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RESUMO

Introducdo: A neoplasia intraepitelial cervical (NIC) pode se transformar em cancer
invasivo, depois que 0 mecanismo imunoldgico falha e o tumor se desenvolve a partir desse
sistema através de mecanismo de escape. Uma das formas mais importantes de contornar a
resposta imune é a producdo de mediadores como a citocina Fator de Crescimento
Transformador Beta (TGF-B), que pode atuar em inumeras células. Sua funcdo envolve
diferenciacédo celular e controle da apoptose, porém, o TGF- pode atuar inibindo as células
efetoras da imunidade adaptativa. No entanto, as trés isoformas do TGF-B tém fung¢des
diferentes na resposta imune. Entender o envolvimento delas dentro do tumor é essencial para
0 desenvolvimento de novas imunoterapias e novos marcadores bioldgicos de progressao da
lesdo. Objetivo: Quantificar e associar a expresséo das isoformas TGF-B1, TGF-B2 e TGF-
B3 em diferentes graus de lesdes de NIC e cancer cervical. Materiais e métodos: Usando a
técnica gPCR para analisar as isoformas de TGF-f, 56 pacientes separadas em grupo Controle
(n=09), NIC I (n=08), NIC Il (n=11), NIC llI (n = 13) e Cancer Cervical (n = 15) foram
avaliadas. Resultados: A expressdo nos grupos NIC I, NIC I, NIC Il e Cancer Cervical foi
menor, para a isoforma TGF-1, quando comparados com o grupo Controle (p=0,0002). As
isoformas TGF-B2 (p=0,3496) e TGF-B3 (p=0,2810) nao apresentaram expressoes
significativas nos testes estatisticos, em todos os grupos. Concluséo: O TGF-B1 pode estar
relacionado a progressdo da doenca e pode ser usado como um marcador bioldgico,

futuramente, para monitorar condicOes de tratamento e alvos para imunoterapia futura.

Palavras-chave: Neoplasia Cervical. Expressdo génica. Imunoterapia. Cancer invasivo. Fator

de Crescimento Transformador Beta



ABSTRACT

Introduction: Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) can develop into invasive cancer after
the immune mechanism fails and the tumor develops from this system through an escape
mechanism. One of the most important ways to bypass the immune response is the production
of mediators such as the cytokine Transforming Growth Factor Beta (TGF-f), which can act on
numerous cells. Its function involves cell differentiation and apoptosis control, however, TGF-
B can act by inhibiting the effector cells of adaptive immunity. However, the three isoforms of
TGF-B have different roles in the immune response. Understanding their involvement within
the tumor is essential for the development of new immunotherapies and new biological markers
of lesion progression. Objective: Quantify and associate the expression of TGF-1, TGF-$2,
and TGF-B3 isoforms in different degrees of CIN lesions and cervical cancer Materials and
methods: Using the gPCR technique to analyze the TGF- isoforms, 56 patients separated into
the Control (n = 09), CIN | (n =08), CIN Il (n = 11), CIN HI (n = 13) and Cervical Cancer (n
=15) groups were assessed. Results: The expression in the CIN I, CIN 11, CIN 111, and Cervical
Cancer groups was lower for the TGF-B1 isoform, when compared to the Control group
(p=0.0002). The isoforms TGF-B2 (p=0.3496) and TGF-B3 (p=0.2810) did not present
significant expressions in the statistical tests, in all groups. Conclusion: TGF-B1 may be related
to disease progression and can be used as a biological marker in the future to monitor treatment

conditions and targets for future immunotherapy.

Keywords: Cervical neoplasia. TGF- . Gene expression. Immunotherapy. TGF- isoforms.

Invasive cancer
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1 INTRODUCAO

1.1 Etiologia das Les6es Pré-Neoplasicas

O atero é um 6rgdo do sistema reprodutor feminino, localizado na regido pélvica, que
durante a gravidez permite o desenvolvimento fetal. O Utero é formado pelo miométrio
(masculo) e o endomeétrio (mucosa esponjosa). Ele € dividido em fundo, corpo e o colo. O colo
uterino é localizado na parte inferior do Utero, direcionado para baixo e para tras, sendo dividido
em duas partes: a endocérvice que constitui a parte interna do colo, onde o canal endocervical
faz a conexdo da vagina com o interior do Utero, e a ectocérvice constitui a parte externa do
colo (AGOSTINIS et al., 2019).

A mucosa da endocérvice e o canal endocervical sdo compostos por tecido epitelial
colunar em camada Unica. As glandulas presentes no canal endocervical sdo produtoras de
muco, atuando na prevencdo de infeccdo ascendente. A ectocérvice é composta por tecido
epitelial estratificado escamoso e ndo queratinizado, formando uma barreira protetora mais
efetiva que a do epitélio colunar (TRIFONOVA et al., 2014)

O tecido epitelial estratificado escamoso é composto por células basais (nucleos
grandes) que vao dar origem a camada de células parabasais (nicleos pequenos e redondos) , a
camada de células intermediérias e a camada de células superficiais (ndcleos picnéticos). Todo
esse processo de formacdo das camadas celulares ocorre pela divisdo e maturacdo das células
basais (Figura 1) (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2021).
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Figura 1: Epitélio escamoso estratificado. Fonte: (SELLORS; SANKARANARAYANAN,
2021)

O tecido epitelial colunar passa por uma substituicdo para tecido epitelial escamoso
metaplasico na regido do colo uterino, conhecido como zona de transformacéo. As células da
metaplasia escamosa imatura/madura junto com as ilhotas interpostas do epitélio colunar, sendo
livre de sinais de carcinogénese cervical, compdem a zona de transformacéo do colo uterino
normal. A presenca de alteracdo displasica na zona de transformacao serve como evidencia do
desenvolvimento de carcinogénese cervical (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2021).

