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RESUMO

RODRIGUES, Francieli de Fatima Ferreira. Polimorfismos genéticos e niveis
plasmaticos do fator transformador de crescimento beta 1: associagdo com
marcadores prognoésticos na leucemia linfoide aguda. 52 folhas. Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Laboratorial — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2023.

A leucemia linfoide aguda (LLA) € uma neoplasia hematoldgica que apresenta maior
incidéncia na populacdo pediatrica, sendo caracterizada pela anormalidade das
células precursoras das linhagens B, T e NK. Esta doenga é considerada de causa
desconhecida, porém acredita-se que este processo seja resultado de uma interagéo
entre fatores ambientais e genéticos. Por este motivo, varios estudos de analise
genética, como polimorfismos de base unica s&o realizados para tentar encontrar
marcadores associados a suscetibilidade a doenca ou ao progndstico. Sabe-se que
citocinas estdo envolvidas em diversas neoplasias, dentre elas o fator transformador
de crescimento beta 1 (TGF-B1) que exerce fungdes bioldgicas diversas e pode
contribuir para a invasao e a metastase, podendo alterar o microambiente tumoral.
Dessa maneira neste estudo foram estudados dois polimorfismos no gene TGFB1
rs1800468 (G-800A) e rs1800469 (C-509T) em 39 amostras de medula 6ssea de
pacientes infantojuvenis com LLA, bem como mensurado os niveis de TGF-B1 e suas
correlagdes com os dados clinico patolégicos. Estes pacientes foram atendidos no
Hospital do Cancer de Londrina e a medula dssea foi coletada para extracdo do DNA
genbmico. A analise dos polimorfismos foi realizada por método de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) seguida de restricdo enzimatica (PCR-RFLP), e os niveis
plasmaticos de TGF-B1 foram quantificados por ensaio imunoenzimatico ligado a
enzima (ELISA). Foi observado que a maioria dos pacientes tinha mediana de idade
de 7 anos, sendo 33 pacientes com LLA-B e apenas 6 pacientes com LLA-T. Na
analise dos polimorfismos encontramos uma maior frequéncia do genétipo GG para o
rs1800468 e gendtipo CT para o rs1800469, porém na analise de expressado de
proteina, os polimorfismos ndo estavam associados a mudangas na concentracao
plasmatica de TGF-B1. No entanto, os pacientes com alto risco apresentaram
significativamente maior concentragdo média de TGF-B1 quando comparados com os
pacientes baixo risco (p=0,0111). Talvez isto se deva a uma desregularizagao da via
do TGF-B1 que pode estar bloqueada pela prépria célula leucémica; o que pode ser
de grande importancia na fisiopatologia da leucemia e possivel marcador molecular
de prognoéstico. Portanto, outros estudos devem ser realizados para investigar os
niveis plasmaticos de TGF-B1 em pacientes com LLA-T.

Palavras-chave: Citocina; Medula Ossea, LLA.



ABSTRACT

RODRIGUES, Francieli de Fatima Ferreira. Genetic polymorphisms and plasma levels
of beta transforming growth factor: association with prognostic markers in acute
lymphoid leukemia. 52 pages. Master's Degree in Clinical and Laboratory
Pathophysiology - State University of Londrina, Londrina, 2023.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematological neoplasm that has a higher
incidence in the pediatric population, being characterized by the abnormality of
precursor cells of the B, T and NK lineages. This disease is considered to have an
unknown cause, but it is believed that this process is the result of an interaction
between environmental and genetic factors. For this reason, several genetic analysis
studies such as single-base polymorphisms are carried out to try to find markers
associated with disease susceptibility or prognosis. It is known that cytokines are
involved in several neoplasms, including transforming growth factor beta 1 (TGF-B1),
which exerts diverse biological functions and can contribute to invasion and
metastasis, and can alter the tumor microenvironment. Thus, in this study, two
polymorphisms in the TGFB1 gene rs1800468 (G-800A) and rs1800469 (C-509T)
were investigated in 39 bone marrow samples from childhood and juvenile patients
with ALL, as well as measuring TGF-B1 levels and their correlations with the data.
clinicopathological findings (age, sex, risk group, relapse) found in the medical records.
These patients were treated at the Londrina Cancer Hospital and the marrow was
collected for genomic DNA extraction. Analysis of polymorphisms was performed using
the polymerase chain reaction (PCR) method followed by enzymatic restriction (PCR-
RFLP), and plasma levels of TGF-B1 were quantified by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Regarding the results, most patients had a median age
of 7 years, 33 patients with ALLB and only 6 patients with ALL. In the analysis of
polymorphisms we found a higher frequency of the GG genotype for rs1800468 and
CT genotype for rs1800469; however in the analysis of protein expression, the
polymorphisms were not associated with changes in plasma TGF-B1 concentration.
However, high-risk patients had a significantly higher mean concentration of TGF-B1
when compared to low-risk patients (p=0.0111). Perhaps this is due to a deregulation
of the TGB pathway that may be blocked by the leukemic cell itself; which may be of
great importance in the pathophysiology of leukemia and a possible molecular marker
of prognosis. Therefore, other studies should be carried out to investigate plasma TGF-
B1 levels in patients with T-ALL.

Key-words: Citokine; bone marrow; ALL.
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1 INTRODUGAO

O cancer vem se tornando cada vez mais relevante nos ultimos anos,
transformando-se em um grave problema de saude publica mundial, sendo
considerado uma das quatro principais causas de morte prematura. Fatores como o
envelhecimento, o crescimento populacional e as mudancas na prevaléncia de fatores
de risco, principalmente os que estdo relacionados ao desenvolvimento
socioecondémico, influenciam no aumento da incidéncia e da mortalidade por cancer
(INCA).

A estimativa mundial para 2020 mostra 19,3 milhées de novos casos de cancer
e 10 milhées de mortes relacionadas (SUNG et al., 2021). No Brasil, a estimativa do
Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) para o triénio 2023-
2025 ¢é de 704 mil novos casos de neoplasias malignas ao ano (INCA, 2022).

O cancer caracteriza-se pela proliferagdo descontrolada de células malignas,
originadas de alteragcbes no funcionamento celular, que contribuem para o
crescimento dos tumores. HANAHAN e WEINBERG (2000) identificaram algumas
caracteristicas presentes nas células cancerigenas, denominadas de marcas
registradas do cancer, tais como a manutencdo da sinalizagdo proliferativa, a
resisténcia a morte celular, a evasdo dos mecanismos supressores de crescimento, a
capacidade de replicacdo ilimitada, a invasao e metastase. Posteriormente, os autores
acrescentaram outras caracteristicas relevantes, entre elas a instabilidade genémica,
a reprogramacado do metabolismo energético e a evasado da destruicdo imune
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). E mais recentemente, HANAHAN (2022) atribuiu
outras caracteristicas a célula tumoral e ao microambiente, como a plasticidade
fenotipica, a reprogramacao epigenética e as células senescentes.

A etiologia do cancer & multifatorial e genética, embora ela ndo seja
necessariamente hereditaria (PERERA, 1997). A maioria dos tipos de cancer humano
resulta de mutacdes somaticas relacionadas a diversos fatores de risco. Estes fatores
podem ser intrinsecos ou nao-intrinsecos. Os fatores intrinsecos sao aqueles
decorrentes de mutagdes espontaneas inevitaveis, resultantes de erros aleatoérios na
replicacao do DNA. Ja os fatores nao-intrinsecos sao fatores externos modificaveis,
cComo a exposi¢cao a carcindgenos e uso de xenobidticos; fatores relacionados ao
estilo de vida, como tabagismo, sedentarismo, uso de terapias hormonais e consumo

de alcool; e fatores relacionados as caracteristicas individuais, como o metabolismo,
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niveis de horménios, sistema imunoldgico e a resposta a danos no DNA (WU et al.,
2018).

Ainda, os canceres pediatricos séo diferentes dos que ocorrem em adultos, pois
estao associados a alteragdes no DNA que podem surgir antes mesmo do nascimento.
Essas alteragdes ndo estio relacionadas a fatores ambientais ou estilo de vida. Neste
sentido, leucemias sdo o tipo mais comum de cancer pediatrico diagnosticado,
seguido por tumores do sistema nervoso central, neuroblastoma e tumor de Wilms
(SOCIETY, 2021).

Ao se referir as leucemias, observa-se que estas representam um grupo de
doencgas hematoldgicas heterogéneo. Esta heterogeneidade é refletida em diferengas
observadas nas caracteristicas morfolégicas, imunofenotipicas, citogenéticas e
moleculares que podem ocorrer. Essas caracteristicas sao resultado de varios
eventos biolégicos que ocorrem durante a transformagdo maligna e/ou na variagao
dos niveis da hierarquia hematopoiética, com origem na medula Ossea
(POLYCHRONAKIS et al., 2013).

