UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
PROGRAMA DE GRADUACAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS
ESTAGIO EM DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO Il
ENFASE EM CIENCIAS BASICAS EM SAUDE

MANUELLA CAZELATO PIRES

Expressdo da proteina codificada pelo gene TMPRSS11A e seu envolvimento na formacao

de carcinomas

Ribeirdo Preto
2017



MANUELLA CAZELATO PIRES

Expressdo da proteina codificada pelo gene TMPRSS11A e seu envolvimento na formacéo

de carcinomas

Verséo original

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo para obtencdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias  Biomédicas pela  Comissdo  de

Graduagéo.

Area de Concentracio:

Biologia Celular e Molecular
Orientador(a):

Profa. Dra. Katiuchia Uzzun Sales

Ribeirdo Preto
2017



Autorizo a reproducdo e divulgacdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio

convencional ou eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

A inclusdo deste trabalho foi aprovada pela Comissdo Coordenadora do Curso em sua 572 Sessédo
Ordinéria, realizada em 04/10/2021

Pires, Manuella Cazelato

BExpressdo da proteina codificada pelo gene TMPRSS11A e seu envolvimento na formagdo de

carcinomas. Ribeirdo Preto, 2017.

60 f. :il. ; 30cm

Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso de Bacharel em Ciéncias Biomédicas),
apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Universidade de Sdo Paulo, 2017. Area de

Concentracdo: Biologia Celular e Molecular.
Orientador(a): Sales, Katiuchia Uzzun.

1.Cancer. 2.Protease. 3.Inducdo Carcinogénica. 4. Avaliacdo Fenotipica. 5.Bioinformatica.




ERRATA

PIRES, MC. Expressdo da proteina codificada pelo gene TMPRSS11A e seu envolvimento na
formacdo de carcinomas. 2017. NUmero total f. Defesa de tese (Graduagdo em Ciéncias
Biomédicas) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2017.

Folha Linha Ondese lé Leia-se




Nome: PIRES, MC

Titulo: Expressdo da proteina codificada pelo gene TMPRSS11A e seu envolvimento na

formacgdo de carcinomas

Aprovado em:

Prof. Dr.
Julgamento:

Prof. Dr.

Julgamento:

Prof. Dr.

Julgamento:

/

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentada a
Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo para obtencdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Biomédicas pela Comissdo de Graduacao.

Area de Concentragio:

Biologia Celular e Molecular

Banca Examinadora

Instituicdo:

Assinatura:

Instituicdo:

Assinatura:

Instituicdo:

Assinatura:




Dedico esse trabalho aos desesperancosos...



AGRADECIMENTOS

Sindnimo de agradecer pode ser lido como reconhecer, recompensar, recolher ou retribuir. Devo dizer
que reconheco todo meu aprendizado nesses 4 anos de curso, ndo acho e ndo gostaria de ter adquirido esse
conhecimento, nessa fase da vida, em outro lugar. A recompensa é aquela que espero dar ao mundo, ao
utilizar da sabedoria que adquiri, poder fornecer, da maneira mais simploria gque posso me expressar, uma
qualidade de vida melhor aqueles que se encontram enfermos. O que recolhi foi mais do que no &mbito
profissional; recolhi dessa pequena parte do mundo amizades e sentimentos que nunca poderei esquecer,
foram muitos deles que me fizeram como pretexto permanecer, porém muitos que me fizeram enxergar o
futuro longe daqui. Minha retribuicdo esta acima da minha habilidade na salde do corpo: estd na
retribuicdo como cidadd, como filha, como irmd, como amiga, como um amor; espero retribuir a beleza
pura da mée-natureza, aquilo que as simples maos de um humano podem dar.

Pessoalmente agradeco imensamente a minha familia, por fornecer o abrigo, o carinho, a atencéo, a
serenidade, a percepcdo do qudo importante essa fase da minha vida foi para mim, ouvindo todas as
minhas queixas e compartilhando meus momentos de gléria. As minhas irmds Amanda B.C. Pires e
Giovanna C. Pires, aos meus pais Manoel Pires e Marta Cazelato Pires. A estes um agradecimento
especial que, pelo que me conhecem, um “amo vocés” todas as noites permite completa interpretacéo dos
meus sentimentos. Agradeco a Turma | desse curso, que me proporcionou momentos impressionantes,
turma que merece todo o reconhecimento pelo esforgo que teve, sendo esta, portanto, insuperavel.
Especialmente agradeco aos amigos que ganhei, Frederico Fazan, Alan Andrade de Britto e Gabriel
Ishioka, que assistiram na minha evolu¢do. Aos profissionais completamente capacitados com que
trabalhei, agradeco a minha orientadora, Profa. Dra. Katiuchia Uzzun Sales, e ao colegas Marcio Kodama,
Bruno Gomes, Rodrigo Alves, Gabriel Viliod, Elaine da Silva, Marina Candido, Marcia Gaido, Naira
Bib6, Ana Carolina Santana, Carol Kobori e Mara Costa, mais do que um laboratério constituido pelo
bom, um ambiente esculpido pelo bem, meu muito obrigada. Agradeco ao aluno Lucas Goedert,
colaborador do projeto.

Finalmente, agradeco a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo por
fornecer todos os subsidios, tanto de conhecimento quanto instrumentais, para a realizagdo desse trabalho;
a faculdade encaixou-se como uma segunda (se ndo primeira) casa para mim, nela obtive no meu
cotidiano momentos de alegria, tristeza, frustracdes, realizacbes e principalmente amadurecimento.
Agrade¢o também aos coordenadores do curso de Ciéncias Biomédicas, por se dedicarem a prover um
curso de tamanha complexidade, com tamanha organizacdo e autenticidade. A todos os funcionarios, que
auxiliaram no planejamento de aulas, agradeco a paciéncia e compreensdo de vocés, nos tornamos pro-
ativos e independentes devido ao bom planejamento de que fizeram parte. Agradeco a agéncia de fomento
FAPESP que me permitiu exercer esse trabalho com ampla virtude.



“Ndo acreditem em mim! Eu também ndo
sei nada! S6 sei que diante de mim existe
aberta uma grande porta escura, e além
dela é o infinito - um infinito que néo
acaba nunca. SO sei que a vida é muito
curta demais para viver e muito longa
demais para morrer!”

(Moraes, Vinicius de., 1962, p.152.)



RESUMO

PIRES, Manuella Cazelato. Expressdo de proteina codificada pelo gene TMPRSS11A e seu
envolvimento na formacdo de carcinomas. 2017. Numero total de f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduagdo em Ciéncias Biomedicas) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2017. Versao original.

O carcinoma de cabeca e pescoco (HNSCC) é a sexta neoplasia mais comum em todo o mundo,
sendo responsavel por 600 mil novos casos por ano. Apesar de todos os avancos cientificos
ocorridos nos Ultimos anos, ainda ndo existe uma terapia especifica para 0 HNSCC. Alm disso,
apenas cerca de 30% dos pacientes acometidos com essa doenca atingem o indice de sobrevida de
5 anos. Assim sendo, é de suma importancia que se aprofunde o conhecimento a respeito de
novas abordagens nos ambitos do diagndstico e da terapia para HNSCC. Ja foi descrito que a
expressdao desregulada de algumas serino proteases transmembrana do tipo Il (TTSPII) esta
associada ao surgimento e desenvolvimento de diferentes tipos de carcinomas. Com o objetivo de
testar a hipétese de que a serino protease TMPRSS11A exerce atividade supressora tumoral em
carcinomas, coortes de animais selvagens e transgénicos TMPRSS11A”- foram estabelecidos e
desafiados com indutores e promotores tumorais; Paralelamente, foi realizada uma analise de
bioinformatica de alteracfes na expressdéo de RNA mensageiro de TMPRSS11A e outros genes
relacionados em amostras provenientes de pacientes diagnosticados com HNSCCs. Nos animais
desafiados somente com o indutor tumoral DMBA, a auséncia da serino protease TMPRSS11A
predispbe ao aparecimento e a progressao tumoral quando comparados aos animais selvagens
oriundos da mesma ninhada, ou seja, a auséncia da protease TMPRSS11A nos animais nocautes
atua como promotor tumoral. Por outro lado, quando o desafio foi realizado pela aplicacdo do
indutor tumoral seguida da aplicacdo sequencial do promotor tumoral (TPA) ndo houveram
diferencas quanto a incidéncia e progressdo das lesdes entre 0s animais nocaute e selvagens para
a protease. Estes dados indicam que o TPA atua como um promotor mais robusto quando
comparado a atividade promotora que acontece em resposta a auséncia da protease TMPRSS11A.
As andlises de bioinformatica revelaram que a protease TMPRSS11A estd diminuida em tecidos
de tumor primario (HNSCC) quando comparados aos tecidos normais, além disso verificou-se
uma relacdo da protease com processos celulares como, por exemplo, diferenciagéo celular,
supressdo tumoral e sinalizacdo de Rapl. Ainda em dados de bioinformatica, os niveis de
metilacdo da protease apresentaram-se alterados em regides promotoras do gene. Baseando-se
nos resultados obtidos, conclui-se que a serino protease TMPRSS11A apresenta potencial de
supressor tumoral em modelo murino de HNSCC através da modulacdo de inimeros processos
celulares que precisam ser validados e melhor elucidados.

Palavras-chave: Céancer. Protease. Modelo Carcinogénico. Avaliagdo Fenotipica. Bioinformatica.



ABSTRACT

PIRES, Manuella Cazelato. Expression of the protein codified by the TMPRSS11A gene and its
involvement in the carcinoma formation. 2017. Number of pages p. Work for Course Conclusion
(Biomedic Science Graduate) — Medicine School of Ribeirao Preto, University of Sdo Paulo,
Ribeirao Preto, 2017. Original version.

