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Guimaraes Rosa
RESUMO

O glioblastoma (GBM) é um tumor neuroldgico com prognostico desfavoravel devido a sua
heterogeneidade molecular e portanto, os pacientes raramente respondem ao tratamento
preconizado, justificando-se a busca por novas alternativas terapéuticas. O KPF modula a via
NF-kB, constitutivamente alterada no GBM. O objetivo do estudo foi validar os papéis dos
diferentes genotipos das variantes de nucleotideos Unicas (SNVs) (rs76276169T>C) e
(rs2229714G>A), localizadas na regido 3’UTR dos genes PARG e RSK1, envolvidos na
modulacédo da via NF-kB. Em seguida, foi avaliado a eficacia antitumoral e inibitdria da via NF-
kB pelo extrato rico no flavonoide kaempferol (KPF), obtido da flor de Sophora japonica antes
(SJ) e depois (SJ-b) de uma reacdo de bioconversdo. Os gendtipos das referidas SNVs foram
identificados pela RT-PCR em 101 amostras de DNAs de tecido tumoral de pacientes com GBM
e 254 amostras de DNAs de sangue periférico de individuos saudaveis. As frequéncias dos
genotipos selvagens (TT) (59,00 vs. 38,20, P-valor<0,001) e (GG) (61,50 vs. 32,50, P-valor
<0,001) para as SNVs rs76276169 e rs2229714 foram maiores no grupo de pacientes que em
controles com risco aumentado para 0 GBM [OR: 2,33 (1C95%:1,45-3,73) e [OR: 3,33
(1C95%:2,01-5,50). Ainda, as frequéncias dos alelos (T) (79,50 vs. 69,10, P-valor<0,001) e (G)
(79,70 vs. 54,10, P-valor<0,001) foram aumentadas nos pacientes com risco significativo para a
doenca [OR:1,74 (1C95%:1,17-2,57) e [OR: 3,33 (1C95%:2,24-4,96), respectivamente. A acdo
dos extratos SJ e SJ-b foram avaliados utilizando as linhagens de astrocitoma grau 111 (NG-97) e
de GBM (U251). O ensaio de viabilidade pelo método de MTT evidenciou viabilidade celular de
50% (IC50) de 800uM (SJ) e 600uM (SJ-b) para linhagem NG97, e 1800 uM para linhagem
U251 para ambos os extratos apos 72h de exposicao. Efeito sinérgico foi observado quando
TMZ+SJ ou TMZ+SJ-b foram avaliados por MTT nas células de gliomas. Apds 24h, ambos 0s
extratos de SJ e SJ-b inibiram significativamente a migracéo e proliferacdo celular pelos ensaios
de Wound-healing e de exclusdo pelo corante azul tripan. Também foi observado inducédo a
apoptose das células tumorais pelos ensaios de fragmentacdo de DNA e citometria de fluxo,
especialmente na linhagem menos resistente a TMZ, NG-97. O ensaio de citometria também
evidenciou parada do ciclo celular em S e G2/M nas linhagens estudadas, sendo mais
significativo na célula U251, promovida pelos extratos. A expressdo relativa de MMP-9 também
foi modulada negativamente nas células expostas aos extratos na presenca ou ndo de 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) estimulador da migracdo. Ainda, 0s extratos inibiram
significativamente a proliferacdo de células-tronco de glioma, apds 24h pelo ensaio de formacéo
de esferas. E os ensaios de gPCR e luciferase demonstraram que SJ e SJ-b inibiram a expresséo
relativa dos genes TRAF6, IRAK2, IL-18 e TNF-a, indicando um efeito inibitorio na via NF-kB.
Os resultados sugerem que o genétipo ancestral de ambas as SNVs contribuem para a
suscetibilidade ao GBM. Além disso, foi observado que SJ e SJ-b apresentam efeito antitumoral
em células de gliomas de alto grau pela inibicéo da proliferacdo celular, inducdo de apoptose e
modulacgéo da via NF-kB.

Palavras-chave: Glioblastoma. Gliomas. NF-kB. Sophora japonica.
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ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is a neurological tumor with an unfavorable prognosis due to its molecular
heterogeneity and, therefore, patients rarely respond to the recommended treatment, justifying the
search for new therapeutic alternatives. KPF modulates the NF-kB pathway, constitutively altered
in GBM. The aim of the study was to validate the roles of different genotypes of single nucleotide
variants (SNVs) (rs76276169T>C) and (rs2229714G>A), located in the 3'UTR region of the
PARG and RSK1 genes, involved in the modulation of the NF- kB. Then, the antitumor and
inhibitory efficacy of the NF-kB pathway was evaluated by the extract rich in the flavonoid
kaempferol (KPF), obtained from the Sophora japonica flower before (SJ) and after (SJ-b) a
bioconversion reaction. The genotypes of these SNVs were identified by RT-PCR in 101 DNA
samples from tumor tissue from patients with GBM and 254 DNA samples from peripheral blood
from healthy individuals. Frequencies of wild-type (TT) (59.00 vs. 38.20, P-value<0.001) and
(GG) (61.50 vs. 32.50, P-value <0.001) genotypes for SNVs rs76276169 and rs2229714 were
higher in the group of patients than in controls at increased risk for GBM [OR: 2.33 (95% CI: 1.45-
3.73) and [OR: 3.33 (95% CI: 2.01-5. 50). Furthermore, the frequencies of alleles (T) (79.50 vs.
69.10, P-value<0.001) and (G) (79.70 vs. 54.10, P-value<0.001) were increased in patients with
significant risk for the disease [OR:1.74 (95%CI:1.17-2.57) and [OR: 3.33 (95%CIl:2.24-4.96),
respectively. The action of SJ and SJ-b extracts were evaluated using grade I11 astrocytoma (NG-
97) and GBM (U251) strains. The viability assay by the MTT method showed cell viability of 50%
(IC50) of 800uM (SJ) and 600uM (SJ-b) for NG97 strain, and 1800 uM for U251 strain for both
extracts after 72h of exposure. Synergistic effect was observed when TMZ+SJ or TMZ+SJ-b were
evaluated by MTT in glioma cells. After 24h, both SJ and SJ-b extracts significantly inhibited cell
migration and proliferation by Wound-healing and trypan blue dye exclusion assays. Induction of
tumor cell apoptosis by DNA fragmentation and flow cytometry assays was also observed,
especially in the less resistant strain to TMZ, NG-97. The cytometry assay also showed cell cycle
arrest in S and G2/M in the strains studied, being more significant in the U251 cell, promoted by
the extracts. The relative expression of MMP-9 was also negatively modulated in cells exposed to
the extracts in the presence or absence of 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), a
migration stimulator. Furthermore, the extracts significantly inhibited the proliferation of glioma
stem cells after 24h by the sphere formation assay. And gPCR and luciferase assays demonstrated
that SJ and SJ-b inhibited the relative expression of the TRAF6, IRAK2, IL-/ and TNF-a genes,
indicating an inhibitory effect on the NF-kB pathway. The results suggest that the ancestral
genotype of both SNVs contribute to GBM susceptibility. Furthermore, it was observed that SJ
and SJ-b have antitumor effects in high-grade glioma cells by inhibiting cell proliferation, inducing
apoptosis and modulating the NF-kB pathway.

Keywords: Glioblastoma. Glioma. NF-kB. Sophora japonica.
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1. INTRODUCAO
1.1.Incidéncia dos Tumores do Sistema Nervoso Central (SNC)

Os tumores do SNC correspondem a aproximadamente 2% de todas as neoplasias
(WORLD CANCER REPORT, 2014; FERLAY et al, 2019). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima que entre os anos de 2020 - 2025 ocorrerédo 336.000 novos casos de tumores no
SNC no mundo (GLOBOCAN, 2020). Nos Estados Unidos da América (EUA), a Sociedade
Americana do Cancer estimou cerca de 24.530 tumores malignos do SNC para o ano de 2021
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021). No Brasil, estimou-se 11.100 novos casos de
tumores do SNC para o triénio 2020-2022 (INCA, 2020). Ainda, a incidéncia do cancer do SNC
no Brasil é maior na regido Sudeste com cerca de 4.550 casos em 2020 (INCA, 2020). Além
disso, os tumores do SNC sdo responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade, sendo
que se espera que dos 336.000 casos diagnosticados mundialmente, 277.000 irdo evoluir para
0 6bito (GLOBOCAN, 2020).

1.2.Incidéncia dos gliomas

Os gliomas sdo os tumores cerebrais malignos primarios mais comuns em adultos,
correspondendo a aproximadamente 70% dos casos de tumores cerebrais (MIRANDA-FILHO
et al 2017). Séo divididos em trés subtipos de acordo com as caracteristicas histopatoldgicas
em astrocitomas, oligodendrogliomas e ependimomas (LOUIS et al., 2016). Podem acometer
qualquer parte do SNC, principalmente o cérebro, a partir de alteracdes moleculares nas células
da glia (OSTROM et al, 2013). A incidéncia dos gliomas varia globalmente, entre 4,67 e 5,73
por 100.000 individuos (LARJAVAARA et al 2007; GOUSIAS et al 2009). Por serem pouco
responsivos ao tratamento estabelecido e comumente diagnosticados em estagios avangados, 0s
pacientes apresentam uma baixa sobrevida, em torno de 5 anos apos o diagndstico (OSTROM
et al 2014). Além disso, dentre os gliomas, os astrocitomas sdo 0s tumores mais frequentes,
constituindo cerca de 30% dos casos, sendo a incidéncia principalmente apds os 50 anos de
idade. Ainda, o glioblastoma (GBM), o mais frequente e maligno dos astrocitomas, apresenta
uma incidéncia média de 5-7 casos por 100.000 individuos e, apesar de inimeros avangos no
diagnostico e tratamento desses tumores, seu prognostico permanece ainda bastante limitado
com média de sobrevivéncia entre 10 e 15 meses apds o diagndstico, sendo que apenas 0,05%

a 4,7% dos pacientes sobrevivem até 5 anos apds o diagndstico (PHILIPS, 2018).
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1.3.Classificagdo dos tumores do SNC

OrganizacGes como a Unido Internacional contra o Céncer (UICC.,1965), o Atlas de
Histologia de Tumores Cerebrais (ZULCH., 1971), o Atlas de Patologia Neurocirargica
(ZULCH., 1975) e o Fasciculo do Instituto Americano de Patologia das Forgcas Armadas (AFIP)
(KERNOHAN e SAYRE., 1952) trabalharam na tentativa de estabelecer uma nomenclatura
para a classificacdo dos tumores do SNC internacionalmente aceita; entretanto, com
reconhecimento limitado (KERNOHAN e SAYRE., 1952). Em 1979, a OMS publicou pela
primeira vez o sistema de classificagio WHO System (“blue books™), abrangendo todos os
tumores do SNC. Desde entdo, véarias revisbes foram publicadas e reconhecidas
internacionalmente (ZULCH, 1979; KLEIHUES; BURGER; SCHEITHAUER, 1993;
KLEIHUES e CAVENEE, 2002; LOUIS et al., 2007; LOUIS et al., 2016; LOUIS et al., 2021).
A classificacdo da OMS dos tumores do SNC foi fortemente influenciada pelos avancos
anteriormente alcangados pela AFIP (SCHEITHAUER., 2009).

A OMS baseia-se em caracteristicas histopatoldgicas para a classificacdo dos tumores do
SNC, contudo desde a 42 edi¢do em 2016, parametros moleculares foram também inseridos e
na 5% edicdo em 2021, estes parametros foram elevados acima das caracteristicas
histopatoldgicas (GAILLARD., 2022). Além disso, a abordagem atual gera uma classificacdo
bastante heterogénea uma vez que, alguns tumores pouco elucidados molecularmente, ainda
permanecem sendo classificados de acordo com caracteristicas histoldgicas. Desta forma, a 52
edicdo enfatiza a importancia do diagndéstico integrado, histolégico e molecular combinados

(LOUIS et al., 2021), conforme apresentado no anexo 1.