A medula 6ssea € caracterizada como tecido liquido-gelatinoso rico em
nutrientes e que esta localizado no interior de ossos longos como o esterno e 0s 0ssos
do quadril e possui dois tipos de células tronco, sendo a mesenquimal que da origem
a vasos sanguineos e linfaticos, e a hematopoética, das quais s&o formadas as células
sanguineas da medula éssea (MDS Foundation, 2014).

A hematopoese € um sistema muito organizado que € responsavel pela
producdo das células sanguineas. O controle da proliferacdo, diferenciagédo e
maturacao destas células é realizado através de uma complexa interacdo molecular
das células com o microambiente da medula 6ssea. Em individuos adultos, a
hematopoese se compartimentaliza na medula éssea de ossos chatos gerando
eritrécitos e leucdcitos. Neste processo ocorre uma produgao celular alta, sendo
rigidamente controlada por um microambiente indutivo composto por células e por
proteinas de matriz extracelular que formam o chamado estroma medular.

O estroma é um tecido complexo, que consiste de uma rede de tecido
conjuntivo e uma variedade de tipos celulares, incluindo fibroblastos, macréfagos,
adipocitos-like, células musculares lisas, células reticulares e endoteliais. Em
individuos normais a proliferacdo e diferenciacdo das células hematopoiéticas é
estritamente controlada. Ja nos processos neoplasicos, especialmente nos malignos,

ocorrem alteragdes moleculares induzindo as células a um novo comportamento
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bioldgico podendo, inclusive, alterar seus mecanismos de adesao (ANJOS A.R. et al,
2000).

As leucemias sao neoplasias hematoldgicas que surgem a partir das células
tronco hematopoiéticas (HSCs) (AZIZIDOOST et al., 2014; KONOPLEVA e JORDAN,
2011), e sao classificadas de acordo com a linhagem, grau de maturagéo e forma de
acometimento celular na medula d6ssea. Elas podem ser da linhagem mieloide,
incluindo granulécitos, mondcitos, eritrocitos, plaquetas e mastocitos, ou da linhagem
linfoide, incluindo linfécitos B, T, e as células NK (VARDIMAN et al., 2009).

Estas malignidades tém uma caracteristica bioldgica em comum: a clonalidade.
Embora células-alvo suscetiveis ao cancer sejam muitas, as alteragdes moleculares
necessarias para o desenvolvimento da doencga séo raras (GALLEGOS-ARREOLA et
al., 2013). O grande desafio € encontrar fatores de exposi¢cdo, como infeccdes e
inflamacdes, e variantes genéticas hereditarias relacionadas para descobrir como e
quando esses fatores contribuem para o curso das leucemias (GREAVES e
WIEMELS, 2003).

1.1 LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

A leucemia linfoide aguda (LLA) € um tipo de desordem maligna que se origina
de uma unica célula hematopoiética. Esta célula sofreu alteragdes genéticas em
genes responsaveis pela diferenciagdo, o que resulta no bloqueio da maturagao e na
proliferagdo da célula transformada (GRAUX, 2011; PUI et al., 2011). Mundialmente,
no ano de 2020 foram estimados 475 mil novos casos de leucemia, com
aproximadamente 312 mil ébitos (FERLAY et al., 2020). A Sociedade Americana do
Cancer estimou que, nos Estados Unidos, para 2021, houve cerca de 5.690 novos
casos de LLA e 1.580 6bitos entre homens e mulheres de todas as idades (SOCIETY,
2021). No entanto, 60% dos casos séo diagnosticados em individuos com menos de
20 anos, com criangas sendo a maioria acometida (HUNGER et al., 2012; PUI e
HOWARD, 2008). Ja no Brasil o numero de novos casos para cada ano do triénio
(2023 a 2025) é de 11.540, correspondendo a um risco estimado de 5,33 por 100 mil
habitantes. Com relagao a mortalidade, em 2020, ocorreram, no Brasil, 6.738 6bitos
por leucemia (3,18 por 100 mil). Nos homens ocorreram 3.703 ébitos (3,58 por 100
mil) e, nas mulheres, 3.035 ébitos (2,80 por 100 mil) (INCA, 2020).

As causas desta doenga podem ser atribuidas a exposigdo externa e interna
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as substancias prejudiciais, bem como a suscetibilidade genética (INABA, GREAVES
e MULLIGHAN, 2013). O envolvimento da radiagcdo ionizante é um dos fatores
ambientais mais relacionados com o desenvolvimento de leucemias pediatricas. Estas
sdo, em particular, mais frequentes na LLA e na leucemia mieloide aguda (LMA)
(BELSON, KINGSLEY e HOLMES, 2007; JIN et al., 2016). Fatores ambientais como
a exposi¢cao aos hidrocarbonetos e pesticidas; consumo de alcool, cigarro e drogas
ilicitas durante a gestagao, foram associados a LLA infantil (HASHIBE et al., 2005;
INFANTE-RIVARD et al., 1999; METAYER et al., 2013). Outro fator de risco para LLA
€ a exposicdo a agentes biolégicos, como o virus Epstein-Barr (EBV) e o Virus
Linfotropico das Células T Humano-1 (HTLV-1), que desregulam a resposta
imunoloégica (GREAVES, 2006; INABA, GREAVES e MULLIGHAN, 2013).

Grande parte das alteragdes genéticas nas leucemias sdo decorrentes de
mutagdes somaticas, mas as alteragdes na linhagem germinativa também podem
influenciar na predisposicdo ao desenvolvimento do céncer (CROCE, 2008).
Anormalidades cromossOmicas numéricas e rearranjos estruturais, como as
translocacdes, sado frequentemente encontrados na LLA. Em relagdo as
translocagdes, a mais frequente é a (9;22), conhecida como cromossomo Filadélfia
(RIX et al., 2013). Outras translocag¢des também estdo associadas a leucemia, como
a (4;11), que esta relacionada ao gene da leucemia de linhagem mista (MLL),
frequente na infancia, e associada a leucemia mieloide (ARMSTRONG et al., 2003;
ARMSTRONG et al., 2002).

A leucemia é gerada a partir de uma célula anormal, com capacidade de se
proliferar sem sofrer diferenciagdo, denominada blasto. Essa célula se espalha e
substitui as células hematopoiéticas saudaveis na medula 6ssea, o que resulta em
dano medular (LORENZI et al., 2003). Dessa forma, a maioria dos sintomas
observados em pacientes com LLA sao resultantes do comprometimento da medula
0ssea, como anemia, trombocitopenia, leucopenia e pancitopenia (BRIX e ROSTHAJ,
2014; TERWILLIGER e ABDUL-HAY, 2017). Os blastos neoplasicos podem ser
langados na corrente sanguinea, infiltrando em alguns 6rgaos e tecidos, como
linfonodos, baco, figado, gengiva, 6rbita, sistema nervoso central, testiculos e pele
(LORENZI et al., 2003).

Em decorréncia das alteracdes celulares, os pacientes com LLA geralmente
apresentam sintomas subitos, tais como fadiga, dispneia e sangramento espontaneo.

Além disso, outros sintomas comuns incluem letargia, perda de peso, febre e sudorese



0o N OO OB~ W N -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

14

noturna, linfadenopatia, esplenomegalia e/ou hepatomegalia. Neuropatias cranianas,
infiltracao testicular e obstrucado do fluido do liquor também podem ser observadas.
Outros sintomas relacionados a LLA incluem nausea, vomito, cefaleia, papiledema,
dores ésseas, lesdes 0sseas, osteopenia difusa, dores lombares e artrite assimétrica,
assim como hemorragia 6ssea decorrente da infiltracao leucémica (BORIM et al.,
2000; CRISTOFANI et al., 2004; FARHI e ROSENTHAL, 2000; HAMERSCHLAK,
2008; IKEUTI, BORIM e LUPORINI, 2006; LARSON e ANASTASI, 2020; LOCATELLI
etal., 2012).

Quanto ao diagnéstico inicial das leucemias, é realizado um exame fisico do
paciente, seguido de analise detalhada de inumeros exames, entre eles o
hemograma. Inicialmente, a analise quantitativa com a contagem absoluta e relativa
dos leucadcitos, contagem de eritrécitos e das plaquetas e dosagem de hemoglobina.
Através da confecgao da extensdo sanguinea e coloragao séo reveladas informacoes
importantes sobre as condi¢ées da hematopoese (MCPHERSON e PINCUS, 2011).
Para confirmagao do diagnodstico sao realizadas mielograma, imunofenotipagem e
analise citogenética (MANISHA, 2012; PUI, RELLING e DOWNING, 2004).

