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RESUMO

Os Fatores de transformacédo do crescimento tipo beta (TGF-B) sdo proteinas
sinalizadoras que apresentam uma diversidade de funcdes, sendo responsaveis
pela ativacdo de vias de sinalizacdo essenciais para a manutencdo da
homeostase celular, desenvolvimento embrionario, diferenciacdo celular e em
processos regenerativos e proliferativos. Também tem assumido grande
importancia nos estudos de progressédo do cancer, como no melanoma onde o
TGF-B1 pode induzir efeitos contrastantes sobre a malignidade, dependendo da
concentracdo, podendo exercer tanto uma acéo supressora como estimuladora
em diferentes tipos de tumores. A fim de entender melhor a multifuncionalidade
desta citocina na carcinogénese, no presente trabalho estudamos a expressao
dos trés tipos de TGF-B e seus respectivos receptores, em diversos tecidos
sadios e em amostras tumorais. Os padrdes de expressao génica de diferentes
tecidos foram analisados utilizando dados de repositérios de RNA-Seq (GTEX),
enquanto dados de expressdo em tecidos tumorais foram obtidos utilizando a
plataforma GEPIA. O resultado de tecidos cerebrais se destacou nas analises
por apresentar baixissimas expressfes dos trés fatores e trés receptores TGF-
B, em comparacdo aos demais tecidos. O heatmap revelou um padrdo de
expressdo dos TGF-B1, TGF-p2 e TGF-B3 bastante variado entre os diferentes
tecidos, com marcante atenuacdo dos pixels em todos os tecidos sadios de
origem cerebral. Todavia, ao analisar a expressdo em gliomas, um marcante
aumento se verificou na expressao do TGF-B1. A expressao diferencial dos trés
receptores de citocinas, TGFBR1, 2 e 3, entre os diferentes tecidos estudados
guando comparado aos de cérebro, pode estar relacionada a baixa capacidade
regenerativa das células neuronais e a resposta imune especializada do tecido
cerebral. Entretanto, quando se trata de tumores, como em gliomas e cancer
pancreatico, observam-se aumentos significativos especificamente na
expressdo em TGF-B1 e seu receptor TGFBR1, corroborando com estudos
prévios sobre o papel chave deste fator na proliferacdo celular tumoral. A
integracdo desses dados com dados de estadiamento tumoral e progndsticos

podem vir a validar as assinaturas de expresséo dos fatores TGF- e de seus



principais receptores como marcadores moleculares para prognosticos e

tratamentos mais precisos de diferentes tipos de canceres.



ABSTRACT

Beta-type transforming growth factors (TGF-) are signaling proteins that plays a
myriad of functions, responsible for the activation of signaling pathways essential
for the maintenance of cellular homeostasis, embryonic development, cell
differentiation and regenerative and proliferative processes. It has also assumed
great importance in studies of cancer progression, such as in melanoma where
TGF-B1 can induce contrasting effects on malignancy, depending on the
concentration, and can exert both a suppressive and stimulatory action on
different types of tumors. In order to better understand the multifunctionality of
this cytokine in carcinogenesis, in the present work we studied the expression of
the three types of TGF-B and their respective receptors, in different healthy
tissues and in tumor samples. Gene expression patterns from different tissues
were analyzed using data from RNA-Seq repositories (GTEX), while expression
data in tumor tissues were obtained using the GEPIA platform. The results from
brain tissues stood out in the analyzes for presenting very low expressions of the
three factors and three TGF-B receptors, compared to other tissues. A heatmap
compilation revealed a pattern of expression of TGF-B1, TGF-2 and TGF-33
that varied greatly between different tissues, with marked attenuation of pixels in
all healthy tissues of brain origin. However, when analyzing the expression in
gliomas, a marked increase was found in the expression of TGF-B1. The
differential expression of the three cytokine receptors, TGFBR1, 2 and 3, between
the different tissues studied when compared to the brain, may be related to the
low regenerative capacity of neuronal cells and the specialized immune response
of brain tissue. However, when it comes to tumors, such as gliomas and
pancreatic cancer, significant increases are observed specifically in the
expression of TGF-B1 and its receptor TGFBR1, corroborating previous studies
on the key role of this factor in tumor cell proliferation. The integration of these
data with tumor staging and prognosis data may validate the expression
signatures of TGF- factors and their main receptors as molecular markers for

more accurate prognoses and treatments of different types of cancer.