A células escamosas presentes, principalmente na zona de transformacao da ectocérvice,
compdem o tecido do carcinoma de células escamosas. J& na endocérvice encontram-se as
células epiteliais glandulares colunares que caracterizam os adenocarcinomas. Com grau de
importancia relativamente alto para a carcinogénese, o HPV pode ser constatado em,
aproximadamente, 100% dos casos de cancer cervical (WALBOOMERS et al., 1999).

Os meios de contagios como as relacdes sexuais desprotegidas e a troca de parceiros
acentuada, somando-se aos fatores de risco como tabagismo e a falta de acesso a educacao
escolar, tem contribuido para o aumento da incidéncia de cancer cervical (NGOMA; AUTIER,
2019).

Apesar dos avancos tecnoldgicos para a prevencao e tratamento dos variados tipos de
tumores, ainda ocorrem incidéncias anuais relevantes. Segundo a OMS, em todo 0 mundo, no
ano de 2018 o cancer de colo de Utero ocupou o quarto lugar no ranking, com a incidéncia de
567.847 casos, causando a morte de aproximadamente 311.365 mulheres. A incidéncia e
mortalidade por cancer de colo de Utero poderiam ser infimos, uma vez que essa doenca €
prevenivel, detectavel e tratavel, principalmente na fase do desenvolvimento das lesdes pré-
neoplasicas.

Existem mais de 200 tipos de HPVs, os quais sdo classificados de acordo com seu
mecanismo de acdo. Eles estdo classificados em cinco géneros: a, B, v, u ¢ v (Figura 2). Estéo
classificados no género alpha (o), os tipos oncogénicos com significativa representacao nos
carcinomas cervicais, com porcentagem importante no desenvolvimento de carcinomas
anogenitais e orais (MCLAUGHLIN-DRUBIN, 2015; BRIANTI et al., 2017).

Os HPVs dos tipos 16 e 18 estdo associados ao maior nimero de casos de carcinoma
invasivo, displasias cervicais e anais. Ainda, os HPVs de alto risco incluem os HPV 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82 (MUNOZ et al., 2003; BRIANTI et al., 2017).

A persisténcia da infec¢do por HPV no colo de utero pode levar a progressao das lesdes

de alta gravidade como NIC Ill, que, quando ndo tratadas ha grande probabilidade de se
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tornarem lesdes invasivas. O HPV16 tem sido o maior causador de lesdes, apresentando
positividade em 55% a 60% dos casos de cancer. O segundo tipo mais oncogénico é o HPV18,
com representacdo em 10% a 15% das lesdes e 0s outros tipos ficaram com 25% a 35% restantes
(SASLOW et al., 2012).

Figura 2. Conformacdo genémica dos HPVs. A. Organizacao tipica do genoma dos HPVs de
alto risco Alpha, Mu e Beta. B. Micrografia eletrdnica de particulas de Papilomavirus coradas
negativamente. Fonte: (DOORBAR et al., 2015).

1.2 Mecanismo de Ac¢éo Viral

Todos os HPVs possuem sequéncias génicas principais e bem resguardadas que estao
relacionados com a replicacéo (E1 e E2) e empacotamento (L1 e L2). As demais fun¢bes como
libertacdo viral, fuga do sistema imunoldgico e a orientagdo do acesso ao ciclo celular, sdo
responsabilidades dos genes E4, E5, E6 e E7, respectivamente (DOORBAR et al., 2012).

Assim como a L1 (proteina principal do capsideo), o gene E1 é bem conservado. Ele é
responsavel por codificar uma helicase de DNA, muito precisa para a amplificacéo e replicacédo
do genoma do virus. As funcionalidades do gene E2 estdo sujeitas a como ele interage com o
material genético celular e das alteragdes de suas atribuicGes normais em beneficio do virus
(DOORBAR et al., 2015).

A fim de consentir a amplificacdo do material genético viral nas células epiteliais basais,

e ainda inibir fatores da imunidade inata, 0s genes E6 e E7 executam uma funcgéo crucial no
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acesso ao ciclo celular. Também, eles podem ser controlados por E2 na fase transcricional
(DOORBAR, 2013)

O gene E5 assim como o E4 transparece uma heterogeneidade de sequéncia entre 0s tipos
de HPV, que reflete as diferencas nos meios de transmissdo e tropismo viral, que no género
Alpha esta paralelo ao E2 e assim, junto ao E6 e E7 estdo relacionados ao escape da vigilancia
imunolégica. Também estdo envolvidos na potencializacdo da capacidade de amplificagdo do
genoma (DIMAIO; PETTI, 2013).

A medida que a célula infectada migra para a camada superficial do epitélio, a expresséo
génica viral do HPV 16 é muito bem controlada. A regulacdo negativa da apoptose e a
proliferacdo das células epiteliais estdo diretamente relacionados a exacerbacdo da expressao
dos oncogenes E6 e E7 (DOORBAR, 2006).

O mecanismo de acdo viral comeca a partir da interacdo da membrana dos queratindcitos
com a cépsula viral, onde € induzido a fagocitose nas células. Ao passar pela maquinaria
endossomal, a acidez ali presente, desmancha a capsula viral, e o material genético é liberado
facilitando a sua chegado ao nucleo da célula hospedeira. Uma vez dentro, os genes virais E1 e
E2 comecam a replicacdo enquanto os genes E6 e E7 bloqueiam as proteinas p53 e pRb
induzindo um estado proliferativo e ndo-diferenciado dos queratindcitos infectados
(TUMMERS; BURG, 2015).

1.3 ClassificacOes das Lesdes

Ao inspecionar uma lamina histoldgica é possivel fazer a identificacdo de atipias e
prematuridade celular presentes no epitélio. Sendo assim, a NIC é uma situacdo de pré-
malignidade do cancer cervical. Portanto, NIC | € usado para representar displasia leve, NIC Il
e NIC 11l usados para denotar displasia moderada e grave, respectivamente (GUO et al., 2016).

