cada cla € identificado por duas letras, a
primeira representando o tipo catalitico das familias, ou com a letra P quando

contém familias com mais de um tipo catalitico. A segunda letra é sequencial, A-Z.

O grupo das serino-proteases

Cerca de um terco das enzimas proteoliticas s&8o0 serino-proteases,
geralmente endopeptidases, as quais sao agrupadas em 13 clas e dezenas de
familias. Estas enzimas utilizam o residuo serina presente em seu sitio ativo como

um nucledfilo para atacar a ligacdo peptidica do substrato. A reacdo também
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depende dos aminoacidos histidina e acido aspartico que, juntamente com a serina,
compdem a triade catalitica (45).

Nos seres humanos, o cla PA das serino-proteases é o mais abundante, com
0s membros da familia S1 envolvidos em muitos processos extra e intracelulares
relacionados principalmente com digestdo de alimentos, coagulacdo do sangue e
imunidade (revisto por Di Cera et al, 2009 e Heutinck et al, 2010) (46, 47). Embora
estes processos sejam essenciais para catabolismo ou clivagens seletivas,
necessarias para a sinalizacao celular, a atividade das serino-proteases (bem como
de outras proteases) € potencialmente devastadora e diversos mecanismos
celulares foram selecionados para sua regulacdo. Um desses mecanismos envolve
sintese de zimogénios inativos ou proenzimas que atuam em seus substratos
apenas quando ativados. Outro mecanismo € realizado por serpinas, uma
superfamilia de inibidores de serino-proteases, que antagonizam suas atividades
em muitas vias metabdlicas (47).

Embora rigidamente controladas, varias serino-proteases tém sido associadas
a doencas humanas. Por exemplo, niveis elevados de granzima (enzimas
armazenadas em granulos) tém sido observados em doencas inflamatérias
cronicas, tais como artrite reumatoide(48), asma (49), diabetes (50), aterosclerose
(51), doenca pulmonar obstrutiva crénica (52) e doencas cardiovasculares (53).
Também tém sido associadas a suscetibilidade a fissuras cutaneas e
desorganizacao de colageno, como observado em feridas crbnicas e danos na pele
causados pela idade e por radiacdo solar (54). O papel da granzima nestas
condicbes reside em sua capacidade de clivar muitos substratos, induzindo

apoptose por vias caspase-dependentes e — independentes (55). Além disso, seu
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potencial para criar ou destruir epitopos auto-imunes (56) e ser regulada de forma
inadequada em feridas ou liberada de maneira inespecifica de células imunes para
espacos extracelulares contribui para inflamacdo cronica ou desorganizacdo da
matriz extracelular (52).

Outros exemplos incluem as proteases de neutrofilos, tais como a elastase, a
catepsina G e a mieloblastina, cujos niveis aumentados estédo relacionados com a
gravidade da fibrose cistica e da doenca pulmonar obstrutiva crénica (57). A
triptase e a quimase, duas serino-proteases armazenadas em granulos de
mastdécitos, podem contribuir para asma (58), psoriase (59), aterotrombose (60),
doenca fibrotica (61) e doenca renal inflamatoria (62).

Em relacdo ao cancer, varias serino-proteases tém sido incluidas em
mecanismos que levam a proliferacdo tumoral e metéstase (revisto por Heutinck et
al, 2010 (47)), e identificadas em cascatas de sinalizacdo e em processos
proteoliticos associados com o fendtipo neoplasico. Na verdade, um dos
biomarcadores de cancer mais usados em medicina clinica - a calicreina 3 ou PSA
(antigeno prostético especifico) - € membro de uma importante familia de serino-
proteases expressas e secretadas em muitos tecidos (63). O potencial da familia
das calicreinas como biomarcadores de varias doencas tem sido evidenciado pela
literatura, especialmente em relacdo a sua utilizacdo em testes diagnosticos,

progndsticos e preditivos (revisto por Borgofio et al, 2004 e Dong et al, 2014) (64-

67).
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Calicreinas

Genes e proteinas — caracteristicas gerais

As calicreinas humanas (hK), inicialmente detectadas em niveis elevados no
pancreas — kallikreas em grego, incluem serino-proteases do plasma e teciduais,
duas categorias que diferem em relacdo a peso molecular, especificidade de
substrato e estrutura génica. A Unica calicreina plasmatica (PK) € uma
glicoproteina codificada pelo gene KLKB1 mapeado na regido cromossdmica 4935
e predominantemente sintetizada no figado como um precursor inativo. Apés sua
ativacdo pelo factor de coagulacdo Xll, a PK cliva o quininogénio de alto peso
molecular para liberar a bradiquinina, um mediador de coagulacdo sanguinea,
inflamacéo, presséo arterial e trombose (68).

As 15 calicreinas teciduais (TK) humanas sdo codificadas por genes
agrupados em uma sequéncia de aproximadamente 300 kb na regido
cromossbmica 19g13.33-13.41, todos contendo 5 exons codificantes com
comprimentos semelhantes e sequéncias homélogas (Figura 4) (69, 70). Um
pseudogene (KLKP1) foi encontrado e mapeado nessa regido (71) assim como
varios elementos repetitivos, entre eles ALU, Tigger2, MER8 e MSR1 (72). Esse
extenso cluster de genes das calicreinas humanas é limitado pela familia de genes
denominada SIGLEC (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin) e pelo gene
ACPT (testicular acid phosphatase) nas regides telomérica e centromérica,

respectivamente.
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Figura 4. Caracteristicas de loco, genes e proteinas da familia das
calicreinas, com A. Localizacdo no cromossomo 19, direcdo de transcricao
(setas vermelhas = calicreinas classicas, seta amarela = pseudogene, setas
roxas = demais calicreinas); B. Gene KLK com 0s 5 exons codificantes e a
posicao dos residuos cataliticos, histidina (H), acido aspartico (D) e serina (S);
C. Sequéncia sinal (Pre), que direciona a proteina hK para o reticulo e para
secrecdo, o propeptideo (Pro) que a mantém inativa, e dominio serina-
protease. Modificada de Borgofio et al (2004)®*

A expressdo das calicreinas é regulada tanto no nivel transcricional como
traducional e pos-traducional. No nivel transcricional, varios elementos responsivos
(ER) foram identificados nos seus promotores, tais como o receptor y relacionado a
estrogeno (ERRy) (73), um motivo GATA ligante em KLK1 (74), e elementos
responsivos funcionais ao acido retindico (RAREs) em KLK10 (75). Em funcéo da
importancia da expressdo de KLK3 no céancer de prostata, uma série de ERs ja
foram descritos para seu promotor, incluindo Sp1/Sp3 (76) e o sitio de ligacdo para
o fator de transcricdo WT1 (77), um ER putativo para p53 (78), um XBE (elemento

ligador de fator X, que é especifico para a subunidade p65 do NF-kappaB) em
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AREc (elemento estimulador de resposta a androgenos) (79) e trés elementos
responsivos a androgeno AREI, ARE Il e AREIIl. Estes elementos responsivos a
andrégenos sdo também encontrados nos promotores de KLK2 (AREI e AREII) e
de KLK4, KLK8, KLK10, KLK11, KLK12, KLK13 e KLK15 (80-83).

A expressdo dos genes KLKs também pode ser regulada por meio de
mecanismos epigenéticos, quer por metilacdo do DNA quer por modificacbes em
histonas e microRNAs (84). Se alterados, tais mecanismos afetam a fisiologia
celular normal e facilitam a tumorigénese. Realmente, a metilacdo anormal no
promotor de KLK10 que inibe sua expresséo foi descrito em leucemia linfoblastica
aguda (85) e em cancer de mama (86), gastrico (87) e prostata (88). Da mesma
forma, acetilagdo anormal de histonas nas sequéncias de KLK2 e KLK3, e
expressao alterada de miRNAs, que tém como alvo genes KLKs, também ja foram
relatados em linhagens celulares de cancer de rim, prostata e mama (revisto por
(84).

Além de eventos epigenéticos, polimorfismos em sequéncias regulatorias
podem potencialmente alterar as taxas de transcricdo e os nivel de proteina, como
observado para a substituicio homozigota da base G (rs266882) no elemento
responsivo ao androgeno (ARE-1) do promoter de KLK3 (89) e para alelos
polimorficos na regido flanqueadora 5’ do gene KLK1 (90). A atividade dos genes
KLKs é igualmente afetada por polimorfismos na regido codificadora ou nas
sequéncias a jusante e 3'-UTR dos genes KLK1, KLK2, KLK3 e KLK7 (revisto por
Batra et al, 2012) (91).

De acordo com o banco de dados NCBI Reference Sequence Database

(acessado em 02/07/2014), os genes KLKs humanos possuem multiplas isoformas,
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exceto KLK1, KLK4, KLK9, KLK13 e KLK14. Os transcritos alternativos sao
aparentemente espécie-especificos (92) e varios deles sédo cancer-especificos
(93), o que sugere estarem em constante evolucdo. A diversidade dessas
isoformas, especialmente aquelas sem motivos cataliticos peptidase, pode indicar
um tipo de controle de atividade, por exemplo, competindo pelos mesmos
substratos ou realizando diferentes fungdes tecido-especificas (92).

O processo de duplicacdo génica é essencial e eficiente para gerar novos
genes ou novas func¢des, que segundo sua importancia séo fixados e preservados
pela selecdo natural. A familia das calicreinas torna-se importante no estudo
evolutivo pelo fato de apresentarem um grande numero de genes e variantes,
exibirem co-localizacdo e serem muito conservadas em uma grande variedade de
espécies (94).

Em relacdo as caracteristicas de seus produtos, as hKs sdo proteinas de
aproximadamente 230 aminoacidos e 28-33 kD, embora algumas isoformas
menores possuam apenas 3kD. Sua estrutura terciaria padrdo compreende dois
conjuntos de seis folhas-beta enoveladas e anti-paralelas, e duas a-helices, com o
sitio ativo entre os conjuntos de folhas-beta (95, 96). Essas proteinas sao
sintetizadas como preproenzymas, que sao processadas proteoliticamente para
pré-calicreinas e secretadas apds a remocao do peptideo sinal terminal (Figura 4).
Sua habilidade em liberar quininas foi inicialmente vista como definicAo de uma
verdadeira calicreina. No entanto, além da calicreina plasmética, apenas a hK1 é
capaz de clivar o quininogénio (neste caso, quininogénio de baixo peso molecular)

para liberar bradiquinina.
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Como mencionado acima, os promotores das calicreinas possuem varios
elementos responsivos a hormdnios e sua expressao pode ser regulada por
horménios esterodides (97). @) banco de dados UniGene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene/, acessado em 02/07/2014) refere sequéncias
expressas (ESTs) de KLK em quase todos os tecidos normais e sitios anatdmicos,
exceto em linfa, baco, paratiredide e timo. A maioria € predominantemente
transcrita em alguns tecidos, mas em baixas taxas em muitos outros, com
relativamente maior expressdo de KLK1 em glandula salivar, KLK2 a 4 em
prostata, KLK5 e 6 em nédulo linfatico, KLK7 em ovario, KLK8 e 11 em tecido
adiposo e KLK9 a 13 em laringe, faringe e boca.

As correlacbes entre os dados do UniGene e o perfil de expressdo das
proteinas ndo sao altos pois os dados do UniGene, embora muito extensos, sao
inferidos a partir de diferentes fontes de ESTs e néo refletem niveis de transcricdo
absolutos ou taxas de traducdo. De fato, Shaw et al.(98) detectaram diferentes
perfis para varias delas: hK1 altamente expressa em pancreas e glandulas
salivares, hK2, 3 (também observadas no plasma seminal) e 11 em prostata, hK5
em pele, hK6 em cérebro, hK9 em coracédo, e hK12 em varios sitios anatémicos.
Ao contrério, hK4, 8, 14 e 15 exibiram um perfil mais homogéneo ou ndo foram
detectadas em diversos tecidos. Os padrbes de expressdo foram compativeis com
suas origens - genes duplicados possuem padrao de expressdo semelhante nos
mesmos tecidos e padrdes de co-expressao sdo compativeis com suas funcdes

fisiol6gicas (94).
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O perfil proteico é também dependente do tipo celular considerado. Por
exemplo, Komatsu et al. (99), analisando o estrato cérneo da pele observou a
presenca de muitas hKs (hK5-8, 10, 11, 13, 14).

A semelhanca do que se observa em outras proteases, diversos mecanismos
regulatorios protegem os tecidos de protedlise deletéria pelas calicreinas. Além do
controle de ativacdo da proenzima e seus inibidores endogenos (como a2-
macroglobulina e serpinas), ocorre a inativagao de clivagens e regulacao alostérica
(82). Os mecanismos regulatérios podem ser realizados por outras proteases,
incluindo membros da familia hK, que sdo expressas no mesmo tecido. Por
exemplo, a hK2 pode clivar a proenzima hK3 para gerar a proteinase madura que
participa da cascata proteolitica envolvida na liquefacdo do sémen (100).
Recentemente, Yoon et al (101) observaram que a metaloproteinase MMP-20,
usualmente expressa apenas no esmalte dentario, processa a pro-sequéncia de
nove diferentes KLKs e pode ser um ativador ndo-especifico da familia KLK em
certas doencas.