1. INTRODUCAO

Os fatores de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) sdo proteinas
sinalizadores do tipo citocina, que apresentam uma diversidade de funcdes
celulares essenciais ao controle da homeostase celular. Ao todo, com base na
similaridade de sequéncia e critérios funcionais, estes fatores séo codificados no
genoma humano, por trinta e dois genes agrupados nas subfamilias TGF- e
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP) (David e Massagué, 2018). A subfamilia
TGF-B compreende os trés fatores principais (TGF-B1, TGF-p2 e TGF-B3), duas
ativinas (A e B), fatores Nodal, GDFs [fatores de crescimento e diferenciagéo,
GDF1, GDF3, GDF8 (miostatina), GDF9 e GDF11] e uma subfamilia de dez
BMPs (fatores de crescimento e diferenciacdo), além do horménio anti-
muelleriano. Membros adicionais codificam ligantes antagonistas e alguns
outliers. O TGF-B1, em particular, e suas duas isoformas TGF-32 e 3, sdo 0s
membros que tém sido os mais relacionados ao processo de regulacéo
imunoldgica, apesar de evidéncias crescentes estarem emergindo sobre papéis
importantes dos BMPs na modulacdo do sistema imunolégico (Chen e Dijke,
2016).

A tumorigénese mostra semelhancas com processos do desenvolvimento
embriogénico normal, mas subvertidos por uma comunicacdo intercelular
controlada por citocinas que agem de maneira autécrina, paracrina ou justacrina.
Sob esta perspectiva, 0 TGF- tem sido descrito como componente chave de
uma via de sinalizacdo tumoral, essencial para os processos de transicao
epitelial para mesenquimal (EMT) - mecanismo pelo qual as células cancerosas
perdem sua polaridade e se separam umas das outras, adotando um fendétipo
mesenquimal com plasticidade celular tipica de células tronco e desenvolvem
capacidade migratéria, o que desencadeia processos de metastase (Hao et al.,
2019).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O Cancer

O céancer € um termo genérico que abrange mais de 100 diferentes tipos
de tumores cuja malignidade usualmente esta relacionada a muta¢cdes genéticas
e a um crescimento desordenado celular com a capacidade de invadir tanto
tecidos proximos como 6rgaos distantes, podendo se espalhar pelo corpo (INCA,
2020). O cancer continua a ser uma das principais causas de morte em todo o
mundo, sendo responsavel por aproximadamente 10 milh6es de Obitos a cada
ano (WHO, 2021). No Brasil, no ano de 2020 houve uma estimativa da ocorréncia
de aproximadamente 685.000 novos casos de cancer em homens e mulheres
(INCA, 2020).

Os tumores malignos, apresentam um acelerado processo de divisdo e
proliferacéo celular, podendo ocorrer a propagac¢ao para outros tecidos através
do sistema linfatico ou pelo sistema circulatério, afetando a outros érgaos do
corpo, caracterizando a metastase, o que constitui 0 maior desafio ao tratamento
de pacientes, sendo a principal causa de morte (Geiger e Peeper, 2009). Grande
parte dos pacientes que recebem um diagndstico precoce, ao ter acesso a um

tratamento eficiente, podem chegar mais facilmente a cura, sendo

significativamente menor o percentual de 6bitos nesses casos (ABRALE, 2021).

2.2. OTGF-B

O TGF- B (Transforming Growth Factor ) é considerado uma citocina
multifuncional envolvida na regulacdo de uma variedade de funcdes celulares,
incluindo o controle do desenvolvimento embrionério, da diferenciacéo de células
e tecidos, da morte celular programada, e da homeostase, proliferacdo e
migracdo celulares, e mudancas associadas na matriz extracelular. A
superfamilia TGF-B é representada no genoma humano por pelo menos trinta e
dois genes que codificam para varios tipos e isoformas destas citocinas. Sao
pertencentes a este supergrupo nao sé os TGF-f mas também outras citocinas
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como as ativinas (A e B), a substancia inibidora milleriana (MIS), as proteinas
morfogenéticas O0sseas (BMPs), os fatores de diferenciacdo de crescimento
(GDFs) e o fator nodal.