Head and neck carcinoma (HNSCC) is the sixth most common neoplasm in the world, accounting
for 600,000 new cases per year. Despite all the scientific advances that have occurred in recent
years, there is still no specific therapy for HNSCC. In addition, only about 30% of patients with
this disease reach the 5-year survival rate. Therefore, it is of the utmost importance to deepen the
knowledge about new approaches in diagnosis and therapy for HNSCC. Dysregulated expression
of some type Il transmembrane serine proteases (TTSPII) has been reported to be associated with
the onset and development of different types of carcinomas. In order to test the hypothesis that
the serine protease TMPRSS11A has a tumor suppressor role in carcinomas, wild type and
TMPRSS11A- transgenic mice were challenged with tumor inducers (DMBA) and promoters
(TPA); In parallel, a bioinformatics analysis was carried out to explore changes in the expression
levels of TMPRSS11A and other related genes in samples from HNSCC patients. In animal
challenged only with the inducer, the results showed that the absence of the TMPRSS11A in
knockout mice leads to an increase in lesion incidence and tumor progression when compared
with littermate wild type control mice. Therefore, the absence of TMPRSS11A acts as a tumor
promoter. However, when the challenge was performed with both the inducer and the promoter
there were no differences between the knockout and wild type mice with regards to tumor
incidence or progression. This data indicates that TPA acts as a more robust promoter then the
promoting action originated as a result of the absence of TMPRSS11A. The bioinformatics
analysis revealed that the expression of TMPRSS11A is negatively regulated in HNSCC tumors
when compared to healthy tissues. In addition, genes related to cellular processes such as cellular
differentiation, tumor suppression and Rapl signaling, were found to be related to TMPRSS11A
expression levels. Moreover, the methylation levels of TMPRSS11A were found altered in the
promoter regions of the gene. Taking together, these results suggest the serine protease
TMPRSS11A act as a tumor suppressor in squamous cell carcinogenesis. The mechanisms by
which TMPRSS11A interfere with cellular processes to achieve this outcome need to be better
elucidated.

Keywords: Cancer. Protease. Carcinogenic Model. Phenotypic Evaluation. Bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Carcinoma de Células Escamosas

Carcinoma de Células Escamosas (SCC) € uma classe de cancer que se desenvolve em tecido
epitelial pavimentoso estratificado queratinizado ou ndo queratinizado. Os 6rgédos envolvidos
neste tipo de neoplasia maligna incluem: cabeca e pescoco, pulmdo, cérvice, anus, vagina, pele,
entre outros®™. A partir desses sitios anatdmicos, existem quatro tipos de SCCs majoritariamente
desenvolvidos: cancer de pele ndo-melanoma, cancer de cabeca e pescoco, cancer de esdfago e
cancer de pulmao de células ndo-pequenas®. Os fatores etioldgicos associados a este tipo de
cancer sdo inimeros como, por exemplo, o HPV, a exposi¢cdo a raios ultravioletas, 0s
medicamentos imunossupressores, o tabaco, o alcool e as alteracdes hormonais®. Atualmente, a
prevencdo para esta neoplasia fundamenta-se na promocdo de cuidados basicos com a saude,
como abstencdo do fumo, utilizacdo de protetores solares, controle do consumo de bebidas
alcodlicas, protecdo sexual, pratica de exercicios, boa nutri¢do, entre outras condutas; além de
campanhas de satde publica para o diagndstico precoce®™.

O SCC na maioria das vezes é assintomatico, porém a identificacdo inicial de caracteristicas
fisicas dessa doenca permite um diagnostico precoce, tratamento adequado e uma maior
sobrevida, se desenvolvida esta neoplasia maligna. Quando sintomatica, a lesdo inicial de SCC
pode ser identificada conforme o sitio de origem, por exemplo: (i) placas avermelhadas na pele
OU mucosa que crescem vagarosamente, associadas a dor, coceiras, irritacdes, inflamacdo ou
secre¢Oes; estas evoluem para feridas de bordas rigidas e elevadas com centro abaulado; (ii) na
lingua, o tumor formara uma pequena Ulcera incapaz de curar e com sangramento intermitente
(Squamous Cell Carcinoma - Causes and Risk Factors — 2014 — http://www.skincancer.org/skin-
cancer-information/skin-cancer-facts - acesso em: 6 de Agosto).

Pouco se avangou no sentido do diagnostico precoce nos ltimos 30 anos®. Isso se deve ao
fato dos mecanismos moleculares e oncogenes envolvidos no SCC serem pouco conhecidos e
caracterizados, consequentemente sdo poucos 0s biomarcadores de diagnostico funcionais
clinicamente em uso. Além disso, ainda € limitado o nimero de alvos moleculares favoraveis
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas®.

As novas estratégias terapéuticas desenvolvidas que almejam atingir alvos moleculares

especificos sdo apresentadas como sendo uma alternativa moderna e personalizada. Mutagdes

1



especificas identificadas como indutoras carcinogénicas sdo alvos para desenvolvimento
farmacologico®. Entretanto, para pacientes diagnosticados com SCC, até o momento, a terapia

basica inclui quimioterapia inespecifica, cirurgias invasivas e radioterapia®.

1.2. Cancer de Cabeca e Pescogo

Céancer de Cabeca e Pescogo é o nome dado a um complexo grupo de neoplasias que
acometem a regido da cabeca e do pescoco, sendo 0s seguintes sitios anatdmicos afetados: (i)
cavidade oral, que compreende mucosa bucal, gengivas, palato duro, lingua e assoalho da lingua;
(i) faringe, que inclui a orofaringe, a nasofaringe e a hipofaringe; (iii) cavidade nasal e seios
paranasais; e (iv) laringe glética e supraglética®. O céncer de cabeca e pescoco € a sexta
neoplasia mais frequente no mundo, com cerca de 600.000 novos casos por ano®. De acordo
com o INCA (Instituto Nacional do Cancer), o cancer de boca, que pertence ao grupo de canceres
que acomete a regido da cabeca e pesco¢o, possui uma incidéncia de 15.490 mil novos casos por
ano, no Brasil®.

Clinicamente, o tipo histolégico mais frequente é o carcinoma de cabeca e pescoco de células
escamosas (HNSCC), correspondendo a aproximadamente 90% dos casos®. O principal fator
etioldgico do HNSCC € o tabaco, geralmente associado ao etilismo®?. Estudos mais recentes
demonstram que infecgdes por HPV estdo envolvidas na etiologia de cerca de 25% dos casos
desta neoplasia®®. Macroscopicamente, o diagndstico para HNSCC , conforme Barnes em 2005 e
Thompson em 2006, se inicia com a avaliacdo médica da queixa dos pacientes em regides
especificas da cabeca e pescoco; por exemplo, queixas de obstrucdo, dor e inchaco em regides
dos seios nasais, dificuldade de engolir, dores e inchago nos linfonodos cervicais, mudangas no
tom da voz, perda de paladar ou anosmia (diminuicdo ou perda absoluta do olfato), dores na
orelha interna, maxilar rigido, sangramentos, perda de peso, dores no pesco¢o ou cabeca, entre
outros. Microscopicamente, identificada através de biopsia incisional, a lesdo pode ser
classificada em: (i) displasia leve, (ii) displasia moderada, (iii) displasia severa e (iv) carcinoma
in situ®?,

Os aspectos biologicos moleculares associados ao desenvolvimento dessa doencas, conforme
S. Michael Rothenberg e Leif W. Ellisen em 2012, se originam de alteragdes da homeostase de
processos de ativacdo e inibicdo de vias de sinalizacdo, associadas a mutacfes genéticas

induzidas ou hereditarias, alterando processos celulares globais essenciais para o funcionamento,

2



sobrevivéncia ou morte da célula ou tecido. As alteracGes essencialmente identificadas no caso de
HNSCC sdo de processos bioldgicos de (i) diferenciacdo celular, (ii) sobrevivéncia celular, (iii)
proliferacdo celular e (iv) capacidade de invasdo e metéastase*®. Muitos desses processos s&o
regulados por vias de sinalizacdo precisamente detalhadas na literatura: alguns exemplos sdo a
mutacdo de p53, sendo em 75% dos casos causada por mutacdo missense, agregado a
amplificacdo de CCND1 ou a regulacdo negativa de TGFBR2/SMAD4, estando associadas a
proliferacdo celular anormal e desregulacdo dos processos de morte celular programada®* ): a
expressao alterada de TP63 e a inativacdo de NOTCH1, quando combinados a moléculas do ciclo
celular, séo referidos a sobrevivéncia de células tumorais, através do impedimento do blogueio ou
parada do ciclo®®; modelos experimentais de metastase bem sucedida para células HNSCC
apresentaram um desequilibrio entre genes de adesdo celular, como a regulacdo negativa de
FAT1, sendo este membro da familia de caderinas, e genes promotores de migracdo celular,
como a superexpressdo de TGFB1 e a consequente fosforilacdo e translocacdo nuclear de
SMAD3,

Outra relacdo, ndo menos importante, da frequéncia de aparicdo de cancer na populacao, até
mesmo em pessoas jovens, tem sido relacionada a pacientes HPV positivo. Um estudo publicado
em 2005, por Kreimer et al., apresentou que a partir de amostras obtidas de 5.046 pacientes
diagnosticados com HNSCC, a prevaléncia de HPV era de 25% dos casos; a maioria deles para
canceres de orofaringe. Algumas ligacOes diretas de HPV com tumorigénese podem ser feitas;
como é o caso da doenca papilomatose respiratdria recorrente (PRR); caracterizada pela presenca
de multiplos papilomas benignos nas porcGes medial e inferior do trato respiratorio, Larson e
Derkay em 2010 mostraram que PRR apesar de relativamente rara, pacientes com essa doenca
apresentam um estado debilitado e sdo submetidos a diversos procedimentos cirlrgicos
mutilantes, ja que os tumores desenvolvidos crescem em tamanho e nimero, causando obstrucao
respiratoria fatal; os subtipos HPV 6 e 11 ja foram associados a essa doenca®.

Finalmente, o tratamento para HNSCC, além de ser agressivo, permanece inalterado nos
Gltimos 50 anos e apenas cerca de 50% dos pacientes sobrevivem por até 5 anos®®. As baixas
taxas de sobrevida se devem principalmente ao diagndstico tardio e a falta de marcadores
moleculares para o correto progndstico®® 2122, Os tratamentos atuais se baseiam na combinagéo
de radio e quimioterapia, uma forma n&o-cirurgica de preservacdo do Orgdo, porém em muitos

casos pos tratamentos ha ocorréncia de novo do aparecimento do céncer, se ndo no sitio de
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origem, em tecidos secundarios, recorrendo inevitavelmente as cirurgias®®. As cirurgias atuais,
objetivando a menor invasdo possivel, avancaram de técnicas mutilantes que submetem o
paciente a dor e sofrimento, para técnicas avancadas como endoscopias especifico-removedoras,
especificamente nesse caso para canceres de lateral do pescoco e laringe, com possibilidade de
cura do paciente e limitando os efeitos adversos®”. No entanto, permanece de suma importancia
aprofundar o conhecimento sobre possiveis marcadores de prognéstico e de novos alvos para o

desenvolvimento de tratamentos mais especificos.