A 52 edicdo categoriza os tumores do SNC em 20 grandes areas (Anexo 2), e atribui uma
classificacdo clinicopatoldgica entre 1 a 4, considerando-se a histdria natural esperada para cada
tipo. Esta classificacdo foi estabelecida quando havia poucas terapias eficazes disponiveis.
Atualmente, as terapias empregadas quase sempre influenciam a sobrevida global, ndo sendo
possivel utilizar a histéria natural para cada tipo de tumor, tornando em grande parte dos casos,
0s graus atribuidos para os tumores do SNC, pouco representativos (LOUIS et al.,2021). A 52
edicdo questiona a atribuicdo de graus para cada tipo de tumor, uma vez que, pacientes com
tumores localizados em regides menos criticas e com disponibilidade a terapias possivelmente
eficazes, ainda que possuam uma classificacdo clinicopatoldgica desfavoravel, podem
apresentar bom prognostico. Assim, pacientes com diagnostico de meduloblastoma com a via
WNT ativa possui classificacdo clinicopatoldgica grau 4; entretanto, se tratado, quase todos 0s

pacientes apresentam sobrevida a longo prazo, e melhor prognéstico comparado a todos 0s
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demais meduloblastomas também classificados como grau 4 (LOUIS et al.,2021).
1.4.Classificagéo dos astrocitomas

A 42 edicdo de classificacdo dos tumores do SNC considerava 0s astrocitomas em
astrocitoma pilocitico (grau 1), astrocitoma difuso (grau 2), astrocitoma anaplasico (grau 3) e
glioblastoma (GBM) (grau 4), sendo este Gltimo dividido em GBM primério e secundario,
dependendo da auséncia ou presenca de muta¢do missense, uma mutacao pontual em um Unico
nucleotideo com consequente mudanga em um aminoacido na proteina decorrente, no éxon 4
dos genes isocitrato desidrogenase 1 e 2 (IDH1 e IDH2), mais especificamente nos codons 132
e 172, respectivamente. Os casos de GBM com auséncia de mutagdo em um dos genes IDH
representavam 90% dos casos e eram classificados como GBM primario IDH selvagem; os
casos com presenca de mutacdo em um dos genes IDH eram classificados como GBM
secundario IDH mutante e representavam 10% dos casos de GBM (LOUIS et al., 2016).

A 5?2 edicdo sobrepGe 0 gendtipo em relacdo ao fenotipo histolégico nos casos em que 0
fendtipo histologico e o genétipo ndo sdo concordantes. Assim, fendtipo histologico de
astrocitoma difuso e gene ATRX selvagem e codelecdo 1p19q, o gendtipo se sobrepbem ao
fenotipo e o diagndstico na verdade € de oligodendroglioma. Outra importante alteracdo a ser
ressaltada é que os tumores antes conhecidos como astrocitoma anaplasico ou GBM secundario,
agora estdo sob um Unico diagndstico, ou seja, astrocitoma difuso IDH-mutante, com base na
presenca de mutacdo no gene IDH e na auséncia de codelecdo 1p19q, o qual se presente
modifica o diagnostico para oligodendroglioma. Além disso, o astrocitoma difuso IDH-mutante
pode ser classificado em graus 2, 3 ou 4 a depender das caracteristicas histologicas e
moleculares. Desta forma, a presenca de delecdo homozigética no gene CDKN2A/B, a qual
resulta em pior prognéstico, classifica o tumor como grau 4, mesmo nos casos com auséncia de

proliferacdo microvascular e necrose (LOUIS et al., 2021) (Figura 1).
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Figura 1 Alteracdo na classificacdo do astrocitoma IDH-mutante segundo a quinta edicdo da
classificagdo para tumores do sistema nervoso central da Organizagdo Mundial de Saude.
Principais caracteristicas histopatoldgicas determinantes para a classificagdo do astrocitoma difuso IDH-
mutante em graus 2, 3 ou 4. A delecdo homozig6tica de CDKN2A/B € fator determinante para a
classificacdo do astrocitoma difuso IDH-mutante em grau 4, uma vez que, ha sobreposicao do gendtipo

em relacdo ao fendtipo histolégico. Fonte: Informacdes retiradas de LOUIS et al., 2021.

O tumor astrocitico difuso IDH-selvagem, em adultos, sem caracteristicas histoldgicas de
GBM, mas com um ou mais de trés parametros genéticos como a mutagdo no gene promotor
TERT, a amplificagdo do gene EGFR ou ganho do cromossomo 7, juntamente com o ganho de
um cromossomo 7 e delecdo completa do cromossomo 10 concomitantes [+7/-10], de acordo
com a 5% edicdo devem ser classificados como GBM (LOUIS et al, 2021). Ainda a OMS
reconhece trés variantes de GBM, o GBM de células gigantes, o gliossarcoma e 0 GBM
epitelidide; porém, ndo estabelece diagndstico diferenciado para cada variante (LOUIS et al.,
2016; LOUIS et al 2021; GAILLARD et al 2022). A Tabela 1 apresenta a atual nomenclatura
e classificagdo clinicopatoldgicas dos astrocitomas segundo a 52 edi¢do da classificagdo dos
tumores do SNC.
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Tabela 1 Classificacdo dos astrocitomas de acordo com o0s critérios histopatolégicos e moleculares
estabelecidos na quinta edi¢do da classificacdo dos tumores do sistema nervoso central da organizacdo

mundial da saude.

Classificacdo dos astrocitomas em adultos

Astrocitomas difuso de alto grau Genes alterados™ Grausla4
Astrocitoma, IDH-mutante IDH1, IDH2, ATRX, TP53, CDKN2A/B 2,30u4
IDH-selvagem, TERT, EGFR, ganho do
Glioblastoma, IDH-selvagem cromossomo 7, delecdo do cromossomo 4
10
Gliomas astrociticos circunscritos Genes alterados* Grausla4
Astrocitoma pilocitico KIAA1549-BRAF, BRAF, NF1 1
Astrocitoma de alto grau com BRAF, NF1, ATRX, CDKN2A/B u -
L o . N&o atribuido
caracteristicas pil6ides (metiloma)
Xantoastrocitoma pleomorfico BRAF, CDKN2A/B 20u3
Astrocitoma sube_pendlmarlo de células TSCL TSC2 1
gigantes
Glioma cordoide PRKCA 2
Astroblastoma, MN1 - alterado MN1 N&o atribuido

*Mutaces, delecBes ou alteracdes na metilacdo (metiloma) nos genes citados. Adaptado de LOUIS et al., 2021

1.5.Aspectos clinicos do Glioblastoma (GBM)

O GBM é um tumor priméario extremamente agressivo que acomete principalmente o
cerebro e mais de 60% dos casos ocorrem em um dos lobos cerebrais, sendo 25% no lobo
frontal, 20% no lobo temporal, 13% no lobo parietal e 3% no lobo occipital. Em casos raros o
GBM também pode acometer tronco cerebral, cerebelo e medula espinal (AANN, 2014).
Comumente acomete individuos acima dos 64 anos, e possui uma sutil prevaléncia no sexo
masculino comparado ao sexo feminino [1,60:1,00]. Além disso, estudos demonstraram que a
incidéncia do GBM € maior em caucasianos do que em outras etnias (ELLOR; PAGANO-
YOUNG; AVGEROPOULOQS, 2014; OSTROM et al., 2018). Ostrom e colaboradores (2018)
analisaram dados de pacientes diagnosticados com GBM entre os anos 2000 e 2014 na
populacdo americana e observaram que a taxa média anual de incidéncia do GBM foi maior em
caucasianos (4,70) comparadas a todas as demais etnias avaliadas no estudo, ou seja, hispanicos

(3,34), pretos (2,24), asiaticos (2,00) e indigenas americanos (1,88).

Embora amplamente estudado, principalmente nos ultimos anos, a etiologia do GBM
ainda permanece obscura; desta forma, a radiagéo ionizante é o Gnico fator de risco ambiental
comprovadamente associado ao aumento do risco para o desenvolvimento de GBM. Um estudo
retrospectivo avaliou dados de mais de 350.000 pacientes submetidos a tomografia

computadorizada em idade inferior a 22 anos, e evidenciou que doses cumulativas de radiacao
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de 60mGy podem triplicar o risco de desenvolvimento de tumores cerebrais (PAUWELS;
BOURGUIGNON., 2012; PEARCE et al, 2012; ELLOR; PAGANO-YOUNG;
AVGEROPQULOS, 2014). Outros fatores ambientais como exposi¢do ao cloreto de vinil,
pesticidas, fumo e refino de petrdleo foram abordados como possiveis fatores para o
desenvolvimento de gliomas de alto grau, contudo as associa¢Ges foram inconclusivas
(ALIFIERIS e TRAFALLIS, 2015). O fator hereditario também apresentou uma associacao para
o desenvolvimento de gliomas. Doencas genéticas como a neurofibromatose 1 e 2, a esclerose
tuberosa, a sindrome de Li-Fraumeni, o retinoblastoma e a sindrome de Turcot podem
contribuir para o desenvolvimento de gliomas de alto grau; entretanto, estes pacientes
representam menos de 1% dos casos (ELLOR; PAGANO-YOUNG; AVGEROPOULOS,
2014).

A sintomatologia do paciente com GBM também € varidvel, uma vez que esta
intimamente relacionada ao tamanho da massa tumoral, localizacdo e o comprometimento de
estruturas anatébmicas (YOUNG et al., 2015). Ainda assim, grande parte dos pacientes
apresentam sintomas como cefaleia, déficits neuroldgicos focais ou progressivo, e em guase
25% dos casos, 0s pacientes apresentam ao menos uma crise convulsiva (PERRY et al., 2006;
SCHIFF et al., 2015).

A abordagem terapéutica preconizada para o tratamento do GBM, conhecido como
regime Stupp, consiste em resseccdo cirdrgica maxima seguida de um esquema de radioterapia
(RT) em doses fracionadas de 1,8 a 2mGy/dia, totalizando uma dose de 60mGy, associada ao
uso de 75mg/m? do quimioterapico Temozolomida (TMZ) durante 6 semanas consecutivas (5
dias por semana). Apds este primeiro ciclo de tratamento, € realizada uma pausa de 1 més e se
inicia mais 6 ciclos (1 ciclo por més) de tratamento apenas com o0 TMZ numa dose de 150mg/m?
por 5 dias consecutivos, seguido por uma pausa de 23 dias. Se o paciente tiver uma boa
aceitacio ao tratamento, a dose pode ser aumentada para 200mg/m? até o restante da terapia
(STUPP et al 2005). E comum na pratica clinica prolongar o nimero de ciclos da TMZ por até
12 ou 18 ciclos; entretanto, ndo ha dados suficientes que evidencie uma melhora na sobrevida
dos pacientes submetidos a este regime de prolongamento (JOHNSON et al., 2015). Ainda
assim, cerca de 70% dos pacientes irdo apresentar recidiva da doenga dentro de um ano (STUPP
et al., 2005). Vale ressaltar que o regime Stupp é pouco utilizado em pacientes com idade
superior a 70 anos (MINNITI; LOMBARDI; PAOLINI, 2019). Na verdade, quanto maior a
idade do paciente e comorbidades associadas, mais incerto é o tratamento (MINNITI;
LOMBARDI; PAOLINI, 2019).
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1.6.Caracterizacdo molecular do GBM

O GBM ¢é um tumor heterogéneo que abriga muitas alteracfes genéticas, o que resulta em
um perfil molecular complexo. Assim, a determinacdo do perfil molecular do GBM é
incentivada pela OMS para um diagnostico preciso e um melhor entendimento da doenca
(LOUIS et al., 2016; LOUIS et al., 2021). Um marcador molecular importante é o perfil de
metilagdo da regido promotora do gene MGMT, o qual é responsavel por traduzir uma proteina
de reparo por excisdo de base. Esta proteina é capaz de ligar-se a O6-metil-guanina (OHC3)
gerada apos a alquilacdo do atomo de oxigénio da guanina, promovendo reparo de erros no
DNA (CHEN et al., 2013). Cerca de 55% dos pacientes com GBM apresentam hipometilacéo
da regido promotora do gene MGMT, resultando em resisténcia a TMZ devido a promogéo do
reparo a erros no DNA nas células tumorais pelo excesso de proteina Mgmt ligadas a OHC3
nestes casos (KAINA et al., 2007 ZHANG; STEVENS; BRADSHAW, 2012).