Existem trés isoformas de TGF-3, incluindo os TGF-1, 2 e 3, entretanto,
o membro mais relevante da familia do ponto de vista de regulacdo imunolégica
€ o0 TGF-B1. Dentre os receptores de TGF- B existem trés tipos principais, sendo
eles 0 TGFBR1, o TGFBR2 e o TGFBR 3 (Vander Ark et al., 2018). A sinalizacéo
de TGF-B ocorre apos a ligacdo do ligante aos seus receptores que estdo
localizados na regido transmembranar da membrana plasmatica, ao qual o sinal
€ entdo retransmitido por moléculas intracelulares localizadas no citosol celular
(Hata e Chen, 2016).

A sinalizacao candnica mais conhecida do TGF- ocorre quando um dos
trés ligantes de TGF- {3 se liga ao receptor TGFBR2, que entdo recruta e fosforila
o TGFBRL1 ativando sua atividade de quinase e fosforilando SMAD2 e SMAD3
que forma um complexo com SMAD4, regulando a transcricdo génica no nucleo
(Hata e Chen, 2016; Miyazono et al., 2000). Varios estudos tém abordado a
participacédo das redes de sinalizacdo de TGF- em neoplasias humanas (e.g.,
Dumont e Arteaga, 2003; Vander Ark et al., 2018; Liu et al., 2022).

Canonical pathway Noncanonical pathway

TG FBRZ
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5"' TAK1
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S \ |
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tgf-beta

Figura 1. Vias de sinalizacdo envolvendo a cascata de ativacdo do TGF-
beta apds a ligacdo ao receptor. O complexo Smad 2/3/4 é formado e leva a
ativacdo de fatores de regulacdo transcricionais, sintese de proteinas,
diferenciacao celular e EMT (Vander Ark et al., 2018).

Tanto os ligantes de TGF-B quanto os seus receptores tém sido objeto de
um grande numero de estudos envolvendo cancer nas ultimas décadas (Bierie e
Moses, 2006). O TGF-3 possui forte poder de inibicdo sobre a proliferacao de
células epiteliais, astrécitos e células do sistema imune, e é considerado ser um
fator supressor tumoral. Alguns tumores adquirem mutacdes em elementos das
vias de transducao de sinais, dependentes de TGF-B, para escapar da resposta
citostatica do TGF-B (Seoane, 2006). Por outro lado, alguns tumores malignos,
incluindo gliomas, perdem seletivamente a capacidade do TGF-$ de inibir a
proliferacdo mantendo intacta as vias em que TGF-B interagem (Seoane, 2006).

Em células epiteliais normais e em células tumorais, o TGF-p pode agir
como potente inibidor do crescimento celular, onde a cascata TGF-B/SMAD esta
relacionada a regulacdo e a expressdo de varios genes pré-apoptéticos
contribuindo para a supresséo e a formacao do melanoma humano. Mas, durante
fases posteriores do desenvolvimento tumoral, as células carcinogénicas podem
expressar e secretar alta quantidades de trés isoformas do TGF-B: TGF-B 1,
TGF-B 2 e TGF-B 3, nessa fase, a sinalizacdo do TGF-B no melanoma leva ao
aumento da proliferacdo celular, invasdo, metastase e a transicdo das
caracteristicas epiteliais para mesenquimal (EMT). Assim, o TGF-B pode
desempenhar um duplo papel durante a evolugéo tumoral, podendo levar tanto
ao agravamento da malignidade, aumentando a progressao dos diversos tipos
de cénceres, bem como podendo atuar também na supressdo carcinogénica
(Meulmeester e Dijke, 2010; Colak e Dijke, 2017).