A citometria de fluxo para a imunofenotipagem é um método padrdo para o
diagnostico diferencial, classificagdo, estadiamento e monitoramento da doenga
residual mensuravel (MRD) das leucemias e sindromes mielodisplasicas. Utilizando-
se anticorpos monoclonais é possivel identificar diferentes linhagens celulares e
determinar o grau de maturacdo celular. Estas ferramentas possibilitam o
direcionamento para o tratamento mais eficaz e evitam a falha terapéutica (CRAIG e
FOON, 2008; MANISHA, 2012; ORFAO et al., 2004; PUI, RELLING e DOWNING,
2004).

Estudos para o manejo da Leucemia Linfoide Aguda na crianga do Grupo
Internacional Berlim-Frankfurt-Munique (BFM), revisado em 2009, estratifica os
pacientes em 3 grupos: baixo risco (BR), risco intermediario (RI) e alto risco (AR)
(Tabela 1). Essa estratificagdo leva em consideragdao ndo s6 os parametros iniciais
hematoldgicos, linhagens celulares e idade do paciente, como prioriza a resposta
terapéutica ao longo do periodo de indugéo, representado pelos primeiros 33 dias de
tratamento e a doencga residual mensuravel (DRM) (SCHRAPPE, M., 2009).
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Tabela 1: Distribuicdo de grupo de risco de LLA segundo Grupo Internacional BFM
2009

Baixo Risco (BR)

1 - Contagem de Blastos no sangue periférico no D8 < 1000 blastos/uL

2 -|ldade > 1 ano e < 6 anos

3 — Contagem Inicial de Leucdcitos < 20.000/uL
4 — Se houver disponibilidade: DRM/CF < 0,1% ou MO M1/M2 no D15
5 - MO do D33: M1

Todos os critérios deverdo ser preenchidos

Alto Risco (AR)

1 — Rl com DRM/CF > 10% (se houver disponibilidade) ou MO M3 no D15
2 — BR com DRM/CF > 10% se houver disponibilidade

3 — Contagem de Blasto em sangue periférico > 1000 blastos/uL no D8
4 — MO em M2 ou M3 no D33

5 — Translocacao t(9;22) [BCR/ABL] ou t(4;11) [MLL/AF4]

6 — Hipodiploidia < 44

Somente um desses critérios ja classifica como alto risco
Risco Intermediario (RI)

Todos os pacientes que ndo forem estratificados como BR ou AR

Legenda: D8, D15, D33: dias de tratamento a partir do primeiro dia de prednisolona; DRM: doenca
residual mensuravel; CF: citometria de fluxo; MO: medula éssea; status da MO: M1: <5 %, M2: =25 a
<25%, M3: 225% (adaptado pelo autor de SCHRAPPE, M. (2009)

A DRM é caracterizada como um pequeno numero de células leucémicas, que
nao podem ser detectadas por morfologia ou analise citogenética e tem como objetivo
compreender o significado bioldgico e clinico da leucemia que persiste nos pacientes
com remissao completa patolégica (LOGAN, 2022).

Em suma, a LLA é um tipo de cancer que demonstra uma complexidade desde
a patogénese até o estabelecimento do diagndstico e tratamento. Além disso, varios
fatores intrinsecos podem influenciar no curso da doenga. Desta maneira, necessario
investigar moléculas, como os fatores de crescimento, para compreender um pouco
da patogénese da LLA e encontrar um biomarcador que possa estar relacionado a

suscetibilidade ou prognéstico.
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1.2 FATOR TRANSFORMADOR DE CRESCIMENTO BETA (TGF-B)

A familia dos fatores transformadores de crescimento beta (TGF-B)
desempenha um papel fundamental em muitos processos fisiolégicos e patoldgicos,
controlando o crescimento e a diferenciacéo de diversos tipos celulares. Incluida nesta
familia estdo as subfamilias das ativinas e inibinas, das proteinas morfogenéticas
osseas (BMPs), dos fatores de crescimento e diferenciagdo (GDFs), dos fatores
neurotréficos derivados da glia (GDNFs) e dos fatores transformadores de
crescimento B (TGF-B) (KUBICZKOVA et al., 2012).

A subfamilia do TGF-B revela uma alta conservagéo evolutiva (ZHANG et al.,
2006). O gene codifica trés isoformas, TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3, e todas elas atuam
por meio de vias de sinalizagdo semelhantes (CHEIFETZ et al., 1987; MITTL et al.,
1996). No entanto, elas possuem padroes de expressao diferentes durante o
desenvolvimento embrionario, produzindo fendtipos Unicos em modelos animais com
auséncia de cada uma delas (CHANG, BROWN e MATZUK, 2002). Entre as trés, o
TGF-B1 é abundantemente encontrado em praticamente todos os tecidos adultos.

O TGF-B1 é secretado por inumeras células, entre elas linfécitos, macrofagos,
plaquetas, neutrofilos e células tumorais (ALLEVA, BURGER e ELGERT, 1994,
BRANTON e KOPP, 1999; GROTENDORST, SMALE e PENCEV, 1989; MAEDA et
al., 1995; PICKUP, NOVITSKIY e MOSES, 2013; SICA et al., 2008; VIGNALI,
COLLISON e WORKMAN, 2008). Além disso, o TGF-B desempenha um papel na
regulacdo das HSCs e também interage no microambiente da medula 6ssea através
da ativacao de células Schwann, células da glia e megacariocitos (YAMAZAKI et al.,
2011; ZHAO et al., 2014).

A citocina TGF-B1 possui agao multifuncional (Figura 1), podendo regular o
crescimento celular, a diferenciacao, a apoptose, a motilidade, a invasao, a producao
da matriz extracelular, a angiogénese e a resposta imune. No entanto, dependendo
do estagio do tumor, o TGF-B1 pode ter efeitos opostos. Nos estagios iniciais do
desenvolvimento tumoral, age como um supressor, pois inibe o crescimento do tumor,
enquanto nos estagios posteriores, estimula a invasao e disseminagdo do tumor
através da modulagéo do sistema imune e do microambiente tumoral (SYED, 2016).
A citocina TGF-B1 tem a capacidade de regular a proliferagcado de células epiteliais e
hematoldgicas, fomentando assim a progressdao do cancer (KUBICZKOVA et al.,

2012). Além disso, seu efeito na hematopoiese depende da sua concentragéo: ora



O O 00 N O O h W N -~

—

11
12

13
14
15

16

17
18
19

17

inibindo, ora estimulando a proliferagao celular (BLANK e KARLSSON, 2015).
Algumas neoplasias, como cancer de célon, mama, pancreas e figado, tém sido
associadas a desregulacdo da via de sinalizagdo do TGF-B1 (KIM e LETTERIO,
2003). Uma analise mais detalhada desta via pode fornecer informagdes importantes
sobre a patogénese de muitos tumores, pois as alteragdes genéticas e mecanismos
de ativagao e producdo do TGF-B1 podem desempenhar um papel vital no processo

de transformacao das células neoplasicas.

Figura 1 - O simbolo yin-yang ilustra o fato de o TGF-B exercer efeitos tanto

estimulatérios como inibitérios nas células imunitarias.
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Figura 1 - Processos imunolégicos selecionados regulados por TGF-B sao
representados (MC, mastdcitos; EO, eosindfilos; MO/M, monécitos/macréfagos; PMN,
células polimorfonucleares; T cell, células T; Treg, linfocito T regulador; NK cell,
Natural Killer Cells; B cell, linfécitos B; DC, células dendriticas) (LI et al, 2014).

1.3 POLIMORFISMOS GENETICOS NA REGIA0O PROMOTORA DO GENE TGF-B1

Dentro de uma espécie, os cromossomos homdlogos sao bastante similares
entre si, mas em determinadas localizagbes do cromossomo (loci) pode haver

variabilidade na sequéncia do DNA. Se a variagao € encontrada em uma frequéncia



0o N OO OB~ W N -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

18

superior a 1% da populagao, denomina-se polimorfismo (BALASUBRAMANIAN et al.,
2004). Os polimorfismos nos genes envolvidos na resposta imune podem resultar em
variagbes na estrutura e na expressdo das moléculas (KUBISTOVA, MRAZEK e
PETREK, 2009).

Estudos realizados na LLA tém buscado marcadores que possam estar
associados a suscetibilidade da doenga ou influenciar na resposta a quimioterapia (LU
et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Varios polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
identificados em genes candidatos demonstram que o risco de leucemia, incluindo a
LLA, pode estar relacionado a SNPs que desempenham papel no metabolismo de
xenobidticos, reparo de DNA e até mesmo no funcionamento normal do sistema
imunologico (SCHIFFMAN, 2016).