A presenca de mutacOes na regido promotora do gene TERT também é outro importante
marcador molecular. Cerca de 75% dos pacientes com GBM apresentam mutacdes na regiao
promotora deste gene, o que resulta no aumento da atividade da telomerase, promovendo assim
a manutencdo dos teldmeros nas celulas tumorais, contribuindo para a proliferacéo celular,

invasdo e resisténcia a apoptose (ZHOU et al., 2014).

Considerando a heterogeneidade do GBM, a rede de pesquisa Atlas do Genoma do Céancer
(TCGA) utilizou 206 amostras teciduais de pacientes com GBM para estabelecer um perfil
detalhado das alteragcbes moleculares. O estudo evidenciou que a maioria dos pacientes
apresentam anormalidades funcionais nas vias RTK/RAS/PI3K (88%), p53 (87%) e Rb (78%),
essenciais para a patogénese do GBM (TCGA, 2008). A partir deste estudo, 0o TCGA criou um
sistema de classificacdo para 0 GBM considerando o seu perfil molecular, no qual o GBM
poderia ser agrupado em 4 subtipos denominados classico, mesenquimal, neural e proneural
(VERHAAK et al., 2010). Entretanto, um aprimoramento das analises sugeriu que o subtipo
neural, € na verdade o resultado de contaminacdo de tecido ndo maligno nas amostras de GBM
(BRENNAN; VERHAAK; MCKENNA, 2013; WANG et al., 2017). Desta forma, os subtipos
foram revalidados em classico, mesenquimal e proneural/neural (TEO et al., 2019). Ainda,
apesar da classificacdo molecular acima ser amplamente aceita, ndo é considerada definitiva,
uma vez que, mais de um subtipo pode estar presente no mesmo tumor (SOTTORIVA et al.,
2013).

Conforme exposto, as principais caracteristicas moleculares do GBM de subtipo classico
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é a amplificacdo do cromossomo 7 associado a dele¢do do cromossomo 10 em todos 0s casos
de GBM cléssico. Amplificagdo do gene EGFR responsavel pelo crescimento e sobrevida das
células tumorais foi observada em 97% dos casos de GBM deste subtipo (VERHAAK et al.,
2010). Em quase 100% dos casos de GBM classico houve a auséncia de mutagdo no gene TP53.
Além disso, mais de 50% dos casos de GBM cléssico apresentam dele¢do do gene supressor
tumoral CDKN2A, alteracdes na via supressora tumoral Rb (mutacdo nos genes RB1, CDK4 e
CCDN?2) e a superexpressdo das vias de sinalizacdo Notch (mutacdes nos genes NOTCHS3,
FAG1 e LFNG), responsavel principalmente pela resisténcia terapéutica no GBM e a
proliferacdo de células pluripotentes tumorais (VERHAAK et al., 2010; TEO et al., 2019;
BAZZONI e BENTIVEGNA., 2019), além da via Sonic hedgehog (SHH) (mutacGes no gene
SMO, GAS1 e GLI12), responsavel principalmente pela proliferacao das células neoplasicas pelo
estimulo da angiogénese (VERHAAK et al., 2010; TEO et al., 2019).

O subtipo molecular mesenquimal é caracterizado por apresentar em mais de 50% dos
casos alguma anormalidade no gene supressor tumoral NF1; além disso, cerca de 42% dos casos
de GBM mesenquimal apresentam mutagdes concomitantes nos genes NF1 e PTEN, resultando
em maior atividade da via Ras/Mapk e rapida progressdao da doenca. Outra caracteristica
marcante do GBM mesenquimal é a ativacdo das vias Tnf e Nf-kb responsaveis por conferir
um aumento do infiltrado inflamatdrio na massa tumoral e a presenca de necrose (VERHAAK
et al., 2010; TEO et al., 2019). Além disso, o subtipo mesenquimal apresenta expressao de
marcadores mesenquimais CHI3L1 e MET em combinacdo com expressdo de marcadores
astrociticos CD44 e MERTK, os quais estdo presentes em tumores desdiferenciados e
transdiferenciados ou seja, tumores que apresentam um processo de transicdo epitélio-
mesenquimal, o que resulta em um alto nivel de plasticidade fenotipica do tumor (VERHAAK
et al., 2010; KRASNAPOLSKI; TODARO; DE KIER, 2011; TEO et al., 2019). Esta
caracteristica confere as células tumorais um aumento da motilidade e capacidade invasiva o
que resulta em uma rapida progressdo do tumor e resisténcia a TMZ. Dentre os subtipos
moleculares do GBM, o mesenquimal é o de pior prognostico (KRASNAPOLSKI; TODARO;
DE KIER, 2011).

O subtipo molecular proneural/neural ndo é considerado o de pior progndstico; entretanto,
apresenta a capacidade de se transformar no subtipo mesenquimal (VERHAAK et al., 2010).
Sua principal caracteristica molecular € a amplificacdo do gene PDGFRA presente em 35% dos
casos, resultando na ativagéo da via de sinalizacdo Akt, crucial para a progresséo e malignidade

do GBM. A amplificacdo de PDGFRA associada a alta expressdo deste gene é encontrada
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apenas nos tumores deste subtipo. Além disso, mais de 50% dos casos de GBM proneural/neural
apresentam mutacdo no gene TP53 e ganho do cromossomo 7 associado a delecdo do
cromossomo 10. Ainda, este subtipo apresenta a superexpressdo do gene OLIG2, responséavel
por regular negativamente o supressor tumoral CDKN1A resultando em um aumento da
proliferacdo das células tumorais. Alteracfes em genes responsaveis pelo desenvolvimento
proneural, como SOX, DCX, DLL3, ASCL1 e TCF4, também foram encontradas em amostras
de GBM deste subtipo (VERHAAK et al., 2010; TEO et al., 2019).

1.7.Células-tronco semelhantes (CTS)

O GBM também apresenta uma subpopulagdo de células tumorais com propriedades
semelhantes as células-tronco conhecidas como células-tronco semelhantes (CTS). As CTS
possuem capacidade de auto renovacdo, invasdo, sdo quimio- e radio-resistentes e possuem a
capacidade de reiniciar ou recidivar o tumor apds remocdo. Ainda, as CTS podem ser
encontradas em locais especificos dentro do tumor, conhecidos como nichos. O tumor apresenta
ao menos trés nichos que sdo funcionalmente distintos chamados de perivascular, nicleo
hipdxico/necratico e frente invasiva. Dependendo do nivel de progressdo e invasao do tumor e
do nicho em que estas células se encontram, as CTS podem se diferenciar em células
especializadas de acordo com a necessidade do tumor, e a0 mesmo tempo manter sua
caracteristica pluripotente (SINGH et al., 2004; BAO et al., 2006; CALABRESE et al., 2007;
CHEN et al., 2012; LATHIA et al., 2015; PRAGER et al., 2020). As CTS presentes no nicho
perivascular ou proximo aos vasos sanguineos, sdo células com maior capacidade proliferativa
e de auto-renovacao, o que contribui para a progressao do tumor, recidiva da doenca e formacéo
de novos vasos sanguineos por meio de sinalizacdo célula-célula. As CTS localizadas no nlcleo
hipoxico/necroético, sdo células envolvidas na formacdo de novos vasos sanguineos e
diferenciacdo em células com caracteristicas endoteliais. Um estudo com camundongos
xenoenxertados evidenciou que parte das CTS presentes no tumor foram capazes de se
diferenciar em células endoteliais e comporem parte da vasculatura tumoral no camundongo.
As celulas diferenciadas permaneceram com as alteragdes moleculares das CTS e expresséo de
um marcador de membrana plasmatica endotelial humano (CD31), sugerindo que parte das CTS
se diferenciaram em células endoteliais (RICCI-VITIANI et al., 2010). Ainda, as CTS podem
desenvolver caracteristicas mesenquimais induzindo a migragéo e invaséao das células tumorais
(TEJERO et al., 2019; VELASQUEZ et al., 2019). Por fim, as CTS localizadas na frente
invasiva utilizam-se de vasos sanguineos presentes no parénquima saudavel para se disseminar

e infiltrar, exacerbando ainda mais a caracteristica invasiva do GBM, sendo que as CTS sdo o
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principal fator de malignidade e progressdo da doenga (ROSINSKA e GAVARD, 2021).
1.8.MicroRNAs (miRs)

Os miRs sdo pequenas moléculas de RNAs ndo codificantes com cerca de 18 a 25
nucleotideos (RAMZAN; VICKERS; MITHEN, 2021; KUMAR et al., 2021). Mais da metade
de todos os miRs identificados sdo processados a partir de introns e poucos a partir de éxons
(O'BRIEN et al., 2018). Resumidamente, a biogéneses dos miRs inicia-se no nucleo a partir da
transcricao de moléculas de miRs primarios (pri-miRs) pela RNA polimerase I1; estes pri-miRs
formam estruturas secundarias de segmentos de RNAs com bases complementares que se
pareiam, sendo que nas regides de bases ndo complementares, observa-se a formacdo de stem
loop ou al¢as. Em seguida, estas moléculas sdo clivadas pela RNAse Ill (Drosha) em miRs
precursores (pré-miRs), 0s quais sdo exportados para o citoplasma pelo complexo exportina 5
(XPO5), onde sdo removidas as estruturas de stem loop pela endonuclease RNase Il (Dicer)
gerando enfim uma molécula de miR ainda dupla fita (DENLI et al., 2004; HAN et al., 2004;
OKADA et al., 2009; ALARCON et al., 2015). Esta molécula de RNA duplex é incorporado
ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), no qual as duas fitas de RNA sao
separadas, sendo que uma das fitas permanece associada ao complexo RISC, gerando assim o
miR maduro, enquanto a outra serd degradada (SUN e TSAO, 2008; SCHMITTGEN, 2008).
Apos este processo 0os miRs junto ao complexo RISC sdo capazes de interagirem com a 3’UTR
dos RNAs mensageiros (RNAm) alvos através de uma regido conhecida como seed sequence
constituida por 7-8 nucleotideos complementares ao RNAmM alvo, inibindo assim a traducdo do
mesmo (Ha & Kim, 2014). O RNAm alvo inibido pelo miR se acumula em compartimentos,
conhecidos como corpos de processamento, estes compartimentos s@o ricos em enzimas
capazes de induzir a degradagdo do RNAm; entretanto, nem todos os transcritos sofrem
degradacéo pois alguns RNAmM sdo apenas estocados temporariamente nestes compartimentos
(LI1U, 2008; HILL e TRAN, 2021). Das diferentes formas que os miRs podem controlar a
traducéo, este € o principal mecanismo desempenhado pelos miRs (LI1U, 2008; HILL e TRAN,
2021).

Em nivel pds transcricional os miRs sdo importantes reguladores da expressao génica,
responsaveis por ajustar a diferenciacdo, proliferacdo e sobrevida celulares em condigdes
fisiologicas e patologicas (SALIMINEJAD et al., 2019). Estima-se que os miRs regulam cerca
de um terco dos genes codificadores de proteina, levando a reducdo da traducdo de proteina
(SALIMINEJAD et al., 2019). Uma familia de miRs pode ter como alvo mais de 400 RNAm e
60% de todos os RNAm sdo regulados por miRs (PLOTKIN e WALLACE, 2021).
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Nas ultimas décadas diversos estudos demonstraram que 0s mMiRs se encontram
desregulados em canceres humanos, contribuindo para o surgimento e evolucdo da doenga. Um
estudo avaliou o perfil de 217 miRs em amostras humanas de tecido tumoral de diferentes tipos
de cénceres em comparacdo com amostras de tecido normal, e observaram que o nivel de
expressdo dos miRs estavam suprimidos nas células tumorais quando comparadas a células
normais (CALIN et al., 2002; LU et al., 2005).