Neste trabalho, nos dedicamos a descrever os padrdes de expresséo dos
principais genes que desencadeiam a sinalizacgéo inicial do TGF-B em diferentes
tecidos saudaveis e em varios tipos de tumores. Embora seja bem conhecido
gue o TGF-B exerce um duplo efeito em tumores como melanomas, pouco se
sabe sobre 0os mecanismos envolvidos nesse processo. Nos estagios iniciais do
cancer, o TGF-B apresenta efeitos que demonstram inibir a progressao do ciclo

11



celular e promover a apoptose suprimindo a progressao tumoral. Entretanto, em
estagios mais avancados, o TGF-3 promove a capacidade de invasao tumoral e

aumento da metastase (Syed, 2016).
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3. OBJETIVO

Analisar a expressao dos genes que codificam as trés isoformas principais
de TGF-B e o0s seus trés receptores em diversos tipos de tumores
comparativamente aos respectivos tecidos/6rgaos sadios, a fim de prover bases
moleculares tecido-tumor especificas para embasar uma posterior exploracdo
dos mecanismos de acdo e da expressdo diferencial desta citocina nos

diferentes processos carcinogénicos.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Anélises de Bioinformatica
4.1.1. GTEXx

O GTEx é uma plataforma informatizada que coleta dados de expressao
génica em tecidos humanos e os disponibiliza publicamente. Foram minerados
dados de expressdo génica de todos os tecidos presentes no banco de dados do
GTEX, e realizada uma analise de expresséao diferencial para identificar os genes
TGF-B1, 2 e 3, e de seus principais receptores. Compilamos os dados de expressao
significativamente diferentes existentes entre os tecidos estudados a fim de
preparar um mapa da presenca desses genes nos diversos tecidos/érgaos. Utilizou-
se andlise estatistica ANOVA para comparar 0s niveis de expressao génica entre

os tecidos estudados, utilizando o software GraphPad Prism 8.

4.1.2. GEPIA2

Utilizou-se a plataforma GEPIA 2 para analisar a expressao de genes do
TGF-B e seu receptor em diferentes tipos de cancer (LGG, PAAD, SKCM, ESCA e

LICH). Os dados de expressao génica foram normalizados e apresentados em
13



graficos boxplot. A analise de enriquecimento de vias foi utilizada para identificar as
vias biolégicas mais associadas aos genes selecionados. As analises estatisticas

foram realizadas utilizando o software R (v4.0.3; Tang e Zefang, 2019).

5. RESULTADOS

5.1. Expressao de TGF e de seus receptores em tecidos normais

Heatmaps (Mapas de calor) foram estruturados para proporcionar
analises comparativas da magnitude de expressao dos genes TGFB1, TGFB2 e
TGFB3 diferencialmente expressos nos diversos tecidos analisados. Na figura 1,
€ possivel visualizar que a expressdo de TGFB2 € a menor entre 0s genes que
codificam para TGFB em todos os tecidos que foram analisados, com alguma
expressividade diferencial em tecidos glandulares/secretores, como a glandula
salivar menor, e de tecidos de 6rgaos do sistema reprodutivo (prostata, ovario e
endo/ectocervical). Percebemos também que nos tecidos cerebrais, o TGFB2 é
ainda menos expresso do que os TGFB1 e 3 0s quais ja SA0 pouco expressos
nestes tecidos em comparacdo aos demais Orgaos/tecidos analisados (Figura
1).

Na figura 2, € demonstrada a expressao dos genes dos receptores de
TGFB1, 2 e 3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3 no mesmo banco de dados de
tecidos saudaveis da analise anterior de expresséo génica dos proprios fatores
TGF. Interessantemente, verificamos um padrao distinto do apresentado na
figura 1, pois enquanto a expressao de TGFRB1 € reduzida em todos os tecidos
analisados, verificou-se uma maior expressao especialmente de TGFRB2, a qual
também se mostrou diferencial em relacdo aos tecidos analisados. Merece
destaque a baixa expressao dos trés receptores TGFBR1, 2 e 3 nos tecidos

cerebrais (Figura 2).
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Figura 1. Expressao de TGFB em tecidos normais. Mapa de calor que mostra

a magnitude da expresséo dos genes gue codificam para os fatores TGFB1, 2 e

3, e sua expressao diferencial nos tecidos/6rgdos analisados. No eixo Y estédo

identificados todos os tecidos analisados e no eixo X estdo os trés genes do

7

TGFB. A expressédo é

representada com as cores azul (0 TPM), amarelo

(153,2245 TPM) e vermelho (306,448 TPM). Dados pesquisados e compilados

na plataforma GTEX.
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Figura 2. Expresséo dos receptores TGFRB em tecidos normais. Mapa de
calor que mostra 0s genes que codificam para os receptores de TGFp
diferencialmente expressos em diferentes tecidos. No eixo Y estéo listados os
tecidos normais analisados e no eixo X estdo todos os genes dos receptores
TGFRP e genes sobrepostos do TGFRB. A expresséo é representada com as
cores azul (O TPM), amarelo (188,6 TPM) e vermelho (377.2 TPM). Dados

pesquisados e compilados na plataforma GTEX.