O gene TGFB1 localizado no cromossomo 19g13.1 foi identificado por possuir
diversos polimorfismos genéticos (CAMBIEN et al., 1996). Estes polimorfismos foram
amplamente estudados em relagcdo a varias doencas, como asma, doenca arterial
coronariana, infeccdo do trato urinario, retinopatia diabética, cirrose hepatica, colite
ulcerativa e fibrose cistica (KIKUCHI et al., 2007; OUESLATI et al., 2015; PAINE et
al., 2012; SILVERMAN et al., 2004; SYRRIS et al., 1998; SYUKRI et al., 2014;
TAMIZIFAR et al., 2007)

Um estudo que envolveu 170 pares de gémeas mostrou que os niveis
plasmaticos de TGF-B1 sao controlados geneticamente. Foram identificados dois
polimorfismos no gene TGFB1: um que troca uma guanina (G) por uma adenina (A)
no nucleotideo de numero 800 que vem antes do sitio de inicio da transcricdo
(rs1800468, G—800A) e outro que troca uma citosina (C) por uma timina (T) no
nucleotideo 509 antes do sitio de inicio da transcri¢ao (rs1800469, C-509T). Por conta
da raridade do alelo A do polimorfismo G-800A, apenas o polimorfismo C-509T foi
analisado para verificar a sua influéncia nos niveis plasmaticos de TGF-B1. Observou-
se que o alelo T estaria relacionado ao aumento dos niveis plasmaticos da citocina.
No entanto, o polimorfismo G-800A ocorre em um sitio de ligacdo de uma familia de
fatores de transcricdo denominado de proteina ligante ao elemento de resposta ao 3’
5’ monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (CREB), sugerindo que este polimorfismo
possa ser responsavel pelo controle da expressao do gene TGFB1 de outra forma
(GRAINGER et al., 1999).

Embora estas variantes genéticas tenham sido associadas ao gene TGFB1, de

acordo com as sequéncias depositadas no Genbank, observa-se que o polimorfismo
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G-800A se localiza no éxon 3 do gene que codifica para a proteina 2 contendo o
dominio B9 (B9D2), relacionada ao complexo tipo tectdnico, localizado na zona de
transicdo dos cilios primarios e atuando como barreira que previne a difusdo de
proteinas transmembrana. Este gene possui papel na sindrome de Meckel tipo 10 e
sindrome de Joubert, entretanto, ndo foram descritos estudos avaliando o impacto
deste polimorfismo nestas sindromes.

Uma meta-analise foi realizada para investigar os efeitos do polimorfismo C-
509T no desenvolvimento de tumores sélidos. Os resultados indicaram que o alelo T
do polimorfismo C-509T parecia conferir protegdo contra alguns tipos de tumores,
como cancer de mama e colorretal (LIU et al., 2012; NIU et al., 2010). Por outro lado,
outra meta-analise constatou que o alelo C para C-509T, bem como o alelo A para G-
800A, estavam associados a um aumento no risco de desenvolvimento de cancer
colorretal (LIU, ZHOU e ZHONG, 2012). Dois estudos de associacao realizados na
populagdo chinesa corroboraram os resultados, indicando que o alelo T para o
polimorfismo C-509T esta associado ao risco de desenvolvimento de tumor hepatico
(MA et al., 2015; WAN et al., 2015). Por outro lado, outro estudo mostrou que o mesmo
alelo T desempenharia um papel protetor contra o cancer de pulmio do tipo
adenocarcinoma e de células pequenas, sugerindo resultados diferentes (KANG et al.,
2006).

Estudos caso-controle envolvendo criangas e jovens diagnosticados com LLA
foram realizados para avaliar o polimorfismo C-509T, porém, nao foi possivel
estabelecer uma associagao significativa entre a frequéncia genotipica ou alélica entre
os casos e os controles (DAI et al., 2009; JASMINE, MARIE-HELENE e DANIEL,
2009).

A influéncia da secrecdo do TGF-B1 no cancer é outro parametro a ser
investigado, além da analise dos polimorfismos do gene. Estudos mostram que o TGF-
B1 pode ter um comportamento variavel dependendo do tipo de tumor
(PAPAGEORGIS e STYLIANOPOULQOS, 2015). Em casos de cancer de mama,
estudos mostraram um aumento significativo nos niveis plasmaticos de TGF-B1
(CIFTCI et al., 2014; IVANOVIC et al., 2003). Por outro lado, um estudo de KONG et
al. (1995) descobriu que os niveis plasméaticos desta citocina aumentaram antes da
cirurgia para retirada do tumor, mas diminuiram significativamente apds o
procedimento. Além disso, o0s niveis plasmaticos de TGF-B1 também foram

observados a ser elevados em tumores pancreaticos, hepaticos, renais e prostaticos
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(IVANOVIC et al., 1995; JUNKER et al., 1996; SHIRAI et al., 1994; SINNREICH et al.,
2004; ZHAO et al., 2016).

Em relacdo as neoplasias hematologicas, os resultados tém-se demonstrado
contraditérios. Dois estudos envolvendo 162 pacientes e 31 controles e outro com 35
pacientes e 27 controles observaram diminuigao significativa nos niveis plasmaticos
do TGF-B1 em pacientes diagnosticados com mieloma multiplo. No entanto, foi
observado aumento na concentragdo plasmatica da citocina em pacientes
diagnosticados com sindrome mielodisplasica, mielofibrose, trombocitopenia
essencial e mielofibrose idiopatica, e em pacientes com linfoma ndo-Hodgkin (LNH)
(AKIYAMA et al., 2005; EL-HEFNI, ALAZZAZI e TALEB, 2015; KYRTSONIS et al.,
1998; URBA SKA-RYS, WIERZBOWSKA e ROBAK, 2003). Notavelmente, AL-
MOWALLAD et al. (2006) ndo encontraram diferenca significativa na concentragéo
plasmatica do TGF-B1 em pacientes diagnosticados com LLA.

Dessa forma, a severidade da LLA e o impacto dos polimorfismos no TGFB1
na patogénese da mesma permanecem incertos. No entanto, investigagcdes sobre a
influéncia destes polimorfismos na patogénese da LLA ajudam a entender melhor o

quadro clinico desta neoplasia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar o papel dos polimorfismos rs1800468 e rs1800469 do TGFB1 e da sua

expressao proteica no plasma da medula éssea na patogénese da LLA infanto-juvenil.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs1800468 e
rs1800469 do gene TGFB1 em pacientes com LLA.

- Determinar os niveis plasmaticos de TGF-B1 em amostra de medula e correlacionar
com os parametros clinico patolégicos dos pacientes com LLA.

- Comparar a presenca dos polimorfismos do gene TGFB1 com 0s niveis plasmaticos
de TGF-B1.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 SELECAO E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL 189/2013 - CAAE N°
164.0.268.000-09) (Anexo A). Os sujeitos do estudo somente foram considerados
aptos mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
por seus responsaveis (Anexo B).

O grupo foi composto por pacientes atendidos e diagnosticados no Hospital do
Cancer de Londrina (HCL), sendo que o convite para participarem do projeto foi
realizado aos responsaveis pelos pacientes durante o atendimento clinico no Servigo
de Oncopediatria do HCL. Um total de 39 criancas e adolescentes de 1 a 16 anos
participaram deste projeto no periodo de 2014 a 2018, sendo que os mesmos foram
encaminhados para o centro cirurgico, onde foram submetidos a indugéo anestésica
para coleta de medula 6ssea (MO) pelo médico hematologista. Foi coletado 1ml de
MO e colocado em tubo de EDTA, sendo identificado e armazenado. Os dados clinicos
dos pacientes foram obtidos a partir da consulta autorizada de seus prontuarios no
banco de dados do HCL.

ApOs a realizagdo de exames hematoldgicos, mielograma, imunofenotipagem
e analise citogenética o diagnostico da LLA foi confirmado e o hematologista
classificou cada paciente em alto e baixo risco segundo os critérios do BFM 20009.
Para avaliagao da recidiva, o periodo de acompanhamento (follow-up) se estendeu
por 8 anos (2014 a 2022).

3.2 OBTENGAO DE MEDULA OSSEA

Amostras de medula 6ssea (1mL) foram coletadas em tubos de EDTA. Este
exame foi realizado no Centro Cirurgico do HCL pelo médico hematologista
oncopediatrico. O exame foi realizado com sedagéo da crianga (sendo realizado pelo
meédico anestesista do mesmo hospital) e a pungao foi realizada com agulha de fino
calibre na crista iliaca posterior. Com o auxilio de uma seringa procedeu-se a
aspiracao da MO, e compressao local logo apds aspiragao. A amostra foi centrifugada

a 2500g por 15 minutos, e o plasma foi separado e armazenado a -80 °C para os
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ensaios de quantificacdo dos niveis plasmaticos de TGF-B1.