Na cascata proteolitica descrita para o processo de descamacédo da pele, a
hK5 pode ser auto-ativada ou ativada pela hK14 em pH neutro e entdo processada
pela hK7. Esta cascata pode ter inicio com a auto-ativacdo de hK6, seguindo a
clivagem de hK11, que por sua vez ativa hK14. Apesar de ndo ser completamente
compreendida, a descamacdo da pele também depende de outras proteases,
incluindo catepsinas, proteases asparticas, uroquinase, plasmina e
metaloproteinases inflamatdrias. Dado que a regulacdo das hKS é fundamental
para uma descamacdo normal, varios inibidores enddgenos participam como

atenuadores, principalmente o LEKTI (serine protease inhibitor Kazal-type 5).
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Outros fatores, tais como um ambiente acido e irradiacdo UV (e a inflamacao
resultante) podem inibir LEKTI, contribuindo também para um aumento da
expressdo de hKS e descamacéao (102).

Em relacdo ao pH extracelular baixo, uma associacéo importante é conhecida
- a desregulacao de calicreinas em processos tumorais, cujo microambiente possui
acidez elevada resultante da glicolise acelerada e do acumulo de lactato no espaco
extracelular (103). Niveis altos de calicreinas tém sido igualmente observados em
metastases (67) e podem estar relacionados com a disseminacdo das células
neoplasicas causada pela perda de integridade juncional como ocorre na
descamacdao cutanea (104).

N&o existem duvidas, portanto, de que as calicreinas estdo envolvidas em
processos biolégicos importantes. Suas intrincadas redes de sinalizacdo e
interacdes proteicas sugerem fortemente que este grupo de proteases pode regular
o0 metabolismo normal e anormal. Nao surpreende, portanto, seu envolvimento em
cancer e outras doencas, embora seja dificil distinguir em cada caso se elas sao
vildes ou meros efetores (Tabela 1). As caracteristicas da hK8 seréo detalhadas no
item seguinte, bem como seu potencial papel na fisiologia normal e em processos

degenerativos.
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Tabela 1. Associagéo das calicreinas com doencas humanas, eventos observados e seu potencial em prognéstico.

Doencas Calicreinas Padréo Observacéo Referéncias
Amelogénese Imperfeita KLK4 SNP (105-114)
Aneurisma KLK6 Expressao Diminuida (115)
KLK1 Expresséo Elevada
Asma KLK3 SNP (116, 117)
Cancer Colorretal KLK4, 6, 7, 10 Expressao Elevada Prognéstico controverso (118-127)
KLK10 Metilagéo
Cancer de Cabeca e Pescogo KLK4-7, 10 Expressao Elevada Sugestéo de progndstico favoravel
KLK8 Expressao Elevada/Diminuida Prognéstico controverso (33, 128-131)
Céancer de Colo de Utero KLK7 Expressao Elevada Prognéstico controverso (132-133)
KLK1, 4,11, 15, KLKP1 Expresséo Elevada
KLKS, 10-14 Expresséo Elevada Sugestéo de progndstico favoravel
Cancer de Mama KLK5, 7 Expressao Elevada Prognéstico controverso (66, 134-152)
KLK6 Expressdo Diminuida
KLK10 Metilagdo
KLK4, 6 Expressao Elevada

Cancer de Ovario

KLK8-10, 11,13, 14

Expressao Elevada

Sugestéo de prognostico favoravel

KLKS, 7

Expressao Elevada

Prognéstico controverso

KLK10, 15, KLKP1

SNP

(134, 140, 146, 153-181)

Cancer de Prostata

KLK1-4, 15, KLKP1

Expressao Elevada

KLK7

Expresséo Elevada

Prognéstico controverso

(83, 91, 134, 182-221)

KLK11 Expressao Diminuida
KLK2-6, 12-14 SNP
KLK10 Metilacéo
Cancer de Pulmao KLK5-7 Expressao Elevada (222-226)
KLK8 Expressao Elevada Sugestéo de progndstico favoravel
KLK®6, 7, 10, 14 Expressao Elevada Prognéstico controverso
Céncer Gastrico KLK13 Expressao Elevada Sugestédo de prognostico favoravel (87, 126, 227-230)
KLK11 Expressao Diminuida
Cancer Pancreético KLK7 Expressao Elevada Prognéstico controverso (231)
Doenca Autoimune KLK11 Expressao Elevada (232)
Doenca Bipolar KLK8 SNP (233)
Doenca Coronariana KLK1 SNP (234-243)
Doengas de Pele KLK5-8,10-13,15 Expressao Elevada (244-256)(257)(258)
KLK7 SNP (245)
Doencas Neurodegenarativas KLK1, 5-9 Expressao Elevada (115, 259-285)
Doencas Renais KLK1, 3 SNP (238, 286-290)
Esclerose Mdltipla KLK6 Expressao Elevada (271, 291-293)
KLK6 Expressao Elevada
MSEITE KLK7, 8 Expressao Elevada Sugestéo de progndstico favoravel (1, 225
Tumor Intracranial KLK6-8 Expressao Elevada Prognéstico controverso (296, 297)
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Calicreina 8

O gene da calicreina 8 humana (KLK8), cujo produto € conhecido como
neuropsin ou hK8, foi clonado por Yoshida et al (1998) utilizando inicialmente
analise de dados de ESTs seguida por avaliacdo de expressao em hipocampo
e queratindcitos. A hK8 ocorre em seis isoformas (Figura 5). As isoformas 1 e 2
sdo idénticas exceto pelo fato da segunda possuir uma insercao de 135 bp no
segundo éxon codificante (298). As variantes 3, 4, 5 e 6 perdem um ou mais
exons, 0 que gera proteinas menores em funcdo da auséncia do segmento
correspondente (isoforma 3) ou de um cédon de parada prematuro (isoformas
4, 5 e 6). No caso da variante 5, a traducao tem inicio em um cddon a jusante
resultando em uma proteina com o N-terminal mais curto que a isoforma 2, a
mais longa delas. A isoforma 6, ao contrario, mantém o segmento do peptideo
sinal, 0 mesmo necessario para secretar as isoformas 1 e 2, e deve, portanto
ser também secretada, mas sem atividade serino-protease considerando que

nao apresenta dois residuos da triade catalitica (223, 225, 299, 300).

Exon | Exon 2 Exon 3 Exgn 4 Exon § Exon &
& H D

KLKS-T2 |

T O s Y

Kl,Ks-Tsl:l l:l

Y R S i

wan ] [ .

wan] 1l I
Figura 5. Isoformas do gene KLK8. Estrurura dos transcritos do gene
KLKS8 - os retangulos brancos representam as regides nao codificantes e

0s cinza as codificantes. ¥ codon de inicio; scodon de parada; H, D, S
sitios cataliticos. Modificada de Planque et al. 2010.%2?.
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A caracterizacdo bioquimica da hK8 revelou ter esta protease
especificidade semelhante a da tripsina. Sua capacidade em degradar
fibronectina e colageno, componentes de matriz extracelular e da membrana
basal, sugere seu envolvimento em etapas de migracdo e invasdo que
ocorrem, por exemplo, no processo de metastatizacdo realizado por células
neoplasicas com fendtipo agressivo (301, 302).

Esta calicreina é encontrada em fluidos biolégicos, como leite materno,
liguido amniético, soro, plasma seminal e saliva, confirmando assim sua
secrecdo. Também é detectada em 6rgdos como esbdfago, rins, mama, tonsila e
pele. Sua expressdo, da maneira similar & de outros membros de sua familia, é
regulada por uma variedade de horménios esterdides, incluindo andrégenos,
glicocorticéides e estrogenos (98, 303). A presenca da hK8 é referida em vérias
regibes do cérebro humano adulto, entre elas hipocampo, cértex, amigdala,
cerebelo e lobo frontal. Os transcritos 1 e 2 estdo expressos em tecido fetal,
adulto e em células-tronco embrionéarias, sugerindo que a hK8 pode estar
envolvida no desenvolvimento do sistema nervoso central [(298, 300) revisto
por Luo, 2002 (144)]. A literatura também mostra sua relacdo com plasticidade
neural e resposta a estresse (304, 305), memdria (306), distarbios de
aprendizagem (307) e transtorno bipolar (233, 269, 308).

Na epiderme, a hK8 é encontrada no extrato corneo, onde atua em
diferenciacdo de queratindcitos, descamacdo e formacdo da barreira de
protecdo cutanea (309). Os estudos com camundongos knockout para o gene

KLK8 mostraram que esses animais exibem diminuicdo da proliferacdo celular
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na pele e aumento do numero de camadas do extrato cérneo (256), o que
sugere um papel regulador de proliferacéo para a hK8.

Em psoriase e dermatite atOpica, seus niveis encontram-se elevados
(310), um achado que foi recentemente confirmado em diversas condi¢cdes
inflamatoérias e doencas cutaneas (254, 255). Pelo menos em camundongos,
parece estar envolvida em osteoartite, uma doenca que se manifesta com
degeneracgao progressiva da cartilagem articular e inflamacao sinovial (311).

Varios estudos tém mostrado a relacdo da hK8 com céancer. Como
referido previamente, a remodelacdo da matriz extracelular modulada pela
clivagem da fibronectina por hK8 pode afetar migracéo e invasao celular, que
sdo importantes para o processo de metastase. Neste aspecto, a inducao de
sua expressao em linhagens celulares de diferentes origens e a implantacao
dessas células em camundongos tém revelado supresséo de invasdo e adesao
celular in vitro (provavelmente por causa da degradacdo da fibronectina) e
crescimento celular e invasividade in vivo.

Em concordancia com esses dados, pacientes com cancer de pulméo de
células ndo pequenas (NSCLC) e expressdo elevada de hK8 mostram
desfecho clinico favoravel (225), exceto no caso da isoforma truncada 4 (223).
De maneira similar, pacientes com cancer de ovario e expressao elevada de
hK8, tanto nas células neoplasicas como no soro, apresentam um melhor
prognéstico com baixa recidiva e maior sobrevida (172, 175). Em céncer de
mama, a expressdo desta protease mostra-se reduzida (312), apontando para
seu papel como supressor de tumor. Por outro lado, uma atuagcdo como

supressor de metastase parece ocorrer em melanoma, no qual uma diminui¢ao
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coordenada nos niveis de transcritos de varias calicreinas (entre elas a 8) é
observada conforme as células metastéaticas passam do fenotipo primario para
metastatico (295).

Em carcinoma de laringe os dados de bibliotecas SAGE apresentaram
uma reducéao de expressado de KLK8 em tumores metastaticos (33), um achado
contrario ao obtido em linhagens celulares de carcinoma oral, que mostraram
um aumento de expressao em tumores metastatcios, com comportamento mais
agressivo in vivo e in vitro (129). Este efeito oncogénico é observado também
em carcinomas orais primarios e em tumores de glandula salivar, colo de uUtero
e endometrais (313-315), que mostram aumento de expressdo porém sem
relagdo com agressividade.

O numero de trabalhos sobre a calicreina 8 em cancer, especialmente em
carcinomas de cabeca e pescoco, é reduzido. Os dados sdo controversos em
relacdo ao seu papel no processo neoplésico. Alguns estudos indicam um
efeito protetor, outros sugerem sua participacdo no desenvolvimento tumoral ou
no fendtipo invasivo. Por esse motivo, torna-se importante seu estudo
utilizando diferentes abordagens que tragam novas informacdes e esclarecam
se esta protease é um membro efetor de vias metabdlicas oncogénicas ou

realmente um componente chave neste cenario.
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OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivo geral investigar a participacéo da

calicreina 8 no desenvolvimento dos carcinomas de cabeca e pescoc¢o. Os

resultados podem contribuir para o entendimento de seu papel no processo

neoplasico. Os objetivos especificos do presente projeto compreendem:

Investigar as relacdes filogenéticas entre as isoformas do gene
KLKS.

Analisar o padréo de expressdo do gene e de suas isoformas em
amostras de carcinoma epidermoéide de cabeca e pescoco e de
suas margens cirurgicas aparentemente normais.

Investigar, em linhagens de carcinoma de cabeca e pescoco, 0
efeito da expresséo elevada de KLK8 no proteoma e no secretoma
dessas células. Os resultados podem contribuir para entender a
funcdo do gene e de seus produtos, e sua atuacdo nho
microambiente tumoral.

Desenvolver a modelagem molecular por homologia da proteina
hK8, utlizando ferramentas de bioinforméatica. Considerando a
auséncia desses dados na literatura, os resultados podem auxiliar

no desenvolvimento de ligantes que inibam ou ativem a protease.
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MATERIAL E METODOS

Casuistica

A. Amostras de carcinomas epidermoéides primarios de cabeca e pescoco

No presente estudo, foram analisadas 23 amostras de carcinomas
epidermédides de cabeca e pescoco (CECPS) e suas respectivas margens
cirdrgicas procedentes de pacientes que nao receberam quimio ou radioterapia
pré-operatoria. As amostras foram coletadas apds resseccdo cirargica pela
equipe do Projeto Tematico FAPESP 04/12054-9 “Busca de marcadores de
agressividade em tumores de cabecga e pescogo”, pertencentes ao consorcio
de médicos e pesquisadores de hospitais e universidades do estado de Sé&o
Paulo autodenominado GENCAPO, cujo objetivo é desenvolver analises
clinicas, genéticas e epidemioldgicas de carcinomas de cabeca e pescoco.

Imediatamente apds sua resseccao, as amostras foram cortadas em duas
partes: uma foi banhada em nitrogénio liqguido e armazenada em freezer -80°C
e outra parte foi fixada em formalina para exame histopatolégico de rotina. A
parte congelada foi posteriormente transportada em gelo seco para o
Laboratorio de Marcadores Moleculares da Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto, SP, onde também foi armazenada em nitrogénio liquido ou
freezer —80°C. Todas as amostras de tumor e margem cirdrgica foram
macrodissecadas por um dos patologistas do GENCAPO para confirmacéo da
presenca de pelo menos 70% de células tumorais ou de auséncia de células

neoplasicas, respectivamente. O conjunto de amostras foi obtido a partir de trés
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subsitios anatdémicos segundo o0s critérios estabelecidos pela Organizacéo
Mundial da Saude (WHO)

(http://apps.who.int/classifications/apps/icd/icd10online/): lingua (C02), soalho

de boca (C04), amigdala (C09) e laringe (C32).