1.3. As Serino Proteases Transmembrana (TTSPII)

Proteases, também denominadas peptidases ou proteinases, sdo proteinas que possuem fungao
enzimatica de hidrolisar cadeias polipeptidicas, através da clivagem de ligagdes entre residuos de
aminoacidos, promovendo o catabolismo de proteinas alvos®®. As proteases podem ser
classificadas conforme seu residuo catalitico alvo, sendo estas portanto: (i) serino proteases, (ii)
cisteina proteases, (iii) treonina proteases, (iv) acido aspartico proteases, (v) &cido glutamico
proteases, (vi) metaloproteinases e (vii) asparagina proteases®®). Novas proteases sdo descritas
periodicamente, desde as suas primeiras descricdes na década de 50, encontradas em organismos
desde procariotos, até eucariotos e virus. Fisiologicamente, as proteases em plantas apresentam
funcdo na regulacdo do processo de fotossintese; em bactérias as proteases exercem atividades
essencialmente importantes para os ciclos de carbono e nitrogénio®”). Em eucariotos, as proteases
sdo subclassificadas em diversas classes e tipos, sdo encontradas em multiplos processos
bioldgicos incluindo progressao do ciclo celular, diferenciacdo e migracdo celular, morfogénese,
remodelamento tecidual, desenvolvimento neuronal, sistema imunoldgico, cicatrizacao,
angiogénese e apoptose®®. As proteases podem ser encontradas na forma ativa como proteinas
secretadas, ancoradas a membrana plasmatica com seu dominio catalitico voltado
intracelularmente (TTSP Tipo 1) ou com seu dominio catalitico voltado extracelularmente (TTSP
Tipo 1)@, Um exemplo especifico funcional de protease ¢ a cicatrizago tecidual, em que a
atividade proteolitica de calicreinas, como KLK5, KLK6 e KLK14, através de ativagdo de PAR-1
(Receptor ativado por proteinase 1), regulam positivamente processos de migracdo de
queratinocitos através da inducdo de fosforilacdo de EGFR (Receptor do Fator de Crescimento
Epidermal)©0,



A familia das serino proteases transmembrana do tipo Il (TTSPII) é composta por enzimas
proteoliticas ancoradas & membrana, cuja forma inicial é sintetizada como zimogenos®Y. Séo
divididas em quatro grandes subgrupos familiares: (i) subfamilia HAT/DESC que, além de ser a
protease em foco desse trabalho, é composta pelas proteases HAT, DESC1, HAT-like2/3/4 e 5;
(if) subfamilia Hepsin/TMPRSS, composta por hepsina, TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4,
MSPL, spinesina e enteropeptidase; (iii) subfamilia Matriptase, composta pela matriptase,
matriptase-2/3 e poliserase-1; e (iv) a subfamilia Corina, descrita até 0 momento como composta
por somente uma protease, a corina®. Todas elas sdo caracterizadas pela existéncia de pelo
menos dois dominios padrbes: os dominios ancorados a membrana plasmatica e dominio
catalitico serina. A classificacdo subfamiliar serd definida portanto pelo dominio intermediario
entre o dominio catalitico C-terminal e o de ancoramento (Figura 1). A subfamilia HAT/DESC é
composta por um dominio Unico intermedidrio denominado sea urchin sperm
protein/enteropeptidase/agrin (SEA), a subfamilia Hepsin/TMPRSS de forma geral é composta
por dois dominios intermediarios denominados receptor de lipoproteina de baixa densidade classe
A(LDLA) e Scavenger (a protease enteropeptidase em especifico apresenta mais dominios
intermediarios como ClIs/Clr, urchin embryonic growth factor (CUB) e meprin/A5
antigen/receptor protein phosphatase mu (MAM)), a subfamilia matriptase € majoritariamente
composta pelos dominios intermediarios SEA, dois dominios CUB e de trés a quatro dominios
LDLA (a protease poliserase-1 em especifico é composta por trés dominios serina e um LDLA),
e a subfamilia Corina é composta por um dominio Scavenger e trés a cinco dominios LDLA

alternados com o dominio Frizzled® (Figura 1).
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Figura 1. Estrututa das Serino Proteases tipo Il. (extraido de: Minireview: Type Il Transmembrane
Serine Proteases. Thomas H. Bugge, 2009). A familia de serino proteases transmembrana tipo 1l é
composta por 4 subfamilias denominadas HAT/DESC, Hepsin/TMPRSS, Matriptase e Corina.
Estas possuem alguns dominios em comum, como 0s dominios de ancoramento e serina, que as
classificam como integrantes dessa familia. Algumas proteases sdo estritamente descritas em
murinos e ndo em humanos, como Desc4 e Tmprssllc.

A conversao dessas serino proteases zimdgenas em proteases ativas é feita por auto-catalise
ou hetero-catalise®Y. Para exercer as funcBes corretamente, a atividade destas deve ser
delicadamente regulada. A inibicdo de atividade catalitica da protease deriva da formagéo de
complexos com inibidores de protease, associados a membrana ou secretados, com a consequente
remocdo da protease da superficie celular ou através da sua internalizacdo e degradacdo

lisossomal®Y. A atividade das serino proteases e seus reguladores diretos foi descrita em diversos
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processos celulares que objetivam a homeostease fisiologica do organismo. Alguns dos processos
que podem ser exemplificados sdo: (i) formacdo da orelha interna fetal, a partir do mesoderma, na
quarta semana de vida, em que pelo menos duas serino proteases participam no desenvolvimento
da audicdo. A serino protease TMPRSS3 foi identificada mutada e consequente causadora da
surdez recessiva autossomal infantil, e estudos de inducdo mutagénica para a serino protease
Hepsina foram capazes de desenvolver em modelo murino, defeitos aberrantes na membrana
tectorial da coclea®; (ii) a protease enteropeptidase estimula a digestdo dos alimentos, através da
promocdo de ativacdo da enzima tripsina em sua forma ativa, a partir da sua forma nao ativa,
tripsinogénio®¥; (iii) Corina, Gnica de sua familia, apresenta atividade na regulagio da pressio
sanguinea corporea, atraves da ativacdo de ANP (hormdnio polipeptideo natriurético atrial) a
partir da sua forma inativa, pro-ANP®®: e por Gltimo, relacionando as proteases a processos
regulatérios celulares globais (iv) Matriptase, TMPRSS3 e TMPRSS4 mostraram-se capazes de
ativar canais de sodio epitelial sensiveis a amilorida (EnaC), sendo esta regulacdo essencial para
manutencgao dos fluidos extracelulares, composicéo e volume de células epiteliais polarizadas®®.
Com relacdo aos processos de carcinogénese, liderados por modificacbes de matriz
extracelular, desregulacdo de sinalizacfes celulares, expressdo proteica alterada e inducdo de
inflamacdo; a alteracdo na expressdo de determinadas serino proteases, como hepsina,
TMPRSS2, TMPRSS4 e matriptase esta relacionada com a progressao de diferentes tipos de
canceres, ndo somente epiteliais, como canceres de mama, cérvice, prostata, coloretal,
endometrial, esofageal, géstrico, pancreatico, pulmonar, hepético, renal e outros®”. A Matriptase
¢ um membro da familia recém-descoberta de serino proteases transmembranas tipo Il. No
processo de inducdo maligna, em que esta envolvida quando superexpressa, hd um avango no
estagio clinico-patolégico da doenca, atraves da ativacdo de vias de sinalizacdo como HGF/c-
Met, descrita na literatura como promotora de proliferacdo, motilidade, migracdo e invasao
celular®®, e vias de sinalizacdio indutoras de inflamacdo, como NFkB e PI3K-Akt-mTOR®).
Uma segunda serino protease cuja expressdo apresenta-se alterada, e esta relacionada com a fase
de inducéo de cancer, ¢ a TMPRSS4, pertencente a familia Hepsin/TMPRSS, esta serino protease
encontra-se superexpressa no cancer de tireoide, sua atividade estd envolvida na inducdo de
proliferacdo celular, e € mediada pela fosforilagdo de fatores integrantes da via de sinalizacdo de
CREB®“Y, Ha também, na literatura, serino proteases que atuam de forma a suprimir o

desenvolvimento de canceres de diferentes classes, como acontece com as serino proteases
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TMPRSS1 e TMPRSS3, onde baixas expressdes no nivel de RNAm e proteico foram
correlacionados a um baixo indice de sobrevivéncia para pacientes diagnosticados com céncer de
mama, porém o0s processos moleculares envolvidos na possivel atividade supressora tumoral, até
0 momento n3o foram elucidados®Y. Sendo assim, inibidores diretos de serino proteases, como
LEKTI, serpinas, HAI-1 e HAI-2, tornam-se importantes alvos de estudo para futuros
desenvolvimentos farmacoldgicos personalizados, para os diagnéticos de cancer cujas alteracoes

se apresentaram em alguma das classes de TTSPs.

1.4. ATMPRSS11A

A TMPRSS11A (também conhecida como DESC-3, ECRG1 e HAT-like 1) é uma serino
protease transmembrana do tipo Il (TTSPII), pertencente a familia recém-descoberta
HAT/DESC. E composta por trés dominios principais (dominio catalitico, SEA e SA), sendo um
deles o dominio transmembrana (dominio SA)®. A propriedade enzimatica da protease se origina
em seu dominio catalitico, em que apresenta uma triade composta por trés aminoacidos
principais: histidina (His), 4cido aspartico (Asp) e serina (Ser)“?. Resultados oriundos de RT-
PCR mostram que o0 RNAmM desta serino protease esta localizado em tecidos epiteliais suscetiveis
a carcinogénese como a pele e mucosa oral®; no entanto, em animais modelo nocaute para a
serino protease, esta se mostrou dispensavel para o desenvolvimento do animal, onde
observaram-se filhotes nascidos saudaveis, peso adquirido pos-nascimento normal e falecimento
em idade padrdo®.