Desta forma, foi observado que o miR-491 é comumente co-deletado com CDKN2A em
pacientes com GBM. Funcionalmente, a superexpressdo do miR-491 em camundongos
xenoenxertados, inibiu proliferacdo das células tumorais de glioma e prejudicou a propagacéao
das CTS, prolongando a sobrevida dos animais. Além disso, foi descrito que miR 491-3p inibiu
a invasao celular através da modulagédo dos genes IGFBP2 e CDKG6, e 0 miR 491-5p por meio
da modulacdo dos genes EGFR, CDKG6 e Bcl-xL, sendo assim, considerado um miR supressor
tumoral ao utilizar ambas as formas maduras (miR 491-3p e miR 491-5p), podendo controlar
de forma coordenada a proliferagdo, invasdo, e propagacao de células CTS (LI et al., 2015).

1.9.Variantes génicas de base unica (SNVs) em genes-alvo de miRs

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), atualmente nomeados de SNVs
(VIHINEN, 2015), é a variacdo de uma Unica base nitrogenada na sequéncia de DNA, cuja
frequéncia na populagdo é obrigatoriamente de pelo menos 1% (BROOKES, 1999). Essas
variacfes pontuais podem ser encontradas em regides codificadoras de DNA (éxons), em
regibes ndo codificadoras (introns e regies UTRs) ou em regibes codificadoras de miRs
(NORTHCOTT et al., 2009). Desta forma, quando as SNVs se localizam em éxons podem
alterar a expressao génica ou causar a traducao de uma proteina ineficaz. Quando se localizam
em miRs, podem alterar a expressdo dos mesmos ou da modulagcdo ao seu gene-alvo
(NORTHCOTT et al.,2009).

N&o hé estudos de SVNs localizadas na regido 3" -UTR de miRs em tumores cerebrais;
entretanto, estudos em outros tumores demonstraram alteracdo funcional relacionada ao
gendtipo. Assim, o genotipo variante (GG) da SNV rs1071738 (C>G) em pacientes portadores
de cancer de mama metastatico, localizada na regido 3’UTR do gene PALLD foi responsavel
por impedir a regulacdo deste gene, o qual € responsavel por codificar uma proteina do
citoesqueleto de actina e alvo-predito de miR-96 e miR-182. Para melhor compreensédo do
efeito desta SNV no cancer de mama, o plasmideo psiCHECK-2 contendo o alelo variante (G)

foi transfectado em linhagens de células de mama, sendo observado um aumento na migracdo
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e invasdo das células tumorais in vitro (GILAM et al., 2016).

Um outro estudo associou o risco ao cancer gastrico em pacientes portadores do genotipo
variante (TT) da SNV 1s3202538 (G>T) localizada na regiao 3’'UTR do oncogene ERBB3,
responsavel por codificar um membro da familia de receptores do fator de crescimento
epidérmico (Egfr) de tirosina quinase e alvo-predito de miR-204 e miR-211. Os pacientes
portadores do gendtipo variante (TT) apresentaram uma superexpressao do gene ERBB3 pela
diminuicdo da afinidade de ligacdo do mesmo com miR-204 e miR211 e maior risco para o
desenvolvimento de cancer gastrico. Também, foi observado que os pacientes portadores do
genotipo (TT) apresentaram massa tumoral maior e com células pouco diferenciadas e menor
sobrevida comparado com aqueles pacientes portadores dos gendtipos (GG) ou (GT) (SHI et
al., 2017).

Um estudo recente em mulheres sauditas com cancer de mama demonstrou que o
genotipo selvagem (TT) da SNV rs2229714 (T>G) localizada na 3’UTR do gene RSKI,
responsavel por mediar mecanismos de crescimento celular, proliferacdo e apoptose, foi
associado com suscetibilidade a cancer de mama trés vezes mais quando comparado as
pacientes portadoras dos genotipos heterozigoto (TG) e variante (GG) (SHAREEFI et al.,
2020).

Ainda, um estudo na populacdo chinesa associou o risco ao GBM em pacientes
portadores do genotipo (GG) da SNV rs11558961 (C>G), localizada na 3°’UTR do gene GFAP,
responsavel por codificar uma das principais proteinas de filamento intermediario de astrécitos
maduros e alvo do miR-139. O estudo evidenciou por meio do ensaio da luciferase que o alelo
variante (G) inibiu a atividade da luciferase em quase 31% em comparacao ao alelo selvagem
(C) que reduziu a atividade em aproximadamente 8%, sugerindo desta forma que o alelo
variante (G) afetou a ligacdo de miR-139 a 3’UTR do gene GFAP. Ainda os pacientes
portadores do alelo variante (G) apresentaram uma regulacdo negativa da expressdo de GFAP
e reducdo na suscetibilidade ao GBM, comparado aos pacientes portadores do alelo selvagem
(C). O estudo também evidenciou através de cultura primaria de pacientes portadores dos
gendtipos (CC), (CG) e (GG) que as celulas contendo o gendtipo (GG) apresentaram uma taxa
apoptotica maior, quando exposta ao quimioterapico Imatinib, que as células com os genétipos
(CG) ou (CC). O estudo sugeriu 0 gendtipo variante (GG) como fator de protecdo genético
(WANG et al 2018).
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1.10. Selegédo das SNVs em genes-alvo de miRs no estudo

Recentemente, nosso grupo identificou SNVs localizadas na regido 3"UTR de genes-alvo
de miRs, associadas a risco para desenvolver o GBM (SANTOS, 2019), por meio da
genotipagem em larga escala com microarranjos de DNA. No presente estudo, o objetivo foi
caracterizar os papéis dos gendtipos para as duas SNVs mais relevantes selecionadas pela
genotipagem em larga escala. Assim, as SNVs selecionadas foram ¢.51026856T>C
(rs76276169) e 9.26900708 G>A (rs2229714), ambas localizadas na regido 3’UTR dos genes
PARG e RPS6KAL (seed sequence), alvos de miR-491-3p e miR-663b, respectivamente (Figura
2).

A) SNV g.51026856T>C
(rs76276169)

3’UTR-PARG: 5’...UUUUUUCAUAUGUGUU(l}CAIxU./IXAU...3’
miR-491-3p: 3°CAUCUUCCCUUAG CéULUJ)CS’

seed sequence

B)
SNV £.26900708 G>A
(rs2229714)

!

3’UTR-RPS6KAI: 5°...GGCACCAGGGCAUUCCCGGGCCACA...3

miR-663b:3’GGAGUCCGUGCCGGJ§(!’44(!§ GS’
seed sequence

Figura 2. Representacdo esquematica da localizagdo das variantes génicas de base Unica (SNVs).
As SNVs ¢.51026856 T>C (rs76276169) e g.26900708 G>A (rs2229714). nas posi¢des 530 e 16 das
regides 3'UTR dos genes PARG e RPS6KAL referentes a sequéncia de ligacao (seed sequence) do hsa-

miR-491-3p e miR-663b. Sequéncias retiradas de targetscan.org e adaptadas pelo autor.

As SNVs rs76276169 e rs2229714 selecionadas foram associadas de forma significativa
ao risco para 0 GBM [OR: 4,86 (1C95%: 2,19-10,75); P-valor=9,07x10%] e [OR: 9,43(1C95%:
2,86-31,08); P-valor=0,0002], respectivamente, apds as analises da genotipagem em larga
escala com microarranjos de DNA. No presente estudo, as referidas SNVs foram caracterizadas

em um estudo caso-controle.
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1.11. Associacdo do gene PARG com 0 GBM

A proteina poli (ADP-ribose) glicosilase é codificada pelo gene (PARG) com multiplas
isoformas localizadas em diferentes compartimentos celulares. A isoforma maior de 111kDa
localiza-se no ndcleo e as isoformas de 102kDa e 99kDa encontram-se no citoplasma celular.
As isoformas menores de 60kDa e 55kDa localizam-se nas mitocondrias (WHATCOTT et al.,
2009). O gene PARG esta envolvido em diversos processos celulares, como modificacdo de
histonas (AUBIN et al., 1982), diferenciacdo (FARZANEH et al., 1982; PEKALA e MOSS,
1983), morte celular (SIMS et al., 1983), regulacéo transcricional (SLATTERY et al., 1983) e
reparo de erros no DNA/estabilidade do genoma (HARRISION et al., 2020). Na verdade,
recentemente foi bem estabelecido na literatura que a proteina Parg é essencial no processo de
reparo a danos no DNA (SLADE et al.,, 2020; NICOLAI et al., 2021; LI et al., 2022).
Mortusewicz e colaboradores (2011) evidenciaram que todas as isoformas de PARG, exceto

as menores, podem ser recrutadas para os locais de erros no DNA.

O polimero poli (ADP-ribose) (PAR) € sintetizado nos locais de danos ao DNA pela
familia de enzimas poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) utilizando o dinucleétido de
nicotinamida e adenina (NAD™). Entre as PARPs a principal isoforma produtora de PAR ¢
PARP1, cuja proteina traduzida é responsavel por desencadear o relaxamento local da
cromatina e recrutar fatores de reparos com afinidade por PAR, como XRCC1 (LAN et
al.,2004). A proteina Parg, por sua vez, age como uma enzima catalisadora, responsavel por
hidrolisar PAR levando-o a degradacdo apos o recrutamento dos fatores de reparo. A auséncia
ou inibicdo de Parg resultou em um aumento do nivel de PARilacdo (ligacdo dos fatores de
reparo ao polimero PAR) impedindo a conclusdo do processo de reparo, além de inibir Parpl
reconhecer novos danos na molécula de DNA (SLADE et al., 2020) (Figura 3).
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Interrupgao do
reparo

XRcC1 Polp

Figura 3 Representacdo esquematica da atividade Parg no reparo de danos ao DNA. Parp se liga
ao local de dano no DNA e promove o relaxamento da cromatina e na presenca do dinucleotido de
nicotinamida e adenina (NAD") sintetiza polimero poli (ADP-ribose) (PAR). Em seguida Parg é
recrutada e age como uma enzima catalisadora, clivando PAR e permitindo assim o recrutamento de
outras proteinas de reparo como Xrccl DNA polimerase 3 (Polf). A inativacao ou inibi¢do de Parg
resulta no acimulo exacerbado de PAR resultou em um aumento do nivel de PARilacéo, impedindo a
concluséo do processo de reparo. Figura do proprio autor (www.canva.com) com informacdes retiradas
de TENTORI et al., 2005; GOGOLA et al., 2018; SLADE et al., 2020 e LI et al., 2022.

No GBM, o gene PARG participa da via de reparo por excisao de base (BER), a qual é
responsavel pelo reparo de quase todos os erros ao DNA causados pelo TMZ, pela metilacéo
na posi¢cdo N7 da guanina (70%) e metilacdo na posicdo adenina N3 (10%) (SOBOL, 2009;
TANG et al 2011). O reparo induzido pela via BER inicia com a a¢do da proteina Mpg, a qual
produz um sitio de reconhecimento para remocao das bases danificadas pela N-metil purina
DNA glicosilase (AP) que sera hidrolisado pela endonuclease AP1 (Apel), resultando na
incisdo da fita de DNA danificada e na formagao de um grupo 3’OH e 5’desoxi-ribose fosfato
(5’dRP) no intervalo do reparo. A Parpl juntamente com Parp2 reconhecem a incisdo da fita
e por meio da sintese de PAR facilitam o recrutamento de proteinas que serviram como suporte
a Xrccl e DNA polimerase B (Polf). A Pol B ira hidrolisar a por¢ao 5’dRP e inserir um unico
nucleotideo, dessa forma o complexo de DNA ligase Illa e Xrcel realiza a ligagdo e conclui

0 processo de reparo (SVILAR et al.,2011).
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Estudos evidenciaram que a inibicdo de PARG em linhagens de células humanas de
melanoma maligno e gliomas foi responséavel por causar uma sensibilizacdo das células ao
quimioterapico TMZ. As células com inibicdo de PARG apresentaram apoptose mais
precocemente que as células com expressdo normal de PARG, tornando o gene PARG um alvo
terapéutico interessante (TENTORI et al., 2005; GOGOLA et al., 2018). Li e colaboradores
(2022) evidenciaram em linhagens de células de GBM que a administragdo do precursor de
NAD™ ribosideo dihidro nicotinamida (NRH), aumentou o nivel de NAD* celular, e em
combinac¢do com um inibidor de PARG (iPARG) na presenca de TMZ resultou em maior
citotoxicidade para as células tumorais a0 TMZ. A combinagdo NRH + iPARG resultou em
um hiper acimulo de PAR, alterando assim a dindmica de funcionamento da via de reparo
BER e causando sensibilidade das células de GBM ao TMZ. Além disso, o estudo evidenciou
que o crescimento das células tumorais foi fortemente suprimido, mesmo nas células que

apresentaram a proteina de reparo Mgmt ativa.