O enquadramento das lesGes foi estabelecido pelo Sistema Bethesda (2014) de
classificagbes citologicas. Entdo, ficou definido que as classificagbes das lesbes de células
escamosas seriam LSIL para lesdes intraepiteliais de baixo grau (NIC I); HSIL para lesbes de
alto grau (NIC Il e I1l) e por ultimo, carcinoma de células escamosas (SOLOMON, 2015).

Os ndcleos das células, presentes na displasia, apresentam-se alargados em diferentes
formatos e tamanhos sendo uma caracteristica de células atipicas no epitélio. Entdo, as células
ndo-maduras atipicas podem ser visualizadas no terco inferior do epitélio em NIC I. Também,
as mesmas células aparecem em uma porc¢édo de 2 tercos inferior do epitélio em NIC Il. Para

NIC Ill, essas células estdo presentes em todo o fragmento epitelial. E quando essas células
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extravasam a membrana basal para além do tecido epitelial, é indicativo de carcinoma (ISMAIL
etal., 1990) (Figuras 3 e 4).

Normal Lesao intraepitelial escamasa Cancerirmasivo
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Figura 3- Graus de Lesdes geradas pelo HPV (ADAPTADO)
Fonte: (WOODMAN et al., 2007)

Alguns estudos tém sido desenvolvidos na tentativa de melhorar a classificacdo das
imagens epiteliais cervicais. Os nucleos sdo utilizados como recursos essenciais,
principalmente, se equivalendo de tecnologias computacionais que sdo capazes de identificar
caracteristicas retiradas das imagens histologicas. Contudo, a deteccao precisa, pode ser afetada
devido a variabilidade de coloracdo que alguns tecidos e ndcleos possam apresentar, além de
outros fatores como nucleos sobrepostos, variacdes de tamanho e formato dos nucleos que séo
mais comuns em NIC alto grau (SORNAPUDI et al., 2018).
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Figura 4- Demonstracdo de alteracOes celulares do epitélio de acordo com a gravidade da
lesdo, de baixo para cima. (a) Normal, (b) NIC I, (c) NIC I, (d) NIC Ill. Fonte: (GUO et al.,
2016)

1.4 Resposta Imune no Colo Uterino

As células em maior quantidade na ectocérvice sdo mononucleares de fenétipo CD45+,
representadas pelos linfécitos T e B, apresentando uma correlagdo com a microbiota local.
Portanto, grande parte dessas células possuem um fenétipo efetor de memoria.
Aproximadamente 35% dessas células fendtipo CD45+ séo linfocitos T, com prevaléncia igual
de células T CD4+ ( T auxiliares) e T CD8+ (T citotoxicos) na ectocérvice (BARRIOS DE
TOMASI et al., 2019).

As APCs e os linfécitos apresentam uma preferéncia para a CTZ. Sendo assim, sdo
essenciais para formacdo de defesa e delimitacéo entre a ectocérvice repleta de patdgenos e a
endocércive considerada estéril (JACOBS et al., 2003).

As células que se acumulam na CTZ sdo os linfécitos T CD8+ transformando essa
regido em um decisivo blogqueio imunoldgico aos patdgenos ascendentes. Entretanto, as células
T CD4+ possuem a maior concentracdo na CTZ, e que também é onde se origina mais de 90%
dos canceres cervicais (PUDNEY et al., 2005).

Durante a infeccdo, principalmente no cancer invasivo, ocorre um aumento de
leucdcitos e neutrofilos por inducdo inflamatoria e necrética local. Contudo, em ndmero
absoluto, ha uma reducéo de linfdcitos e uma deficiéncia na producéo de citocinas do perfil de
resposta Thl, o que é favoravel para a progressao da lesdo (BAIS et al., 2005).

O perfil de resposta Th1l € composto por células Thl, uma subpopulacdo de células T
CD4+, que foram diferenciadas a partir de células ThO estimuladas por citocinas como a I1L12,
IFN-a e IFN-y. Enquanto, a IL4 pode induzir a diferenciacdo de ThO para Th2. Sendo assim,
as citocinas IFN-y e células Thl estavam diminuidas nas pacientes com cancer cervical, em
contrapartida, as células Th2 e a citocinas 114 estavam significativamente aumentadas quando
comparadas as dos controles (LIN et al., 2019).

Em estudo prévio realizado pelo grupo, foi observado que a proporcdo de citocinas
pro-inflamatorias (como IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y) nos grupos LSIL, HSIL e Invasivo foi
menor em comparagdo com o0 grupo controle. Dado que essas citocinas participam da
erradicacdo de patogenos intracelulares e sdo ativadores eficazes da imunidade mediada por
celulas, isso reforca a ideia de que as citocinas Thl sdo reduzidas na doenga avancada
(PEGHINI et al., 2012).
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Devido a detec¢do positiva de varias citocinas no colo uterino cervical infeccionado pelo
HPV, foi possivel tracar um perfil de resposta local. Entdo, pacientes com que tiveram as lesdes
progredidas, apresentavam expressdes exacerbadas do TGF-B que combinado com IL-4 deu
caracteristica ao perfil de resposta Th2. E, em combinacdo com outras citocinas que nao a IL-4
foi caracterizado o perfil Treg (Regulador) (PEGHINI et al., 2012).

O TGF-B ¢ uma citocina polipeptidica com multiplas fungdes, responsavel pela
regulacdo de células em crescimento e diferenciacdo, controle da apoptose, motilidade,
producdo de matriz extracelular, respostas imunes celulares e angiogénese (MASSAGUE,
1998; ARTEAGA, 2003).

Portanto, na fase inicial do tumor o TGF- induz a supressao do processo de formagao
tumoral, mas em estagios avancados, células cancerigenas superexpressam esta citocina
promovendo proliferacdo celular e a metastase dessas células tumorais (HAQUE; MORRIS,
2017).