Os tumores foram classificados pelo sistema TNM (Tumor-Node-
Metastasis) da Union Internationale Contre |le Cancer - UICC
(http://wwwe.uicc.org/). Este sistema descreve a extensdo da doenca com base
na avaliacdo de trés componentes: tamanho do tumor (T), auséncia (0) ou
presenca (+) de metastase em linfonodos regionais (N) e auséncia ou presenca
de metastase a distancia (M). As amostras estudadas somaram 23 pares de
tumor - margem cirargica procedentes de 3 carcinomas de lingua (1 NO e 2
N+), 9 carcinomas de soalho de boca (4 NO e 5 N+), 3 de amigdala (3 N+) e 8
de laringe (5 NO e 3 N+).

Os dados clinicopatologicos referentes a idade, sexo, exposi¢cao a fumo e
alcool, subsitio primario e TNM dos casos analisados estdo apresentados na
Tabela 2. Todos os pacientes deram seu consentimento por escrito para
participar da pesquisa ap0s serem informados sobre os seus objetivos. O
protocolo de estudo e o consentimento informado foram aprovados pelos
Comités de Etica em Pesquisa do Hospital Heliopolis, Instituto do Céancer
Arnaldo Vieira de Carvalho, Hospitais das Clinicas das Faculdades de Medicina
de Sé&o Paulo e Ribeirdo Preto, (Universidade de Sao Paulo), Universidade do
Vale da Paraiba, (Sdo José dos Campos), e pela Comissdo Nacional de Etica

em Pesquisa / CONEP (numero de referéncia 1763-1705, 18/05/2005).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicopatolégicas de 23 pacientes portadores de carcinoma

epidermdide de cabeca e pescoco avaliados pelo presente estudo.

Caso Sexo Idade Tabagista Etilista Sub-sitio TNM
CP1/0232 F 60 nunca nunca Lingua C02 T3NOMO
CP1/0057 M 57 Sim no passado Lingua C02 T4N2BMO
CP3/0118 M 45 Sim Sim Lingua C02 T4N3MO
CP2/0168 F 70 no passado nunca soalho de boca C04 T2NOMO
CP1/0363 M 64 Sim Sim soalho de boca C04 T2N2CMO
CP1/0191 M 63 Sim Sim soalho de boca C04 T3NOMO
CP1/0384 M 46 no passado Sim soalho de boca C04 T3NOMO
CP1/0366 M 49 no passado Sim soalho de boca C04 T4NOMO
CP1/0183 M 72 Sim Sim soalho de boca C04 T4N2BMO
CP1/0032 M 64 Sim Sim soalho de boca C04 T4N2CMO
CP1/0233 F 39 nunca nunca soalho de boca C04 T4N2CMO
CP5/0066 F 63 nunca nunca soalho de boca C04 T4N2MO
CP1/0088 M 53 Sim Sim Amigdala C09 T4N2bMO
CP1/0231 M 58 Sim Sim Amigdala C09 T4N2BMO
CP1/0131 M 59 Sim no passado Amigdala C09 T4N2CMO
CP1/0174 M 68 Sim no passado Laringe C32 T2NOMO
CP4/0001 M 52 no passado no passado Laringe C32 T3N2CMO
CP3/0153 M 49 Sim no passado Laringe C32 T3N3MO
CP1/0348 M 51 Sim Sim laringe glote C32 T4NOMO
CP1/0357 M 76 nunca nunca laringe glote C32 T4NOMO
CP1/0359 M 55 Sim Sim Laringe C32 T4NOMO
CP1/0385 M 39 nunca nunca Laringe C32 T4NOMO
CP3/0136 M 65 Sim Sim Laringe C32 T4N2BMO
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No presente estudo, foram também analisadas as linhagens celulares

HEp-2 (originalmente descrita como proveniente de carcinoma epidermdide de

laringe) e FaDu (procedente de carcinoma epidermdéide de faringe), ambas

gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Otavia Luisa Silva Damas de Caballero,

Instituto Ludwig, NY (Tabela 3).

As linhagens foram selecionadas por terem apresentado, em estudos

anteriores do grupo, baixa expressao do gene KLKS8.

Tabela 3. Caracteristicas das linhagens utilizadas.
Dados dos pacientes
Linhagem Origem TNM Idade Sexo
(anos)
Originalmente descrita como
proveniente de carcinoma N0
HEp-2 epiderméide de laringe, com 56 masculino
e . consta
contaminagdo com a linhagem
HelLa (ref. ATCC CCL-23).
FaDu C_arcin(_)ma epiderméide  de Nao 56 masculino
hipofaringe (ref. ATCC HTB-43) consta
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Métodos

A. Anadlise Filogenética

A analise filogenética foi realizada pelo programa MEGA (versédo 5.05)
(316), utilizando a ferramenta Muscl para alinhamento de sequéncias. O
método selecionado foi o0 Maximum Likelihood (317), que constroi a arvore
filogenética a partir de uma matriz com medidas de distancias entre pares. O
programa MEGA também gerou o melhor método de substituicdo de
nucleotideos para esses dados, que foi o GTR (general time reversible),
empregando a distribuicdo Gama, categoria 5, e o bootstrap de 1000 para
avaliar a robustez dos nodos (318). Para assegurar a confiabilidade dos nodos
e enraizar a arvore, foi utilizada a tripsina como grupo externo por sua
semelhanca de sequéncia com as calicreinas (319, 320).

As sequéncias dos RNAs mensageiros dos genes KLKs humanos, de
suas isoformas e do pseudogene KLKP1 utilizadas para a andlise filogenética
foram obtidas do banco de dados Reference Sequences (RefSeq), disponivel
no National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

B. Cultivo Celular

O meio de cultura MEM (Minimum Essential Medium, Cultilab,
Campinas, SP) foi utilizado para ambas as linhagens, HEp-2 e FaDu,
suplementado com soro fetal bovino (SFB, Cultilab) 10%, aminoacidos néo

essenciais 10 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), L-glutamina 10 mM
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(Sigma-Aldrich), piruvato de soédio 1 mM (Sigma-Aldrich) e solucdo de
antibiético/antimicotico 0,1% (Sigma-Aldrich).

As linhagens foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO; por
24h, até se fixarem no substrato. O crescimento e a morfologia celular foram
monitorados a cada 24h em microscopio invertido e os meios de cultura foram
substituidos a cada trés dias. Quando uma subconfluéncia de
aproximadamente 70% foi atingida, as células foram tripsinizadas e
subdivididas em duas réplicas. Em resumo, o meio de cultura foi aspirado e as
células foram lavadas com solucdo tampédo fosfato-salina sem calcio e
magneésio, pH 7,2 (PBS). A solucdo de lavagem foi igualmente aspirada e as
células foram tripsinizadas com a adicdo de solucdo de tripsina 0,05%-EDTA
0,02% (Sigma-Aldrich) e incubadas a 37°C por 2min para que a tripsina
pudesse agir. Apo6s a confirmacdo do descolamento das células em
microscoépio, a tripsina foi inativada pela adicdo de meio MEM com soro fetal
bovino 10%. O material foi retirado da garrafa com auxilio de uma pipeta e
depositado em dois tubos de ensaio, que foram centrifugados a 260 g por 2min.
O pellet com células foi ressuspendido em meio e recultivado. Para
manutencdo do estoque de linhagens, um dos pellets foi periodicamente
ressuspendido em SFB e solucédo de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich)
9:1 e congelado.

Para avaliagdo do numero de células a serem semeadas na fase de
recultivo, foi utilizado o contador automatico Countess® Cell Counter
(Invitrogen, Forster City, CA, USA), que utiliza um algoritmo para analise de

imagens e para céalculo do nimero de células vivas e mortas. Uma aliquota de
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5 ul de meio contendo as células tripsinizadas foi adicionado a um tubo
eppendorf com 5 pL de azul de tripano (Sigma-Aldrich) e os 10 uL totais foram
aplicados em lamina propria para contagem. As células vivas brilham devido a
auséncia do corante em seu interior, pois a membrana celular integra impede
sua entrada. As células mortas, ao contrario, ficam opacas por causa da
presenca do azul de tripano em seu citoplasma, uma vez que a membrana
celular ndo é mais seletiva. O numero de células viaveis/mL identificadas pelo
aparelho foi utilizado para calcular o volume de meio com células a ser
semeado.

Para obtencdo de réplicas, as células foram semeadas com densidade de
1x10° e cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, por 24h. Apds sua
adesdo ao frasco, o meio de cultura foi trocado por meio sem soro para
sincronizagéo do ciclo celular. As células foram mantidas nesse meio por 24h,
tempo suficiente para que ingressassem na fase Go. ApOs este periodo, 0 meio
foi substituido por meio completo e as células foram cultivadas por 72h, quando
foi realizado o bloqueio da cultura com solugdo de tripsina/EDTA. Uma das
réplicas foi encaminhada para extracdo de RNA, DNA e proteinas e a outra
continuou em cultivo para analises posteriores.

Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados em fluxo
laminar bidirecional, especifico para manutencéo da esterilidade dos materiais

bem como para evitar a contaminacao das culturas.
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C. Andlise da expressdo génica

Extracdo sequencial de RNA, DNA e proteinas

O RNA, o DNA e as proteinas foram extraidos pelo método do trizol (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), segundo protocolo ja estabelecido no
laboratorio (321).

O meio das garrafas de cultura foi retirado e as células foram lavadas com
5 mL de PBS. Apés este passo e a retirada do PBS, o protocolo para linhagens
celulares e tumores primarios foi similar e seguiu com a adicdo de 3 mL de
trizol, uma solucdo monofasica de fenol e tiocianato de guanidina que mantém
a integridade do RNA enquanto promove a lise celular. O material foi distribuido
em tubos de 1,5 mL e mantido a temperatura ambiente por 20min. Em seguida,
recebeu 200 pL de cloroférmio gelado para cada mL de amostra em trizol, foi
homogeneizado por 1min e incubado por 10min a temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 g, por 15min a 4°C, para separar a fase
aquosa, que conttm RNA, da interfase branca e leitosa que contém
principalmente proteinas, e da fase organica, com DNA e proteinas. A fase
aquosa com RNA foi transferida para um novo tubo com 500 pL de isopropanol
gelado e 10 pg de glicogénio e mantida por 20min a temperatura ambiente.
ApOs esta etapa de precipitacdo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 g
por 15min a 4°C e o sobrenadante foi descartado por inversao. O sedimento foi
lavado trés vezes com 1 mL de etanol 70% gelado, agitado até se soltar do
tubo e centrifugado a 14.000 g por 2min a 4°C. O excesso de etanol foi retirado
por pipetagem e os tubos foram colocados em banho seco a 42°C por um

minuto para secagem total do precipitado. O material foi ressuspendido em 20-
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50 pL (dependendo do tamanho do sedimento) de agua livre de nucleases. As
amostras foram colocadas em banho seco a 55°C por 10min para melhor
eluicdo do RNA. Uma aliquota foi utilizada para quantificar e analisar a
integridade do RNA. A fase organica com DNA e proteinas foi armazenada a

-80 °C.

Quantificagao e avaliacao da integridade do RNA de linhagens celulares

As amostras de RNA provenientes de linhagens celulares foram
guantificadas em espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA). Neste equipamento, foi avaliada a pureza do RNA em
relacdo a contaminacdo com proteinas utilizando a razdo das absorbancias. A
absorbancia maxima dos acidos nucleicos sob luz UV ocorre no comprimento
de onda de 260 nm e das proteinas no comprimento de onda de 280 nm. A
razdo dos valores de absorbancia A260/A280 deve ser ~2 para identificar
pureza de RNA. De forma similar, contaminantes quimicos como fenol,
guanidina e glicogénio apresentam absorbancia no comprimento de onda de
230nm. Por esse motivo, € estabelecido que a razdo A260/A230 deve ser de 2
a 2,2 para exclusdo de contaminacdo da solugcdo de RNA por esses
compostos.

A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1% pela observacao
das bandas ribossomais 18S e 28S.

O RNA restante foi acondicionado a -80°C até seu uso para sintese de

DNA complementar (CDNA).



34

Quantificacéo e avaliacdo da integridade do RNA de tumores primarios

O RNA, o DNA e as proteinas de amostras de tumores e suas margens
cirtrgicas foram extraidos em trabalhos prévios do grupo. A quantificacéo e a
avaliacdo da integridade do RNA dessas amostras foram realizadas no
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha). Este sistema
utiliza eletroforese capilar em microchip, que é feita em versédo microfluidica e
nao ocorre no interior de uma coluna capilar, mas em microcanais fabricados
em pequenos blocos. Com esse tipo de eletroforese, € possivel separar
fragmentos de DNA, RNA e proteinas e posteriormente detecta-los por
fluorescéncia induzida por laser.

Foi utilizado o RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies), que possui
chips e reagentes desenhados para andlise de fragmentos de RNA. Cada chip
contém uma rede interconectada de microcanais e pocos definidos para as
amostras de interesse e para cada um dos reagentes (gel, solucdo de corante

fluorescente e marcadores de peso molecular).