E importante ressaltar que a agio de Parg esta intimamente ligada & atividade de Parp(s)
e, portanto, sua acdo ndo impacta apenas na funcionalidade de vias de reparo. Um estudo
recente em linhagens celulares de cancer de prostata evidenciou que a regulacéo positiva de
PARG foi capaz de inibir o potencial de malignidade das células tumorais e inibir a expresséo
de oncogenes no cancer de prostata. O estudo defendeu que a producdo de ramificacfes longas
do polimero PAR por Parpl é altamente carregada negativamente, 0 que promove seu
desprendimento e torna 0 DNA mais acessivel a fatores regulatorios, principalmente de genes
dependentes da sinalizacdo de PAR (KARPOVA et al., 2022). Ainda, o estudo demonstrou
que a superexpressao de PARG foi capaz de inibir a expressao de genes envolvidos com as
vias oncogénicas NF-kB, IL6/STAT3, KRAS e MYC inibindo assim a progressao do cancer
de prostata (KARPOVA et al., 2022).

1.12. Associacdo do gene RSK1 com o GBM

O gene RPS6KA1 também conhecido como RSK1 traduz um dos membros (Rsk1) da
familia de proteinas com dois dominios de quinase (Rskl, Rsk2, Rsk3 e Rsk4) (FRODIN e
GAMMELTOFT, 1999; ANJUM e BLENIS, 2008). As proteinas Rsks sdo responsaveis por
mediar mecanismos de crescimento celular, proliferagéo e apoptose além de estarem envolvidas
em diversas vias de progressao tumoral. Lara et al (2011) evidenciaram que Rsk1, diferente das
demais isoformas, possui a capacidade de promover a diferenciacdo, migracdo, metastase e

sobrevida das células tumorais em células cancerigenas de pulmao.
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No GBM, Rsk1 est& envolvida em vias de sinalizacdo importantes para a progressao do
GBM como MAPK, ERK, CREB e NF-kB (KHEIRALLAH et al.,2013; GHODA et al 1997;
BOHUSLYV et al., 2004; XU et al., 2006.), induzindo a proliferacao celular, diferenciacdo e
sobrevida das células tumorais (KHEIRALLAH et al.,2013). Estudos evidenciaram que a
fosforilagdo de Creb e a proteina pré-apoptotica Bad pela Rsk1 € um importante mecanismo de
inducdo a proliferacdo e anti-apoptotico das células tumorais de GBM (SHI et al., 2012;
CHENG et al., 2016). Ainda, estudos demonstraram que Rskl também pode fosforilar as
proteinas inibitorias de NF-kB (IxBa, IkBf) e o heterodimero p65 levando a ativagdo da via
NF-kB e resultando em sobrevida, adesdo e invasdo das células tumorais de gliomas GBM
(GHODA et al 1997; BOHUSLYV et al., 2004; XU et al., 2006).

A via de sinalizacdo NF-kB consiste em uma familia de cinco fatores de transcricdo
conservados evolutivamente: p65 (RelA), RelB, c-Rel, NF-xB1 (p105/p50) ¢ o NF-kB2
(p100/p52). Essas proteinas formam varios homodimeros e heterodimeros e sdo mantidas
inativas por associagao citoplasmatica com proteinas inibitorias, tais como IkBa, IkBp e IxkBe
(JOST & RULAND, 2007). O fator NF-kB exerce um importante papel na regulacdo da
expressdo de varios genes envolvidos no crescimento, diferenciacdo, desenvolvimento,
apoptose e inflamacgdo. No GBM esta via se encontra continuamente ativa, regulando o aumento
da expressdo de genes anti-apoptoticos, tais como BCL2-XL, BAX, ING1 e TIMP, além de
fatores de sobrevida, adesao e invaséo celulares (BRASSESCO, 2013).

A forma mais comum de ativacao da via NF-kB é pela via candnica ou também conhecida
como classica, normalmente ativada por citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias as quais irdo
induzir a ativacdo do complexo IkB quinase e fosforilar IkBo, causando ubiquitina¢do e
degradacao de IkBa e liberando o heterodimero p50 e p65, os quais migram para o nucleo e
ligam-se na regido promotora de genes-alvo ativando a transcricdo dos mesmos (JOST e
RULAND, 2007; SMITH et al., 2008; GUPTA et al., 2010; ZHENG et al.,2011). Bohuslav et
al. (2004) descreveram um mecanismo de ativacdo de NF- kB por intermédio de p53 utilizando
fibroblastos embrionarios de murinos. Assim, o gene P53 foi responsavel por estimular a
ativacdo de RSK1 levando a fosforilagdo da serina 536 de p65 no nucleo, resultando na
diminui¢ao da afinidade entre IkBa e p65 e liberando o heterodimero p50 e p65 que se ligara
na regido promotora de genes alvo. Além disso, outros estudos evidenciaram que Rskl pode
fosforilar o terminal N de IxBo da serina 32 e IkBp das serinas 19 ¢ 23, induzindo-0s a

degradacdo e migracdo do fator NF-kB para o nucleo (Figura 4) (GHODA et al 1997,
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BOHUSLYV et al., 2004; XU et al., 2006).

Continuamente ativa no GBM

Regido promotora

Figura 4 Representacdo esquematica da atividade RSK1 na via de sinalizacdo NF-kB. NF-kB é
ativada por meio de citocinas pré-inflamatérias resultando na fosforilagdo e ubiquitinagdo de IKBa
liberando assim o dimero p65 e p50 que irdo migrar para o nucleo e se ligar na regido promotora de
genes envolvidos na migracdo, sobrevida celular e resisténcia a apoptose das células tumorais. RSK1
por sua vez, atua na fosforilagdo de IKBa induzindo assim a degradagdo de IKBa gerando maior
atividade da via NF-kB e progressdo da doenca. Figura do proprio autor (www.canva.com) com
informacdes retiradas de BOHUSLYV et al., 2004 e XU et al., 2006.

1.13. Sophora japonica (SJ)

A SJ é popularmente conhecida como acécia-do-Japdo, uma planta nativa da china e
muito popular na Europa e Japdo, constituida por mais de 153 compostos quimicos
(Apéndicel), os quais podem ser isolados de suas folhas, ramos, botGes, flores e pericarpos. Os
principais compostos isolados da planta foram flavonas, tetraglicosideos, isoflavonas,
tetraglicosideos de isoflavonas, glicosideos triterpénicos, fosfolipideos, alcaldides,
aminoacidos e polissacarideos (DENESI et al., 2014; HE et al., 2016; KUMAR et al., 2016).
Os compostos isolados ou o extrato bruto da planta exibiram propriedades farmacoldgicas
importantes como atividade antiviral e antibacteriana, efeitos cardiovasculares, agéo
antinflamatdria e antioxidante, efeitos antiosteoporaéticos, hemostatico e antiateroscleroticos e
mais recentemente, acdo antitumoral (YU et al., 2012; CHAN et al., 2010; SANTOS et
al.,2021). Entre os compostos isolados, a quercetina, a rutina, a isorhamnetina, a genisteina, o

soforicosideo e 0 KPF sédo os principais compostos biologicamente ativos (LIN et al.,2011; YU
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etal., 2012; CHAN et al., 2010; SANTOS et al.,2021). O KPF, um flavonoide encontrado em
diversas outras plantas como a Ginkgo biloba, a Tilia spp, a Equisetum spp, € a Moringa oleifera
(CALDERON-MONTANO et al., 2011) e em brécolis, repolho, couve, feijao, escarola, alho-
poro, tomate, morangos e uvas, € conhecido por sua acdo antioxidante, anti-inflamatéria e
antitumoral (LUO et al., 2008).

O KPF foi responsavel pela indugcdo de apoptose das células da linhagem de cancer de
ovério (OVCAR-3) (RAMOS, 2007) e apresentou-se menos toxico para as células normais em

comparagdo com os medicamentos quimioterapicos padrées (ZHANG et al., 2008).

Outro estudo avaliou a agdo do KPF na inibicdo da carcinogénese induzida por luz
ultravioleta na pele de camundongos, sendo que o KPF apresentou um efeito quimioprotetor
pela inibicdo dos genes RSK2 e MSK1, envolvidos na progressdo tumoral e supressdo da
atividade da via de sinalizacdo NF-kB (GHODA et al 1997; BOHUSLYV et al., 2004).

No GBM um estudo realizado nas linhagens celulares U87MG, T98G e LN229
evidenciou que o KPF aumentou o acimulo intracelular de doxorrubicina reduzindo o efluxo
da droga e resultando na exacerbacdo dos danos induzidos pela doxorrubicina através da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que potencializou o efeito toxico da
doxorrubicina (SHARMA et al., 2007).

Além disso, outros compostos presentes no extrato de SJ também foram relatados como
moduladores da via NF-kB, como a quercetina, isorhamnetina e daidzeina dentre os principais
deles (LIU et al., 2016; YANG et al., 2013; CHEKALINA et al., 2018).

Assim como o KPF, a quercetina tem sido amplamente estudada quanto a sua acdo em
diferentes condic¢des patoldgicas. Chen e colaboradores (2020) demonstraram em um estudo in-
vitro com células endoteliais da veia umbilical humana, que a quercetina foi capaz de inibir a
inflamacédo blogueando a via de sinalizacdo NF-kB, mesmo quando estimulada pela citocina
pro-inflamatoria TNFa. Um outro estudo clinico com pacientes portadores de doenca arterial
coronariana evidenciou que os pacientes que fizeram a ingestdo de 120mg/dia de quercetina
apresentaram niveis reduzidos no soro das citocinas, TNF-a, interleucina (IL)-1p (IL-1p) e IL-
10 e reducdo dos niveis de mRNA de IkBa, indicando diminuicao da atividade transcricional
de NF-kB (CHEKALINA et al., 2018).

Du e colaboradores (2020) evidenciaram em linhagem de carcinoma pulmonar de células
ndo pequenas (A549), que a isorhamnetina aumentou significativamente a incidéncia de

apoptose induzida por radiacdo atraves da supressao de NF-kB e indugdo do aumento dos niveis
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da IL13 anti-inflamatéria com consequente aumento da radiossensibilidade. GUO e
colaboradores (2020) também demonstraram que a daidzeina também reduziu os niveis de 1L6

e IL8 pro-inflamatdrias e a ativacdo de p65-NF-kB na linhagem celular A549.

No presente estudo, o extrato vegetal de SJ comercial, abundante em KPF glicosilado, foi
submetido a um processo de hidrolise enzimatica com as enzimas hesperidinase e [-
galactosidase tornando-se abundante em aglicona (extrato SJ-b). Ambos os extratos SJ e SJ-b
foram avaliados em linhagens celulares de gliomas de alto grau e em células ndo-tumorais de
fibroblasto dérmico. Em nosso conhecimento, ndo ha estudos demonstrando a acdo do extrato

SJ em linhagens celulares de GBM ou estudos comparativos entre os extratos SJ e SJ-b.
1.14. Justificativa

Conforme exposto, 0 GBM ¢ uma doenca molecularmente heterogénea e apesar das
diversas alteracBes genéticas conhecidas como associadas a doenca, ha poucos estudos
correlacionando SNVs em genes-alvo de miRs como fatores de risco. Alem disso, a via de
sinalizacdo NF-kB esta constantemente ativa na doenca, acarretando a transcricdo de varios
genes responsaveis pela estimulacao da invasao celular, resisténcia a radioterapia, manutencéo
das CTS e sobrevida das células tumorais no GBM. Desta forma, a identificacdo de marcadores
moleculares e terapias alvo a mecanismos moleculares envolvidos com a progressao da doenca

como NF-kB, podem contribuir para um melhor progndéstico dos pacientes com GBM.
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2. OBJETIVOS

Caracterizar as SNVs rs76276169 e rs2229714 localizadas em regido 3’UTR dos genes
PARG e RSK1, envolvidos na modulacdo da via de sinalizacdo NF-kB em pacientes com GBM.
Avaliar o efeito antitumoral dos extratos SJ e SJ-b em linhagens celulares de gliomas de alto

grau.