Pouco se sabe sobre os aspectos moleculares que envolvem a atividade catalitica de
TMPRSS11A. Estudos envolvendo proteases homologas & TMPRSS11A“®, como DESC-1
(codificada pelo gene TMPRSS11E), avaliaram possiveis papéis dessa protease. DESC-1 é uma
serino protease transmembrana tipo |Il, identificada expressa em tecidos como pele
(principalmente queratindcitos primarios), glandula salivar e 6rgdo reprodutor masculino
(epididimo). Seu gene codificador foi identificado no DNA como upstream a sequéncia genetica
codificadora da TMPRSS11A, assim como de mais trés outras TTSPs, na mesma orientagdo
transcricional. A ativacdo de DESC-1 é dependente de exposicdo a tripsina e sua inibicdo deriva
da formacéo de complexos proteicos com PAI-1 (inibidor do ativador de plasminogénio 1) e PCI
(inibidor de proteina C), podendo também ser alvo de inibidores serpina. Trata-se de uma

glicoproteina que é submetida a processamentos poés-traducionais, apresentando 3 sitios de

8



glicosilagdo entre os dominios de ancoramento @ membrana (SA) e o dominio catalitico (dois
sitios identificados no dominio SEA e o terceiro na ligacdo bisulfito entre SEA e o dominio
catalitico)®. Até o momento, a caracterizacdo funcional de DESC-1 mostrou que esta exerce
atividade gelatinolitica e caseinolitica, e que em sua cauda N-terminal foram identificados sitios
putativos de treonina para fosforilagdo, podendo exercer atividade em eventos de sinalizagdo
intracelular®,

Foi atribuido a TMPRSS11A a fungdo de suprimir as fases de iniciacdo e progressdo de
cancer de células do esdfago (ESCC)“8); TMPRSS11A, através do estimulo de atividade do fator
transcricional Miz-1, estaria promovendo a regulacdo positiva de p15INK4b (também conhecido
como CDKNZ2B) e induzindo a parada do ciclo celular. As caracteristicas celulares de grandes
vacuolos, mitocdndria diminuida e membrana nuclear irregular, observadas em células de cancer
de es6fago, apoOs inducdo de expressdo de TMPRSS11A, sdo caracteristicas de célula em
senescéncia®®. Estudos mais recentes hipotetizam que a deficiéncia de sua acio seja devido a
uma mutacdo do tipo polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) na regido codificadora da
protease, especificamente no éxon 8, no qual o aminoécido da posi¢do 290, Glicina (GIn), é
mutado para Arginina (Arg), produzindo as variagbes GIn290GIn e Arg290GIn®*"). Outras
hipGteses a serem testadas e avaliadas sdo o envolvimento de TMPRSS11A em processos de
diferenciacéo epitelial e proliferagédo celular, no qual alguns processos celulares como de adeséo
celular, diferenciacdo de queratindcitos e organizacdo de matriz extracelular parecem estar
alterados, comprometendo uma epitelizacédo tecidual correta, sendo este um fator que contribuiria
para o desenvolvimento de carcinomas.

Ainda, a porcdo catalitica desta enzima estd localizada extracelularmente, o que facilita a
acessibilidade de drogas a protease®”. TMPRSS11A mostra-se, assim, um importante candidato
no desenvolvimento de futuras quimioterapias e provavel fator de progndéstico. Assim, o estudo
de sua localizagéo tecidual e a correlagéo desta protease com carcinomas de cabeca e pescogo séo
fundamentais para o aumento da especificidade farmacoldgica quimioterapica e consequente

melhoria da qualidade de vida destes pacientes.



2. JUSTIFICATIVA

O carcinoma de cabeca e pescoco (HNSCC) é o sexto cancer mais comum no mundo, e
aproximadamente 600.000 novos casos sdo diagnosticados a cada ano. Os tratamentos
quimioterapicos disponiveis hoje em dia, para o cancer de cabeca e pescoco, sdo inespecificos; e
a terapia cirdrgica é invasiva e mutilante, com consequente submisséo dos pacientes a intensa dor
e sofrimento. Desta maneira, novas informacdes e alvos terapéuticos mais especificos precisam
ser desenvolvidos para estas neoplasias a fim de promover melhorias em termos de diagndsticos e

tratamentos mais eficazes.

10



3. Objetivo Geral

O objetivo desse projeto foi estudar o papel de TMPRSS11A no desenvolvimento e
progressdo de HNSCC e analisar possiveis processos celulares em que TMPRSS11A poderia
estar envolvido. A hipotese do projeto aborda se a proteina codificada pelo gene TMPRSS11A

possui potencial como supressora tumoral.

3.1. Objetivos Especificos
e Desafio Carcinogénico
o 23 animais TMPRSS11A WT e 21 animais TMPRSS11A KO desafiados com
aplicacdo de 7,12-Dimetilbenzantraceno (DMBA);
o 10 animais TMPRSS11A WT e 10 animais TMPRSS11A KO desafiados com
aplicacdo de DMBA e 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA);
o 5 animais TMPRSS11A WT e 5 animais TMPRSS11A desafiados com
aplicacdo de TPA
o 5 animais TMPRSS11A WT e 5 animais TMPRSS11A desafiados com
aplicacdo de Acetona.
e Andlise de dados de bioinformatica
o Avaliacdo de expressdo do gene codificador da proteina TMPRSS11A em
amostras de HNSCC;
o Avaliacdo de correlagdo genética e atribuicdes em processos celulares;
o Avaliacgdo dos niveis de metilagdo de TMPRSS11A.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Modelos animais experimentais

Os animais utilizados foram camundongos da espécie Mus musculus (linhagem FVB/N),
machos e fémeas, com idades de 3-4 semanas, pesando de 15-20g. Os camundongos foram
obtidos e mantidos no Biotério do Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes
Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Os camundongos selvagens (WT) ou nocautes (KO) para TMPRSS11A foram resultantes do
cruzamento de animais heterozigotos para expressdo de TMPRSS11A. Isto é, animais que
carregam apenas um alelo funcional deste gene, sendo denominados TMPRSS11A +/-. A geragéo
dos camundongos nocautes para TMPRSS11A foi descrita em manuscrito previamente
publicado®.

A confirmacgdo dos animais foi feita por genotipagem, que consiste, resumidamente, da
extracdo do DNA proveniente de bidpsia da cauda e posterior reacdo de PCR (Polymerase Chain
Reaction) com iniciadores especificos para TMPRSS11A (sequéncia dos primers: Forward para
animal selvagem — 5° GCAATTCAAACCCTCGCCAATGGAC 3°, Forward para animal
nocaute — 5> GGGTGGGATTAGATAAATGCCTGCTCT 3°, Reverse para animais selvagem e
nocaute — 5> CCCACCGCCATAGTAAAGTGCTCCG 3°).

Todos os experimentos executados nesse trabalho, previamente ao inicio experimental, foram
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (CEUA/FMRP; protocolo n°090/2016).

4.2. Descrigdo dos grupos experimentais

Os animais utilizados neste estudo foram divididos em grupos de acordo com as diferentes
abordagens metodoldgicas propostas. Todas as aplicagdes foram iniciadas com 4 semanas de
vida.

Para o desafio carcinogénico, os animais foram divididos em grupos de acordo com o
gendtipo (TMPRSS11A WT ou TMPRSS11A KO) e de acordo com a aplica¢do do carcin6geno
ou solvente controle (DMBA, TPA, DMBA+TPA ou Acetona) utilizado. Os grupos foram
compostos por (i) 23 animais WT e 21 animais KO para a protease TMPRSS11A, onde houve
inducdo carcinogénica somente com DMBA,; (ii) 10 animais WT e 10 animais KO para a protease

12



TMPRSS11A, onde houve inducdo carcinogénica realizada com a combinacdo de DMBA e TPA;
(iii) 5 animais WT e 5 animais KO para a protease TMPRSS11A, onde houve a inducéo
carcinogénica somente com TPA; e (iv) 5 animais WT e 5 animais KO para a protease
TMPRSS11A, onde houve a aplica¢do do solvente dos carcin6genos citados acima, a Acetona.

Foram utilizados camundongos littermates como controles (total: 84 camundongos).

4.3. Desafio Carcinogénico (modelos murinos de carcinogénese) (Figura 2)

Os camundongos tiveram os pelos da regido de aplicacdo previamente removidos. Os animais
do primeiro grupo foram desafiados semanalmente na regido do dorso lombar com o iniciador
DMBA na concentracdo de 25ug, até o aparecimento de lesdes; 0s animais do segundo grupo
foram desafiados semanalmente com a combinagdo de 25ug de DMBA e 12ug do promotor
TPA®®) até que lesbes evidentes fossem formadas. Foram necessarias 11 aplicagdes de DMBA®9)
no grupo 1, 11 aplicagdes da combinacdo de DMBA (1 aplicacdo) + TPA (10 aplicagdes) no
grupo 2, 11 aplicagdes de TPA no grupo 3 e 11 aplicacbes de Acetona no grupo 4. Os
carcin6genos (DMBA e TPA) e a Acetona foram aplicados topicamente em animais previamente
anestesiados com 5% de isoflurano (em oxigénio).

As lesbes foram medidas semanalmente com o auxilio de um paquimetro. As dimensdes
avaliadas das lesdes foram feitas em didametro, no plano coronal do corpo, no sentido horizontal e
vertical da lesdo. As lesbes foram avaliadas quanto a (i) tempo decorrido até a incidéncia das
lesBes, (ii) nimero de lesdes, (iii) progressao representativa das lesdes e (iv) tamanho das lesdes.
As lesdes foram fotografadas a cada duas semanas, com 0s animais previamente anestesiados

com 5% de isoflurano (em oxigénio).
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Figura 2. Figura representativa dos grupos experimentais formados (grupos 1, 2, 3 e 4) e seus
respectivos desafios carcinogénicos (DMBA - D, DMBA+TPA, TPA - T e Acetona - A). Os animais
foram tratados semanalmente por 11 semanas, ap6s 4 semanas de vida, e avaliados semanalmente para

Lesdo Inicial e Tempos 1, 2, 3 e 4.
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4.4. Anélise de dados de bioinformética para TMPRSS11A em pacientes diagnosticados
com HNSCC

Informacdes obtidas a partir de banco de dados de bioinformatica (os principais bancos de
dados utilizados foram cBioPortal for Cancer Genomics®”, DAVID Bioinformatics Resources
6.86D e MEXPRESS: visualizing expression, DNA methylation and clinical TCGA data®?
(todos os dados computados até o ano de 2017)) foram utilizadas para relacionar, biologicamente
e molecularmente, a protease TMPRSS11A com eventos necessarios ao desenvolvimento tumoral
de cancer de cabeca e pescoco (HNSCC). As anélises realizadas foram: (i) expressdo da
TMPRSS11A em tecido normal (NT) e tecido oriundo de tumor primario (TP) de HNSCCs; (ii)
analises de genes, em processos celulares, cuja expressdo apresentava-se alterada, positiva ou
negativamente, em relacdo a expressdo de TMPRSS11A; e (iii) alteracdo nos processos de

metilacao.

4.5. Analises Estatisticas

Os primeiros resultados, correspondentes ao experimento de desafio carcinogénico (Materiais
e Métodos, Item 4.3.), foram avaliados inicialmente para teste de normalidade e padrdo de
distribuicdo. Os dados ndo assumiram padrdo de normalidade e ndo assumem distribuigédo
Gaussiana, portanto os resultados foram avaliados através de testes estatisticos ndo-paramétricos.

Os resultados (i) incidéncia de lesdes, foi analisado através dos testes Mantel-Cox e Gehan-
Breslow-Wilcoxon; (ii) nimero de lesdes, foi analisado através do teste Wilcoxon; (iii) tamanho
de lesdes, foi analisado através do teste Man-Whitney.