Reacdo em Cadeia da Polimerase pela transcriptase reversa (RT-PCR)

De acordo com o resultado da quantificacdo, foi preparado um volume de
RNA com 1 ug para as amostras frescas e 5 ug para as linhagens celulares. O
RNA foi tratado com RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Madison, WI, USA)
para eliminacdo de DNA gendmico, em reac¢do com volume final de 25 uL.

O cDNA foi confeccionado pela reacdo de transcricdo reversa com O
sistema High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,

Forster City, CA, USA). Este sistema utiliza a enzima transcriptase reversa
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MultiScribe e iniciadores aleatérios — random primers - para a sintese do DNA
complementar. Os volumes e as concentracoes dos reagentes utilizados na
reacao de transcricdo reversa foram: 5 uL de iniciadores 10X, 2 uL de dNTPs
100 mM, 5 uL de tampéo 10X, 2,5 uL de enzima MultiScribe 50 U/uL. Os
reagentes foram adicionados aos 25 uL obtidos apds processamento com
DNAse. O volume da reacéo foi completado para 50 uL com agua tratada com
DEPC. As condi¢cbes da reacdo de RT-PCR foram: 25°C por 10min, 37°C por
120min, 85°C por 5min, 4°C «. No final da reagao, foram acrescentados 50 uL
de agua tratada com DEPC, sendo o volume final igual a 100 ul e a
concentracdo de cDNA igual a 10 ng/uL para as amostras e 50 ng/uL para as

linhagens. Os cDNAs foram entdo armazenadas a -20 °C.

Analise de PCR em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada no equipamento ABI Prism 7500 Fast
Sequence Detection System (Applied Biosystems) com o sistema TagMan
(Applied Biosystems) para o gene KLK8 no caso de material obtido de ensaios
de transfeccédo em linhagens celulares e com o sistema SYBR Green (Applied
Biosystems) para as isoformas 1 a 6 do gene KLK8 em amostras de tumores
primarios.

O sistema TagMan utiliza sondas fluorescentes com comprimentos de
onda diferentes e, desta forma, permite a amplificacdo de dois genes (gene de
interesse e constitutivo) na mesma reacdo. Todas as sondas foram
desenhadas pela propria empresa. Para amplificacédo, foi utilizado o Tagman

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), que contém todos o0s
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reagentes necessarios para a reacgdo. A fluorescéncia é capturada e coletada
continuamente para cada amostra, entre 520 e 660 nm, e a intensidade de
fluorescéncia detectada é diretamente proporcional a quantidade de cDNA da
amostra. Os dados sao traduzidos por um software especifico e plotados em
um grafico que mostra a intensidade de fluorescéncia versus o ndmero de
ciclos. Quanto maior a quantidade de cDNA molde presente no inicio da
reacdo, menor € o numero de ciclos para deteccdo de uma intensidade de
fluorescéncia estatisticamente significante. Este ponto é definido como limiar ou
C: e ocorre durante a fase exponencial de amplificagao.

As reacg0Oes foram feitas em triplicata com um volume final de 10 ul, que
incluiu 5 pl de Tagman Universal PCR Master Mix, 0,5 ul de sonda especifica
para o gene de interesse, 1 ul de cDNA da amostra a ser analisada na
concentracdo de 50 ng/uL e 3,5 ul de 4gua para completar o volume final da
reagao. Os ciclos foram de 2min a 50°C; 10min a 95°C e 40 ciclos de 95°C por
15s e 60°C por 1min.

No sistema SYBR Green, o0s iniciadores especificos para cada transcrito
(Tabela 4) foram  desenhados com a ferramenta  Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi) e as reacbes foram
realizadas em volumes de 20 uL, contendo 10 ng de cDNA molde, 1 uL de
iniciadores na concentracdo 10 nM, 10 pL de Power Master Mix SYBR Green™
(Applied Biosystems) e 7 uL agua. O Power Master Mix SYBR Green™ contém
todos os componentes para a reacdo de PCR em tempo real, exceto o molde,
os oligonucleotideos iniciadores e a &gua. As condigcbes das reacgles

compreenderam uma etapa inicial de 10min a 95°C para inativagao da uracil-N-
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glicosilase (UNG), evitando, dessa forma, que a enzima degradasse 0s
produtos da termociclagem a ser iniciada em seguida, e também para ativacéo
da enzima AmpliTag Gold (Applied Biosystems). Posteriormente, seguiram-se
40 ciclos de 15s a 95°C e 1min a 60°C para extensdo. Foi acrescentado um
passo de dissociacdo que compreende duas etapas de 15s a 95°C,
intercaladas por uma etapa de 30s a 60°C. A curva de dissociacdo tem como
objetivo a verificagdo de ocorréncia de primer dimers, produtos inespecificos e
de contaminacdes. O gene GAPDH foi escolhido como normalizador.

A eficiéncia dos iniciadores foi avaliada por curva padréo para as variantes
do gene KLK8 e para o gene constitutivo GAPDH. Foram empregadas cinco
concentrac@es diferentes de cDNA da linhagem celular FaDu, a saber, amostra

pura e suas cinco diluicbes em série em agua DEPC 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5.

A formula utilizada para avaliacdo da expresséo dos genes foi:

Taxa relativa de expresséo 2 -(ACt do gene alvo - ACt do calibrador) — 2—AACt

O ACt foi obtido pela subtracdo da média dos Cts do gene alvo pela média
dos Cts do gene constitutivo ou calibrador.

Foram considerados diferencialmente expressos 0s transcritos que
exibiram expressao reativa > 2.0 ou < -2.0 em relacdo ao tecido controle, apés
a transformacéo dos valores para logaritmo de base 2. Dessa forma, um valor
de expressao relativa igual a +1 equivale a um aumento de expressédo de 2

vezes, e um valor de -1 equivale a uma diminuicdo de expressao de 2 vezes.
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Tabela 4. Iniciadores para os 6 transcritos de interesse da KLKS8.

Oligonucleotideo Sequéncia
KLK8.1 anti-sense CCTGGGCAGGACACTCC
KLK8.1 sense GGACACCGCCACAGAGTAG
KLK8.2 anti-sense AGACGTGGATGTTCCTGCTC
KLK8.2 sense AATGGACACACGGCAAGTTC
KLK8.3 anti-sense GGAGCCTGGGCAGAGAAT
KLK8.3 sense CCTCCAGAATCGCCCT
KLK8.4 anti-sense TGGGCAGGGCGATTCT
KLK8.4 sense CAGTCCAGGTAGCGGCAG
KLK8.5 anti-sense CCTGGGCAGGAAATACACAG
KLK8.5 sense ACATCGCTGCTGTTGTAGCA

KLK8.6 anti-sense

CACTGTAAAAAACCAGAATTTTCC

KLK8.6 sense

ACAGACCATGCCATCTGTGA

D. Ensaios Funcionais

Inducdo de expressao

As linhagens celulares (FaDu e HEp-2) foram utilizadas nos experimentos

para analise do efeito de inducédo de expressdo do gene KLK8. Esse efeito foi

avaliado por indice de proliferacdo, morfologia, migracéo e invaséo celular. As

linhagens foram selecionadas por apresentarem expressao diminuida da

isoforma 1 de KLK8 entre aquelas disponiveis no laboratério.

Para inducdo de expresséo, foi utilizado o vetor comercial pMCV6-AC

(OriGene Technologies, Rockville, EUA) com o gene de interesse, KLKS8

variante 1 (Figura 6). Como controle negativo, foi utilizado o mesmo vetor sem
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insercdo do gene (ORIGENE). O vetor inclui uma regido promotora forte (do
citomegalovirus humano — CMV), que garante alto nivel de expressao, e um
gene NEO de resisténcia ao antibidtico geneticina (G-418, Sigma-Aldrich), que
auxilia na selecdo das células transfectadas e eliminacdo daquelas sem o
vetor. Outro controle negativo para a reacdo compreendeu células sem o vetor.

A variante 1 de KLKS8 foi escolhida por ter apresentado menor expressao
em amostras de CECP em ensaios anteriores, e por possuir a triade catalitica

do dominio serino-protease.
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Figura 6. A. Esquema do vetor de expressdo pCMV6-AC contendo o gene
KLK8, o gene NEQO' de resisténcia ao antibitico geneticina, a sequéncia
promotora do CMV (citomegalovirus) e os sitios de restricdo. B. Esquema
linear do vetor apresentando as regides dos sitios de restricdo e a sequéncia
Kozac.
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O ensaio de inducédo de expressao permanente foi realizado utilizando o
protocolo do Neon Transfection System (Invitrogen), um equipamento de
eletroporacdo que induz poros na membrana celular permissiveis a fluxo de
ions e moléculas.

Previamente a transfeccao, as linhagens foram cultivadas em meio MEM
contendo SFB 10% até atingirem a confluéncia de 70% em garrafas médias (75
cm2). No primeiro dia do experimento, as células foram tripsinizadas e
contadas no Countess® Cell Counter (Invitrogen, Forster City, CA, USA), como
descrito anteriormente. Uma aliquota com 3x10° células foi ressuspendida com
reagente especifico do kit Neon Transfection, a qual foi adicionado o vetor (15
Mg), seguindo o protocolo do fabricante para reacdes de 100 uL. Trés
condi¢cBes foram realizadas: (a) suspenséo de células contendo o vetor com o
gene da KLK8 (vetor cheio), (b) suspenséo de células contendo o vetor sem o
gene da KLK8 (vetor vazio) e (c) controle de reagdo sem vetor. O material das
trés condicdes foi submetido a eletroporacéo com 23 diferentes intensidades de
pulsos elétricos para escolha do melhor procedimento (1000 V, 1 pulso,
comprimento de pulso de 40s).

As células foram cultivadas em meio MEM com SFB 10% sem antibiotico
por 24h e, em seguida, foram selecionadas por 15 dias em meio com o
antibidtico geneticina na concentracao final de 700 pg/mL. Como os vetores
possuem 0 gene de resisténcia para a geneticina, apenas as células
transfectadas sobrevivem a selecao.

As culturas foram observadas diariamente em microscépio invertido para

avaliacdo da morfologia celular e a cada 48h o meio de cultura com antibioticos
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foi substituido por meio novo. A eficiéncia da inducdo de expressédo do gene
KLK8 foi avaliada por PCR em tempo real quantitativa (segundo protocolo
descrito anteriormente, com extracao por trizol, confeccdo de cDNA e uso de
sonda Tagman). As comparacOes de expressao foram realizadas de acordo

com o Esquema 1.

células FaDu ou HEp-2 transfectadas com o vetor cheio
Versus
células FaDu ou HEp-2 transfectadas com o vetor vazio

células FaDu ou HEp-2 transfectadas com o vetor vazio
Versus
controle de reacao sem vetor

Esquema 1. Comparacfes de valores de Ct entre pares.

Ensaio de proliferacao celular

Para avaliar seu potencial proliferativo, as células transfectadas e seus
controles foram cultivadas em meio sem SFB por 24h, em triplicatas com 5x10*
células/poco em placas de 12 pocos. As culturas de células transfectadas
continuaram recebendo geneticina para garantir sua selecdo. Apés 24h, o meio
foi trocado por meio com SFB 10% e, a cada 24h até completar 96h, uma
triplicata de cada condi¢ao foi tripsinizada e as células vivas foram contadas no
Countess® Cell Counter para posterior elaboracdo de uma curva de

proliferacao.
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Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo The CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay- MTS (Promega), um método
colorimétrico utilizado para determinar o nidmero de células viaveis. Neste
ensaio, 0 sal de tetrazolium (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) € biorreduzido pelas
células vivas com formacdo do soluvel formazan, que produz mudanca de
coloracdo no meio. A quantidade de formazan € mensurada pela absorbancia
de 490 nm e diretamente proporcional ao numero de células vivas na cultura.

O ensaio de viabilidade foi realizado nas linhagens HEp-2 e FaDu, nas
mesmas condi¢cdes e tempo de duragdo que o ensaio de proliferagdo, exceto
pela utilizacdo de placas de 96 pocos, contagem de células em leitor de placas
(TP-Reader-ThermoPlate) e numero de células semeadas de 5x103

células/poco.

Andlise da morfologia celular
A andlise de morfologia celular das linhagens foi realizada rotineiramente
utilizando microscépio invertido. As culturas foram fotografadas periodicamente

para registro de mudancas de morfologia.

Ensaio de Migracéo e Invasao Celular
O efeito da expressao elevada de KLK8 na migragao celular foi avaliado
em células transfectadas com o vetor cheio e seus controles, cultivadas em

triplicatas em placas de 24 pocos com insertos ou camaras de 6,5 mm de
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diametro contendo uma membrana de 8 pm de porosidade (BD BioCoat™
Migration/Invasion Chambers — MIC, Franklin Lakes, NJ, USA). Um total de
5x10* células/300 puL de meio MEM sem SFB foram semeadas no
compartimento superior do inserto. No compartimento inferior (correspondente
ao poco da placa de cultivo), foram adicionados 500 pL de meio MEM
suplementado com SFB 10%. Em seguida, as placas foram incubadas por um
periodo de 12h a 37°C e CO, 5%, durante o qual as células, atraidas pelo soro,
migraram pela membrana em dire¢do ao compartimento inferior da camara. As
células presentes no inserto foram fixadas com formaldeido 0,4% a
temperatura ambiente por 20min. Aquelas presentes na superficie superior da
membrana (e que, portanto, ndo migraram) foram retiradas com o auxilio de
uma haste de algoddo, enquanto as células presentes na face inferior foram
coradas por 5min com o composto fluorescente 4',6-diamidino-2-fenilindol/DAPI
(Uniscience, Sao Paulo, SP, Brasil) e submetidas a um passo de lavagem com
PBS 1X. Cinco campos da superficie inferior da membrana, selecionados
casualmente, foram fotografados em microscopio de fluorescéncia invertido
utilizando o programa Axiovision Release 4.8 e as células presentes foram
contadas nas fotografias obtidas.