5.2. A expressédo de TGF-B e de seus receptores em tecidos normais

e tumorais de Glioma de Baixo Grau (Low-grade gliomas - LGG)
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A expresséao de TGFB1 foi maior em tecidos tumorais de glioma de baixo grau
guando comparada sua expressado em tecidos normais (Figura 3 A). Enquanto,
gue neste tipo tumoral ndo se observou diferencas significativas na expresséo
de TGFB2 e de TGFB3 (Figura 3 B, C).
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Figura 3. Expressdo de TGF-B em Gliomas de Baixo Grau (LGG). Os
gréficos representam a expresséo de TGFB1 (A), de TGFB2 (B) e de TGFB3
(C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido normal

(boxplot cinza). Dados pesquisados e compilados na plataforma GEPIAZ2.
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Figura 4. Expresséo dos receptores do TGF-f em Glioma de Baixo Grau
(LGG). Os gréaficos representam a expressao de TGFBR1 (A), de TGFBR2
(B) e de TGFBR3 (C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de
tecido normal (boxplot cinza). Dados pesquisados e compilados na
plataforma GEPIA2.

Por outro lado, nas analises da expressao dos receptores de TGF[3, foi
demonstrado que a mediana de expressao foi maior no tumor para todos o0s
receptores, TGFBR1, TGFBR2 e TGFBR3 (Figura 4 — A, B, C). No entanto,
apenas a expressao de TGFBR1 e TGFBR2 apresentaram diferencas

significativas quando comparado aos tecidos normais (Figura 4 A, B).

5.3. A expressédo de TGF e de seus receptores em tecidos normais e
tecidos tumorais de adenocarcinoma pancreatico (PAAD)

Os resultados baseados na expressdao de TGFB demonstraram que 0s
valores de expresséo para o TGFB1, TGFB2 e TGFB3 foram estatisticamente
maiores em amostras de tecidos tumorais de adenocarcinoma pancreatico
guando comparados a amostras de tecido normal (Figura 5 A, B, C).
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Em relacdo a expresséo dos receptores de TGF[3, apenas os receptores
TGFBR1 e TGFBR2 apresentaram diferengas significativas quando comparados
a amostras de tecidos normais, sendo maiores em amostras de tecido tumoral
de adenocarcinoma pancreatico (Figura 6 A, B). Enquanto a expressdo de
TGFBR3 nado apresentou diferencga significativa entre tecidos normais e tumorais
(Figura 6 C).

19



A) B) C)

% € 1 % g | %
g - . . 2 .
8 8 -
Iﬁ . .' Iﬁ v ... | L)Ij a T
o :t' )
3 l ~ i 8
ol = == - e -] :
T T T
PAAD PAAD PAAD
(num(T)=179; num(N)=171) (num(T)=179; num(N)=171) (num(T)=179; num(N)=171)
Figura 5. Expressdo de TGFB em Cancer de Pancreas (PAAD). Os
gréficos representam a expresséo de TGFB1 (A), de TGFB2 (B) e de TGFB3
(C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido normal
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Figura 6. Expressdo dos receptores do TGFB em Céancer de Pancreas
(PAAD). Os graficos representam a expressao de TGFBR1 (A), de TGFBR2 (B)
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e de TGFBR3 (C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido

normal (boxplot cinza). Dados pesquisados e compilados na plataforma GEPIAZ2.