Os ultimos resultados, referentes aos dados de bioinforméatica (Materiais e Métodos, Item
4.4.), foram avaliados através dos testes estatisticos ndo-paramétrico Spearman e ndo paramétrico
Pearson (os dados atribuidos foram previamente identificados como ndo detentores de
distribuicdo Gaussiana e padrdo de normalidade, pelos proprios bancos de dados). Os genes
selecionados possuiam uma significancia minima p<0,05 (»), e as validacdes experimentais feitas
para corroborar as afirmacgdes dos resultados foram através da selecdo de genes fortemente
correlacionados positivamente (r > 0.7 - genes cuja expressdo correlacionava-se diretamente com
a expressdo de TMPRSS11A) e moderadamente correlacionados negativamente (r < -0.5 — genes
cuja expressao correlacionava-se inversamente com a expressdo de TMPRSS11A), conforme

atribuicédo de correlacéo de Spearman.
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5. RESULTADOS

5.1. A auséncia da protease TMPRSS11A mimetiza acdo de promotor da tumorigénese
em camundongos tratados com DMBA (conhecido iniciador tumoral)
5.1.1. Contribuicdo de TMPRSS11A para a incidéncia de tumor (iniciagdo tumoral)
em camundongos tratados com DMBA:

Para avaliar a influéncia de TMPRSS11A sobre a fase de iniciacdo tumoral, sendo esta
sucintamente caracterizada por: (i) ativacdo metabolica de pro-carcinogénicos e ligacao covalente
ao DNA,; (ii) replicacdo do material genético e fixacdo de mutacdes; e (iii) mutacdes indutoras de
alteracbes génicas em células progenitoras, com consequente hiperplasia celular e inflamacéao
tecidual (Erika L. Abel, et al. 2009); foram avaliadas as incidéncia de lesdes, comparando-se 0
grupo de animais selvagens (WT, controles) e o grupo de animais nocautes (KO) para a protease.
As andlises foram feitas semanalmente, a partir da Gltima aplicacdo do carcinégeno no grupo
(nocaute ou controle); e o surgimento de leséo foi registrado conforme a idade de vida do animal,
em semanas. Os resultados obtidos mostraram que a auséncia de TMPRSS11A, nos animais
nocautes, contribui para a incidéncia das lesdes. As lesbes iniciam-se em tempos semelhantes nos
animais WT e KO (entre 16 e 17 semanas de vida), entretanto, aproximadamente 70% dos
animais WT desenvolvem tumor, em comparacao com 90% dos animais KO. Os resultados até o
momento ndo apresentam significancia estatistica (p<0,0785), quando se compara 0S Qrupos
experimentais TMPRSS11A KO e TMPRSS11A WT (Figura 3).
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Figura 3. Animais TMPRSS11A KO possuem maior incidéncia de lesdes comparados a animais
TMPRSS11A WT. Grafico apresentando a incidéncia das lesdes nos grupos experimentais TMPRSS11A
WT e TMPRSS11A KO, tratados com DMBA semanalmente, por 11 sessGes. Apesar de haver uma menor
incidéncia tumoral em TMPRSS11A WT, quando comparado ao grupo TMPRSS11A KO, esta diferenca
ndo se mostrou estatisticamente significante (analise estatistica Mantel-Cox, p<0,0785).

5.1.2. Contribuicdo de TMPRSS11A para a progressao de lesbes tumorais em
camundongos tratados com DMBA:

A partir da observagdo acima mencionada, de incidéncia tumoral, avaliamos entdo a
progressdo tumoral dependente de TMPRSS11A. A progressao tumoral é descrita como a fase
onde as modificacBes celulares alteram vias de sinalizacdo completas, promovendo ativacdes
constitutivas de genes pré-proliferativos e inibicdes de genes envolvidos com morte celular.
Permite-se, assim, a evolucdo da ferida formada, em tamanho e agressividade. Os resultados
foram obtidos a partir das medi¢Oes semanais dos tumores desenvolvidos (em milimetros), com o
auxilio de um paquimetro (largura X comprimento). A progressdo tumoral nesse resultado
pareceu ser dependente, pelo menos em parte, da auséncia de expressdo da protease
TMPRSS11A. Como representado na Figura 4, o painel a esquerda representa o inicio da
formacdo de lesdo; painéis centrais e a direita representam a progressdo das lesdes,
respectivamente, quantificadas a cada duas semanas. Como apreciado nesta figura representativa,
houve maior progressdo da lesdo quando a protease TMPRSS11A estava geneticamente anulada
(TMPRSS11A KO).

Lesdo Inicial Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4
(10 semanas) (14 semanas) (18 semanas) (22 semanas) (26 semanas)
TMPRSSI1A
WT
TMPRSSI1A
KO
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Figura 4. Tumores em animais TMPRSS11A KO progridem mais rapidamente quando comparados
aos animais TMPRSS11A WT. Progressdo das lesGes tumorais, figura representativa. Coluna a esquerda
representa o inicio da lesdo apds o término da aplicacdo de DMBA (décima semana apds o inicio da
aplicacdo de DMBA); paineis centrais e a direita representam a progressdo das lesdes, nestes casos,
décima-quarta, décima-oitava, vigésima-segunda e vigésima-sexta semanas apos o inicio da aplicacdo de
DMBA. Houve maior progressao da lesdo quando a protease TMPRSS11A estava geneticamente anulada
(TMPRSS11A KO).

Ainda, como mostrado na Figura 5, observou-se o aumento progressivo em 57% dos tumores,
nos camundongos nocautes (tons de vermelho no grafico) para a protease. Por outro lado, o
desenvolvimento dos tumores nos camundongos selvagens (tons de cinza no gréfico) apresentou-
se majoritariamente estagnado (35% do total de animais de mesmo gendtipo), com a eventual
regressdo em 4 casos (17%). Algumas observacdes a serem consideradas nos levam a hipétese de
gue em alguns casos ha outras vias de sinalizacdo independentes de TMPRSS11A: (i) progressao
tumoral de animais do grupo experimental TMPRSS11A WT que alcancaram o tamanho de 15-
20mm (0,09%) e; (ii) a regressdo tumoral total apds a ultima aplicagdo de DMBA, de animais do

grupo experimental TMPRSS11A KO (0,1%).
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Figura 5. Animais TMPRSS11A KO possuem lesGes com progressdo mais acelerada, quando
comparados aos animais TMPRSS11A WT. Progressdo das lesdes tumorais, com a quantificacdo dos
tamanhos das lesdes por animal. Barras nas quais os tons escurecem para a cor preto representam o
desenvolvimento dos tumores dos animais selvagens para a protease estudada (TMPRSS11A WT); barras
nas quais os tons escurecem para a cor vermelha representam o desenvolvimento dos tumores dos animais
nocautes para a protease estudada (TMPRSS11A KO). A medida de 0-1mm representa animais que ndo
possuiram nenhum tumor desenvolvido durante toda a vida ou que em algum momento tiveram seu(s)
tumor(es) regredidos. A medida de >20mm representa animais cujos tumores alcangaram o tamanho de
20mm e foram, portanto, eutanasiados (endpoint do estudo, no protocolo aprovado pelo Comissao de Etica
no Uso de Animais 090/2016).
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5.1.3. Contribuicdo de TMPRSS11A para o numero de lesbes tumorais em
camundongos tratados com DMBA:

Com o intuito de verificar se existiria uma influéncia de TMPRSS11A sobre a dispersao
tumoral, foram avaliados o numero de lesdes formados em cada animal de cada grupo
experimental. A quantificacdo foi feita manualmente, através da contagem das lesdes
macroscopicas observadas. O numero de lesdes apresentado, por animal, em ambos 0s grupos
experimentais, foi de 1 a 2 em média. Os resultados mostraram que ha uma semelhanca do
namero de lesdes desenvolvidas, quando comparamos animais TMPRSS11A WT (n=16) e
TMPRSS11A KO (n=19). Porém, a relacdo do namero de lesdes por camundongo em cada grupo
experimental avaliados semanalmente, mostra uma incidéncia de maior numero de lesdes em
camundongos TMPRSS11A KO quando comparados aos camundongos TMPRSS11A WT, em
que até o momento ndo existe diferenca estatistica significativa. O inicio da formacdo de lesdo
apos o término da aplicacdo de DMBA (11 semanas de aplicacBes) ¢é representado no “Lesdo
inicial” (Figura 6 — Relacdo a esquerda do grafico). A progressdo da lesdo esta representada nas
“Semanas" (Semanal4-Semana26) a partir do inicio de aplicacdo do DMBA (Figura 6). Cabe
ressaltar que o nimero de lesGes nas semanas apresentadas pode diminuir em quantidade (3 > 2
lesbes, 2 > 1 lesdo ou 1 - 0 lesdo) devido a (i) lesGes que estavam proximas e desenvolveram ao
ponto de se unirem, correspondendo a uma progressdo da lesdo ou (ii) lesdo que diminuiu e
desapareceu, correspondendo a uma regressao da lesdo; a interpretacdo correta originar-se-a da
correlagdo com o resultado 5.1.2., especificamente a Figura 5, pois esta apresenta o tamanho das

lesGes na progressao das semanas.
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Figura 6. Animais TMPRSS11A KO possuem nimero semelhante de lesdes quando comparados aos
animais TMPRSS11A WT. Grafico mostrando o nimero de lesbes por animal nos grupos experimentais
TMPRSS11A WT (circulos pretos) e TMPRSS11A KO (circulos vermelhos), ap6s o tratamento com
DMBA, nas fases de leséo inicial e semanas de progressdo. Ndo houve diferenca significante no nimero
de lesBes por animal, na relacdo de comparagao entre os grupos experimentais. A média foi de 1 a 2 lesdes
por animal por grupo (teste ndo-paramétrico Wilcoxon, p<0.1658).