A producéo elevada de TGF-p na infecgao pelo HPV, favorece a transformacéo celular,
pois alteracdes gendmicas sdo promovidas. Estas caminham em conjunto com aumento da
proliferacdo celular, ainda, quando produzido por células infectadas, estimula a migracéo de
células de perfil imunossupressoras que regula negativamente as células antitumorais
(BOCCARDO et al., 2010).

Durante o inicio da formacdo tumoral experimental, a citocina TGF-p controla o
crescimento das células epiteliais, porém, o poder mutante presente no virus do HPV torna as
celulas epiteliais do colo uterino insensiveis ao fator regulador do TGF- 3 principalmente nos
estagios finais (EL-SHERIF et al., 2000).

Novas formas de tratamentos para as lesdes de alto risco, como imunoterapia com IFN-
a peguilado, tém sido desenvolvidos como meios alternativos aos tratamentos invasivos dessas
lesGes. Contudo, algumas pacientes ndo apresentaram reducdes das lesdes e sim aumento de
citocinas como IL-10 e TGF- B que sdo de perfil imunorregulatorio junto com o aumento de
linfécitos T CD4* (MICHELIN et al., 2015).

Células imortalizadas pelo HPV (HeLa) foram utilizadas em testes para averiguar a
importancia do TGF-p produzido por plaquetas do microambiente tumoral, na progressdao do
carcinoma. O receptor de TGF-p foi bloqueado e a proliferagao das células HeLa mediada por
plaquetas foi impedido. Portanto, o bloqueador impediu a desativagdo do gene supressor de
tumor KFL6 (HE et al., 2017).

Um ensaio foi realizado com células HeL A para averiguar o efeito da citocina TGF-

sobre CD36 (fator proliferativo). O gene CD36 foi silenciado em células HeLa, porém ao serem
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tratadas com TGF-B, o gene CD36 foi expresso indicando uma interacdo de ambos para
promover 0 microambiente tumoral (DENG et al., 2019).

1.5 Fator de Crescimento Beta (TGF-f)

A superfamilia dos fatores de crescimento a qual 0 TGF-B se insere é dividida em
subfamilias, apresentando cinco isoformas distintas da citocina (CHEIFETZ et al., 1987). Elas
apresentam cerca de 68-84% de homologia, porém, apenas trés isoformas foram identificadas
nas células de mamiferos, que sdo TGF- 1, TGF- 2 e TGF- B3 com significativas semelhangas
e correspondéncias (EL-SHERIF et al., 2000; KATZ et al., 2013)

A isoforma TGF-B1 que é comumente encontrada em cartilagens, 0ssos, pele e na
ossificacdo endocondral onde é responsavel pela parada do ciclo celular epitelial e controle da
hematopoese (CHEIFETZ et al., 1987; MASSAGUE, 1998). Mas quando induzida pelas
oncoproteinas E6 e E7 do HPV 16 em conjunto com a expressdo de IL-10 instiga um escape
através da predominancia de um estado imunossupressor no microambiente tumoral (TORRES-
POVEDA et al., 2014).

A isoforma TGF-B1 em conjunto com a proteina P16°PXN2A podem ser utilizados como
biomarcadores representativos para a identificacdo da progressao do NIC para o cancer ou até
mesmo sinalizar uma infeccéo precoce pelo HPV (VILORIA et al., 2018).

A expressdo da isoforma TGF-B2 é mais evidente nas células do sistema nervoso,
principalmente em células astrogliais e neurdnios, com a funcéo crucial de proliferacédo celular
e responsavel ainda pelas células mesenquimais diferenciadas e proliferadas (CHEIFETZ et al.,
1987; MASSAGUE, 1998; HAQUE; MORRIS, 2017).

Um estudo utilizando queratindcitos infectados com HPV-16 E6/E7 semeados em meio
de cultura e tratados com a isoforma TGF-B2 em concentragdes parecidas com as secretadas,
demonstraram que a isoforma TGF- B2 impediu a imortalizacdo de queratindcitos do colo
uterino. Portanto, a regulacdo negativa do TGF- B2 pelas oncoproteinas pode favorecer o
processo de transformacdo celular em células neoplésicas (NEES et al., 2000).

A isoforma TGF-B3 ¢ evidenciada principalmente no tecido pulmonar e participa de
alteracdes epiteliais e interacbes quimicas que venham a acontecer nesses tecidos (HAQUE;
MORRIS, 2017). Além disso, atua na producdo de matriz extracelular e na imunossupresséo
(CHEIFETZ et al., 1987; MASSAGUE, 1998)

Células triplo negativas do cancer de mama estdo diretamente relacionadas a EMT na

qual favorece a invasdo e imigracdo de tumores. O TGF-B, tem sido caracterizado como o
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promotor da EMT, portanto, o cancer de mama triplo negativo apresentou alta expressao de
TGF- B1 e TGF- 2 em relagdo as células ndo triplo negativas, o que pode estar associada com
a invasao e migracédo de células triplo negativas (KIM et al., 2015).

Um estudo realizado com pacientes portadores do meningioma de graus | ao Il
apresentaram reducdo na expressdo de TGF- B3 a medida que o grau aumentava além de
estarem diminuidos em tumores recorrentes e aumentados em tumores primarios. Por isso, 0
TGF- B3 diminuido ¢ indicativo de recorréncia e mortalidade no meningioma (MA et al., 2019)

Diferentemente, em pacientes com cancer de mama, o TGF- B3 foi detectado, todavia,
em situaces onde metastases em linfonodos axilares foram identificados, a expresséo de TGF-
B3 ¢ significativamente maior se correlacionando com a progressdo do cancer de mama (LI et
al., 1998).

A resisténcia a tratamentos radioterapicos pode ser conferida a partir da expressdo de
TGF- B pelas células do cancer de mama apos serem expostas a doses minimas de radiagdo. As
diferentes expressdes das isoformas de TGF- B descobertas, sendo o TGF- 2 ¢ TGF- B3
aumentados cerca de dez vezes ap0s a irradiacdo, induz um aumento na capacidade das células
em se proliferar (YADAV; SHANKAR, 2019).