5.4. A expressao de TGF- e de seus receptores em tecidos normais
e tumorais de melanoma cutaneo (Skin Cutaneous Melanoma —
SKCM)

Na avaliacdo comparativa da expressédo de TGF[@ entre amostras de
tecidos normais e de tecidos tumorais de melanoma cutaneo ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de expresséo para 0s trés
tipos de TGFp estudados (Figura 7). Por outro lado, o padréo de expressao
dos receptores mostrou alteragcbes significativas, sendo TGFBR1 mais
expresso em tecidos tumorais de melanoma (Figura 8 A), em contrapartida,

o receptor TGFBR3 foi menos expresso nos tecidos tumorais (Figura 8 C).
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Figura 7. Expressdo de TGF-B em Melanoma Cutdneo (SKCM). Os
graficos representam a expressdo de TGFB1 (A), de TGFB2 (B) e de TGF33
(C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido normal
(boxplot cinza). Dados pesquisados e compilados na plataforma GEPIA2.
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Figura 8. Expressdo dos receptores do TGF-B em Melanoma Cutaneo
(SKCM). Os gréficos representam a expressao de TGFBR1(A), de TGFBR2 (B)
e de TGFBR3 (C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido

normal (boxplot cinza). Dados pesquisados e compilados na plataforma GEPIAZ2.

5.5. Expressédo de TGF-B e de seus receptores em tecidos normais e

tumorais de Cancer de Es6fago (Esophageal Carcinoma — ESCA)

A expressao de TGFB2 foi maior em tecidos com cancer de esbfago,
guando comparados a tecidos normais sem a doenca (Figura 9 B). Entretanto,
para as isoformas TGFB1 e TGFB3, ndo houve diferenga de expressao entre

tecidos tumorais e tecidos sadios de esbéfago (Figura 9 A, C).
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Figura 9. Expressdo dos receptores do TGFB em Cancer de esb6fago
(ESCA). Os graficos representam a expressao de TGFB1 (A), de TGFB2 (B) e
de TGFB3 (C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido

normal (boxplot cinza). Dados pesquisados e compilados na plataforma GEPIAZ2.

A expressao dos receptores de TGFB em ESCA revelou que apenas o
TGFBR1 foi diferencialmente expresso em tecidos tumorais, apresentando
regulacéo positiva da transcricao (Figura 10 A). Ja os TGFBR2 e TGFBR3 nédo
apresentaram diferencas significativas de expresséo entre tecidos tumorais e
sadios (Figura 10 B, C).

23



A) B) C)

300
1

250
|

150
1

Expression - TPM
Expression - TPM
Expression - TPM

—r— - %_

v Fo -

¥ B 3

$. | #i | id
T T

ESCA ESCA ESCA
(num(T)=182; num(N)=286) (num(T)=182; num(N)=286) (num(T)=182; num(N)=286)

Figura 10. Expressdo dos receptores do TGFB em Cancer de esb6fago
(ESCA). Os graficos representam a expressao de TGFBR1(A), de TGFBR2 (B)
e de TGFBR3 (C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido
normal (boxplot cinza). Os dados apresentados foram pesquisados e compilados
na plataforma GEPIA2.

5.6. Expressao de TGFB e de seus receptores em tecidos normais e
tumorais de Carcinoma Hepatocelular (Liver hepatocellular

carcinoma - LIHC)

Os trés tipos de TGF[ e seus respectivos receptores ndo apresentaram
diferencas na expressao génica em tecidos tumorais de carcinoma hepatocelular

guando comparados a tecidos normais (Figuras 11 e 12).
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Figura 11. Expressédo de TGFB em Carcinoma hepatocelular (LIHC). Os
gréaficos representam a expressao de TGFB1 (A), de TGFB2 (B) e de TGFB3 (C)
em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido normal (boxplot
cinza). Dados pesquisados e compilados na plataforma GEPIAZ2.
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Figura 12. Expresséao dos receptores do TGFf em Carcinoma hepatocelular
(LIHC). Os graficos representam a expressao de TGFBR1 (A), de TGFBR2 (B) e
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de TGFBR3 (C) em amostras de tecido tumoral (boxplot vermelho) e de tecido
normal (boxplot cinza). Dados pesquisados e compilados na plataforma GEPIA2.