5.2. A auséncia da protease TMPRSS11A é dispensavel para a carcinogénese quando 0s
camundongos sdo tratados com o iniciador (DMBA) e promotor (TPA) de tumor

5.2.1. Contribuicdo de TMPRSS11A para a incidéncia tumoral em camundongos

tratados com DMBA (iniciador de tumor) + TPA (promotor de tumor):

Avaliando os resultados do grupo 2 (grupo tratado com uma aplicacdo de DMBA e 10

aplicacdes de TPA), da mesma forma que foram feitas as analises do grupo 1, é possivel afirmar

que as aplicacbes sequenciais do promotor tumoral TPA foram importantes para a formacéo

tumoral em camundongos TMPRSS11A WT e TMPRRSS11A KO. Dentro dos resultados

obtidos a incidéncia (Figura 7) e o nimero de lesdes (Figura 8) ndo apresentaram diferencas

significativas, sendo o inicio de aparecimento de lesbes com 14 semanas de vida e a média de 2 a

3 lesdes por animal, independente do gendtipo.
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Figura 7. Animais TMPRSS11A WT e TMPRSS11A KO possuem a mesma taxa de incidéncia de
lesbes, quando tratados com DMBA+TPA. Gréafico apresentando a incidéncia das lesbes nos grupos
experimentais TMPRSS11A WT (linha preta) e TMPRSS11A KO (linha vermelha), tratados com
DMBA+TPA semanalmente, por 11 sessfes (Analise estatistica Mantel-Cox, p<0,6302).
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Figura 8. Animais TMPRSS11A WT e TMPRSS11A KO possuem o mesmo numero de lesdes,
guando tratados com DMBA+TPA. Gréfico mostrando o nimero de lesbes por animal nos grupos
experimentais TMPRSS11A WT (circulos pretos) e TMPRSS11A KO (circulos vermelhos), ap6s o
tratamento com DMBA+TPA, nas fases de leséo inicial e progressdo das lesdes. Ndo houve diferenca
significante no nimero de lesdes por animal, na relacdo de comparagdo entre 0s grupos experimentais. A
média foi de 2 lesdes por animal por grupo.
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5.2.2. Contribuicdo de TMPRSS11A para a progressao tumoral em camundongos
tratados com DMBA (iniciador de tumor) + TPA (promotor de tumor):

Os animais de ambos 0s grupos experimentais apresentaram semelhante progressao das lesées
tumorais (Figura 9). Em ambos os coortes houveram animais cujos tumores: (i) progrediram
constantemente até o final da avalicdo; (ii) progrediram até uma determinada semana e depois
regrediram; (iii) apareceram como Les&o Inicial e ndo progrediram. Ainda, apenas um animal
(coorte selvagem) nédo apresentou leséo (Figura 10).

Dados da literatura descrevem que a aplicacdo experimental de mais de um promotor
tumorigénico ndo confere maior nocividade ao carcinoma em desenvolvimento®®. Assim, a
auséncia de diferencas na incidéncia e progressao das lesdes no grupo tratado com DMBA e TPA
pode ser explicada pelo fato de somente um promotor (o TPA) ser necessario para a ocorréncia e

progressédo de tumores.

Lesdo Inicial Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4
(10 semanas) (12 semanas) (14 semanas) (16 semanas) (18 semanas)
TMPRSSI1A
WT 3 : N & e %
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Figura 9. Animais TMPRSS11A WT e TMPRSS11A KO apresentam semelhante progressdo
tumoral. Progressdo das lesfes tumorais, figura representativa. Coluna a esquerda representa o inicio da
lesdo apds o término da aplicacdo de DMBA (décima semana ap6s o inicio da aplicacdo de DMBA);
painéis centrais e a direita representam a progressao das lesGes, nestes casos, décima-segunda, décima-
quarta, décima-sexta e décima-oitava semanas ap6s o inicio da aplicacdo de DMBA. Nédo houve diferenca
nas progressdes tumorais dos animais selvagens ou nocauteados para a protease TMPRSS11A.
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Figura 10. Animais TMPRSS11A WT e TMPRSS11A KO apresentam lesbes com progressao
semelhante. Progresséo das lesGes tumorais, através da quantificacdo dos tamanhos das lesdes por animal.
Barras cujo tons escurecem para a cor preto representam o desenvolvimento dos tumores dos animais
selvagem para a protease estudada (TMPRSS11A WT). Barras cujo tons escurecem para a cor vermelha
representam o desenvolvimento dos tumores dos animais nocaute para a protease estudada (TMPRSS11A
KO). A medida de 0-1mm representa animais que nao possuiram nenhum tumor desenvolvido durante
toda a vida ou que em algum momento tiveram seu(s) tumor(es) regredidos. A medida de >20mm
representa animais cujos tumores alcangaram o tamanho de 20mm e foram, portanto, eutanasiados
(endpoint do estudo, no protocolo aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais 090/2016).

5.3. Os camundongos submetidos a aplicacdo de somente o promotor tumoral (TPA) ou
0 solvente dos carcindgenos (Acetona) ndo desenvolvem lesées de nenhum género

Grupos controles foram estabelecidos, com a aplica¢do de TPA e acetona, respectivamente. O
grupo controle de animais que foram tratados com o promotor tumoral TPA (grupo 3; verificar
itens 4.2 e 4.3 da sessdo de Materiais e Métodos) e o grupo controle de animais que foram
tratados com a Acetona, o veiculo utilizado para a diluicio do DMBA e do TPA (grupo 4;
verificar itens 4.2 e 4.3 da sessdo de Materiais e Métodos) ndo apresentaram o desenvolvimento
de lesdes (Figura 11-12).
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Lesdo Inicial Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4
(10 semanas) (12 semanas) (14 semanas) (16 semanas) (18 semanas)
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KO

Figura 11. Figura representativa da regido do dorso lombar de um animal WT e um animal KO
para a protease TMPRSS11A do grupo controle tratado com TPA. Os animais do grupos controle
tratados com o promotor tumoral TPA, semanalmente, durante 11 semanas, ndo apresentaram lesdes de
caracteristica tumorais em nenhuma fase da vida, até o Tempo 4, onde possuiam 18 semanas de vida apds
a finalizacdo das aplicagdes.

Lesdo Inicial Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4
(10 semanas) (12 semanas) (14 semanas) (16 semanas) (18 semanas)

TMPRSSI11A
WT ‘

TMPRSSIIA
KO

Figura 12. Figura representativa da regido do dorso lombar de um animal WT e um animal KO
para a protease TMPRSS11A do grupo controle tratado com acetona. Os animais do grupos controle
tratados com o solvente Acetona, semanalmente, durante 11 semanas, ndo apresentaram lesdes de
caracteristica tumorais em nenhuma fase da vida, até o Tempo 4, onde possuiam 18 semanas de vida ap0s
a finalizacdo das aplicagdes.
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5.4. Em pacientes diagnosticados com HNSCC, a expressdo da protease TMPRSS11A
esta alterada, conforme dados preliminares de analise bioinformética
De maneira a aprofundar o entendimento sobre as alteracdes de TMPRSS11A no HNSCC,
utilizamos dados de bioinformatica que nos permitiram estudar preliminarmente biopsias
humanas. De forma mais especifica, a bioinformética nos possibilitou estudar um nimero grande
de casos que, de outra forma, seriam laboriosos e de dificil execucdo. Ainda, os resultados aqui
descritos sao preliminares e complementares aqueles obtidos com os modelos murinos.
5.4.1. A expressdo do mRNA da protease TMPRSS11A estd diminuida em tecidos
de tumor priméario (HNSCC) quando comparados aos tecidos normais:
Conforme pode ser observado na Figura 13, a expressio do RNAm de TMPRSS11A
encontra-se alterada em pacientes com HNSCC. A analise comparativa foi feita através de
amostras de tecido normal (TN) e tumor primario (TP). A expressdao do RNAm de TMPRSS11A,
em 522 amostras de tumor primario, apresentou uma média de expressao no valor de 6,97 RSEM.
Esta expressdo foi 38% menor do que a média de expressao das 44 amostras de tecidos normais,
no valor de 11,3 RSEM. A protease TMPRSS11A apresentou, portanto, diminuicao dos niveis de

RNAmM nas amostras tumorais (dados: FireBrowse, 2017).
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Figura 13. Niveis de expressdo do mRNA de TMPRSS11A em pacientes diagnosticados com
HNSCC. As amostras dos pacientes foram avaliadas para niveis de expressio do mRNA de
TMPRSS11A. As amostras foram classificadas em tecido normal (TN; n=44) e tumor primario (TP;
n=522) (Teste Man-Whitney, p<0,001). Os pontos pretos nas amostras de tecido normal sdo
estatisticamente classificados como outliers.

5.4.2. Andlise de envolvimento de TMPRSS11A em processos celulares através da
associacao com outros genes:

Adicionalmente, relacionamos possiveis processos celulares onde a TMPRSS11A pode ter
papel regulatério. Os processos celulares avaliados foram: Processos Bioldgicos, Categoria
Funcional, Vias de Sinalizagdo e Componentes Celulares. Encontramos a modulacdo dos
seguintes genes (i) positivamente correlacionados (p>0,38; cinza): SPINK5, SPRR1/2/3,
CLDNS8/7/4/17, TMPRSS11B/F/D, TMPRSS2/4, ATP13A4, FUT6, KRT13, CYP2C18,
CEACAMS/7, ZBTB7B/C; e (ii) negativamente correlacionados (p<-0,32; vermelho):
SERPINEL, LGALS1, SLC39A13, ILK, PDLIM7, PHC2, PLOD1, FSTL3, CD151, VEGFBI/C.
A modulacdo destes genes acontece possivelmente de forma associada ao TMPRSS11A em
pacientes diagnosticados com HNSCC (Figura 14-17) (dados: CBioPortal e DAVID
Bioinformatics Resources, 2017).

O primeiro parametro avaliado se refere aos processos bioldgicos possivelmente regulados
pela protease TMPRSS11A. Este resultado foi obtido através do agrupamento de genes cujas
funcbes sdo atribuidas aos processos apresentados na Figura 14. Os processos biol6gicos
significantemente envolvidos foram, de maneira genérica, classificados como: adesdo célula-
célula, organizacdo da matriz celular, desenvolvimento da epiderme, diferenciacdo epitelial
celular, regulacdo positiva de sinalizacdo PKB, cicatrizacdo, diferenciacdo de queratindcitos,
adesdo célula-matriz e queratinizacdo (Figura 14). Os processos foram selecionados ndo somente
por significancia estatistica (p<0,05) como também pela determinacdo de um limite minimo de
10 genes cuja expressdo encontrou-se correlacionada com a expressdo de TMPRSS11A. O
resultado apresentou uma correlacdo positiva entre a expressao da protease e 0s genes SPINKS5,
SPRR3 e CECAMDS, e apresentou também uma correlacdo negativa de expressdo com o gene
ILK.
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Processos Bioldgicos - Genes mais correlacionados (HNSCC)
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Figura 14. Processos bioldgicos em que TMPRSS11A pode estar atuando, em pacientes
diagnosticados com HNSCC. Genes cuja expressdo se apresentaram estatisticamente correlacionados
com a expressdo de TMPRSS11A foram analisados para processos bioldgicos enriquecidos associados
(Spearman-Score 1<p<-1). Encontramos a modulagdo dos seguintes genes; positivamente correlacionados
(p>0,38; cinza) com a expressio de TMPRSS11A: SPINK5, CEACAMb5, SPRR3; e negativamente
correlacionados (p<-0,32; vermelho) com a expressdo de TMPRSS11A: ILK.