2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, programas de prevencdo para o cancer de colo de Utero vém sendo
difundidos através dos meios de comunicac¢do, como a vacinacdo contra o Papilomavirus
humano (HPV) e o uso de preservativos. Contudo, em paises onde o indice de Desenvolvimento
Humano (IDH) é baixo, como em alguns paises da Africa, ainda existem barreiras para que
esses programas obtenham resultados (NGOMA; AUTIER, 2019).

O perfil de resposta Thl induzido pelas citocinas IFN-y e IL-12 esta diretamente
relacionado a eliminagéo de patdgenos intracelulares (HOLSCHER, 2004). Foi descoberto que
células da resposta imune no tumor cervical apresentam principalmente o fendtipo Th2, devido
aproducdo de IL-4 e TGF- pelas células tumorais. Este ¢ um mecanismo imunossupressor que
diminui a produgéo de IFN-y e a ativagao de macrofagos (PEGHINI et al., 2012).

O TGF-B, por ser uma citocina pleiotropica pode apresentar fungdes tanto benéficas,
controlando a proliferacdo celular, quanto “maléficas” inibindo as respostas de perfil Th1l em
ambientes infectados por virus, como o HPV. Em certo momento da infeccdo, as células perdem
a sensibilidade em responder ao controle proliferativo da citocina, passando elas mesmas a
produzir em beneficio préprio (XUE et al., 2020).
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Um estudo demonstrou reducdo na sintese e expressdo do TGF-B nas neoplasias
intraepiteliais cervicais, mas ndo apresentou correlagéo para identificar qual isoforma estaria
relacionada com a progressao ou regressao das lesdes (ELSHERIF et al., 2000). Portanto, é
importante que estudos sejam feitos para analisar componentes do microambiente tumoral que

podem induzir uma progressao de uma lesdo neoplésica para um carcinoma invasivo.

3 OBJETIVO

Determinar os niveis de expressdo génica das isoformas TGF-$1, TGF-B2 e TGF-B3
responsaveis pela progressao e/ou regressdo das neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) de

diferentes graus e em cancer invasivo do colo uterino.

3.1 Objetivos Especificos

1. Verificar se as pacientes com diferentes graus de lesdes intraepiteliais expressam
apenas uma isoforma ou as trés juntas.
2. Quantificar as expressdes e tentar uma associa¢do das isoformas com a progressao

e/ou regressédo das lesdes NIC I, NIC I, NIC 11l e Cancer Cervical

4 METODOLOGIA

4.1 Sujeitos do Estudo

Foi realizado um estudo transversal retrospectivo no departamento de Ginecologia e
Obstetricia do Ambulatério Maria da Gloéria e no Instituto de Pesquisa em Oncologia,
Universidade Federal do Tridangulo Mineiro. Foram recrutadas para o estudo pacientes
voluntarias com diagnostico de NIC I, NIC I, NIC 111 e Cancer Invasivo, submetidas a coleta
de biopsias. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, sob o parecer 683 de
10/03/2006.

Os critérios para a inclusdo das pacientes foram: sem atividade sexual por pelo menos
dois dias antes do dia da coleta; sem uso de antibioticos orais, fungicidas ou cremes vaginais
nos ultimos 30 dias; auséncia de sangramento durante o exame e sem historico de tratamento

para HPV anteriormente. Foram 56 pacientes incluidas e distribuidas de acordo com o tipo de
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lesdo apresentada. Sendo assim: grupo controle (Leiomioma) (n=9), NIC I (n=8), NIC Il (n=11),
NIC 111 (n=13) e Cancer Cervical (n=15).

4.2 Extracdo de DNA, RNA e Proteinas

O protocolo de extracdo foi realizado seguindo os parametros de extragcdo fenol-
cloroformio através do reagente TRIZOL® (Ambion®). Foi realizado a sintese de c-DNA, a
partir do RNA extraido, utilizando a enzima (Superscript 11® Transcriptase Reversa) que usa a
fita de RNA para produzir a fita de DNA complementar conhecido como Transcriptase Reversa
(Rt). Foi utilizado a técnica proposta pelo fabricante do Kit Promega GoScript™ Reverse

Transcription System.

4.3 Rt-PCR e Eletroforese em gel de Poliacrilamida

Para a amplificacdo das regides alvos, foi seguido o protocolo que se inicia com a
desnaturacdo da fita a 94°C por 40 segundos, anelamento dos primers sense e anti-sense
respeitando a temperatura especifica de cada primer (ver quadro 1) por 40 segundos. Para a
etapa de extenséo foi utilizado 72°C por 45 segundos, € a etapa final foi a 72°C por 10 minutos
seguido do resfriamento a 4°C por tempo indeterminado. O kit usado foi Tag DNA Polymerase

da Invitrogen®.

Gene Primer sense Primer anti-sense Temperatura
B actina 5’-CACTCTTCC | 5-CGG ACT CGT 56°C
AGCCTT CCT CAT ACT CCT
TCC-3’ GCTT-3
TGF- B1 5’-ACC AACTAT | 5-TTATGC TGG 60°C
TGCTTCAGC TC- | TTG TAC AGG-3’
3>
TGFp2 5-CTGTCCCTG | 5-TCT TCC GCC 59,5°C
CTGCACTTT GGT TGG TCT
TGT-3’ GTT-3’
TGFp3 5-CCTTTC AGC | 5’- ACA CAG CAG 61,3°C
CCA ATG GAG TTC TCC TCC AA-
AT-3’ 3

Quadro 1: Primers e temperaturas. Sequéncia de primers para a amplificacdo dos genes alvos
com as suas respectivas temperaturas. Fonte: (Autora, 2019)

Ap0s a realizacdo do RT-PCR, os produtos foram visualizados através da técnica de