6. DISCUSSAO

Atualmente, as proteinas sinalizadoras TGF-f3 tém se destacado cada vez
mais na pesquisa do cancer devido aos seus efeitos duais, podendo estimular
ou inibir o desenvolvimento tumoral de forma diferenciada, dependendo do
estagio do cancer e do padrdo de expressao nos tecidos tumorais. Por essa
razdo, as citocinas TGF- tém sido amplamente estudadas para compreender
seu funcionamento e as possiveis atividades que desempenham. Essas
proteinas sdo responsaveis pela ativacdo de mdultiplas vias sinalizadoras,
regulando diversas fungdes no corpo, incluindo a proliferacdo celular, a
apoptose, a angiogénese e a transicao epitélio-mesenquimal (EMT), importantes
para o desenvolvimento tumoral. Uma compreensdo mais aprofundada dessas
atividades e a descricdo detalhada das expressdes diferenciais das proteinas
relacionadas, pode fornecer insights valiosos para o desenvolvimento de
terapias mais eficazes contra o cancer (Colak e Dijke, 2017; Derynck et al.,
2021).

Nesse trabalho, utilizamos bancos de dados e plataformas informatizadas
de Data Mining para poder obter e compilar dados sobre os diversos padrbes de
expressdo em diferentes tecidos dos genes que codificam os trés principais tipos
de TGF-B e seus principais receptores, a fim de prover bases moleculares tecido-
tumor especificas para uma posterior exploracdo dos mecanismos de agao e da

expressao diferencial desta citocina nos diferentes processos carcinogénicos.

Nossos resultados revelaram um intrigante padrdo de expressao
diferencial destas proteinas, enfatizando um baixissimo grau de expressdo em
todos os tecidos componentes do sistema nervoso, representados nos bancos
de dados analisados. Tal distingéo nos levou a buscar inicialmente se existiam

padrées de expressao diferenciais para essas proteinas em banco de dados de
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gliomas, um tipo de tumor ainda pouco relacionado com reprogramacoes
metabdlicas inerentes a sinalizacbes mediadas por TGF-B. Neste contexto, a
participacdo mais bem descrita talvez seja a associacdo de TGF-f com
SMADZ2/3, relatada exercer atividades oncogénicas de ativacao da proliferacéo
de células de glioma, afetando o estado de metilacdo do gene de fatores de
crescimento derivados de plaquetas (platelet-derived growth factor-3, PDGF-B),
induzindo uma sinalizacao autocrina de PDGF-B nos microambientes tumorais
(Guo et al., 2003).

Nossos dados ampliam a compreensédo do papel destas citocinas nos
tecidos cerebrais, ao revelar que tanto os genes que as codificam como os que
codificam seus principais receptores, sdo mantidos praticamente silenciados em
todos os tecidos sadios do sistema nervoso analisados. Por outro lado,
verificamos que € o aumento da expressao de TGFB1 e dos receptores TGFBR1
e TGFBR2, que pode estar relacionado com reprogramacdes epigenéticas do
desenvolvimento de gliomas, como as relatadas por Guo e colaboradores
(2003).

Inicialmente, € importante destacar a baixa expressao dos genes do TGF-
B e seus receptores em tecidos saudaveis, o que pode estar relacionado com a
estabilidade neuronal e a baixa capacidade de proliferacédo celular e regeneracao
destes tecidos. No entanto, nos gliomas, observa-se um aumento significativo na
expressado dos genes do TGF-B e seus receptores, o que pode estar interferindo

na estabilidade neuronal e contribuindo para o desenvolvimento tumoral.

Com base nessa premissa, foram realizadas comparacbes entre a
expressdo dos genes do TGF-B e seus receptores em tecidos tumorais e
saudaveis, a fim de entender como essas proteinas sinalizadoras funcionam no
desenvolvimento do tumor cerebral. Foram analisados tecidos de péancreas e
figado, que possuem diferentes capacidades de regeneracdo, além dos tumores
de es6fago e melanoma, que ja haviam sido estudados pelo grupo de pesquisa.

Essas analises contribuiram para uma melhor compreensao da doenca.
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Ao analisar as expressodes dos genes no cancer de pancreas, incrementos
significativos foram observados nos genes TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1,
TGFBR2. Esse foi o tipo de tumor mais relacionado aos genes que controlam a
expresséao funcional do TGF-3, e aqui revelamos o papel da regulagdo positiva
da transcricdo dos receptores TGFBR1 e TGFBR2, cujo aumento pode ser
futuramente relacionado com o grau de agressividade do tumor em canceres

especificos, como no cancer de pancreas e em gliomas.