3.3 OBTENCAO DO DNA GENOMICO

O DNA gendmico foi obtido a partir da MO através do kit Biopur Mini Spin Plus
(Biometrix diagnodstica, Curitiba, PR, Brasil), de acordo com as instru¢gées do
fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria no
aparelho NanoDrop ND-2000c (Thermo Scientific, EUA) a 260nm.

3.4 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS GENETICOS DO TGF-B1 POR PCR-RFLP

A analise dos polimorfismos genéticos foi realizada por reagdes em
cadeia da polimerase seguidas de restricdo enzimatica (PCR-RFLP), de
acordo com a técnica descritapor JIN et al. (2004). Um seguimento do gene
TGFB1 foi amplificado por PCR, um deles englobando os polimorfismos da
rs1800468, G-800A e rs1800469, C-509T).

As concentragdes dos reagentes utilizadas foram as mesmas para

ambas as regides, como exposto na tabela 2. Todos os reagentes de PCR

(buffer, MgClz, dNTP, iniciadores, albumina e Tag DNA polimerase) foram
adquiridos da Invitrogen® (Carlsbad, CA, EUA). Para amplificagéo da regiéo dos
polimorfismos da regido promotora as sequéncias dos pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers) foram: 5'-
GCAGTTGGCGAGAACAGTTG-3 (Primer Forward) e 5'-
CCAGAACGGAAGGAGAGTCAG-3’ (Primer Reverse). As concentracbes de
reagentes utilizadas encontram-se expostas na tabela 2. As condi¢gdes de

ciclagem da PCR encontram-se expostas na tabela 3.
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Tabela 2 - Concentragbes de reagentes utilizados na reagéao.

Reagentes (concentracao) Concentragao Volume
final (pL)
Buffer (10 X) 1X 2,50
MgCl2 (50 mM) 1,0 mM 0,50
dNTP (1,25 mM) 0,1 mM 2,00
Primer Fwd (2,5 pM) 0,20 uM 2,00
Primer Rev (2,5 uyM) 0,20 uM 2,00
Albumina sérica bovina (20 X) 0,8 X 1,00
Taq DNA Polimerase (5 U/pL) 1U 0,20
Agua ultrapura - 13,80
Amostra ~100 ng ~1,00
Total - 25,0

Tabela 3 - Condigdes utilizadas para a amplificagao das regides do gene TGFB1.

Et Regiao promotora Exon 1 Numero
apa Temperatura Tempo Temperatura Tempo de
ciclos
Desnaturacao . o :
inicial 94°C 10 min 96°C 10 min 1
Desnaturacao 94°C 45 s 96°C 45 s
Hibridagdo 59°C 60 s 62°C 60 s 35
Extensao 72°C 75s 73°C 75s
Extensdo  ;50¢ 10min  73°C 10 min 1
final

A amplificagao foi analisada por eletroforese em géis de poliacrilamida
(10%) corados com nitrato de prata (AgNO3). Em amostras com amplificagéo
positiva, os fragmentos obtidos foram clivados por enzimas de restricdo (New
England Biolabs®, Ipswich, MA, EUA), utilizando 1U da enzima para clivar 4L
do produto de PCR em no minimo 2h de incubacdo a 37°C, seguindo as
recomendagdes do fabricante. Os fragmentos gerados pela restricao
enzimatica foram analisados por eletroforese em géis de poliacrilamida (10%)

corados com AgNO:s.

Para a regidao promotora, um fragmento de 597 pares de base (pb) € gerado. A
enzima de restricdo HpyCH4lV foi utilizada para determinar o polimorfismo G-800A,
uma vez que a substituicao elimina o sitio de restricdo para essa enzima no fragmento
amplificado. Assim, a clivagem do alelo G gera dois fragmentos de 402 pb e 195 pb
respectivamente, enquanto o alelo G nao é clivado, mantendo o tamanho originalde
597 pb.
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Ja para a analise do polimorfismo C-509T, foi utilizada a enzima Bsu36/,

que reconhece o sitio de restricdo no alelo selvagem, clivando o fragmento

amplificado em fragmentos de 488 pb e 109 pb. A substituicdo elimina o

sitio de restricdo daenzima. Portanto, o alelo contendo a substituicao

permanece inalterado apds a clivagem.A Figura 2 demonstra o fragmento

amplificado para a analise dos polimorfismos da regido promotora do

TGFB1, destacando os sitios de restricdo dasenzimas utilizadas e os

nucleotideos polimérficos (que encontram-se sublinhados)(Figura 2A), e os

perfis de fragmentos apresentadas para cada genotipo apos a restrigao

enzimatica (Figura 2B).

Figura 2 - Analise dos polimorfismos da regido promotora do TGFB1.

A

GCAGTTGGCGAGAACAGTTGGCACGGGCTTTCGTGGGTGGTGGG
CCGCAGCTGCTGCATGGGGACACCATCTACAGTGGGGCCGACCGC
TATCGCCTGCACACAGCTGCTGGTGGCACCGTGCACCTGGAGATCG
GCCTGCTGCTCCGCAACTTCGACCGCTACGGCGTGGAGTGCTGAG
GGACTCTGCCTCCAAC'GTCACCACCATCCACACCCCGGACACCCAG
TGATGGGGGAGGATGGCACAGTGGTCAAGAGCACAGACTCTAGA
GACTGTCAGAGCTGACCCCAGCTAAGGCATGGCACCGCTTCTGTCC
TTTCTAGGACCTCGGGGTCCCTCTGGGCCCAGTTTCCCTATCTGTAA
ATTGGGGACAGTAAATGTATGGGGTCGCAGGGTGTTGAGTGACAG
GAGGCTGCTTAGCCACATGGGAGGTGCTCAGTAAAGGAGAGCAAT
TCTTACAGGTGTCTGCCTCCTGACCCTTCCATCCC TCAGGTGTCCTG
TTGCCCCCTCCTCCCACTGACACCCTCCGGAGGCCCCCATGTTGACA
GACCCTCTTCTCCTACCTTGTTTCCCAGCCTGACTCTCCTTCCGTTCT
GG (597 pb)

| Sequéncia
dos primers

Sitio de restricao
& de HpycHaIv
(G-800A)

- Sitio de restricao
de Bsu36/ (C-509T)

100 pb

A. Sequéncia do gene TGFB1 amplificada pelos primers da reacdo de PCR. B.

Genotipagem dos polimorfismos G-800A e C-509T em gel de poliacrilamida. L=

marcador de peso molecular (ladder), pb= pares de bases.

3.5 QUANTIFICACAO DOS NiVEIS PLASMATICOS DE TGF-B1

Analise quantitativa dos niveis de TGF-B1 plasmatica foi realizada usando o

ensaio imunoenzimatico (ELISA) usando o conjunto de ELISA Humano TGF-B1 da

BD OptEIA™ (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EUA), de acordo com as

condi¢des do fabricante. Para realizar essa analise quantitativa, uma curva padrao

para cada ensaio foi desenhada usando o padrao de proteina serialmente diluido. Os

resultados das amostras foram expressos em pg/ml e a leitura foi realizada a 450nm
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em um leitor ELISA Bio-Tek ELS 800 (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA)
dentro de 30 minutos da adicdo da solucdo de parada. Cada amostra foi lida e
executada em duplicata, e amostras que mostravam um alto coeficiente de variagcéo

(CV>5%) entre as duplicatas foram desconsideradas.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A comparacgao dos niveis plasmaticos de TGF-B1 foi realizada usando o teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, usando o software GraphPad
Prism (Versao 6.01). Para todas as analises, o nivel de significancia adotado foi p
<0,05.
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4 PRODUGAO BIBLIOGRAFICA

INCREASED TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA 1 IN BONE MARROW
PLASMA IS ASSOCIATED WITH HIGH RISK ACUTE LYMPHOBASTIC
LEUKEMIA

Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant disorder originating from a single
hematopoietic precursor committed to the B or T cell lineage. The exact cause of
leukemogenesis is unknown, but it is believed that it is the result of a combination of
environmental and genetic factors. The transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) is
a pleotropic cytokine that regulates immunomodulation and hematologic cell
proliferation. The gene that codes for TGF-B1 contains two polymorphisms, rs1800468
(G-800A) and rs1800469 (C-509T), presenting suggestive roles as risk and prognosis
maskers in cancer. These polymorphisms have been noted as potential markers
associated with cancer and other diseases. The present study evaluated
polymorphisms of the TGFB1 and plasma levels of TGF-B1 in 39 ALL patients.
Analysis of genetic polymorphisms was performed by polymerase chain reaction
method by evaluation of restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), and
TGF-B1 plasma levels were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). In protein expression analysis, the polymorphisms of promoter region were
not associated to changes of TGF-B1 plasma concentration. However, patients with
ALL-T showed significantly increased mean TGF-B1 concentration when compared to
ALL-B (p=0.0111), which could be of great importance in leukemia pathophysiology
and a possible molecular marker of prognosis. Therefore, further studies with a larger
number of patients should be conducted to investigate the plasma levels of TGF-B1 in
patients with ALL-T.