Eletroforese em gel de Poliacrilamida a 10% e corados com nitrato de prata a 2 %. Para a
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identificacdo das bandas amplificadas, utilizamos um padrdo de peso molecular de 50pb
TrackitTM 1kb DNA ladder da Invitrogen®. A corrida foi realizada a 90 volts em mais ou
menos 1:30h seguido do processo de revelagdo com a solugéo fixadora por 20 minutos, nitrato
de prata 20 minutos, lavagem rapida e por ultimo a solugdo reveladora por 20min. Apés a

revelagdo foi realizado a captura de imagens no equipamento CARESTREAM Gel Logic

Imaging System, em filtro UV. Exemplos das corridas realizadas abaixo:

Figura 5: Amplificagdo do gene p-actina. Resultado das amplificacfes para pacientes com
lesGes NIC I11. Fonte: (Autora, 2020)

Figura 6: Amplificacdo do gene TGFp3. Resultado das amplificagdes para pacientes com
lesGes NIC I11. Fonte: (Autora, 2020)

Para a quantificacdo dos genes alvos, foram seguidos os protocolos de amplificagGes
propostos pelo Kit Promega GoTag® qPCR Master Mix, respeitando as temperaturas
padronizadas para os primers de cada gene alvo O equipamento utilizado para a realizacéo da
técnica foi AB Applied Biosystems 7900HT Fast Real Time PCR System. O software utilizado
foi SDS 2.4. O exemplo de mistura (Mix) que utilizamos foi:

e AguaRNAse free (q.s.p)  25uL

e PrimerF 0,6 puL
e PrimerR 0,6 puL
e Go Taq 12,5 puL
e CXR 0,2 uL
e CcDNA 1,2 uL

4.4 Andlise Estatistica
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O software GraphPad Prism 8 foi utilizado para realizar os testes estatisticos. Para testar
a distribuicdo das amostras foi utilizado o teste Shapiro-Wilk. Para testar proporcionalidade
dentro das amostras foi utilizado o teste Chi-square (x?). Para a comparagdo entre 0s grupos,
aplicamos Kruskal-Wallis com p0s- teste Dunn’s. Os resultados foram expressos em mediana

(min-max) e p<0.05 foi considerado significante.

5 RESULTADOS

5.1 Artigo
Differential expression of TGF-$ Isoforms in Cervical Neoplasia

Expressao diferencial das isoformas de TGF- em Neoplasia Cervical
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Resumo

As trés isoformas do TGF-B tém funcbes distintas na resposta imune. Entender suas
participacbes no desenvolvimento do tumor é essencial para gestdo do cancer, bem como
avaliacdo de marcadores biologicos de progressdo da lesdo. Objetivo: Quantificar e
correlacionar a expressao das isoformas TGF-p1, TGF-p2 e TGF-B3 em diferentes graus de
lesbes de NIC e cancer invasivo. Métodos: Utilizando a técnica gPCR, 56 pacientes, grupos
Controle (n =09), NIC I (n =08), NIC Il (n =11), NIC Il (n = 13) e Cancer Cervical (n = 15)
foram avaliados para essas isoformas. Resultados: TGF-B1 apresentou expressdo aumentada
no grupo Controle (p = 0,0002). As isoformas TGF-B2 (p=0,3496) e TGF-B3 (p=0,2810) ndo
apresentaram relevancia estatistica na sua expressdo. Conclusdo: A baixa expressdo da
isoforma TGF-B1 pode estar relacionada a progressdo da lesdo, podendo ser utilizada como
marcador no monitoramento do tratamento e alvo para futuras imunoterapias.

Palavras-chave: Neoplasia Cervical. Cancer cervical. Isoformas TGF-f.

Abstract

The three isoforms of TGF-p have distinct functions in the immune response. Understanding
your participation in tumor development is essential for cancer management and assessing
biological markers of lesion progression. Objective: Quantifying and correlate the expression
of TGF-B1, TGF-B2, and TGF-B3 isoforms in CIN lesions and cervical cancer. Methods: By
gPCR, 56 patients, groups Control (n=09), CIN | (n=08), CIN Il (n=11), CIN I (n=13) and
Cervical Cancer (n=15) were evaluated for TGF-p isoforms. Results: TGF-B1 showed
increased expression in the Control group (p=0.0002). The TGF-B2 (p=0.3496) and TGF-$3
(p=0.2810) did not have expressions statistically significant. Conclusion: The low expression
of the TGF-B1 may be related to the lesion's progression and can be used as a marker in the
treatment monitoring and target for future immunotherapies.

Keywords: cervical neoplasia. Cervical cancer. TGF- isoforms.
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Introduction

Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) is mostly caused by high-risk Human Papilloma
Virus (HPV), which can progress to invasive cervical cancer ®. The HPV 16 type has been the
main cause of injuries, with 55% to 60% of cancer cases. When persisting for several years,
HPV can induce high- grade lesions and when left untreated there is a high percentage of
chances of becoming invasive cancer @,

In a previous study, our group found evidence that biopsies of patients in the control
group (without HPV and NICs) showed high expressions of cytokines such as TNF-a and IL-
12 characteristic of the responses of the Th1 profile compared to the groups with dysplasia ©.
During HPV infection, inflammation and necrosis present in the cervix leads to an increase in
leukocytes and neutrophils and a decrease in lymphocytes in absolute numbers. Thus, there is
a deficiency in the production of cytokines of the Th1 response profile ¢,

Therefore, pro-inflammatory cytokines such as I1L-12, IL-2, TNF-o, and IFN-y were
found less frequently in dysplasia caused by HPV, which are of paramount importance in the
eradication of intracellular pathogens and potential activators of cell-mediated immunity ©.
Some cytokines produced by immature cells assist in tumor escape, as like 1L-10 and TGF-p,
which provide a favorable inflammatory medium for tumor growth, thus suppressing antitumor
responses ©.