A invasividade de células com expressao elevada de KLKS8 foi avaliada
em camaras de invasdo com matrigel, contendo insertos de 6,5 mm de
diametro com membranas de 8 pm de porosidade (BD BioCoat™
Migration/Invasion Chambers — MIC). Este ensaio baseia-se no fato de que

células com capacidade invasiva sdo capazes de degradar o matrigel, que faz
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a funcdo da matriz extracelular no tecido vivo, e migrar em direcdo ao meio
com soro.

As células foram inoculadas no inserto, na mesma concentracdo
utilizada no ensaio de migracédo e, ap0s 48 horas a 37°C e CO, 5%, foram
fixadas com 0,4% de formaldeido a temperatura ambiente por 20min. As
células remanescentes que ndo degradaram o matrigel (presentes, portanto, na
superficie superior da membrana) foram igualmente retiradas com o auxilio de

uma haste de algodao. Os passos seguintes seguiram 0 mesmo protocolo do

ensaio de migragéo (Figura 7).

meio de cultura
sem soro

meio de cultura
com soro

Figura 7. Esquema dos ensaios de migracdo e invasdao. Os ensaios
diferenciam-se pela presenca de uma camada de matrigel sobre a membrana
da camara no ensaio de invasdo. O matrigel faz a fungao da matriz extracelular
gue as células devem degradar para atingir o meio com soro. As células séao
depositadas na parte superior do inserto e aquelas que nao atravessem a
membrana apdés um periodo especifico sdo retiradas com auxilio de uma haste

de algodao.
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Analise estatistica

Os resultados do ensaio de proliferacéo, viabilidade, migracéo e invasao
foram analisados pelo teste estatistico ANOVA do programa miniTAB 16
(p<0,05). O programa GraphPad prism (GraphPad Software Inc., San Diego —
CA, E.U.A) foi utilizado para andlise estatistica e confeccdo de graficos dos

ensaios de PCR em tempo real (Teste t - ndo pareado, p<0,05).

E. Ensaios com Meio Condicionado

Os ensaios com meio condicionado foram realizados para andlise do
secretoma de células com expressao elevada do gene KLK8 ou de células
tratadas com este secretoma. Para tais ensaios, foram semeadas células HEp-
2 (1x10°) transfectadas com o vetor cheio, com o vetor vazio ou sem vetor

(controle da reacao) (Figura 8).
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Figura 8. Representagdo esquematica dos ensaios para andlise do efeito da
expressdo ectdpica de KLK8 na concentracdo de metabdlitos e proteinas
celulares e secretadas.
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Na ETAPA 1, as células foram cultivadas em meio MEM com SFB 10%
por 24h e, em seguida, em meio sem SFB por mais 24h a 37 °C e CO,5% para
sincronizacdo do ciclo celular. O meio condicionado por essas células
(secretoma 1) foi aspirado e filtrado em Millex-GP 0,22 um (Millipore) para
retirada de debris, enquanto as células que permaneceram no frasco foram
tratadas com solucdo de uréia 8 M, descoladas com um raspador e
armazenadas a -80°C para posterior sonicacdo e digestdo de proteinas
celulares. O secretoma 1 foi dividido em duas partes: uma delas foi mantida a -
80°C para andlise posterior de metabdlitos e proteinas e outra parte foi utilizada
para cultivo de células HEp-2 néo transfectadas.

Na ETAPA 2, triplicatas de células HEp-2 ndo transfectadas foram
cultivadas em secretoma 1 diluido em meio MEM com SFB 10% novo na
proporcao 3:1. Um grupo de triplicatas recebeu o meio condicionado pelas
células transfectadas com o vetor cheio, com 0 vetor vazio ou sem o vetor.
ApoOs 24h, este meio foi substituido por meio MEM sem SFB que, apds outras
24h, foi coletado para posterior analise de metabdlitos e proteinas (secretoma
2). As células da ETAPA 2 foram tratadas da mesma maneira que as células da
ETAPA 1, com solucdo de uréia 8 M e raspagem, e foram reservadas para

extracdo de RNA e proteinas (Figura 9).
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Figura 9. Protocolo do ensaio de meio condicionado para analise do secretoma
e proteoma do meio condicionado e das células.

Andlise de metabdlitos e proteinas

Os secretomas 1 e 2 foram filtrados com Millex-GP 0,22 um (Millipore) e
concentrados utilizando Amicon Ultra-15, PLBC Membrana Ultracel 3/Microcon
Ultracel YM-3 (Millipore), que retém as proteinas do meio. Os metabolitos
filtrados seguiram para analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e as
proteinas secretadas e celulares foram quantificadas e digeridas para analise

por espectrometria de massas.

Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

O secretoma filtrado foi diluido em solucao salina e injetado no probe do
equipamento de RMN. Para quantificacdo dos metabdlitos, foi utilizado um
padréo interno, que é o indicador de chemical shift (deslocamento quimico).
Este padrao, TSP (fosfato trissddico), foi adicionado a amostra no momento da
analise, na concentracdo de 0.5 mM, e corresponde ao padrdo de frequéncia
zero. O preparo das amostras foi realizado de acordo com os protocolos

descritos por Beckonert et al, 2007 (322), e a aquisicdo e 0 processamento de
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dados foram realizados no LNBio (Laboratério Nacional de Biociéncias, Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e MateriaissCNPEM, Campinas-SP), em
colaboracédo com a Profa. Dra. Ana Carolina Zeri.

Os espectros de hidrogénio foram analisados pelo software Chenomx
NMR Suite, que permite avaliacdo da composi¢édo da amostra pela comparacao
com mais de 200 espectros de metabdlitos na base de dados do proéprio

programa.

Digestao de proteinas em solucéo

Os secretomas e a suspensao de células em uréia 8M previamente
sonicada para lise celular e liberacdo das proteinas, foram quantificados pelo
método de Bradford através do kit Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit
(Thermo Scientific).

Para digestdo de proteinas em solucdo, foi utilizado o protocolo
padronizado pelo LNBio (Laboratério de espectrometria de massas), adaptado
de Villen et al, 2008 (323). Uma solucdo de DTT 5mM (concentracao final) foi
adicionada a 100 pg de proteina de cada amostra para reducdo das pontes
dissulfidicas e incubada por 25min a 56°C. Para alquilacdo de cisteinas, foi
acrescentada iodoacetamida 14 mM (concentracdo final) e os tubos foram
mantidos por 30min a temperatura ambiente protegidos da luz. Apés este
periodo, foi novamente adicionado DTT 5 mM para ligacdo da iodoacetamida
livre, e o material foi incubado por 15min a temperatura ambiente e protegido da

luz.
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As amostras receberam uma solucao de tripsina com concentracao final de
20 ng/uL e foram mantidas a 37 °C por 16h. Apds este periodo, foi
acrescentado acido trifluoacético (TFA) na concentracdo final de 0,4% para
inativacdo da tripsina. O pH de cada amostra foi medido e aquelas com pH
acima de 2 receberam TFA até atingirem o valor adequado. Em seguida, foram
centrifugadas a 2500 g por 10min a temperatura ambiente e os sedimentos
foram descartados.

As amostras foram entdo submetidas a dessalinizacdo de peptideos
utilizando o protocolo padronizado pelo LNBio. Inicialmente, a coluna SepPack
(tC18- Waters 100mg) foi ativada com acetonitrila (ACN) 100% e equilibrada
com ACN 50% e TFA 0,1%. Em seguida, foi carregada com a amostra, lavada
com TFA 0,1% e equilibrada com &cido férmico 0,1%. A primeira solucdo de
peptideos eluidos foi coletada em ACN 50% com acido férmico 0,1%. A
segunda solucéo coletada foi eluida em ACN 80% com &cido formico 0,1%. As
duas solucdes foram reunidas em um mesmo tubo, liofilizadas em centrifuga a
vacuo e armazenadas em freezer -20°C até sua analise por espectrometria de
massas no equipamento UPLC acoplado ao sistema ElectroSpray lonization
Quadrupole Time of Flight MS/MS (ESI Q-TOF Ultima API; Waters Corporation,
Milford, MA, USA), (LC-MS/MS), no laboratério multiusuario do LNBio, em

colaboragcédo com a Profa. Dra. Adriana Franco Paes Leme.
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Identificac@o de proteinas

Para identificacdo das proteinas, os dados obtidos foram pesquisados no
MSDB (Mass Spectrometry Protein Sequence DataBase) com o software
Mascot Distiller versdo 2.2.1.0. Os resultados foram exportados para o
programa Scaffold Q+ (versao 3.00.5, Proteome Software Inc., Portland, OR,
USA). A quantificacdo relativa das proteinas foi obtida a partir do nimero de

espectros dividido pelo numero total de espectros da amostra.

F. Modelagem molecular por homologia

Para desenvolver o modelo da estrutura molecular da proteina hK8, foi
realizada a modelagem por homologia, com o programa MODELLER (324).
Este programa gera modelos estruturais que seguem diversos parametros e
restricbes estereoquimicas bastante rigidos por meio de similaridades com
outras proteinas da mesma familia. A calicreina utilizada para modelagem foi a

hK5 que possui acima de 40% de similaridade de sequéncia com a hKa8.
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RESULTADOS

A. Casuistica

Foram analisadas 23 amostras de carcinomas epidermdides de cabeca e
pescoco e 23 amostras de suas respectivas margens cirdrgicas, que incluiram
3 casos de tumores de lingua (1 NO e 2 N+), 9 tumores de soalho de boca (4
NO e 5 N+), 3 de amigdala (3 N+) e 8 de laringe (5 NO e 3 N+). Entre os 23
pacientes, 19 eram do sexo masculino e 04 do sexo feminino, com idades
variando entre 39 e 76 (média = 57,3 anos); 18 eram fumantes ou ex-fumantes;
17 faziam uso abusivo de alcool ou ja haviam feito. A maioria dos casos
compreendeu tumores grandes (T3 ou T4) com metastases linfonodais (Tabela
5) e sem metastases a distancia, procedentes dos quatro subsitios anatémicos

de cabeca e pescoco, mas principalmente de soalho de boca e laringe

B. Andlise Filogenética

A arvore filogenética obtida pelo método de Maximum Likelihood no
programa MEGA mostrou, além do ramo isolado de KLK6, cinco clados na
familia das calicreinas (Figura 10): (a) KLKs classicas (1-3), (b) KLK 5, 4, 7, 14
e pseudogene KLKP1, (c) KLK 12 e 13, (d) KLK 9 e 11, (e) KLK 8, 15 e 10. As

isoformas de KLK8 (1, 2, 6 e 3, 4, 5) aparecem em dois ramos separados.
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Tabela 5. Frequéncia dos parametros sexo, idade, exposicdo a fumo e alcool,

subsitio e classificacdo TNM das lesdes em 23 pacientes portadores de

carcinomas epidermdides de cabeca e pescoco.

Parametros Grupos Total de pacientes (%)
Sexo Masculino 20 (87%)
Feminino 03 (13%)
ldade* =40 21 (91,3%)
<40 02 (8,7%)
Fumante Sim 14 (60,9%)
No passado 04 (17,4%)
Nunca 05 (21,7%)
Etilista Sim 12 (52,2%)
No Passado 05 (21,7%)
Nunca 06 (26,1%)
Subsitios C02 6 (26,1%)
co4 9 (39,1%)
C32 8 (34,8%)
ClassificacAoTNM T1 0
T2 03 (13%)
T3 05 (21,7%)
T4 15 (65,2%)
NO 10 (43,5%)
N1 00 (0%)
N2 11 (47,8%)
N3 02 (8,7%)
MO 23 (100%)
M+ 00 (0%)

* |[dade média do grupo = 57,3 anos
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Figura 10. Arvore filogenética da familia de genes das calicreinas humanas, suas
isoformas e o pseudogene KLKP1, tendo como grupo externo o dominio
TRYPSIN1. Os nimeros nos nodos indicam os valores de suporte para esses

nodos. Programa MEGA (versao 5.05).
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C. Analise da expressdo génica

Quantificagcéo e avaliagao da integridade do RNA

A extracdo de RNA por trizol e a sintese de cDNA foram realizadas com
sucesso para as linhagens celulares HEp-2 e FaDu. A integridade do RNA
mostrou-se adequada, como mostra o resultado da corrida em gel de agarose
na Figura 11A. Resultados similares obtidos no equipamento Bioanalyzer foram
observados para as amostras de tumores primarios selecionadas para estudo
(Figura 11B). Apenas amostras com RIN (RNA integrity number) acima de 5,
calculado pelo equipamento, foram aceitas para 0s ensaios de expressao

génica por PCR em tempo real (Figura 12).

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

28S —» 4000 s —

18S —

2000 sw—

1000 =

—

500 m— =
—_—

200 —— . =
e — —_—

25

Figura 11. A. Foto de gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio
para visualizacdo das duas bandas ribossomais 18S e 28S. Linhagem
celular Hep-2 (1) e FaDu (2). B. Representacao gréafica do gel gerado pelo
equipamento Bionalyzer para visualizacdo das duas bandas ribossomais
18S e 28S em amostras de tumores primarios. L=marcador de peso
molecular e 10 das 23 amostras estudadas.
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RNA em ng/uL e integridade do RNA.
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PCR em tempo real em amostras de tumores primarios

Os iniciadores para os ensaios de PCR em tempo real foram desenhados
com o maximo de especificidade para que as seis variantes do gene KLK8
fossem expressas isoladamente sem sobreposicdo. A eficiéncia desses
iniciadores analisada por curva padrao mostrou valores préoximos de 100%.