Keywords: ALL; TGF-B1; Genetic Variants; Genetic Polymorphism.
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INTRODUCTION

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is a malignant disorder that develops from
a single hematopoietic cell with a genetic mutation involving genes related to the
differentiation of B or T lymphocytes. This alteration prevents the maturation and
multiplication of the transformed cell (1). The Brazilian estimation, conducted by the
National Cancer Institute, forecasts for the years 2023 to 2025 approximately 11,540
new cases of leukemia per year, 6,250 in men and 5,290 in women (2).

The Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) family plays a fundamental role
in many physiological and pathological processes, controlling the growth and
differentiation of various cell types. The cytokine TGF-B1 has a multifunctional action,
being able to regulate cell growth, differentiation, apoptosis, motility, invasion,
extracellular matrix production, angiogenesis and immune response (6). Dysregulation
of the TGF-B1 signaling pathway has been associated with tumor transformation (7).

It is widely accepted that genetic polymorphisms or sequence variants are
commonly found throughout the human genome and can be linked to the development
of certain diseases and/or prognosis. Consequently, these variations can lead to
altered gene function, which can be used to predict the probability of a particular
condition (8). Two polymorphisms, rs1800468 and rs1800469, located at positions -
800 and -509 from the start codon, respectively, have been identified and may have
important effects on the role of TGFB1 gene. In ALL, their implications have been
suggested but conclusions are still unclear (9).

Moreover, in the context of malignant neoplasia, aberrant TGF-B1 signaling has
been linked to tumor initiation, progression, and metastasis (Baba et al, 2022). TGF-
B1 acts as a double-edged sword in cancer biology (Akhurst et al, 2001), and
specifically in acute leukemias, the dysregulation of TGF-B1 signaling pathways has
been implicated in leukemogenesis and disease progression (Bewersdorf et al, 2019;
Furler et al, 2018). Research indicates that TGF-B1 can contribute to the escape of
leukemic cells from immune surveillance (Rouce et al, 2016) and promote a
microenvironment favorable for leukemia cell survival and growth (Baba et al, 2022;
Zhang et al, 2021).

ALL is a type of cancer that demonstrates complexity from pathogenesis to
establishment of diagnosis and treatment. Furthermore, several intrinsic factors can

influence the course of the disease. Therefore, it is necessary to investigate molecules,
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such as growth factors, to understand some of the pathogenesis of ALL and perhaps
find a biomarker that may be related to susceptibility or prognosis.

Here we observed a lack of association between rs 1800468 and rs 1800469
with prognostic factors in ALL. However, increasing TGFB1 levels in bone marrow
plasma were found in high risk compared to low-risk patients. It is implications in ALL
pathogenesis were further explored plasma levels of TGF-B1 protein in the

pathogenesis of childhood and adolescent acute ALL.

MATERIALS AND METHODS

Study population

After approval by the Human Ethics Committee of the State University of
Londrina (CAAE n° 164.0.268.000-09). Informed consent was obtained from all
individuals (or their guardians) included in the study. Bone marrow (2 mL) was
collected from patients between 1 and 16 years old from 2014 to 2018, diagnosed with
ALL treated at the Londrina Cancer Hospital (LCH), Parana, Brazil. Patient diagnoses
were based on LCH Division of Hematology/Oncology guidelines; the risk of relapse
was classified based on the BFM Protocol (Berlin-Frankfurt-Munich — 2009) (10, 11).

Obtaining Bone Marrow

Bone marrow samples were collected in EDTA tubes. This examination was
carried out at the HCL Surgical Center by an oncopediatric hematologist. The
examination was carried out with the child sedated (performed by an anesthetist from
the same hospital) and the puncture was performed with a fine-caliber needle in the
posterior iliac crest. With the aid of a syringe, the BM was aspirated, and local
compression was performed immediately after aspiration. The sample was centrifuged
at 25009 for 15 minutes, and the plasma was separated and stored at -80 oC for ELISA

assays.

Genomic DNA extraction

Genomic DNA was extracted from bone marrow by Biopur Mini Spin Plus Kit
(Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brazil), according to manufacturer’s instructions. DNA
was eluated in 50 pL of elution buffer and quantified by NanoDrop 2000c®
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Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, USA), at wavelength of

260/280 to indicate DNA concentration and purity.

TGFB1 genotyping

Analysis of two polymorphisms in TGFB1 (rs1800468 and rs1800469) was
performed by polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length
polymorphism (RFLP) as per prior studies (8, 9, 12). All PCR reagents were obtained
from Invitrogen™ (Carlsbad, CA, USA). All restriction enzymes were provided by New
England Biolabs® (Ipswich, USA). Restriction fragments were then analyzed by

electrophoresis on a 10% polyacrylamide gel and stained with silver nitrate.

Bone marrow plasma TGFB1 quantification

Analysis was performed on bone marrow, using BD OptEIA™ Human TGF-B1
Set (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA). Briefly, blood plasma from each
patient was added into the precoated plate with monoclonal anti-human TGF-B1. The
results were expressed in ng/ml. Each sample was assayed in two biological replicates.
Data was performed using the analytical curve-fitting software Gen5 (BioTek,

Instrument Corporation, VT, EUA).

Statistical analysis
The comparison of plasma TGF-B levels was performed using the
nonparametric Mann-Whitney test and Kruskal-Wallis, using GraphPad Prism software

(Version 6.01). For all analyses, the significance level adopted was p <0.05.

3 RESULTS

A total of 39 children and adolescents diagnosed with ALL were included in the
present work. The ALL group was divided into two subsets: 33 ALL-B carriers and 6
ALL-T carriers. The clinical-pathological parameters of the patients in each ALL group

are shown in Table 1.
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Table 1. Distribution of clinical pathological parameters of patients with ALL.

Parameters ALL ALL-B ALL-T
Age
Mean (SD) 7 (5) 7 (5) 8 (5)
Median (IQR) 7(9) 6 (7) 9 (10)
21e<9][n(%)] 23 (59.0) 20 (60.6) 3 (50.0)
<1e29[n (%)] 16 (41.0) 13 (39.4) 3 (50.0)
Sex [n (%)]
Female 18 (46.1) 15 (45.5) 3 (50.0)
Male 21 (53.9) 18 (54.5) 3 (50.0)
Group of risk [n (%)]
Low Risk (LR) 10 (25.6) 10 (30.3) 0 (0.0)
High Risk (HR) 29 (74.4) 23 (69.7) 6 (100.0)
Relapse [n (%)]
Yes 14 (35.9) 12 (36.4) 2 (33.3)
No 25 (64.1) 21 (63.6) 4 (66.7)

SD: Standard deviation; IQR: interquartile range
By analyzing the genotypic and allelic distribution of polymorphisms in the

TGFB1 gene, as shown in Table 2, we can observe that the GG genotype was the
most predominant for the polymorphism rs1800468, with the G allele being the most
frequent compared to the A allele. It was not possible to observe in the analyzed cohort
the presence of the mutated genotype in homozygosity (AA). Regarding the rs1800469
polymorphism, the CT genotype was more frequent than the CC and TT genotypes.
Regarding allelic frequency, the C allele was the most common compared to the T

allele.

Table 2. Allele and genotype frequencies of the rs1800468 and rs1800469
polymorphisms in ALL patients.

ALL [n (%)]

TGF-B1
ALL ALL-B ALL-T
Genotypes
GG 36 (92.3) 30(90.9) 6 (100.0)
GA 3(7.7) 3(9.1) 0 (0.0)
rs1800468 Alelle frequency
G 12
75(96.1) 63 (95.5) (100.0)
A 3(3.9) 3(4.5) 0 (0.0)
Genotypes
CcC 16 (41.0) 15(45.4) 1(16.7)
CT 19 (48.7) 15(45.4) 4 (66.6)
rs1800469 TT 4 (10.3) 3(9.2) 1(16.7)
Alelle frequency
C 51(68.0) 45(68.2) 6 (50.0)
T 24 (32.0) 21(31.8) 6 (50.0)
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In this study, a comparison of bone marrow plasma levels of TGF-B1 with some
clinicopathological characteristics of patients with ALL was also carried out, as shown
in Figure 1, with no significant difference observed between ALL-T and ALL-B patients,
survival and relapse. However, it was observed that patients classified as high risk had

higher plasma levels of TGF-B1 compared to low-risk patients (p=0.0111) (Figure 1B).