Realizamos andlises de expressdo génica de TGF-B e seus receptores
em dados de cancer de figado, e ndo encontramos alteracdes significativas em
nenhum dos genes analisados. Esses resultados estdo em concordancia com a
literatura que indica que o TGF-3 atua como um supressor tumoral nesse tipo de
tumor. Porém, analises genbmicas recentes mostraram que as assinaturas
moleculares do TGF-3 estdo associadas as assinaturas de colapso do sistema
imune em hepatocarcinomas, sugerindo que o TGF- € um importante regulador

imunoldgico e um biomarcador para cancer de figado (Chen et al., 2019).

Ao analisar os genes do TGF-f no melanoma, nota-se inalterada a
variacao das expressdes dos genes comparada a de tecidos saudaveis, mas se
observa um aumento significativo no receptor TGFBR1, enquanto para o receptor
TGFBR3 se observa uma diminuicdo da expressdo. Um padréo parecido foi
identificado em tumores de es6fago, mas neste caso, a mudanca mais
significativa se restringiu ao aumento de expressdao de TGFBR1. Tais efeitos
restritos a expressao diferencial de receptores TGF-B devem induzir futuras
investigacBes visando estabelecer possiveis correlacdes existentes nas vias de
reprogramacgado metabdlica mediadas por TGF-3, comuns a estes dois tipos de

canceres e outros tipos de tumores que compartilharem de tais caracteristicas.

Os padrbes de expressao diferenciais aqui descritos para as citocinas
TGF-B e seus receptores reforcam o potencial de desenvolvimento de novas
terapias envolvendo a combinacédo de inibidores de receptores conjugados com
outras farmacos antitumorais baseados em pontos chaves das vias de
sinalizacdo de TGF-B, como estratégia mais efetiva para melhores efeitos
inibitérios sobre a proliferagéo celular, mobilidade e crescimento tumoral (Liu et

al., 2021).
28



A maioria das estratégias terapéuticas tem se concentrado na eliminacao
das proéprias células tumorais, mas células do sistema imune que se infiltram no
microambiente tumoral também sao alvos potenciais a serem explorados. Por
exemplo, glioblastomas séo altamente infiltrados com células da microglia e
macréfagos associados ao tumor (TAMs), que sdo conhecidas por sua
capacidade de prover suporte as ceélulas do glioblastoma e promover a

progressao do tumor (Andersen et al., 2021).

Em outra vertente, métodos de predicdo de risco baseadas em
marcadores moleculares de expresséao de TGF-B ja estdo sendo testadas com
efetividade ja comprovada para aprimorar o progndéstico do cancer de bexiga (Li
et al., 2021). E neste contexto os padroes de expresséo conjugados de fatores
TGF-B e seus receptores podem configurar assinaturas moleculares que

também venham a guiar tratamentos com precisdo individual mais acurada.

Andlises integrébmicas multi-cancer recentes mostraram  existir
contribuicbes de mutaclGes, amplificacdes, delecdes, metilacbes de DNA e
expressdes de miRNA modulando a atividade transcricional da sinalizacdo de
TGF-B em cada tipo de cancer (Korkut et al., 2018). Tais resultados se coadunam
com os obtidos em nosso estudo, demonstrando que existe uma ampla
perspectiva molecular para futuros estudos funcionais e terapéuticos das
diversas vias reprogramacdo metabdlica do cancer mediadas por proteinas da

superfamilia TGF-.

7. CONCLUSAO

Os padrdes de expressao diferencial aqui descritos tanto para os fatores
TGF-Bf quanto para seus principais receptores, parecem estar intimamente
relacionados ao controle tanto do potencial regenerativo quanto da proliferacao
celular em tecidos sadios e tumorais, suscitando exploracdes mais aprofundadas
principalmente em amostras de cérebro e pancreas. A integracao desses dados
com dados de estadiamento tumoral e progndésticos podem vir a validar as

assinaturas de expressao dos fatores TGF- e de seus principais receptores
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como marcadores moleculares para prognosticos e tratamentos mais precisos

de diferentes tipos de canceres.
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