Os resultados dos ensaios de PCR em tempo real utilizando o sistema
SYBR Green indicaram diferenca significativa de expressao das variantes 1, 3
e 6 de KLK8 na comparacédo dos tecidos tumorais com suas margens (teste t
nao pareado; p<0,001). A isoforma 1 apresentou niveis significativamente
reduzidos nos tumores, enquanto as isoformas 3 e 6 exibiram aumento de
expressdo, embora com grande variabilidade entre as amostras. O resultado
referente a esta ultima isoforma deve ser visto com cautela considerando sua

auséncia em 12 das 23 amostras (Figura 13).

Expressao das variantes de KLK8
emtumores primarios

log2

var1 var2 var3 var4 var5 varé

Figura 13: Valores de expressao relativa em logaritmo de base 2

das variantes 1 a 6 de KLK8 em carcinomas de cabeca e pescoco.
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D. Estudos funcionais

O efeito da expressdo ectopica da variante 1 de KLK8 foi avaliado nas
linhagens celulares HEp-2 e FaDu por meio de curvas de crescimento, analise
da morfologia e viabilidade celular e ensaios de migracdo e invaséo celular. Os
experimentos foram realizados em triplicatas.

Durante o experimento de transfeccdo, foi observada morte das células
controles sem vetor, evidenciada pela mudanca da morfologia epitelidide para
esférica e perda da aderéncia a superficie. Como era esperado, as células
transfectadas com o vetor mostraram resisténcia a geneticina presente no meio

de cultura (Figura 14).

Figura 14. A. Células controle ndo transfectadas, com aspecto
apoptotico decorrente da presenca de geneticina no meio de
cultura para a qual ndo séo resistentes. B. Células apos
transfeccdo com a isoforma 1 do gene da KLK8, exibindo
proliferacdo e resisténcia a geneticina em funcdo da presenca do
vetor pCMV6- AC com o gene NEOF.
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A permanéncia do vetor cheio nas células transfectadas e o consequente
aumento de expressdo de KLK8 foram confirmados por PCR em tempo real
com sonda Tagman. O nivel do transcrito aumentou 6,6 vezes na linhagem
HEp-2 e 3,8 vezes na FaDu em relacdo aos dois controles negativos (Figura 15

A e B).

A Hep-2 B FaDu

W KLK8 mKLKS

log 2
log 2

Figura 15. Valores de expressao relativa em logaritmo de base 2 da
variante 1 de KLK8 em células transfectadas com o vetor cheio (C) e
seu controle com o vetor vazio (V). A. HEp-2. B. FaDu. A quantificagao
relativa do gene foi calculada pelo teste t ndo pareado. O GAPDH foi
usado como controle constitutivo em relagdo a amostra sem vetor.

Efeito da expresséo ectépica de KLK8 em morfologia celular

As células HEp-2 apresentam usualmente morfologia fibroblastéide e
crescem em monocamadas. Apés transfeccdo com o vetor cheio, passaram a
exibir morfologia epitelidide e a formar agregados empilhados, mesmo quando
a confluéncia estava reduzida (Figura 16A-C). As células FaDu, ao contrario,

possuem usualmente morfologia epiteliide com crescimento em multiplas
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camadas. ApoOs transfeccdo e expressdo do gene KLK8, tornaram-se

alongadas e cresceram em monocamadas (Figura 16 D-F).

Figura 16. A-C. Morfologia das células HEp-2, aumento 20x; D-F. FaDU,

aumento 10x. (A, D) controle de reacdo sem vetor, (B, E) células transfectadas

com vetor vazio e (C, F) com vetor cheio, respectivamente.

Efeito da expresséao ectdpica de KLK8 em proliferacdo e viabilidade celular

As linhagens HEp-2 e FaDu também mostraram diferencas nos indices de
proliferacéo entre os controles negativos e as células com vetor cheio. As duas
linhagens exibiram proliferacdo significativamente maior nas condicbes de
expressdo elevada de KLK8 (HEp-2, ANOVA p=0,013; FaDu, ANOVA
p=0,015). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 17.

No ensaio de viabilidade celular, foi obtido um resultado similar, com

aumento de numero de células vidveis entre aquelas com o vetor cheio
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comparadas com seus controles, tanto no caso de HEp-2 (p=0,032) como de

FaDu (p=0,024) (Figura 18).

A B
Curva de proliferagao Hep-2 Curva de Proliferagao FaDu
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500000 //' 500000 |
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3 200000 Kl K8 '3 200000 KLK8
100000 100000 |
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Figura 17. Curva de proliferacdo evidenciando a diferenca entre células
transfectadas com o vetor cheio e seus controles negativos. A. HEp-2. B. FaDu.
ANOVA, p=0,013 e p=0,15, respectivamente.
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Hep-2 FaDu
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Figura 18. Gréfico com os resultados obtidos no ensaio MTS, evidenciando a
diferenca de viabilidade em células transfectadas com o vetor cheio e seus
controles negativos. A. HEp-2. B. FaDu. ANOVA, p=0,032 e p=0,024,

respectivamente.
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Efeito da expresséo ectopica de KLK8 em migracao e invasao celular
A expressao ectdpica do gene KLKS8 resultou em um aumento significativo
no potencial de migracéo de células transfectadas em relacdo a seus controles,

tanto em HEp-2 (ANOVA, p= 0,004) como em FaDu (ANOVA, p=0,005) (Figura

19).
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Figura 19. Ensaio de migragédo. A-F. Fotomicrografia de nucleos apos 8 horas
de cultivo. A marcagdo com DAPI foi modificada de azul para branco para
melhor visualizacdo. Linhagem HEp-2 (A) sem vetor/C; (B) com vetor vazio/VV;
(C) com vetor cheio/VC (ANOVA p=0,004). Linhagem FaDu. (D) sem vetor/C;
(E) com vetor vazio/VV; (F) com vetor cheio/VC (ANOVA p=0,005). G-H.
Grafico com a média do numero de células em 5 fotomicrografias de cada
triplicata de (G) HEp-2 e (H) FaDu.
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No ensaio de invaséo, inversamente, o numero de células com expressao
ectopica de KLK8 que invadiram a membrana de Matrigel ndo mostrou
diferenca significativa em relacdo aos controles, tanto em HEp-2 (ANOVA

p=0,370) como em FaDu (ANOVA p=0,076) (Figura 20).
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Figura 20. Ensaio de invasdo. A-F. Fotomicrografia de nucleos apés 48 horas
de cultivo. A marcacdo com DAPI foi modificada de azul para branco para
melhor visualizagao. Linhagem HEp-2 (A) sem vetor/C; (B) com vetor vazio/VV;
(C) com vetor cheio/VC (ANOVA p=0,370). Linhagem FaDu. (D) sem vetor/C;
(E) com vetor vazio/VV; (F) com vetor cheio/VC (ANOVA p=0,076). G-H.
Grafico com a média do numero de células em 5 fotomicrografias de cada
triplicata de (G) HEp-2 e (H) FaDu.
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E. Ensaios com Meio Condicionado

Analise de metabdlitos

Na analise por ressonanicia magnética dos meios condicionados do
secretoma 1 e do secretoma 2, foram identificados 33 metabdlitos (Tabela 6):
2-oxoisocaproato, acetato, acetoacetato, alanina, arginina, asparagina,
aspartato, cafeina, creatina, creatina fosfato, creatinina, citrato, etanol, formato,
fumarato, glicose, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, lactato, leucina,
lisisna, metionina, fenilalanina, piroglutamato, piruvato, prolina, succinato,
treonina, triptofano, tirosina e valina.

Foram observadas diferencas significativas entre as concentracdes de 21
metabdlitos no secretoma 1 (procedente de células HEp-2 com expressao
ectépica de KLK8) em relagdo aos seus controles: 17 mostraram aumento
(acetato, aspartato, creatina, creatinina, etanol, fenilalanina, fumarato, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, piroglutamato, piruvato, treonina
e valina) e quatro mostraram reducao (formato, glicose, glutamina e lactato)
nas células transfectadas com o vetor cheio.

Foram também observadas diferencas estatisticas entre as concentracdes
de 13 metabdlitos no secretoma 2 (procedente de células HEp-2 tratadas com
o0 secretoma 1) em relagdo aos seus controles: nove mostraram aumento
(acetato, aspartato, citrato, creatinina, formato, glicose, metionina,
piroglutamato e prolina) e quatro mostraram reducéo (etanol, glutamina, lactato

e piruvato) no grupo tratado.



com o vetor de expresséo contendo o gene KLK8, com o vetor vazio ou sem vetor (teste ANOVA, p<0,05).

Tabela 6. Concentracdo de metabdlitos identificados nos secretomas 1 e 2 procedente de células transfectadas

) SECRETOMA 1 SECRETOMA 2 Valor de
METABOLITOS . . Valor de p . .

Controle | vetor vazio | vetor cheio controle vetor vazio | vetor cheio p
0.0175 0.0169 0.0168 0.0136 0.0137 0.0112

2-OXOISOCAPROATO | 0.0162 0.0194 0.0199 0.375 0.0125 0.0105 0.0114 0.211

0.0133 0.0125 0.0193 0.0136 0.01 0.012

0.3003 0.3434 0.3633 0.339 0.338 0.3725

ALANINA 0.3965 0.3566 0.3765 0.562 0.3775 0.3418 0.359 0.841
0.3363 0.3775 0.359 0.3343 0.37 0.3429
0.085 0.0798 0.0932 0.0649 0.0797 0.0922

ACETATO 0.0786 0.0736 0.0919 0.013 0.0788 0.0719 0.107 0.012
0.0705 0.0711 0.0903 0.0736 0.088 0.1163
0.0083 0.0073 0.0074 0.0088 0.009 0.0118

ACETOACETATO 0.0147 0.012 0.0144 0.882 0.009 0.0063 0.0312 0.098
0.0081 0.008 0.0089 0.0081 0.011 0.0167
0.3123 0.35 0.3056 0.3426 0.3529 0.3641

ARGININA 0.3434 0.3477 0.3479 0.897 0.352 0.2019 0.3625 0.397
0.3251 0.303 0.3389 0.2179 0.3472 0.3868
0.1258 0.13 0.127 0.1059 0.1646 0.1354

ASPARAGINA 0.0887 0.0972 0.1412 0.127 0.1248 0.1259 0.0746 0.151
0.0868 0.089 0.1343 0.1258 0.1462 0.1064
0.0703 0.0835 0.178 0.0325 0.0974 0.2518

ASPARTATO 0.0713 0.0902 0.1426 0.0001 0.0934 0.0894 0.1591 0.038
0.0675 0.0732 0.1838 0.0871 0.091 0.1312
0.0355 0.0301 0.0422 0.0165 0.016 0.0437

CITRATO 0.05 0.0475 0.0639 0.461 0.0151 0.0154 0.0287 0.003
0.0421 0.501 0.0552 0.0143 0.0132 0.0321
0.0114 0.0088 0.009 0.0102 0.0137 0.0127