TGF-B is a protein expressed in almost all cell types and normal or precancerous cells.
It can stop the proliferation process, however, in cancer cells, it promotes metastasis © 7). TGF-
B is part of a superfamily composed of about 40 members, segregated according to their
structural similarities. It is characterized by a subfamily composed of three isoforms: 1, 2,
and p3 ©

It is of fundamental importance to understand which immunological mechanisms trigger
the lesions in CIN and invasive cancer, as this way, we can infer new and more effective
immunotherapies and we will have a biological marker that can predict which patients presented
tumor progression. Therefore, the objective of this work was to quantify the gene expression of
the isoforms of TGF-B1, TGF-B2, and TGF-B3 correlating with the different degrees of

intraepithelial cervical lesions (CIN I, CIN I, and CIN I1I), invasive cancer, and control.

Methods
Research subjects
The study was carried out at the Maria da Gloria Ambulatory, Discipline of Gynecology

and Obstetrics, Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) and included 56 women
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distributed according to the studied groups: Control (n=09), CIN I (n=08), CIN Il (n=11), CIN
I11 (n=13) and cervical cancer (n=15). The inclusion criteria applied were: no sexual activity
for at least two days before the collection day; no use of oral antibiotics, fungicides, or vaginal
creams in the last 30 days; no bleeding during the examination and no history of treatment for
HPV previously. For the composition of the control group, patients with negative tests for CIN
and HPV were considered. For all patients, the Informed Consent Form was presented and
signed. The techniques used followed the Research Ethics Committee (CEP), protocol number
683-2006.

For the analysis of gene expressions of TGF- isoforms, biopsies were collected from
all patients, stored in TRIzol® Reagent (Invitrogen™) for the extraction of RNA.

RT-gPCR- (Reverse Transcrption and Real Time Quantitative Polymerase Chain
Reaction)

The RNA extraction protocol was according to the manufacturer Trizol®. The synthesis of
cDNA was performed from the extracted RNA using the technique proposed by GoScript™
Reverse Transcriptase (Promega®). From the obtained cDNA, amplifications were performed to
quantify the target genes using the Promega GoTag® gPCR Master Mix Kit. The primers with
the respective annealing temperatures that were used are: -actin -(F) 5’-CAC TCT TCC AGC
CTT CCT TCC-3’, (R) 5’-CGG ACT CGT CAT ACT CCT GCT T-3°,56°C; TGF-B1, (F) 5’-
ACC AAC TAT TGC TTC AGC TC-3’, (R) 5>- TTA TGC TGG TTG TAC AGG-3’, 60°C;
TGF-B2, (F) 5>- CTG TCC CTG CTG CAC TTT TGT-3’, (R) 5’- TCT TCC GCC GGT TGG
TCT GTT-3’, 59,5°C; TGF-B3, (F) 5’- CCT TTC AGC CCA ATG GAG AT-3’, (R) 5>- ACA
CAG CAG TTC TCC TCC AA-3’, 61,3°C.

Statistical analysis

Data were assessed for normality distribution by Shapiro-Wilk. Proportion were
compared using the Chi-square () test. To compare the groups, we applied Kruskal-Wallis
with Dunn’s post-test. The results are expresses in median (min-max). p<0.05 was considered

significant.

Results
In the proportion of positive samples for each isoform, although the data is not

statistically significant, we observed for the TGF-B1 isoform that CIN II was the group that had
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the most positive samples (Figure 1A). The TGF-B2 isoform was expressed qualitatively in all
samples in the Control, CIN I, and CIN Il groups (Figure 1B). The TGF-B3 isoform was
expressed in all samples in the CIN I group, followed by the CIN 111 group that had the highest

number of positive samples (Figure 1C).

A cc Hl Negative cc El Negative
B Positive BEa Positive
cINTI CINTI
CINTI CINII
CIN | p=0.2178 CIN | p=0.227
Control Control
T T T 1 I T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Expression TGF-B1 (n) Expression TGF-32 (n)
C
cc Hl Negative
=3 Positive Control CINI CINIl CINIIL CC
e Sample 9 8 1 13 15
CINII Positive B1 6 5 8 9 5
CINI p=0.132 % Positive B1 66,70% 62,50% 75,70% 69,20% 33,30%
Positive g2 9 8 11 12 14
Control % Positive B2 100% 100% 100% 92,30% 93,30%
H 5 10 15 20 Positive B3 7 8 8 12 9
Expression TGF-B3 (n) % Positive 3 77,80% 100% 72,70% 92,30% 60%

Figure 1. Proportion of gene expression of TGFs isoforms. Graphical representation
of the gene expression of the TGFB1, TGFB2, and TGFP3 isoforms in the Control, CIN
I, CIN I, CIN I1l, and CC Invasive groups

To quantify the expression of TGF- isoforms, qPCR of all biopsies was performed. So,
when we evaluated the expressions of the isoforms by groups, we found that TGF-1 was more
expressed in the Control group (p=0.0002). Statistical significance was found in the comparison
of the Control group with the groups CIN I, CIN II, CIN Ill, and Invasive Cancer (Figure 2A).
For the TGF-B2 and TGF-B3 isoforms, we did not find statistical significance in the number of

expressions identified in all groups (Figure 2B, C).
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Figure 2. Quantitative gene expression of TGF isoforms. Graphical representation of
the gene expression of the TGF-1, TGF-B2, and TGF-B3 isoforms in the Control, CIN
I, CIN I, CIN I1l, and CC Invasive groups

The expression of the TGF-f isoforms is displayed on the hit map (Figure 3) according
to Ct (Cycle Threshold). Light colors indicate higher Ct and that amplification started later,
which means that the target gene was poorly expressed. The strong colors indicate lower Ct,
which could indicate that the sample was more expressed. That is, the lower the start Ct in the
amplification plot, the greater the target load to be amplified.
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Figure 3. Hit Map Ct of the TGFp isoforms. Graphical representation of the gene expression
of the TGFB1, TGFP2, and TGFpB3 isoforms in the Control, CIN I, CIN II, CIN Ill, and CC
Invasive groups