2.1.0Dbjetivos Gerais

v Identificar os diferentes genotipos das SNVs rs76276169 e rs2229714 nos genes PARG
e RSK1, respectivamente, por meio da RT-PCR;

v Avaliar se os diferentes gendtipos das SNVs rs76276169 e rs2229714 influenciam o
risco de ocorréncia do GBM, bem como nos aspectos clinicos (idade, sexo, cor da pele
Karnofsky e localizagdo primaria,) e sobrevida global dos pacientes.

v Analisar os efeitos citotdxicos, antiproliferativos, anti-migratorio e apoptotico nas
linhagens celulares NG-97 e U251, expostas a acdo dos extratos vegetais de SJ e SJ-b
pelos ensaios de MTT, proliferacdo, migragéo celular (wound-healing - WH), citometria
de fluxo e gPCR;

v Auvaliar o efeito sinérgico dos extratos em comparacdo a diferentes concentracfes de
TMZ em combinagdo com extrato de SJ ou SJ-b.

v Elucidar a capacidade de inibicdo dos extratos vegetais da SJ e SJ-b nas CTS por meio
do ensaio de formacéo de esferas.

v Analisar a capacidade de modulacdo dos extratos vegetais da SJ e SJ-b aos genes
(IRAK2, TRAF6, IL-1 e TNFa,), envolvidos na ativacdo da via de sinalizacdo NF-kB
por meio da gPCR, se 0s extratos sdo capazes de inibir a via NF-kB por meio do ensaio

da luciferase.
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3. MATERIAL E METODO
3.1.Aspectos éticos

O projeto foi avaliado pelo comité de ética (CEP) em pesquisa da Universidade S&o
Francisco, tendo sido aprovado (CAEE# 29122720.7.0000.5514) (Anexo 4). Vale comentar
que 61 amostras de DNA, extraidas a partir de tecido tumoral incluidos em blocos de parafina
de pacientes com GBM, 20 amostras de DNA, extraidas a partir de tecido tumoral fresco de
pacientes com GBM e 182 amostras de DNA, extraidas a partir de sangue periférico de
individuos saudaveis, foram utilizadas em estudos anteriores (CAEE# 491500.15.7.0000.5514
e CAEE# 45723615.0.0000.5514) (Anexos 5 e 6) e foram também utilizadas no presente
estudo, com aprovagéo do CEP.

3.2.Amostras de tecido tumoral e sangue periférico

Um total de 65 amostras de DNA extraidas a partir de tecido tumoral foram incluidas em
bloco de parafina obtidas de pacientes com GBM, atendidos no ambulatério de Oncologia
Clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP, foram incluidas no presente estudo do periodo
de outubro de 2002 a dezembro de 2017. Os fragmentos de tumor foram obtidos apds resseccéo
cirirgica para o tratamento desses pacientes e incluidos em blocos de parafina para o
diagndstico anatomopatolégico. Os blocos contendo fragmentos de tumor inseridos em parafina
estdo sob responsabilidade do Prof. Dr. Luciano de Souza Queiroz, do Departamento de
Anatomia Patoldgica da FCM-UNICAMP.

Ainda, um total de 36 amostras de DNA extraidas a partir de tecidos tumorais frescos
foram obtidos de pacientes com GBM, atendidos no Hospital da Universidade Sao Franciscana
Providéncia de Deus (HUSF), Braganca Paulista, SP, pelo Prof. Dr. Carlos Tadeu Parisi de
Oliveira, foram inseridas no estudo, ap6s assinaturas dos TCLEs (Anexo 7). Foram coletados
pequenos fragmentos de tumor obtidos apds resseccdo cirdrgica, realizada para diagnostico e
tratamento da doenca. O fragmento separado foi armazenado em RNAlater (Ambiom, Vilnius,

Lituania) a -80°C até o momento da extragéo.

Finalmente, foram também inseridos no presente estudo um total de 254 amostras de
DNA coletadas a partir de leucocitos de sangue periférico de doadores recrutados no

Hemondcleo Regional de Braganca Paulista, SP, apds assinatura do TCLE (Anexo 8).

Um segundo grupo controle de 1.171 individuos idosos de uma amostra censitaria da
cidade de Sao Paulo, com dados gendmicos depositados no banco de dados ABraOM (Arquivo

Online das Mutacbes Brasileiras), foi utilizado para este estudo, sendo esta uma amostra
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representativa da populacdo brasileira. O banco de dados gendmico ABraOM armazena
informacdes de 77.236.632 variantes disponiveis para analises (NASLAVSKY et al., 2017).

3.3.Selecé@o das SNVs para o estudo

Em um estudo anterior, foram identificados 5.336 SNVs localizadas na regido 3"UTR de
genes-alvo de miRs, associadas a suscetibilidade ao GBM (SANTOS, 2019) por meio da
genotipagem em larga escala com microarranjos de DNA (Axiom® miRNA Target Site
Genotyping Array, Affymetrix), utilizando-se 33 amostras de DNA a partir de tecido tumoral de
pacientes com GBM e 61 amostras de DNAs a partir de pequenos fragmentos de tecidos de
regido cortical ndo eloquente de individuos controles. Assim, ap6s serem processadas no
equipamento, as amostras passaram por testes de qualidade utilizando o software Axiom
Analysis Suite, e aquelas que apresentaram taxa de confiabilidade da genotipagem inferior a
0,82 e taxa de heterozigizidade maior que 40% ou classificacdo de sexo diferente da real de
cada individuo, foram excluidas das subsequentes avalia¢gdes. Considerando os parametros de
qualidades acima, foram identificadas 24.752 SNVs provaveis de estarem associadas ao risco
para 0 GBM. Em seguida, as amostras foram submetidas a regressao logistica multivariavel
considerando a idade e ancestralidade e 5.336 SNVs foram identificadas como associadas ao
risco para 0 GBM. As SNVs ¢.51026856T>C (rs76276169) e g.26900708 G>A (rs2229714)
localizadas na regido 3’UTR dos genes PARG e RSK1, os quais foram identificados como
genes-alvo de miR-491-3p e miR-663b, e selecionadas dentre as 10 SNVs com maior
suscetibilidade ao GBM (Figura 2).
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IDENTIFICACAQ

61 controles

Tamanho amostral

162 101 amostras de

GBM

Analise de 238.000
SNVs

Controle de qualidade
61 controles
Restaram 94 amostras

33 amostras de GBM

Analises estatisticas

Identificado 5.336
SNVs

CARACTERIZACAQO

254 controles

2 SNVs associadas ao
GBM
101amostras de GBM

Figura 5: Representacdo esquematica do processo de identificacdo das SNVs rs76276169 e
rs2229714, localizadas na regido 3’°UTR dos genes PARG e RSK1. Inicialmente 238.000 SNVs
localizadas em miRs e genes-alvo de miRs foram avaliadas pelo Axiom® miRNA Target Site em 162
amostras de GBM e controles. Entretanto, apds analises considerando os parametros de qualidades,
apenas 94 das 162 amostras foram consideradas adequadas para prosseguirem no estudo. Posteriormente
apos as analises estatisticas multivariada ajustadas para idade e ancestralidade, 5.336 SNVs foram
fortemente associadas ao risco para 0 GBM, sendo que as SNVs rs76216169 e rs2229714 estavam entre

as com maior associagao ao risco a doenga. Figura elaborada pelo autor.
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3.4.Determinacao dos diferentes gendtipos das SNVs rs76276169 e rs2229714
3.4.1. Extragdo das amostras de DNA a partir de fragmentos de tumor

inseridos em bloco de parafina

A extracdo do DNA a partir de tecidos tumorais preservados em parafina foi baseada em
Bees et al. (2006) e no protocolo disponivel no endereco eletrbnico
www.agilent.com/chem/dnaapplications, utilizando o conjunto de reagentes Qiagen DNeasy

Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Mettmann, Alemanha), com modificagdes.

Para a remogdo da parafina, foram utilizados 800 puL. de uma solug¢ao tampao fosfato-
salino (PBS) 1X e 40 uL. Tween 20 10%. As amostras foram aquecidas a 90°C com agitagdo de
450 rotacGes por minuto (rpm) por 10 minutos. Apos, foi realizada uma centrifugacéo de 10.000
X g por 15 minutos. As amostras foram mantidas em gelo e a remocéo da parafina sobrenadante
foi realizada com o auxilio de uma ponteira p1000. Em seguida o tecido livre de parafina foi
transferido para um novo tubo de 1,5 mL e foi adicionado 1 mL de etanol 100% gelado. Ap6s
centrifugagéo a 10.000 x g por 5 minutos, o etanol foi cuidadosamente removido, adicionado
400 pL de tiocianato de sodio (NaSCN a 1 M), seguida de homogeneizagdo em agitador tipo
vortex e incubacdo a 450 rpm por 17 h a 37°C. Apds, os tubos foram centrifugados a 10.000 x
g por 20 minutos. Em seguida, foi descartado o sobrenadante cuidadosamente e adicionados
400 pL de PBS 1x.

Para o processo de digestdo do tecido foram adicionados 40 pL. de proteinase K em 360
pL de tampao ALT (Qiagen) e uma nova incubacdo em agitacdo de 900 rpm por 17 h a 55°C
foi realizada. Ap0s, os tubos foram centrifugados a 6.000 x g por 1 minuto e 20 pL. de RNAse
a 20 mg/mL (Ambion, Vilnius, Lituania) foram adicionados, seguida de agitacdo em vortex e

incubado a temperatura ambiente por 2 minutos.

Para a purificagdo das amostras, 400 uL do tampdo AL (Qiagen) foram adicionados
seguida de incubagdo a 70°C por 10 minutos. Em seguida foi adicionado 440 pL de etanol
100%. Cada amostra foi transferida para uma coluna DNAse MiniSspin (Qiagen) e inseridas em
um tubo coletor Colection Tube (Qiagen). As amostras foram centrifugadas a 6.000 x g por 2
minutos e o tubo coletor com o sobrenadante foi descartado. Logo apos, 500 pl do tampado AW 1
(Qiagen) foi adicionado em cada coluna e uma nova centrifugagéo foi realizada. Uma segunda
purificagdo da coluna foi realizada adicionando 500 pL de etanol 80% e centrifugacao a 20.000
X g por 3 minutos. As colunas foram inseridas em um novo tubo tipo eppendorf de 1,5 mL e

adicionado 30-50 pL de agua livre de nucleases (Sigma, Sdo Paulo, SP, Brasil). Finalmente,
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apos incubacgdo de 5 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 10.000

X g por 5 minutos.

As amostras de DNA foram submetidas a analise da concentracéo e pureza por leitura de
absorbancia em 260 nm (UV - concentragdo do DNA em ng/uL = Absx100x50 pg/mL) ¢ em
280 nm (quantificacdo de proteinas) no espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Estados Unidos). O DNA foi mantido em freezer -20°C.

3.4.2. Extracdo das amostras de DNA a partir de fragmentos de tumor

cerebral fresco de pacientes com GBM

Para a obtencao das amostras de DNA dos tecidos neoplasicos frescos e tecidos cerebrais
normais, o protocolo utilizado foi o0 mesmo descrito anteriormente para amostras incluidas em
parafina com modificagdes no processo de digestdo do tecido, o qual foram utilizados 180 puL
do tampao ALT (Qiagen) e 20 pL de proteinase K 25 pg/mL (Ambion) e incubacdo com
agitacdo a 900 rpm por 2 horas ou até a lise completa do tecido a 55°C.