A 10000+ p =0.8681 B 10000~ p=0.0111
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Figure 1 — TGFB1 plasma levels in ALL patients. A) TGFB1 bone marrow plasma
levels in ALL patients classified by ALL type B) risk of relapse. C) survival. D) and
relapse.

Moreover, TGFB1 plasma levels were compared between genotypes of TGFB1
(rs1800468 and rs1800469) polymorphisms, and no differences were detected, as

shown in Figure 2.
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Figure 2 - Comparison of TGF-B1 plasma levels with TGFB1

polymorphism genotypes
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A) TGF-B1 bone marrow plasma levels according to rs1800468 TGFB1
polymorphisms in patients with ALL. B) TGF-B1 concentration in rs1800469

genotypes. ALL: acute lymphoblastic leukemia

4 DISCUSSION

In this work, a higher number of patients in the age range of 1 to 8 years was
verified. Regarding the sex of the individuals, for ALL-general, the male sex was slightly
predominant among the patients, however, the frequency for both sexes was similar
for the ALL-B and ALL-T groups. According to Ries, Smith (13), the peak incidence of
ALL occurs in the age range of 2 to 5 years, being more common in boys than in girls.
Regarding the distribution of the general ALL patients, 84.6% (33/39) patients
correspond to the ALL-B group and 15.4% (6/39) ALL-T. Values that are similar to
those found in the literature, in which the distribution of ALL was primarily of the B cell
lineage (85%) followed by the T cell lineage (10-15%) (14).

In relation to the genotypic and allelic frequency of the rs1800468 and
rs1800469 polymorphism of the TGF-B1 gene the present study corroborates with
previous studies and existing databases. In a case-control study conducted by Dai,
Gast (15), which carried out the analysis of several polymorphisms in the TGFB1 gene
in patients with ALL, the CC and CT genotypes of the rs1800469 were found to be the
most frequent compared to the homozygous mutated genotype for both groups. In
another study by Sakaguchi, Amarante (9), the genotypic frequencies of the rs1800469
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CC, CT and TT were respectively 37.5%, 47.1% and 15.4% in ALL patients. In addition
to this polymorphism, rs1800468 was also evaluated and the observed proportions
were 90.4% for the GG genotype and 9.6% for the GA, and the AA genotype was also
observed to be absent in Brazilian patients with ALL.

Considering the involvement of the polymorphisms of the TGFB1 promoter
region with the plasma protein levels in the bone marrow, no association was observed
with the genotypes of the polymorphisms rs1800468 and rs1800469. Similar results
were observed in the work of Sakaguchi, Amarante (9), who evaluated plasma levels
in the peripheral blood of patients with diagnosis of ALL and healthy children and
adolescents. Therefore, it is difficult to conclude whether the polymorphisms have
functional roles in TGF-B1 plasma expression due to the limited number of patients
included in this study.

The influence of TGF-B1 secretion on cancer is another parameter to be
investigated, in addition to the analysis of gene polymorphisms. Studies show that
TGF-B1 can have variable behavior depending on the type of tumor (16). The plasma
levels of TGF-B1 were observed to be elevated in breast cancer, pancreatic, hepatic,
renal and prostate tumors (17-22). In relation to hematological neoplasms, the results
have been demonstrated to be contradictory. Two studies observed a significant
decrease in plasma levels of TGF-B1 in patients diagnosed with multiple myeloma.
However, an increase in plasma cytokine concentration was observed in patients
diagnosed with myelodysplastic syndrome, myelofibrosis, essential thrombocytopenia,
and idiopathic myelofibrosis, and in patients with non-Hodgkin's lymphoma (NHL) (23-
26).

Notably, Al-Mowallad, Carr (27) did not find a significant difference in plasma
concentration of TGF-B1 in patients diagnosed with ALL. In contrast to these findings,
a study by Sakaguchi, Amarante (9) observed that ALL patients showed significantly
lower plasma levels of TGF-B1 when compared to controls. This finding is consistent
with Wu, Chen (28), who observed that serum TGF-B1 levels were decreased in acute
leukemia patients, returned to normal in those who achieved complete remission, and
decreased again in those who had a recurrence. Interestingly, in our work it was
possible to observe that in patients diagnosed with ALL-T have higher plasmatic levels
of TGF-B1 compared to patients with ALL-B.

Our results may suggest that TGF-B1 levels are higher in ALL-T compared to

ALL-B, which could be of great importance in leukemia pathophysiology and a possible
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molecular marker of prognosis. Therefore, further studies should be conducted,
assessing a larger number of patients, to investigate the plasma levels of TGF-B1 in
patients with ALL-T.
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5 CONCLUSAO

Nao foi observada correlagao entre os polimorfismos rs1800468 e rs1800469
do TGFB1 e os niveis plasmaticos de TGF-B1, sugerindo que estas variagdes
genéticas ndo alteram a quantidade da citocina presente na medula.

Os niveis plasmaticos de TGF-B1 foram estatisticamente diferentes entre os
grupos LLA-B e LLA-T, sendo que na LLA-B os niveis eram significativamente
maiores que na LLA-T (p=0,011);

Apesar de necessitar de mais investigagdes, € possivel supor que os valores

plasmaticos de TGF-B1 possam servir como um marcador prognostico da LLA.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Implicagdes Prognoésticas e Terapéuticas de Marcadores Genéticos e Imunoldgicos no
Cancer

Pesquisador: Maria Angelica Ehara Watanabe

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 6

CAAE: 73557317.0.0000.5231

Instituicdo Proponente: Programa de PG em Patologia Experimental
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.638.782

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo vinculado ao Programa de Pés Graduacdo em Patologia Experimental/UEL. Segundo a
pesquisadora o cancer ocorre decorrente da proliferacdo descontrolada das células devido a varios
fatores,sejam eles ambientais ou genéticos, que podem culminar com invasao tecidual préxima ao tumor
primério ou até mesmo o desenvolvimento de metastases. Trata-se de uma doenga complexa, heterogénea,
e sua evolucao é dependente da interagao tumor-hospedeiro. O conhecimento sobre os diferentes tipos de
tumores tem sido muito explorado mas o grande desafio da oncologia tem sido o entendimento dos
mecanismos moleculares que envolvem estes tumores malignos. Dentro deste contexto, os aspectos
imunoloégicos, moleculares e epigenéticos, das citocinas e dos receptores de quimiocinas e receptores de
citocinas, dos genes JAK2, ROR e p53, e também das enzimas de metabolizagdo foram os

temas escolhidos para serem abordados neste projeto, uma vez que todos estes parametros podem ter
relevancia clinica e também constituirem alvos promissores que no futuro podem ser valiosos na avaliacédo
do prognostico e no delineamento terapéutico. A pesquisa sera realizada no Laboratério de Polimorfismos
DNA e Imunologia, Departamento de Ciéncias Patol6gicas,Centro de Ciéncias Biologicas da UEL. Serdo
selecionadas um total de 1150 amostras provenientes do Hospital de Cancer de Londrina: - 300 Amostras
de tecido normal e tumoral de pacientes
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diagnosticadas com cancer de mama, cancer de laringe, cancer colorretal, meduloblastoma, neuroblastoma
e tumor adrenocortical. A realizagdo do ensaio de imuno-histoquimica. Essas andlises serdo realizadas no
Laboratério de Polimorfismos DNA e Imunologia da

UEL. - 200 Amostras de tecido tumoral e saudavel a fresco, de pacientes diagnosticados com cancer de
mama, laringe e colorretal, provenientes de cirurgia para excisdo do tumor do mesmo hospital para extragao
de DNA, RNA e sobrenadante. - 300 Amostras de sangue de pacientes diagnosticadas com cancer de
mama, cancer de laringe e cancer colorretal e tumores pediatricos, que serao coletadas para obtencédo de
DNA, RNA e plasma para estudos de polimorfismos genéticos, expressao génica e proteica. - 50 Amostras
de medula de pacientes pediatricos diagnosticados com leucemias agudas (linféide e mieldide) para
extracdo de RNA e plasma. - 300 Amostras de sangue periférico e/ou saliva de controles saudaveis, sem
historico de neoplasia, para extragdo de DNA, RNA e plasma. Serao realizados analise de PCR-RFLP para
estudo das variantes alélicas polimoérficas, analise de imunohistoquimica, andlise da expressao génica por
PCR quantitativo, analise da Expressao Proteica por ELISA. Os participantes da pesquisa serao convidados
a participar do estudo durante o atendimento clinico no Servico de Oncologia do Hospital do Cancer de
Londrina. No grupo caso serao incluidas todos os pacientes que tiverem diagndstico para cancer de mama,
cancer laringe e cancer colorretal e tumores pediatricos. E no grupo controle serdo incluidos individuos
saudaveis sem histérico de neoplasias, doengas autoimunes e infecgées. Serdo excluidos pacientes com
doencas infecciosas ou autoimunes.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