O segundo parametro avaliado foi a categoria funcional geneticamente relacionada a protease
TMPRSS11A. A categoria funcional determina, preliminarmente, possiveis classes de substratos
que, de maneira direta ou indireta, se relacionam a via de sinalizacdo de TMPRSS11A. As
categorias funcionais, ou classes de substratos, relacionados a expressao de TMPRSS11A foram:
hidrolase, lipoproteina, supressor tumoral, serino protease, simporte e inibidor de protease
(Figura 15). As correlagbes genéticas positivas mostradas nesse resultado foram dos genes
CEACAMS/7, ZBTB7B/C, TMPRSS11B/F/D, TMPRSS2/4, ATP13A4 e SPINK5. Os genes
correlacionados negativamente foram CD151, SLC39A13, SERPINE1, SERPINB11/12/13.
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Categoria Funcional - Genes mais correlacionados (HNSCC)
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Figura 15. Categoria Funcional em que TMPRSS11A poderia ser classificada, em pacientes
diagnosticados com HNSCC. Genes cuja expressdo se apresentaram estatisticamente correlacionados
com a expressdo de TMPRSS11A foram analisados para suas categorias funcionais associadas (Spearman-
Score 1<p<-1). Encontramos a modulacao dos seguintes genes; positivamente correlacionados (p>0,38;
cinza) com a expressdo de TMPRSS11A: CEACAMS5/7, TMPRSS11B/F/D, TMPRSS2/4, ATP13A4,
ZBTB7B/C SPINKS5; e negativamente correlacionados (p<-0,32; vermelho) com a expressdo de
TMPRSS11A: CD151, SLC39A13, SERPINE1, SERPINB11/12/13.

O terceiro parametro analisado objetivou avaliar as possiveis vias de sinalizagdo que estariam
regulando a protease em estudo ou que estariam sendo reguladas por TMPRSS11A. As vias de
sinalizacdo que se apresentaram significantemente envolvidas foram vias relacionadas a adesdo
focal (vias de VEGFB/C e ILK), vias mediadas por atividade de proteoglicanos no processo
carcinogénico (vias de MAPK12 e MAPK13), via de sinalizacdo de Rapl (vias de VEGFB/C e
MAPK12 e MAPK13) e vias de metabolizacdo de carcinégenos quimicos (via de CYP2C18)
(Figura 16). Aqui, os genes MAPK13 e CYP2C18 demonstraram uma expressao positiva
correlacionada com a expressdo de TMPRSS11A, enquanto os genes VEGFB/C, ILK e MAPK12

exibiram uma correlagéo negativa.
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Vias de Sinalizacdo - Genes mais correlacionados (HNSCC)
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Figura 16. Vias de Sinalizagdo que TMPRSS11A poderia regular ou estar sob regulagdo, em
pacientes diagnosticados com HNSCC. Genes cuja expressdo se apresentaram estatisticamente
correlacionados com a expressdo de TMPRSS11A foram analisados para categorias funcionais associadas
(Spearman-Score 1<p<-1). Encontramos a modulagéo dos seguintes genes: positivamente correlacionados
(p<0,38; cinza) CYP2C18, MAPK13; e negativamente correlacionados (p<-0,32; vermelho) com a
expressao de TMPRSS11A: ILK, VEGFB/C, MAPK12.

O quarto e ultimo parametro apresenta quais dos possiveis componentes das células,
integrantes dos processos bioldgicos celulares, poderiam estar direta ou indiretamente associados
a protease TMPRSS11A. O resultado apresentou alteracdo em genes, que codificam
majoritariamente proteinas de membrana, relacionados aos componentes celulares de adesdo
focal, matriz extracelular, juncéo célula-célula e envelope cornificado (Figura 17). Os genes cuja
expressao se correlacionam positivamente com a expressdo de TMPRSS11A sdo SPRR3 e
TGML1. Os genes cuja expressdo acontece de maneira inversa, ou seja, correlacionados
negativamente, sdo LGALS1, CD151 e ILK. Os genes aqui modulados foram: (i) CD151 codifica
uma tetraspanina (familia de proteinas caracterizadas por seus quatro dominios transmembrana)
de superficie celular, (ii) ILK, gene que codifica uma quinase de integrina (receptor
transmembranar), e se liga ao dominio citoplasmatico destas integrinas (iii) LGALSL, gene que
codifica uma galectina encontrada ndo somente na superficie celular, como no espacgo
extracelular, citoplasma e nucleo, (iv) gene que codifica a proteina SPRR3, que faz parte do
complexo de diferenciacdo epidermal (EDC), e que somente € descrito em membranas de
envelopes cornificados e (v) gene que codifica a transglutaminase TGM1, uma proteina de

membrana celular encontrada em queratinocitos.
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Componentes Celulares - Genes mais correlacionados (HNSCC)
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Figura 17. Componentes Celulares que TMPRSS11A poderia estar associado, em pacientes
diagnosticados com HNSCC. Genes cuja expressdo se apresentaram estatisticamente correlacionados
com a expressdo de TMPRSS11A foram analisados para categorias funcionais associadas (Spearman-
Score 1<p<-1). Encontramos a modulagdo dos seguintes genes; positivamente correlacionados (p>0,38;
cinza) com a expressdo de TMPRSS11A: SPRR3, TGM1; e negativamente correlacionados (p<-0,32;
vermelho) com a expressdo de TMPRSS11A: LGALS1, CD151, ILK.

5.4.3. AlteracGes de metilacdo em sitios promotores de TMPRSS11A:

Os resultados de bioinformatica mostraram que os niveis de metilacdo do gene de
TMPRSS11A se apresentaram alterados em pacientes diagnosticados com HNSCC. Pdde-se
observar que a taxa de metilacdo foi inversamente proporcional a expressdo de TMPRSS11A.
Esta correlacdo inversa determina que a metilagdo diminui quando os niveis de expressdo de
TMPRSS11A aumentam e vice-versa. Portanto, ambos os resultados, obtidos de correlacéo
préximos aos valores de -0,5 e -0,6, determinaram este dado como moderado e inversamente
significante (Figura 18A). Os sitios-alvos de metilacdo significantemente alterados foram
identificados como sendo regides promotoras do gene, como mostrado na Figura 18B. O teste
estatistico de correlagcdo de Pearson determinou que uma regido promotora apresentou correlagéo
direta de metilagcdo com a taxa de expressdao de TMPRSS11A de maneira suavemente significante
(r=+0.204) e uma segunda regido promotora apresentou correlagdo inversamente proporcional de
metilacdo e expressdo de TMPRSS11A, de maneira moderadamente significante (r= -0.610)
(dados: CBioPortal e Mexpress, 2017).
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A Metilacdo X Correlacdo de Expressdo (HNSCC)
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Figura 18. Niveis de metilacdo do gene TMPRSS11A em pacientes diagnosticados com HNSCC. A
taxa de metilacdo se apresenta inversamente proporcional a taxa de expressdao de TMPRSS11A de maneira
moderadamente significativa (A). Possivel regido alvo de metilacdo do gene TMPRSS11A, mostra regides
promotoras com correlagdo direta e suavemente significante e correlagdo inversa e moderadamente
significante em relagdo a taxa de metilacéo (B) (Spearman-Score 1<p<-1, Pearson correlation 1< r <-1).
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6. DISCUSSAO

Neste projeto de iniciacdo cientifica estudamos o papel da serino protease TMPRSS11A na
carcinogénese, em especial, nos HNSCCs. Para tal, foram utilizadas duas abordagens: (1) desafio
carcinogénico de camundongos selvagens (WT) e nocautes (KO) para TMPRSS11A; e (2)
andlise por bioinformética de alteragcGes na expressdo de RNA mensageiro de TMPRSS11A e
outros genes relacionados em amostras provenientes de pacientes diagnosticados com HNSCCs.

Os resultados obtidos a partir dos experimentos de inducdo carcinogénica, com a aplicacao
sequencial do indutor tumoral DMBA, revelaram que a presenca da protease TMPRSS11A
parece atuar de forma protetiva diminuindo a incidéncia e progressdo dos tumores. Esses
resultados nos levam a concluir que a auséncia da protease TMPRSS11A, nos animais nocautes,
parece atuar como promotor tumoral. Em outras palavras, a protease TMPRSS11A trabalha como
um supressor tumoral, na carcinogénese. A incidéncia e progressdo de lesdes, em animais
selvagens, nos leva a considerar que outras vias de sinalizagdo estdo sendo ativadas, de forma
independente de TMPRSS11A®Y,

Por outro lado, quando a indugdo tumoral foi promovida pela aplica¢do do indutor tumoral
(DMBA) seguida da aplicagio sequencial do promotor tumoral (TPA), tanto a incidéncia quanto
a progressdo das lesdes ndo apresentaram diferencas significativas entre os animais nocaute e
selvagem para a protease. Estes dados mostraram, como esperado, que o TPA atua como um
promotor mais robusto quando comparado a atividade promotora que acontece em resposta a
auséncia da protease TMPRSS11A®3),

A anélise por bioinformética da expressdo de RNA mensageiro de TMPRSS11A em amostras
provenientes de pacientes diagnosticados com HNSCCs revelou que a protease TMPRSS11A
estd diminuida em tecidos de tumor primario (HNSCC) quando comparados aos tecidos normais.
Esses dados corroboram com os resultados acima obtidos, nos experimentos de desafio
carcinogénico, e evidenciam o papel protetivo desempenhado pela protease no carcinoma de
celulas escamosas.

Em 2008, estudou-se 102 pacientes diagnosticados com carcinoma de células escamosas de
esdfago, e foi mostrado que a quantidade e o tipo de polimorfismo, para 0 gene TMPRSS11A,
influenciava na taxa de sobrevivéncia dos pacientes®®. Desta forma, em busca de alteracdes na

expressdo de TMPRSS11A e genes relacionados, realizamos analises de bioinformatica. Os
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resultados desta analise, ainda que preliminares, revelaram correlagdes positivas e negativas
destes genes em relacdo a expressdo de TMPRSS11A, em diversos processos celulares
considerados hallmarks no cancer.

Os dados de bioinformatica foram explorados, analisados estatisticamente e categorizados
em: (1) processos bioldgicos; (2) categorias funcionais; (3) vias de sinalizacdo; e (4)
componentes celulares. Por fim, a metilagdo do gene TMPRSS11A fora cuidadosamente estudada
qualitativa e quantitativamente.