3.4.3. Ildentificacdo dos diferentes genotipos das SNVs selecionadas

Os diferentes gendtipos (homozigoto ancestral, heterozigoto e homozigoto variante) das
SNVs rs76276169 e rs2229714, foram obtidos por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real (RT-PCR) utilizando os ensaios para genotipagem TagMan (Applied
Biosystems, Estados Unidos). A RT-PCR foi realizada utilizando os aparelhos 7300 Real-Time
PCR system (Applied Biosystems) ou 7500 Fast Real Time PCR (Applied Biosystems) com
cerca de 400 ng de DNA, 0,5 uL de SNP Genotyping Assay Mix 1x (contendo dois pares de
sondas e dois fluorocromos detectores - FAM® e VIC®), 5uL de TagMan® Universal PCR
Master Mix 1x (contendo a Taq DNA polimerase, desoxirribonucleotideos (ANTPs) e solugdo
tampdo com componentes otimizadores da reacdo) e agua estéril para um volume final de 10
uL. As condigdes de amplificagdo consistiram na ativagao inicial da AmpliTaq Gold a 95°C por
10 minutos, seguidos de 45 ciclos de incubacao a 92°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto.

Controles negativos (agua estéril) foram utilizados em todas as reagdes de genotipagem.
3.5.Caracterizagdo quimica da SJ

Os extratos vegetais de SJ e SJ-b, ambos liofilizados, foram obtidos pela Profa. Dra.
Patricia de Oliveira Carvalho, Laboratdrio de Farmacologia Geral e Clinica, Programa de Pos-

Graduacao Stricto Sensu em Ciéncias da Saude da USF.
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3.5.1. Extrato de Sophora japonica

O po das flores de Sophora japonica foi adquirido da Lab Nutrition (Hangzhou, provincia
de Zhejiang, China), que antes da reacdo de bioconversdo foi chamada de SJ. De acordo com 0
fornecedor, as flores frescas foram obtidas de arvores nativas (cidade de Zhaohe, Nanyang,
provincia de Henan, China) e depois secas em estufa Binder (Neckarsulm, Baden-Wdrttemberg,
Alemanha) a 50°C por 6 horas. As amostras secas foram trituradas em pé com um pulverizador
Wuyi Haina Electric Co., Ltda., (Jinhua, provincia de Zhejiang, China) e peneiradas através de

uma tela de 100 mesh.
3.5.2. Reagéo de bioconverséo

A reacéo de bioconverséo foi realizada em tubos de vidro com tampa de rosca em agitacéo
(130 rpm) a temperatura controlada (40°C) utilizando 10 ml de tampao acetato pH 5,0 e 0,35g
de extrato de SJ. Para iniciar a reacao de hidrélise, 1 ml de solu¢do de mistura de enzimas
preparada em tampao acetato 0,1 M pH 5,0 foi adicionada a mistura de reacdo. A mistura
enzimatica utilizada continha partes iguais de cada uma das enzimas (hesperidinase e -
galactosidase) até uma concentragdo final de 0,02 mg/mL (Franco et al, 2020). Aliquotas foram
removidas em 4, 6 e 8 horas de reacdo. Apos 8 horas de incubacdo as reacbes foram
interrompidas por fervura por 20 min e as amostras brutas foram liofilizadas e armazenadas em

geladeira.

3.5.3. Andlise por espectrométrica de massa ndo direcionada por
UHPLCQ-TOF-MSE

Os extratos secos, ou biomodificados foram reconstituidos com metanol:agua 1:1 (v/v)
até uma concentracao final de 10 pg/mL antes da analise por (LC-MS). Os extratos bruto e
modificado nos tempos de 4, 6 e 8 horas de conversao foram analisados em triplicata. Os dados
foram adquiridos usando um cromatdgrafo liquido ACQUITY FTN acoplado a um
espectrometro de massa XEVO-G2XS QTOF (Waters, Milford, MA, EUA) usando o software
MassLynx 4.1 (FRANCO et al., 2020). Resumidamente, foi utilizada uma coluna ACQUITY
UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm 1,7 pum, Waters) e a fase movel consistiu de agua (A) e
acetonitrila (B) com vazéo de 0,40 ml/min-1 com gradiente linear (em % B): 0-8,0 min: 5%;
8,0-8,5: 95%; 8,5-8,6 min: 5%; (com mais 1,6 min para reequilibrio da coluna), resultando em
um método de analise de 10 min. Os volumes de injecdo foram de 0,5 e 2,0 pl para 0 modo
positivo e negativo, respectivamente. O forno da coluna foi mantido a 45°C. Para a fonte de

ionizacdo por eletrospray, os pardmetros foram definidos da seguinte forma para 0 modo
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positivo e negativo: tensdo capilar de 2,5 kV, cone de amostragem de 40.000, temperatura da
fonte de 150°C, temperatura de dissolugédo de 450°C, fluxo de gés do cone de 50 L.h -1, e vazdo
de gas de dissolucao de 600 L.h-1. A faixa de varredura de aquisicao foi de 100 a 1000 Da no
centroide, e as analises usaram uma abordagem de aquisicdo independente de dados (MSE).
Leucina encefalina (peso molecular = 555,62; 200 pg.ul-1 em 1:1 ACN: solugdo H20) foi usada
como massa de bloqueio para medi¢des de massa precisas e uma solucéo de formato de sodio
0,5 mM foi usada para calibracdo do instrumento. As amostras foram analisadas aleatoriamente
para observar a variacdo biologica e minimizar o viés instrumental. Para monitorar a
estabilidade do sistema, amostras de controle de qualidade foram injetadas 15 vezes antes do
inicio do lote e inseridas ap6s quatro injecdes (STEUER et al., 2019).

3.5.4. Quantificacdo de KPF aglicona

As solucdes estoques padrdo foram preparadas dissolvendo 1 mg de KPF em 1 ml de
metanol. As curvas de calibracdo dos padrdes KPF (1 - 20um.mL-1) foram plotadas com a area
do pico (eixo Y) versus concentracOes padrdo (eixo X). As equac0es de regressdo linear foram
y=9545,1x + 163,7 (R2=0,9998).

3.5.5. Processamento de dados MS, anotacao de metabdlitos e estatisticas

Os dados brutos de LC-MS foram processados com o software Progenesis QI (Waters)
para deteccdo de pico, alinhamento, integracdo, deconvolugéo, filtragem de dados e
identificacdo putativa baseada em MSE de compostos. As seguintes bases de dados foram
usadas para esta identificacdo: Biblioteca de Rede Molecular Social de Produtos Naturais
Globais (GNPS), Biblioteca de Produtos Naturais Vanya/Fiehn, Base de Dados Espectrais
RIKEN MSn para Fitoquimicos (ReSpec), Biblioteca de Plantas Bruker Sumner MetaboBASE
(MetaboBASE), Anotacdo de Metaboloma Especializado em Plantas (RIKEN PlaSMA). Todas
as bases de dados foram acessadas através do endereco eletrdnico MassBank of North America
(MoNA, 2020) com os seguintes parametros de busca: erro de massa precursor 15 ppm,
tolerancia de fragmento 50 ppm. Também foram realizadas fragmentagdes teoricas (PLUMB,
et al. 2006). Padrao de fragmentacgéo, precisdo de massa e correspondéncia de similaridade de
isétopos foram considerados para a identificacdo putativa das moléculas. A anotacdo de
compostos foi classificada de acordo com a Metabolémica Standards Initiative (MSI)
(SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2016), onde os ions com algum nivel de correspondéncia com
0 banco de dados MS/MS atingiram o nivel 2, enquanto 0s compostos supostamente

identificados pela massa exata atingiram o nivel 3. As caracteristicas também foram filtradas
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com base em seu desvio padréo relativo (RSD) em amostras de CQ. Apenas caracteristicas com
menos de 25% de RSD em amostras de QC foram consideradas. Os dados filtrados foram
transformados em raiz cubica e normalizados usando a escala de Pareto antes de realizar as
estatisticas. As analises estatisticas Multivariate Empirical Bayes Approach — MEBA, Main
Component Analysis (PCA) e Pattern Search foram realizadas usando a plataforma
MetaboAnalyst 4.0 (CHONG et al, 2019) para encontrar diferencas significativas ao lado da

modificacdo enzimatica.

3.6.Caracterizacdo bioldgica dos extratos vegetais de SJ e SJ-B

3.6.1. Linhagens celulares

A linhagem celular de astrocitoma grau 11 (NG-97) foi gentilmente doada pelo Prof. Dr.
Marcelo Lancelotti, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, S&o Paulo, Brasil. As linhagens celulares de glioblastoma (U251MG)
e fibroblasto dérmico normal de humano adulto (HDFa), foram doadas pela Dra. Adriana da
Silva Santos Duarte do Hemocentro, UNICAMP. As células foram mantidas em meio de cultura
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)-1640, ou meio Dulbecco's Modified Eagle's
(DMEM) com alto teor de glicose (Vitrocell, Campinas, S&o Paulo, Brasil) suplementados com
10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% penicilina/estreptomicina (P/S) (Vitrocell, Campinas, Sao

Paulo, Brasil) a 37°C e uma atmosfera de 5% CO2.

Em todos os experimentos os extratos SJ e SJ-b foram dissolvidos em 0,8% de
Dimetilsofoxido (DMSO) (Synth, Diadema, Sdo Paulo, Brasil) e posteriormente diluido em
meio de cultura RPMI-1640 ou DMEM completo. O TMZ foi diluido diretamente em meio de
cultura RPMI-1640 ou DMEM com 10% SFB e 1% P/S. Todos os experimentos foram

realizados com células até a sétima passagem apés o descongelamento.

3.6.2. Avaliacéo do efeito dos extratos vegetais de SJ e SJ-b pelo ensaio de

citotoxicidade

Para a avaliagdo de citotoxicidade com as linhagens celulares acima, foi realizado o
ensaio de reducdo do anel de tetrazolio ou 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide (MTT). Cerca de 0,2x10* células/poco foram plaqueadas em um volume
de 100 pL de meio de cultura DMEM em triplicata em placas de 96-pogos. Apos 24h, o meio
de cultura foi removido e as células foram expostas por diferentes periodos [24, 48, 72 horas
(h)] com diferentes concentragdes de extratos de SJ ou SJ-b. As concentragdes utilizadas no

estudo, para ambos os extratos, foram determinadas considerando apenas a massa molar do
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Kaempferol (KPF) (286,23g/mol). Uma triplicata para cada linhagem contendo apenas meio de
cultura foi utilizada como controle. Apds o tratamento, as linhagens de células foram incubadas
com 0,2 ug/uL. de MTT (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) durante 4h a 37°C. Os cristais de
formazan foram dissolvidos em 100 puL de dimetilsulféxido (DMSO) e a absorbancia foi
medida em espectrofotémetro a 540 nm (Epoch, Santa Clara, Califérnia, EUA). Os valores de

IC50 obtidos neste ensaio foram utilizados em todos os outros experimentos propostos no estudo.

Também foi realizado pelo MTT a avaliacdo de citotoxicidade das linhagens celulares
utilizando diferentes concentragdes de TMZ (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 350, 550,
1000, 1750 e 2000 uM) em combinagdo com extrato de SJ (NG-97: 800 uM; U251: 1800 uM)
ou extrato de SJ-b (NG-97: 600 uM; U251: 1800 uM), por 24, 48 e 72 h). As concentracdes de
TMZ escolhidas foram baseadas nas doses utilizadas para o tratamento dos pacientes com GBM
(BAKER et al., 1999; ROSSO et al., 2009; D'ALESSANDRO et al., 2016; PAZHOUHI et al.,
2018). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.6.3. Avaliacdo da migracéo celular pelo método de WH

Para investigar o efeito dos extratos vegetais de SJ e SJ-b na capacidade de migracdo com
as linhagens selecionadas para o estudo, as células foram plaqueadas (1,0x10° células/poco e 2
mL de meio DMEM) em placas de cultura de 6 pocos e deixadas até atingir a confluéncia
durante 24 h. Com uma ponteira de 200 pL foi feita uma ranhura na monocamada celular. Em
seguida, as células foram lavadas com PBS e cultivadas com ou sem exposicao aos extratos de
SJ (800 uM: NG-97 e 1800 uM: U251) ou SJ-b (600 uM: NG-97 e 1800 uM: U251). As células
foram fotografadas apoOs diferentes tempos de exposicdo (0, 24, 48 e 72 h), o programa
computacional ImageJ (Institutos Nacionais de Salde, Bethesda, MD, EUA) foi utilizado para
medir a &rea das ranhuras fotografadas sob um microscopio invertido (Axio Vert. Al ZEISS).
A distancia do fechamento das ranhuras foi examinada ap0s os tempos determinados acima

utilizando o programa ImageJ.