CAFEINA 0.0094 0.0093 0.0095 0.478 0.0139 0.0123 0.0119 0.446
0.009 0.0099 0.0087 0.0061 0.0122 0.0103
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0.0203 0.0204 0.041 0.0118 0.0175 0.0264
CREATINA 0.0205 0.0242 0.0386 0.0001 0.0148 0.0308 0.0145 0.86
0.0259 0.021 0.0397 0.0298 0.016 0.0121
0.0282 0.0273 0.0262 0.0243 0.0182 0.0172
CREATINA FOSFATO | 0.0376 0.0373 0.049 0.892 0.0378 0.0377 0.023 0.974
0.0295 0.0284 0.0275 0.0161 0.0203 0.0325
0.0079 0.007 0.0295 0.0048 0.012 0.0234
CREATININA 0.0086 0.0069 0.0299 0.0001 0.0089 0.004 0.0301 0.003
0.0069 0.0051 0.0389 0.0052 0.0091 0.0199
6.2529 6.0371 7.2942 13.0171 14.0304 10.8951
ETANOL 6.1148 5.9818 7.4486 0.0001 13.7895 12.1264 9.9495 0.021
6.058 6.2346 7.9837 13.7683 11.0625 10.6309
0.0599 0.0511 0.0753 0.1094 0.1291 0.0991
FENILALANINA 0.0507 0.061 0.0952 0.004 0.0887 0.0872 0.0836 0.543
0.0564 0.0571 0.0998 0.1134 0.1358 0.1163
0.1826 0.1926 0.1603 0.1365 0.1475 0.1704
FORMATO 0.1831 0.1926 0.173 0.049 0.1429 0.1411 0.1615 0.001
0.1856 0.1801 0.179 0.1338 0.1488 0.1747
0.0057 0.0045 0.0062 0.0041 0.0042 0.0042
FUMARATO 0.0058 0.0049 0.0062 0.004 0.0053 0.0036 0.0042 0.098
0.0051 0.0051 0.0068 0.0056 0.004 0.0045
0.9011 0.8259 0.5596 0.0491 0.04 0.0689
GLICOSE 0.989 0.9654 0.4155 0.001 0.04 0.039 0.0784 0.009
0.8253 0.9002 0.4898 0.0441 0.049 0.1077
0.1641 0.1899 0.194 0.1828 0.2203 0.1317
GLICINA 0.1723 0.1624 0.2203 0.019 0.2067 0.1812 0.198 0.293
0.1725 0.1502 0.222 0.2031 0.2082 0.1829
1.6476 1.3665 0.8509 1.1791 1.1449 0.9019
GLUTAMINA 1.222 1.2325 0.8196 0.008 1.1876 1.1158 0.4085 0.014
1.2265 1.2668 0.7966 1.1597 1.1301 0.7836
0.0563 0.0554 0.1686 0.0363 0.0403 0.0372
HISTIDINA 0.0513 0.0568 0.1444 0.0001 0.0109 0.034 0.0429 0.399
0.0459 0.051 0.1489 0.0256 0.0402 0.0143
0.16 0.1572 0.165 0.2152 0.2213 0.1982
ISOLEUCINA 0.1629 0.1603 0.1706 0.012 0.2065 0.1921 0.2141 0.888
0.1599 0.1605 0.166 0.2042 0.2067 0.2215
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5.6894 5.7249 5.1784 8.4883 8.3765 7.0978
LACTATO 5.7012 5.7016 5.1596 0.0001 8.0934 8.4556 6.9864 0.0001
5.7154 5.6962 5.169 8.1651 8.1777 7.1283
0.1153 0.116 0.1169 0.1642 0.1693 0.1214
LEUCINA 0.1129 0.1136 0.1205 0.02 0.1605 0.1491 0.1624 0.668
0.1142 0.1155 0.1225 0.1622 0.1601 0.1684
0.1436 0.1486 0.204 0.1809 0.1798 0.255
LISINA 0.1413 0.1451 0.1711 0.003 0.1806 0.1805 0.1825 0.185
0.1391 0.1353 0.1871 0.1799 0.181 0.2018
0.0391 0.0443 0.0551 0.0414 0.0431 0.1402
METIONINA 0.0407 0.0398 0.0436 0.031 0.0417 0.04 0.1526 0.0001
0.0403 0.0409 0.0525 0.042 0.0409 0.1262 ]
0.0739 0.2208 0.3463 0.1477 0.2819 0.3746
PIROGLUTAMATO 0.2329 0.2334 0.24 0.009 0.2759 0.199 0.3971 0.013
0.2205 0.2181 0.3573 0.2683 0.2266 0.3866
0.3369 0.3096 0.4036 0.1531 0.1513 0.1126
PIRUVATO 0.3551 0.3125 0.4067 0.0001 0.1462 0.1451 0.1278 0.001
0.3261 0.3012 0.4082 0.1469 0.146 0.119
0.1298 0.1235 0.1176 0.1052 0.1035 0.2268
PROLINA 0.1376 0.1272 0.1288 0.295 0.0968 0.1021 0.2742 0.0001
0.1276 0.1352 0.1248 0.104 0.0957 0.2651
0.0436 0.0461 0.0458 0.0133 0.0469 0.0379
SUCCINATO 0.0433 0.0426 0.0442 0.172 0.019 0.022 0.047 0.537
0.0432 0.0434 0.0479 0.355 0.0149 0.046
0.2245 0.2161 0.255 0.1641 0.229 0.2463
TREONINA 0.1993 0.2321 0.2678 0.004 0.2197 0.218 0.2646 0.276
0.2252 0.2231 0.2779 0.257 0.2168 0.2458
0.0182 0.0242 0.0307 0.0141 0.0271 0.0322
TRIPTOFANO 0.0232 0.0226 0.0235 0.475 0.0261 0.236 0.033 0.083
0.0256 0.0201 0.0226 0.025 0.206 0.0392
0.1747 0.1866 0.1896 0.1041 0.1195 0.114
TIROSINA 0.1561 0.1758 0.1584 0.7 0.1159 0.1534 0.165 0.943
0.1632 0.1481 0.1794 0.163 0.1212 0.1261
0.1698 0.1717 0.1746 0.2769 0.2316 0.2093
VALINA 0.1697 0.1704 0.1901 0.022 0.2172 0.1998 0.2084 0.249
0.1699 0.165 0.1852 0.2249 0.2135 0.211
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A analise de expressao por PCR em tempo real dos genes PKM1, PKM2,
SLC2A1, LDHA, importantes para o metabolismo da glicose e para a glicolise
aerdbica, foi realizada para investigar a ocorréncia de alteracdes no padrédo
glicolitico das células transfectadas em comparacao com as células controle. O
resultado mostrou que trés desses genes (PKM2, SLC2A1 e LDHA) estdo
significativamente menos expressos nas células com o vetor de expressao

contendo KLK8 (Figura 21).

SCL2A1 LDHA PKM2 PKM1

Figura 21. Valores de expressdo relativa em logaritmo de
base 2 dos genes SCL2A1, LDHA, PKM2 e PKM1 nas células
transfectadas com o vetor com KLK8 em comparacdo com as

células controle.

Analise do proteoma
Os dados obtidos por espectrometria de massas das células transfectadas
e seus controles e dos secretomas 1 e 2 foram analisados pelo software

Mascot Distiler, que utiliza o banco de dados do NCBI
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e, em seguida, exportados para 0 programa
Scaffold. A quantificacéo relativa das proteinas permitiu a comparagao entre 0s
VAarios grupos.

Foi identificado um total de 59 proteinas celulares (aqui designadas pelo
simbolo dos genes que as codificam). Destas, seis se mostraram
diferencialmente expressas nas células tranfectadas com o vetor cheio em
relacdo aos seus controles, duas delas com aumento (CALR e GPI) e outras
quatro proteinas sem evidéncia de expressdo (RPL18, XRCC5, TPM4-ALK,
SLC3A2). Também foi observado aumento (HSPA5, HIST1H1E) ou auséncia
(ALDOA) de expresséao nas células tratadas com o secretoma 1 (Tabela 7).

Entre as 40 proteinas secretadas identificadas, duas mostraram aumento
(PSAP, PXDN) e trés ndo se expressaram (LDHB, TUBB e ALDOA) no
secretoma 1 (Tabela 7). No secretoma 2, apenas a proteina ALDOA exibiu
diferenca de expressdo entre aquelas secretadas por células tratadas com o
secretoma 1 (Tabela 7).

As proteinas diferencialmente expressas, tanto celulares como
secretadas, foram associadas pelo programa Ingenuity a processos de
proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, viabilidade e manutengcdo celular
(Sumario 1). A figura 22 apresenta a via molecular na qual essas proteinas

estdo associadas a calicreina 8.
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Tabela 7. Quantificacéo relativa das proteinas diferencialmente expressas, atribuidas pelo programa Scaffold (teste exato de

Fisher, p<0,05).

Controle Vetor Vazio Vetor com KLK8
. Triplicatas Triplicatas Triplicatas
Proteinas *
1 2 3 1 2 3 1 2 3

ETAPA 1-Proteinas Celulares*
CALR 6.541 5.625 5.971 5.798 6.66 5.632 1.007 0.235 1.003
GPI 1.021 1.132 1.036 0 1.055 1.147 8.965 9.889 8.751
RPL18 2.667 4.001 4,121 4,132 3.635 4 0 0 0
XRCC5 8.874 9.551 10.002 8.835 8.997 9.963 0 0 0
TPM4-ALK fusion oncopr 2 2.55 2.531 4.658 3.005 2.635 2.33 0 0 0
SLC3A2 3.33 3.834 3.448 2.996 3.348 3.968 0 0 0
ETAPA 1-Secretoma 1
LDHB 6.279 1.918 3.543 1.8395 3.5658 4.357 0 0 0
ALDOA 1.023 0.959 1.124 1.245 1.5673 1.0034 0 0 0
TUBB 2.627 2.877 2.134 2.9876 2.3543 2.8145 0 0 0
PSAP 0.256 0 0 0 0 0 3.2517 3.5645 3.1101
PXDN 0.056 0 0 0 0 0 4.5067 4.2431 4.3356
ETAPA 2-Proteinas Celulares
HSPA5 10.189 12.667 10.446 10.8654 11.4055 9.7702 5.1051 6.4518 4.9659
HIST1H1E 5.0946  3.1667 5.2231 3.2885 5.1352 5.3081 2.0421 1.2904 0
ALDOA 3.3964 3.1667 1.3058 1.0962 3.569 0 0 0 0
ETAPA 2-Secretoma 2
ALDOA 1.437 1.581 1.896 1.998 1.352 2.201 0 0 0

* Designadas pelo simbolo dos genes que as codificam
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Sumario 1: Processos e valores de p atribuidos pelo programa Ingenuity

as proteinas diferencialmente expressas.

®  |nteractive pathway
analysis of complex
‘omics data

Analysis Name: carol ingenuityKLK - 2014-05-28 04:37
Analysis Creation Date: 2014-05-28

Build version: 308606M

Content version: 18488943 (Release Date: 2014-03-23

Top Canonical Pathways

Name p-value Ratio
Gluconeogenesis | 1.24E-04 2/47
(0.043)
Glycolysis | 1.36E-04 2/41
(0.049)
Lipid Antigen Presentation by CD1 1.59E-04 2/30
(0.067)
Pyruvate Fermentation to Lactate 3.65E-03 1/9
(0.111)
GDP-mannose Biosynthesis 4.38E-03 113
(0.077)
Molecular and Cellular Functions
Name p-value #
Molecules
Cellular Development 6.76E-06 - 4.37E-02 7
Cellular Growth and Proliferation 6.76E-06 - 4.23E-02 9
Cellular Compromise 2.22E-05 - 3.52E-02 6
Cellular Function and Maintenance 2.22E-05-3.71E-02 8
Cell Signaling 4.63E-04 - 4.86E-02 4
Cell Death and Survival 2,15E-04 - 4,78E-02 8

Top Networks

ID  Associated Network Functions Score
1 Amino Acid Metabolism, Molecular Transport, Small Molecule Biochemistry 27
2 Drug Metabolism, Lipid Metabolism, Molecular Transport 9
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Network 1 : carol ingenuityKLK - 2014-05-28 04:37 PM : carol ingenuityKLK : carol ingenuityKLK - 2014-05-28 04:37 PM

i

© 2000-2014 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Figura 22. Via do metabolismo de aminoé&cidos, transporte molecular e
bioquimica de pequenas moléculas atribuida pelo programa Ingenuity a
proteinas diferencialmente expressas, celulares e secretadas, em

associacdo com a calicreina 8.
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F. Modelagem molecular por homologia

A modelagem molecular da proteina calicreina 8 foi realizada pelo
programa MODELLER utilizando como molde a calicreina 5, cuja estrutura ja
foi resolvida e que possui similaridade superior a 40% com a calicreina 8.

A Figura 23A apresenta o modelo proposto: os 3 pontos em vermelho
mostram o sitio catalitico da proteina com os residuos histidina, acido aspartico
e serina. A Figura 23B exibe em vermelho trés alfa-hélices e em amarelo 12

folhas beta.

Figura 23. Modelo proposto pelo programa MODELLER para a calicreina 8. A.

Em vermelho, o sitio catalitico da proteina com os residuos histidina, acido

aspartico e serina. B. Alfa-hélices em vermelho e folhas beta em amarelo.
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DISCUSSAO

A casuistica do presente trabalho compreendeu 87% dos pacientes do
sexo masculino, 78% fumantes e 74% etilistas. Tais frequéncias, com excesso
de portadores homens que fazem uso de tabaco e alcool, sdo esperadas para
esse grupo de neoplasias, tendo sido repetidamente confirmada em estudos
epidemiologicos amplos (325, 326). A explicacao para esse achado € o maior
consumo, no sexo masculino, dos dois principais fatores etiolégicos da doenca.

A idade média observada foi acima de 55 anos, o que também esté de
acordo com a literatura (327). No presente estudo, a casuistica mostrou
tumores grandes sem metastases a distancia, procedentes dos dois subsitios
anatbmicos de cabeca e pescoco, boca e laringe. Os dois pacientes mais
jovens da amostra (39 anos) nunca fumaram ou beberam, o que sugere um
fator etiologico diferente dos demais. A infeccdo por papilomavirus (HPV) do
tipo 16 ja foi identificada como responsavel por uma fracdo significativa de
CECPs em pacientes abaixo dos 50 anos, em especial os de orofaringe (27).

Na tentativa de contribuir para o entendimento da tumorigénese de cabeca
e pescoco, foi estudado o gene da calicreina 8, uma serino-protease que, em
analises anteriores do nosso grupo, mostraram niveis reduzidos em bibliotecas
SAGE de laringe (33).

Inicialmente, foi investigada a historia evolutiva dos genes da familia das
calicreinas humanas pelo método Maximum Likelihood (319), utilizando as
sequéncias das isoformas dos 15 genes KLKs da familia, a sequéncia do
pseudogene-1 (KLKP1) e a sequéncia do gene PRSS1 (tripsin 1) como grupo

externo similar. A analise mostrou que a familia de genes KLKs estdo
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separados em cinco clados, um deles com KLK 8, 15 e 10 e um ramo isolado
com a KLK6. A arvore, similar em varios aspectos a outras analises
filogenéticas desse cluster ja realizadas (70, 92, 94, 328, 329), reforca a idéia
gue todos os genes KLKs evoluiram de um Unico ancestral comum por
sucessivas duplicacbes em tandem e rearranjos gendmicos facilitados por
elementos repetitivos. A alta similaridade entre as sequéncias de KLK2 e KLK3
e o valor elevado de suporte entre seus bracos na arvore filogenética sugerem
gue essas duas calicreinas podem ter sido formadas por eventos de duplicacéo
tardios na evolucao da familia (94, 328).