Quanto aos processos bioldgicos, a relagdo funcional de muitas das proteinas codificadas
pelos genes correlacionados, envolve diferenciacdo terminal de células escamosas (SPRR3,
SPINK5, KRT13), um processo necessario para a manutencdo do epitélio como barreira
protetiva. Células do estrato basal da pele (células especializadas na renovacéo epitelial através
da proliferacdo celular) iniciam um processo de diferenciacdo terminal, onde atingem diferentes
camadas da epiderme, como o estrato espinhoso, granuloso e cdrneo, e sdo atribuidas funcdes
protetivas para o tecido, em relacdo a influéncias ambientais como danos fisicos, infecgdes,
radiacdes UV e perda de calor, sais e liquido corporal (Cooper GM., 2000). Outros genes
identificados estdo envolvidos com processos de adesdo celular (KRT13, CEACAMS5, PDLIM7,
FSTL3, CD151), sendo adesdo célula-célula, adesdo focal, jungdes oclusivas e aderentes, alguns
exemplos dos processos possivelmente desregulados no cancer®®). Portanto, dentre as alterages
celulares potencialmente indutoras de céncer, no modelo de HNSCC, a correta epitelizacéo,
dependente da unido célula-célula para formacdo da barreira epitelial, pode estar associada a
regulacao negativa de TMPRSS11A.

Os resultados obtidos pela analise da categoria funcional dos genes correlacionados a
TMPRSS11A indicam uma possivel relacdo da protease a processos de supressao tumoral. A
categoria funcional de supressdo tumoral, entretanto, ndo apresentou correlacdo genética de genes
fortemente correlacionados com TMPRSS11A (Correlagdo de Spearman - vide Materiais e
Métodos, Itens 4.4. e 4.6.). Relacdo plausivel de se analisar € a aquela entre TMPRSS11A e
ZBTB7C, que ¢ um gene codificador de uma proteina zinc-finger reguladora de transcri¢do
génica, conhecida por possuir uma provavel atividade supressora tumoral (Reuter S., 1998). O
simporte, outro processo encontrado em nossas analises, é classificado como o transporte de
moléculas e ions através da membrana de células epiteliais, onde 0s componentes sao

transportados unidirecionalmente para o meio extracelular ou o meio citoplasmatico®®. O correto
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gradiente de concentragdo ibnico entre 0 meio intra e extracelular é essencial para a ativacdo de
cascatas de vias de sinalizacdo intracelulares, que acontecem a partir da membrana celular. J& o
complexo celular formado pelas tight junctions é essencial para a manutencdo tecidual contra
perda de sais e liquidos. Um conjunto de genes da familia de proteinas carregadoras de soluto
(Solute Carrier Family) apresentaram correlagéo de expressao significantemente alterada com a
expressdo de TMPRSS11A. Mais especificamente, dezesseis membros apresentaram correlacéo
direta e sete membros apresentaram correlacdo inversa de expressdo (nem todos 0s genes aqui
mencionados apresentaram correlacdo forte de Spearman), corroborando para a atividade
previamente descrita de serino proteases em ativacdo de canais idnicos, como canais de sodio
sensiveis & amilorida®® e por consequéncia, para a estabilizacio das tight junctions no selamento
da epiderme (Lodish H, Berk A, Zipursky SL,. et al, 2000). Por ultimo, dados encontrados na
categoria de inibidores de protease apresentaram uma correlacdo significante de expressdo
genética entre a familia serpina de inibidores e 0 gene TMPRSS11A. Assim como acredita-se que
ocorra com DESC-1 (homéloga de TMPRSS11A)“®), as serpinas possuem uma alca central de
reatividade (reactive centre loop, RCL) e, quando esta al¢a se encontra na forma relaxada (forma
ativa), ela interage com o dominio catalitico das serino proteases e promove a clivagem deste
segmento, que é liberado no citoplasma de maneira complexada com o inibidor®”. A atividade
das serpinas sdo essenciais na regulacdo funcional das proteases em processos de inflamacéo,
complementacéo e cancer (Mohammad Sazzad Khan, 2011).

Quanto as vias de sinalizacdo, as analises de bioinformatica revelaram correlacdes positivas e
negativas com genes ativados ou inibidos nos seguintes processos: adesdo focal, proteoglicanos
envolvidos no processo carcinogénico, sinalizacdo de Rapl e carcindgenos quimicos. A via de
sinalizacdo Rapl apresentou genes cuja correlacdo de expressdo estdo alterados em HNSCC.
Rapl é uma GTP-ase que pertence a familia de Ras, localizada na membrana plasmatica.
Acredita-se que sua funcdo em promover adesdo celular é mediada por integrinas e dependente
de um citoesqueleto intacto. Um dos fatores responsaveis pela regulacdo da sinalizacdo mediada
por Rapl é o fator de crescimento epidermal, EGF (Johannes L. Bos., Review, 2001). N&o
somente a adesdo celular como outras fun¢des sdo também atribuidas a sinalizacdo de Rapl,
dentre elas os processos de exocitose (e liberacdo de AMP ciclico), associagdo com citocromo b e
atividade de fagossomos, regulacdo intracelular de niveis de calcio atraves da inibicdo de
ATPases, e proliferacdo celular. Alem disso, estudos demostraram que a superexpressdo de Rapl
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induz carcinogenése celular®® 5% 60.61)  Ainda, onze diferentes membros da familia de citocromo
P apresentam a expressdo de seus genes codificadores positivamente correlacionados com a
expressdao de TMPRSS11A. Essa familia € responsavel pela monoxigenacdo de proteinas e
transformacdo de xenobidticos lipofilicos em hidrossoliveis, sendo este um processo de
metaboliza¢do de farmacos em uma situagdo homeostatica, em que sdo passiveis de eliminagéo
pelo organismo apds a aquisi¢do por processos de ingestdo, inalagdo, absor¢do e outros®?.
Portanto, a inibicao funcional da protease poderia estar agindo de maneira a impedir a eliminacéo
de agentes carcinogénicos, como citados durante a introducéo, e o acimulo exponencial destes no
organismo induziriam a transformacdo maligna das células (Rodriguez Antona C., 2006).
Entretanto, estuda-se a possibilidade de membros da familia de citocromo P ndo agirem como
anti-cancer quando funcionalmente estimulados a metabolizar as drogas submetidas aos pacientes
diagnosticados, mas alternativamente agirem como potenciais oncogenes®.

Na categoria de componentes celulares, nossas analises mostraram correlagdo positiva com
algumas proteinas que compBe o envelope cornificado: locrinas, queratinas, filagrinas,
involucrinas, pequenas proteinas ricas em prolina (SPRRs) e aminoacidos. O envelope consiste
formalmente de moléculas de queratina (KRT13/4) anexadas a proteinas insoluveis que estdo
ligadas as tranglutaminases (TGs) e envolvidas por um envelope lipidico® ). O envelope
cornificado possui a fungdo de repor a membrana plasmatica de queratindcitos em diferenciacéo,
sendo assim integrante do processo de queratinizacdo epitelial, processo no qual atribui ao
epitélio estabilidade estrutural, elasticidade, resisténcia mecanica e reposicéo de liquidos(©® 7). As
transglutaminases (TGM1/3) citadas sdo responsaveis pela catalisacdo de ligacfes isopeptidicas
estaveis dentro da formacdo do envelope cornificado, assumindo uma caracteristica de resisténcia
e insolubilidade®®. O envolvimento de proteases na diferenciacdo epitelial, tais como elafina,
hurpina, maspina, PAI-1 e PAI-2 sdo essenciais no processo de formacdo do envelope
cornificado, devido ao fato de assumirem pelo menos trés diferentes funcgdes: (i) processamento
proteolitico de precursores de envelope cornificado antes da formacdo deste, (ii) a perda de
nucleo e mitocondria requer processamento proteolitico, e (iii) descamacao requer a proteolise de
corneodesmossomos. Além de que a ligacdo de substratos (como filagrina) mediada por TGs
requer ativacdo desta previamente, por clivagem (Eleonora Candi, Rainer Schmidtand Gerry
Melino, 2005). Com isso, existe a possibilidade de TMPRSS11A atuar em algumas das

atividades proteoliticas descritas acima.
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Outro aspecto analisado por bioinformatica foram os niveis de metilagdo do gene
TMPRSS11A. Observou-se que taxa de metilagdo do gene TMPRSS11A est4d aumentada em
pacientes diagnosticados com HNSCC e foi inversamente proporcional a expressao de
TMPRSS11A. A metilacdo é o processo de adi¢do de um grupo metila a substratos alvos, como
por exemplo o DNA. Quando o DNA é metilado (sendo possivel somente a metilagdo de duas das
quatro bases nitrogenadas existentes, citosina e adenina), principalmente em regides promotoras
de codificacdo genética, ocorre 0 que denomina-se de repressdo transcricional. A metilacdo é
essencial para o normal desenvolvimento embrionario de seres procariotos e eucariotos, e esta
associada a processos chaves incluindo fenémenos epigenéticos como a inativacdo do
cromossomo X, repressdo de transposon, envelhecimento, diferenciacdo celular e carcinogénese
(Theresa Phillips, 2008) ®° 79, Regi6es promotoras conhecidas como ilhas CpGs sdo regides do
genoma onde os dinucleotideos citosina e guanina encontram-se agrupados, sdo frequentes
regides-alvo para processos de metilacdo, assim fazendo com que a transcricdo dos genes seja
inibida. Quando associado ao cancer estas regiGes geralmente correspondem as regides de
codificacdo de genes supressores de tumor, genes responsaveis pela parada do ciclo celular,
morte celular, inflamac&o e sinalizacdo imunologica™ . Esse dado corrobora um possivel papel
da TMPRSS11A na supressao tumoral.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a protease TMPRSS11A pode exercer uma
funcdo de gene supressor de tumor em carcinogénese de células escamosas. A iniciagdo e a
progressao do carcinoma de células escamosas aumentou em animais nocaute para TMPRSS11A
quando comparados aos animais selvagens. A expressao diminuida de TMPRSS11A foi
correlacionada com a presenca de tumor priméario HNSCC em pacientes humanos e, ainda com
relacdo aos dados analisados de bioinforméatica, TMPRSS11A foi identificada como moduladora
de diferentes processos celulares essenciais para carcinogénese. Finalmente, estes resultados se
mostram pioneiros e de grande importancia, contudo, ainda s&o preliminares. As dire¢des futuras
serdo: (i) o coorte de animais selvagens e nocautes, desafiados com DMBA, serd aumentado; e
(ii) dados de bioinformatica garimpados e analisados, neste estudo, serdo validados por RT-PCR

e western blotting.
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