Discussion

The TGF-p inhibits the proliferation and activation of T lymphocytes, thus inhibiting the
differentiation and function of the cell population. It also inhibits the expression of granzyme
A, granzyme B, perforin, ligand Fas, and Interferon-y that act together promoting the
cytotoxicity of tumor cells mediated by T lymphocytes. TGF-B can inhibit the proliferation of
Helper T lymphocytes (CD4+) acting on macrophages. Although TGF-B is expressed in
different cell populations, including tumor cells and the tumor microenvironment, regulatory T
lymphocytes can secrete this cytokine, inhibiting Cytotoxic T lymphocytes (CD8+) ©:10:11),

Overexpression of TGF-p in patients with gastric cancer has been associated with low
survival due to radioresistance conferred by TGF-p 2. In patients with osteosarcomas, high
TGF-B expression was associated with the presence of metastasis and recurrence of bone cancer
13 In a previous study by our group, we found high expression of TGF-B isoforms in high-
grade CIN and invasive cancer ©.

The TGF-B1 isoforms are commonly found in cartilage, bones, skin, and endochondral
tissues, and are responsible for interrupting the epithelial cell cycle and controlling
hematopoiesis ™. Our data show the high expression of TGF-B1 in the control group (disease-
free) when compared to the groups CIN I, CIN I, CIN I11, and cervical cancer.

In a study conducted with women from the state of Pernambuco, Brazil, no association

was found between TGF-B1 polymorphisms and the susceptibility and progression of low- and
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high-grade lesions to invasive lesions . However, another study has shown that
polymorphisms in the TGF-B1 signal peptide can predispose to HPV infection in addition to a
specific polymorphism genotype that can lead to the progression of high-grade NICs 9,

In a vaccine trial, where a tumor line was used with the presence of proteins E6 and E7
(TC-1), it was observed that mice immunized with anti-TGFB1 and anti-E7 antibodies
combined, showed tumor suppression, increased cytokines of the Th1 response profile such as
IFN-y and cytotoxic T lymphocytes 7).

The presence of polymorphisms in the TGF-B1 (low expression) isoform may be related
to the progression of the lesions, therefore, it will be investigated in a next study, increasing the
number of patients in the Control, CIN I, CIN II, CIN IlI, and Cervical Cancer groups.

The TGF-B2 isoform is more evident in astrocytes and neurons, and has a fundamental
function of cell proliferation, due to the differentiation and proliferation of mesenchymal cells
®14) " Although not statistically significant, we found that in the groups CIN I and CINII we had
samples that showed increased relative quantification of the TGF-B2 isoform, and it could have
a clinical relevance.

The presence of HPV can promote the growth of TGF-B2 expression to increase the
transcription of E6-E7 proteins. Thus, the increase in the expression of TGF-B2 mediated by
HPV promotes cell growth and helps the virus in the remodeling of the peripheral
microenvironment, through the production and discrimination of regulatory T cells (8.
Therefore, the expression of TGF-B1 was suppressed by HPV compared to TGF-f2, which was
found to be increased in our data.

The TGF-p3 isoform is evidenced in lung tissues and functions in epithelial changes and
chemical interactions that can occur in these tissues, in the production of extracellular matrix
and immunosuppression @ 4. We observed that the expression of the TGF-B3 isoform was not
statically significant in the studied groups, however, we found more positive samples for the
TGF-B3 isoform in the CIN I and III group than in the other groups.

In models of murine breast tumors, a high expression of TGF-B3 was observed in tumor
progression, which may infer a protective character against exacerbated healing responses of
compromised and persistent wounds. The results support that the inhibition of TGF-p pathways
with specific inhibitors that protect TGF-B3 may confer an advantage in the treatment of breast
cancer, when applicable for humans ¢9),

Finally, this finding may open the way for the use of the TGF-f1 isoform as a biological
marker for the progression of pre-neoplastic lesions. We also believe that the TGF-B1 isoform

may be a target for future immunotherapies or the development of specific drugs that protect
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the integrity of the cervix. This study should be extended to other populations and number of
patients in each group, since isoforms are genetically expressed, and may vary from population
to population. Another yes, it is necessary to investigate which subtypes of HPVs modulate the

expression of isoforms to induce the escape of the immune response.

Conclusion

We conclude that the lower expression of TGF-f1 isoform may be directly related to the
progression of the lesions. Except for the Control group, the expression of the TGF-B1 isoform
in the group's CIN I, CIN I1, CIN 11, and Invasive Cancer was decreased.
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6 COMENTARIOS FINAIS

Observamos que a isoforma TGF-B1 é menos expressa dentro dos graus de lesGes do
que no grupo controle (livre de doenca e HPV). Pode ser essa a chave para que novas terapias
que preservem a integridade uterina, sejam discutidas. Além disso, pode-se discutir a utilizagdo
da isoforma como um marcador biolégico na tentativa de predizer a resposta da paciente ao
tratamento na qual foi submetida.

Seria interessante, investigar a ativacdo dos receptores, fatores da cascata de ativacao,
investigacdo de prontudrios para tentar uma associacao do estilo de vida com a predisposi¢do
no desenvolvimento de lesGes invasivas. Também seria interessante investigar a
biodisponibilidade das isorformas, qual o papel da isoforma TGF- 3 em um modelo de cancer
cervical induzido por virus. Os polimorfismos nas isoformas podem estar relacionados com a

boa resposta imunoldgica como ao escape tumoral, seria outro ponto levantado em questao.
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7 CONCLUSOES

Com o estudo, foi possivel concluir que:

1. Todas as pacientes expressaram pelo menos uma das isoformas.
2. O TGF-B1 pode estar correlacionado com a progresséo, uma vez que, no grupo
controle (livre de doenca) temos uma maior expressdo da isoforma. Engquanto

nos grupos com lesBes a isoforma esta diminuida.
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