Em relacdo a expressdao de KLKS8, apenas as variantes 1, 3 e 6
apresentaram niveis alterados de transcritos na comparacdo de amostras
tumorais com as de margens cirargicas, a primeira das variantes com reducao
e as outras duas com elevacao de expressao. Em cancer de pulméao de células
nao pequenas, Planque et al. (2010) (223) observaram concentracéo
significativamente mais alta das variantes 2, 3 e 4 nos tecidos neoplasicos que
nos controles pareados e obtiveram correlacdo desse perfil de expressao com
tipo histolégico, mas ndo com estadio, tamanho ou status nodal. Os autores
também observaram associac¢do da variante 4 com progndstico desfavoravel,
em especial a razdo KLK8-variante 4/KLK11. Investigacdo de uma correlagéao
similar ndo foi possivel no presente trabalho, considerando que o grupo
amostral era pequeno, a maioria deles T3 e T4.

Os niveis baixos da variante 1 nas amostras de cabeca e pescoco foi um
dos fatores que a fez ser escolhida para o ensaio de inducdo de expressao.

Além disso, a presenca do sitio catalitico, localizado nos éxons 3, 4 e 6, que
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existe apenas nas isoformas 1 e 2 (70, 225), deu garantias de atividade desta
isoforma como serino-protease. A inducdo de sua expressao nas linhagens
celulares de CECP (uma delas procedente de laringe e outra de hipofaringe)
provocou mudanca de morfologia celular e aumento da capacidade migratoria e
proliferativa das células, mas nao de invasividade. Este resultado foi similar ao
de Sher et al. (2006) (225) em cancer de pulmao, que também observaram
diminuicdo de invasividade in vitro e desfecho clinico favoravel na presenca de
niveis elevados das variantes 1 e 2. Este efeito protetor foi apontado pelos
autores como decorrente da protedlise da fibronectina extracelular pela hK8 e
supressdo da via de sinalizacdo das integrinas e da polimerizacdo de actina,
com consequente reducdo no namero de filopédios.

O aumento da capacidade migratéria sem aumento concomitante de
invasividade nas células HEp-2 e FaDu estudadas pelo presente estudo néo
seria, portanto, esperado. A explicacdo para um resultado oposto ao esperado
pode estar relacionada ao fato de produtos derivados de splicing alternativo
terem, algumas vezes, atuacdes opostas ou competirem pelo mesmo
substrato, desencadeando um processo regulatério, ou mesmo terem variacao
na taxa de atividade dependendo do tipo celular. Esta ndo é uma afirmacao
nova e ja foi relatada para isoformas do gene ERBB, que exibem efeitos
marcadamente diferentes na diferenciacdo e na proliferacdo de epitélio
mamario (330). Pode ser especulado que as véarias isoformas de hK8 modulam
de forma diversa a degradacé&o da fibronectina, desencadeando sinais distintos

de sinalizacdo pela integrina, ativacdo de efetores secundarios, mudancas na
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polimerizacao de actina, reorganizacdo do citoesqueleto e consequentemente
de mobilidade celular (225).

Todas as variantes da calicreinas 8 possuem, além de diferencas em sua
sequéncia, o peptideo sinal. Portanto, sdo potencialmente secretadas e podem
atuar de forma diversa no microambiente tumoral. Este microambiente
compreende uma rede complexa de componentes da matriz extracelular,
células inflamatodrias e miofibroblastos ou fibroblastos associados ao cancer
gue, juntamente com as células neoplasicas (331-333), geram sinais
proliferativos, anti-apoptéticos, angiogénicos e indutores de migracdo e
invasdo. Tanto as células neoplasicas interagem com o0 estroma vizinho via
secrecdo de fatores sollveis, como as células estromais representam uma
fonte de sinais importantes para a tumorigénese. A identificacdo desses fatores
e de seu efeito sobre o fenotipo celular é, portanto, de grande importancia para
o entendimento do processo de iniciacdo e progressao do cancer.

Entre os compostos secretados tanto por células neoplasicas como por
células estromais, estdo os metabdlitos. No presente estudo, foi observada
diminuicdo na concentracdo de glicose e lactato no secretoma de linhagens
exibindo expresséo ectdpica de KLK8, mas aumento de glicose e diminuicao de
lactato no secretoma 2, procedente de células tratadas com o secretoma 1.
Aparentemente, ocorreu uma modificacdo no padrdo glicolitico das células
neoplasicas, que geralmente apresentam preferéncia energética por gliclise
aerébica (Efeito de Warburg), mas em presenca de niveis intra ou

extracelulares elevados de hK8 passam a consumir menos a glicose do meio.
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Como referido previamente, a energia necessaria para manutencdo dos
processos fisiolégicos em células normais € obtida da fosforilacdo oxidativa.
Embora com menor eficiéncia, essa energia também pode ser obtida da
glicélise anaerdbica ou aerdbica que, na auséncia ou na presenca de oxigénio,
forma o lactato (revisto por Vander Heiden et al (2009) (5).

Os tumores sdo metabolicamente heterogéneos, com sub-populacdes que
realizam a fosforilacdo oxidativa (fendétipo oxidativo), glicolise aerdbica (fenotipo
Warburg) ou glicolise anaerdbica. A manutencdo de uma alta taxa de glicolise
estad sob o controle positivo de HIF-1, um fator de transcricdo associado com
agressividade do tumor e prognostico desfavoravel (334, 335). Os dados do
trabalho de De Saedeleer e colaboradores (2012) (336) sugerem que o lactato,
produzido pelas células glicoliticas, ativa HIF-1 em células com fendtipo
oxidativo, mas ndo com fenétipo Warburg.

O lactato ndo é um subproduto metabdlico, mas um combustivel para
células com fendtipo oxidativo (337) e uma molécula sinalizadora em varios
tipos celulares (337, 338). Em tumores, o lactato estd no centro de uma
simbiose metabdlica na qual as células hipdxicas/glicoliticas produzem lactato
a partir da glicose e as células oxidativas usam o lactato como combustivel
(339). Além disso, o lactato em si induz migracdo e parece contribuir para
escape imune e angiogénese, e sua concentracdo nos tecidos tem sido
associada com radiorresistancia, metastase e sobrevida de pacientes (103).

A fim de confirmar a modificacdo no padréo glicolitico das células com
niveis elevados de KLK8, foi avaliada a expressdo dos genes PKM, LDHA e

SLC2A1. O gene PKM gera duas isoformas (1 e 2) por splicing alternativo de
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dois exons mutualmente exclusivos, e seu produto (piruvato quinase) cataliza a
desfosforilacdo do fosfoenolpiruvato (PEP) convertendo-o em piruvato. A PKM1
€ expressa em tecidos adultos nos quais € produzida grande quantidade de
energia, como musculo e cérebro, e a PKM2 € observada em alguns tecidos
diferenciados e em células com taxas elevadas de sintese de acidos nucléicos,
como células tronco e neoplasicas. Durante a diferenciacdo, a PKM2 é
substituida por isoformas tecido-especificas, enquanto a PKM1 desaparece
durante a tumorigénese e a PKM2 é reexpressa (revisto por Chen (340).

Christofk et al. (2008) (341) demonstraram que a utilizacdo de PKM1 ou
PKM2 pela célula esta diretamente ligada ao fenotipo metabolico tumoral. A
PKM1 forma tetrameros com alta afinidade por PEP, convertendo-o com
eficiéncia em piruvato, que segue preferencialmente a via da fosforilacdo
oxidativa. A PKM2 pode formar tetrameros ou dimeros com alta e baixa
afinidade por PEP, respectivamente. Em células neoplasicas, sdo encontrados
principalmente dimeros, o que promove o acumulo e a utilizacdo de
intermediarios da via glicolitica para biosintese de acidos graxos e acidos
nucléicos, importantes para células proliferativas. O piruvato produzido pela
PKM2 é convertido preferencialmente em lactato, sem seguir a via da
fosforilacao oxidativa.

A conversao do piruvato a lactato é catalisada pelo complexo lactato
desidrogenase (LDH) e compreende a etapa chave da glicélise. Existem duas
isoformas de LDH (A e B); a primeira aumenta a eficiéncia do complexo e
favorece a glicllise, ao contrario da segunda, que promove a conversao

inversa (revisto por Shi et al (2008) (342). A expressao elevada de LDHA é



79

caracteristica de muitos tumores e sua inibicdo aumenta apoptose (343) e
diminui proliferacdo e migracéao (344).
O produto do gene SLC2A1 (GLUT-1 ou glucose transporter 1) é

responsavel pelo controle do movimento de glicose entre o meio extra e
intracelular em muitos tipos celulares. Sua expressao elevada € observada em
tumores primarios e estad relacionada com maior invasividade e potencial
metastatico (345-347).

Os resultados da andlise de expressdo desses genes confirmaram a
ocorréncia de modificacdo do padrédo glicolitico em células com niveis elevados
de transcritos KLK8: os genes PKM2, SLC2A1 e LDHA, que estao diretamente
ligados a uma maior eficiéncia da glicolise, apresentaram reducédo de
expressdo, ao contrario de PKM1. Os dados sugerem que a hK8 favorece a via
do acido citrico, com diminuicéo da producao de lactato.

Os poucos dados obtidos pela analise do proteoma por espectrometria de
massas indicam que as diferencas no perfil proteico entre as células
transfectadas e as nao transfectadas sdo pequenas. O numero de proteinas
identificadas talvez pudesse ser ampliado utilizando-se um espectdometro de
Ultima geracao mais sensivel. De qualquer maneira, o resultado foi confirmado
em experimentos realizados em dois momentos diferentes. Embora limitados,
chama a atencdo nos dados a alteracdo de expressdo de trés enzimas que
participam da glicolise (ALDOA ou aldolase A, frutose-bisfosfato; GPI ou
glicose-6-fosfato isomerase, LDHB ou lactato desidrogenase B), bem como
proteinas envolvidas no controle do ciclo celular (CALR ou calreticulina),

organizacdo da matriz extracelular (PXDN ou peroxidasina) e transporte de
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aminoacidos (SLC3A2 ou antigeno 4F2), processos estes importantes para
células proliferativas. Estas ultimas, da mesma forma que a oncoproteina de
fusdo TPM4-ALK (ja observada em cancer de esodfago) (348), devem ser
usuais nas linhagens neoplasicas estudadas, mas sem relacdo com a inducao
de hK8.

Completando o estudo funcional da KLK8 e seu efeito quando em
expressdo elevada, foi avaliada a estrutura molecular de seu produto por
modelagem comparativa ou por homologia, utilizando-se como molde para
predicdo da conformacédo a hK5, em funcdo da taxa de similaridade alta entre
as sequéncias. Os dados monstraram a presenca de trés alfa-hélices e 12
folhas beta, ao contrario da estrutura padrdo proposta para as calicreinas que
compreende dois conjuntos de seis folhas-beta enoveladas e anti-paralelas, e
duas a-helices, com o sitio ativo entre os conjuntos de folhas-beta (95, 96),
abrem perspectivas para predicao funcional, identificacdo e validacédo de alvos
terapéuticos, bem como para identificacdo e otimizacado de novas drogas (349,

350).
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CONCLUSOES

O presente estudo foi Iimportante para responder a alguns
guestionamentos sobre a funcdo do gene KLK8 em carcinomas de cabeca e
pescoco e levantar outras questdes sobre sua importancia no prognéstico e na
terapia desta doenca. Foram analisadas, pela primeira vez, as diferencas de
expressao das isoformas de KLK8 em CECP e a indugdo de sua expressdo em
linhagens celulares procedentes deste tumor.

O estudo com cultura de células pode ser limitante por ndo ser fiel ao
microambiente in vivo, excluindo diversos fatores e interacbes celulares
cruciais. Porém, os resultados aqui apresentados abrem perspectivas de
estudos, principalmente relacionados a compreensdo dos mecanismos de a¢ao
do gene KLK8 no metabolismo energético da célula neopléasica.

O desenvolvimento da modelagem molecular da proteina hK8, realizado
pela primeira vez, é importante para estudos funcionais posteriores e
desenvolvimento de ligantes que auxiliem no tratamento do cancer.

As principais conclusdes a partir dos dados obtidos no presente trabalho

1. Por andlise filogenética, a familia de genes das calicreinas humanas e
suas isoformas mostra cinco clados principais e um ramo isolado com a KLK®6.
A arvore reforca a idéia de que todos os genes KLKs evoluiram de um unico
ancestral comum por sucessivas duplicacdes em tandem e/ou rearranjos

cromossomicos facilitados por elementos repetitivos.
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2. A isoforma 1 da calicreina 8 apresenta niveis significativamente
reduzidos em CECP, enquanto as isoformas 3 e 6 exibem aumento de
expressdo, embora com grande variabilidade entre as amostras.

3. A expresséao das isoformas de KLK8 ndo esta associada a presenca de
metéastase linfonodal.

4. A indugéo permanente de expressao da variante 1 de KLK8 resulta na
mudanca de morfologia celular, aumento de proliferacdo, viabilidade e
capacidade migratéria sem aumento concomitante de invasividade das
linhagens HEp-2 e FaDu, procedentes de CECPs.

5. A modelagem comparativa da calicreina 8 apresenta semelhangca com
a estrutura terciaria padrdo das hKs, que compreende dois conjuntos de seis
folhas-beta enoveladas e anti-paralelas, e duas a-helices, exceto pelo niumero
de alfa-hélice, com trés alfa-hélices e 12 folhas beta e o sitio ativo entre os
conjuntos de folhas beta.

6. Em presenca de niveis intra ou extracelulares elevados de KLKS,
ocorre uma modificagdo no padrdo glicolitico de células neoplasicas, que
passam a consumir menos glicose.

7. Os dados obtidos pela andlise do proteoma por espectrometria de
massas indicam que as diferencas entre as células transfectadas e as nédo
transfectadas com KLK8 sdo pequenas e incluem proteinas que atuam na

glicolise e em processos associados a tumorigénese.
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