- Avaliar a presenca dos polimorfismos genéticos, expressao génica e expressdo proteica do fator de
transcrigdo FOXP3, das citocinas TGFB1, IL10, IL12A, IL35 IL1B, TNFa e INFg, das quimiocinas CXCL12 e
CCL5, das proteinas SMAD, IGF1, CTLA4, dos receptores de quimiocinas CXCR4, CXCR7 e CCR5 e
receptores de citocinas TRII, TRIIl, GIPR, IL1RN e IL7R, dos genes JAK2, ROR e p53, e também das
enzimas de metabolizacdo NQOI, GSTT1 e GSTM1, no tecido tumoral e normal, e no sangue periférico dos
pacientes com cancer de mama, laringe e colorretal e nos tumores pediatricos.

Objetivos Secundarios:

» Detectar a presenca dos polimorfismos genéticos do FOXP3, TGF, IL10, IL12A, IL35 IL1B, TNFa e INF
gama, das quimiocinas CXCL12 e CCL5 dos receptores de quimiocinas CXCR4, CXCR7 e CCR5 e
receptores de citocinas TRII, TRIII, GIPR, IL1RN e IL7R, dos genes JAK2, ROR e p53, e também das
enzimas de metabolizacdo NQOI, GSTT1 e GSTM1 nos DNAs extraidos do cancer de mama, cancer
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de célon, tumores de laringe e cancer colorretal e para os tumores pediatricos (tumor de Wilms,
meduloblastoma, neuroblastoma, leucemias agudas, linfomas e tumor adrenocortical).

» Avaliar a expressao génica dos genes acima citados por PCR quantitativo.

. Realizar imunohistoquimica para FOXP3, TGFb1, IL10, IL12A, IL35 IL1B, CXCL12 CCLS5,
SMAD,CXCR4,CCR5, p53 nos tecidos tumoral e saudavel fixados em formalina tamponada e embebido em
parafina, para avaliar a expressao proteica.

» Avaliar a expressao proteica por ELISA dos genes CXCL12, TGF-, FOXP3, CCL5 e INF gama.

» Avaliar a influéncia dos polimorfismos genéticos na expressao génica e proteica desses genes.

» Comparar a frequéncia alélica dos polimorfismos dos genes supracitados e compara-los com os dados
clinicopatolégicos dos pacientes com os diferentes tipos de cancer

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo a pesquisadora o risco que os participantes da pesquisa podem ter neste projeto & quanto ao
desconforto na hora da coleta de sangue periférico, porém a coleta sera efetuada por profissional habilitado
seguindo-se todas as normas de biosseguranga, e caso ocorra algum tipo de desconforto o participante sera
prontamente atendido e amparado pelos coletores responsaveis. O estudo nao trara beneficios diretos aos
participantes, mas pretende-se obter marcadores que possam fornecer subsidios adicionais de auxilio
progndstico e delineamento terapéutico de pacientes com cancer de mama, cancer laringe e cancer
colorretal e tumores pediatricos. Espera-se também obter uma integracdao maior entre as instituicoes
colaboradoras, Universidade Estadual de Londrina e Hospital do Cancer de Londrina. O envolvimento de
pesquisadores colaboradores permitira a formagao de profissionais qualificados para atuarem nas areas de
Imunologia e Genética do cancer, disseminando o conhecimento. Pretende-se contribuir com um maior
conhecimento dos mecanismos envolvidos com a patogénese das doencgas acima referidas e futuramente
com a melhoria na qualidade de vida dos pacientes, através da inclusdo de marcadores que, de alguma
forma, possam ser aplicados futuramente na pratica clinica

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
O estudo é relevante.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

A pesquisadora apresentou folha de rosto devidamente assinada pelo Coordenador do Programa de Pds
Graduacao em Patologia Experimental, cronograma adequado e orgcamento detalhado. Apresentou 04
modelos de TCLE adequados em forma de convite (adultos e criangas caso e adulto
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e criangas controle saudaveis). Apresentou ainda termo de autorizagdo do hospital e declaragao de 02
bioquimicas responsaveis pelas coletas das amostras.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Trata se de emenda de projeto ja aprovado. Justificativa da Emenda: Inclusdo de metodologia: Sera
realizado questionario aos pacientes e participantes saudaveis do projeto intitulado “Implicagées
Prognésticas e Terapéuticas de Marcadores Genéticos e Imunolégicos Cancer”. O TCLE foi readequado
com a inclusdo do questionario.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_111024| 25/04/2018 Aceito
do Projeto 2_E4.pdf 10:46:20
TCLE /Termos de |2_TCLE_controles_saudaveis_criancas.| 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / pdf 10:45:28 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de |3_TCLE_criancas.pdf 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / 10:44:43 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de |4_TCLE_pacientes_adultos.pdf 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / 10:43:35 [Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termosde |1_TCLE_controles_saudaveis_adultos.p| 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / df 10:42:37 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
QOutros adendo_anamnese.doc 09/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
14:04:18 [Watanabe

Outros anamnese.doc 09/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
14:00:50 | Watanabe

Outros adendo_APOBEC.pdf 08/03/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
22:07:23 | Watanabe

Outros Emenda.docx 29/11/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
16:03:16 | Watanabe

Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 24/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
16:01:36 [ Watanabe
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Cronograma 9_cronograma.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
15:57:583 | Watanabe

Projeto Detalhado / |8_Projeto_Cancer_2017.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito

Brochura 15:30:16 |Watanabe

Investigador

Outros 6_Declaracao_HCL.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
15:29:565 | Watanabe

Declaracgéo de 7_Termo_responsabilidade_coleta.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito

Pesquisadores 15:24:58 | Watanabe

Declaragao de 5_Termo_de_Confidencialidade_e_Sigil | 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito

Pesquisadores o.pdf 15:22:23 | Watanabe

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Enderego: LABESC - Sal

Bairro: Campus Universitario
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Assinado por:

Rosana Lopes
(Coordenador)

la 14

CEP: 86.057-970
LONDRINA

E-mail:

cep268 @uel.br

Pagina 05 de 05




56

ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

i

= = Universidade Estadual de Londrina

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Informacoes sobre a pesquisa:

Vocé esta sendo convidada (o a participar, como voluntaria (0), da pesquisa intitulada “Estudo
de marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunolégicos em cincer”, que tem por
objetivo analisar determinados tipos de moléculas que podem influenciar na imunidade da paciente.
Vocé sera esclarecida (o) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Sua participagdo ndo é
obrigatdria e, a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento, sem
que isso acarrete qualquer penalidade.

Procedimentos do Estudo:
Os procedimentos da pesquisa envolvem a obten¢do de SmL de sangue periférico para analise

das células e moléculas do sistema imunologico.

Confidencialidade da Pesquisa

As informagdes obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participag¢do. Os dados nao serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificagao.

A amostra de sangue obtidos sera utilizada para obten¢do de DNA e RNA para a realizagdo
deste projeto. A participagdo no estudo ndo acarretara custos para vocé€ e nao haverd nehuma
compensacao financeira adicional. A coordenadora do projeto ¢ a Prof®. Dr* Maria Angelica Ehara
Watanabe, que pode ser encontrada no enderego: Rod. Celso Garcia Cid, 445, Departamento de Ciéncias
Patolégicas, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86051-970, Tel
/ Fax: (43) 3371-5629, como também procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n°® 60, ou no telefone 3371
—2490.

Pesquisador Responsavel

RG::

Consentimento livre esclarecido e informado:

Eu, , RG , declaro
que estou de acordo com as informagdes contidas neste documento, fui devidamente esclarecido pelo

pesquisador (es) dos objetivos e procedimentos da pesquisa de maneira clara e detalhada, e esclareci
minhas davidas. Concordo em participar voluntariamente desse estudo permitindo a coleta do sangue
do meu filho (a), sendo que poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizos no meu atendimento neste projeto.

Londrina, de , 20

Assinatura do responsavel (ou representante legal):