3.6.4. Avaliacdo da proliferacdo celular ap6s exposicdo aos extratos
vegetais de SF e SF-b

Cerca de 0,4x10° células/poco em 1 mL de meio DMEM (NG-97 e U251) foram
plaqueadas em triplicata em uma placa de 24-pogos e cultivadas durante 24 horas com meio de
cultura DMEM enriguecido com glicose suplementado com 10% SFB e 1% P/S a 37°C e 5%
de CO>. Posteriormente, as células foram expostas ou ndo aos extratos de SJ (800 uM: NG-97
e 1800 uM: U251) ou SJ-b (600 uM: NG-97 e 1800 uM: U251). O experimento foi realizado
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em triplicata e as células ndo expostas aos compostos foram utilizadas como controles. Durante
4 dias seguidos, as células foram coletadas utilizando solu¢éo tripsina com EDTA 250 mg/L
(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), e submetidas a contagem do namero de células viaveis em
camara de Neubauer em microscépio invertido (Axio Vert. Al ZEISS), utilizando o corante
azul de Trypan (Millipore) em uma diluicdo de 0,4% em PBS 1x. As células coradas em azul

foram excluidas da contagem.

3.6.5. Avaliacdo do efeito dos extratos vegetais de SJ e SJ-b sobre a

fragmentacdo ao DNA

Cerca de 1x10%células/poco em 2 mL de meio de cultura DMEM das linhagens NG-97 e
U251 foram cultivadas em placas de 6 pocos por 24h, em seguida. As células foram expostas
aos extratos vegetais de SJ (NG-97: 600, 800 ¢ 1000uM; U251: 1600, 1800 ¢ 2000 uM) ou SJ-
b (NG-97: 200, 400 e 600 uM; U251: 1600, 1800 ¢ 2000 uM) por 72h). Em seguida as células
foram coletadas utilizando solucéo tripsina com EDTA 250 mg/L (Vitrocell, Campinas, SP,
Brasil) em cada tempo especificado e os DNAs isolados com fenol-cloroférmio-isoamilico
(BARNETT & LARSON, 2012). Cerca de 1000 ng de cada DNA foram submetidos a
eletroforese utilizando tampéo de corrida TBE 0,5x (Tris base, borato e EDTA) em uma
corrente de aproximadamente de 100V/50A por 1 h em gel de agarose 1,5%. As bandas de
DNA foram visualizadas com 1pL brometo de etidio (10mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad,
California EUA) sob iluminacdo ultravioleta em transiluminador (ULTRA LUM — Berlim,
Connecticut, EUA).

3.6.6. Avaliacdo do efeito apoptdtico e da parada do ciclo celular dos
extratos vegetais de SJ e SJ-b por citometria de fluxo

Para os ensaios de citometria de fluxo para avaliar apoptose e ciclo celular, cerca de
1x10* células/poco das linhagens NG-97 e U251 foram semeadas em placas de 12 pogos e
cultivadas por 24h. Em seguida, as células foram expostas aos extratos SJ (NG-97: 800 uM;
U251: 1800 uM) ou SJ-b (NG-97: 600 uM; U251: 1800 uM) por 72h. Para o ensaio de
apoptose as células foram coletadas em 2mL de PBS 1x e posteriormente centrifugadas a 1500
rpm por 5 min, e o sobrenadante descartado. Novamente as células foram lavadas com PBS
Ix e 100 pL da suspensdo foi transferido para uma placa de 96-pogos e adicionado 100uL do
reagente Guava Nexin Reagent e incubado por 20 minutos antes da leitura. Para a analise de
ciclo celular, apds as lavagens com PBS 1x, as células foram fixadas em etanol 70% e mantidas

a 4°C por 120h, em seguida as células foram centrifugadas e o etanol desprezado e adicionado
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200uL do reagente Guava Cell Cycle Reagent (Milipore - Bilerica, MA, EUA),e as células
foram transferidas para uma placa de 96 pogos e incubadas por 20 min antes da leitura. Todas
as leituras foram feitas no citbmetro Millipore Guava Easy Cyte 5HT Benchtop Flow

Cytometer.

3.6.7. Avaliacao da capacidade de inibicdo de células tronco tumorais apos
exposicao aos extratos vegetais de SF e SJ-b pelo ensaio de formagéo

de neuroesferas

Cerca de 5x10° células/pogo das linhagens celulares NG-97 e U251 em 2 mL de meio
DMEM, foram semeadas em placas de 6 pogos revestidas com 2% de poli (2-hidroxietil
metacrilato) (poli-HEMA, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) para evitar adesdo
celular, em duplicata. As neuroesferas foram formadas utilizando meio de cultura basal NS-A
suplementado com N2 (Stem Cell, Vancouver, Canadd) e 20 ng/mL do fator de crescimento
epidérmico (EFG) e do fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb) (Peprotech, Ribeirdo
Preto, Séo Paulo, Brasil) em um periodo de 4 dias a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO; a
37°C. Ap0s, as neuroesferas foram expostas aos extratos vegetais de SJ (800 uM: NG-97; 1800
uM:U251) ou SJ-b (600 uM: NG-97; 1800 uM: U251) por 72h. As neuroesferas foram
monitoradas em microscopio invertido (Axio Vert. A1 ZEISS) e todas as neuroesferas foram
contadas e fotografadas ap6s exposicao com os extratos estudados nos tempos de 0, 24, 48 e 72
h.

3.6.8. Acdo inibitdrio dos extratos vegetais de SJ e SJ-b na via de

sinalizacdo NF-kB por meio do ensaio da luciferase

A linhagem celular NG-97 foi cultivada e 0,5x10° células/pogo foram plaqueadas em
placas de 12 pogos em 1mL por poco de meio de cultura RPMI-1640 com 10% de SFB e 1%
P/S por 24 horas. Em seguida as células foram transfectada com 10 ng do vetor NF-kB-
Luciferase (subunidade p65) e 2 ng do vetor controle pRL-Renilla com o reagente
Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). Qito horas ap0s a transfeccéo,
0 meio de cultura foi removido e as células foram expostas ao lipopolissacarideo (LPS;
10pg/ml) mais 2% de SFB, ou ao extrato de SJ (NG-97: 800 uM; U251: 1800 uM) ou ainda ao
extrato de SJ-b (NG-97: 600 uM; U251: 1800 uM) e incubadas por mais 40 h. A atividade de
luciferase foi avaliada nas celulas transfectadas com o vetor promotor de NF-kB utilizando o
conjunto de reagentes Dual-Luciferase (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), de acordo com

as instrucGes do fabricante. A luminescéncia foi medida com o luminémetro de microplacas
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GloMaxTM 96 (Promega Madison, Wisconsin, EUA). Trés transfec¢des independentes foram
realizadas para cada composto, em triplicata.

3.6.9. Avaliacdo dos genes TRAF6, IRAK2; IL-1p e TNFa, responsaveis
pela ativacdo da via NF-kB e MMP-9, marcador de migracao celular
pela PCR gquantitativa (QPCR)

Amostras de RNA total foram obtidas ap6s exposicao das células NG-97 e U251 aos
extratos vegetais de SJ (800 uM: NG-97 e 1800 uM: U251) ou SJ-b (600 uM: NG-97 e 1800
uM: U251) por 72 h. Ainda, para avaliar a capacidade dos extratos em modular o gene MMP9
envolvido na migracgdo e invasédo das células tumorais, as células foram expostas a 50ng/mL do
reagente 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) concomitante ao extratos SJ (800 uM:
NG-97 e 1800 uM: U251) ou SJ-b SJ-b (600 uM: NG-97 ¢ 1800 uM: U251) por 72 h. TPA ¢
um ativador da familia de proteinas quinase C (PKC), um amplo grupo de quinases
serina/treonina, as quais modulam a proliferacdo, diferenciacdo e migracao celular (Mochly-
Rosen et al., 2012; Fogh et al., 2012). Os RNAs foram isolados com o reagente TRizol
(Ambion, Carlsbad, Califérnia, EUA) de acordo com as recomendacfes do fabricante e
submetido a reacdo de transcriptase reverse com os reagentes TagMan Transcriptase Reverse
(Thermo Fisher, Carlsbad, Califérnia EUA). As reac6es de gPCR foram realizadas para avaliar
a expressdo dos genes TRAF6 e IRAK2, IL-1f, TNFo. e MMP9 com os reagentes Master Mix
PowerUp SYBR® Green (Applied Biosystems, Austin, Texas, EUA). Todas as quantificagdes
foram realizadas em triplicata e normalizadas para o enddégeno GAPDH. A quantificacdo
relativa dos genes foi determinada pelo método AACt. As sondas usadas para a qPCR estdo

listadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Sequéncias sense e antisense dos iniciadores utilizados nas reacdes em cadeia da polimerase

guantitativas.

Iniciadores - SYBR green

GAPDH Sense: GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
Antisense: CCACTTGATTTTGGAGGGAT
TRAF6 Sen§e: CCCAATTCCATGCACATTCAG
Antisense:. GTTTGAGCGTTATACCCGACT
IRAK2 Sen_se: TGGCAAATGGTTCCCTACAG
Antisense: CATCCACAGCAACGTCAAGA
IL-1p Sen§e: AAAGACATACTCCAAACCTTTCCA
Antisense: CGCCTTACAATAATTTCTGTGTTGG
TNFa Sen_se: ACACTGGCTCGTGTGACAAGG
Antisense: CGGCTAATACACACTCCAAGGC
MMP9 Sense: CACTGTCCACCCCTCAGAGC

Antisense: GCCACTTGTCGGCGATAAGG

3.7.Analises de afinidade de ligacao

Analises de afinidade de ligacdo preditivas entre os alelos (T) e (C) da SNV rs76276169
e alelos (G) e (A) da SNV rs2229714 (localizadas em regido 3"UTR (seed sequence) dos genes
PARG e RSK1) e miR-491-3p e miR-663b, foram realizadas utilizando os enderegos eletronicos
https://www.bigr.medisin.ntnu.no/mirsnpscore/ e https://bibiserv.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnahybrid.

3.8.Analises estatisticas

Considerando a heterogeneidade da populacdo brasileira composta por indigenas,
imigrantes da Europa, Asia e Africa (GIOLO et al., 2012), o calculo do tamanho amostral foi
realizado com base na frequéncia dos diferentes gendétipos das SNVs rs76276169 em PARG e
rs2229714 em RSK1, em individuos saudaveis de diferentes populacdes étnicas, utilizando as
normas definidas por Beilguelman (BEILGUELMAN, 1995; BEILGUELMAN, 2002). As
diferencas das caracteristicas clinicas e frequéncias dos gendtipos para as SNVs estudadas
foram calculadas pelo Teste qui-quadrado (X?) (para variaveis categoricas) ou Teste-T (para
variaveis continuas). O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi detectado por ferramentas

analiticas no endereco eletronico https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl. A significAncia

estatistica da diferenca entre os grupos foi calculada por meio dos testes Fisher ou X2. A
determinacdo dos riscos foi determinada pela razdo das chances (OR) com intervalo de
confianca de 95% (1C95%), ajustadas para sexo, cor da pele e idade. Por fim, a probabilidade

de sobrevida foi calculada utilizando o teste Log-rank (Mantel-Cox).


https://www.bigr.medisin.ntnu.no/mirsnpscore/
https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid
https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid
https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl
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Os dados obtidos pelos ensaios bioldgicos nas linhagens celulares de GBM, NG-97 e
U251, encontram-se em distribuicdo normal e foram apresentados com média + desvio padréo
e os valores de significancia foram obtidos através do Teste-T. Para indicar uma diferenca
estatistica significativa, foi considerado P<0,05. Os testes foram conduzidos utilizando o

programa SPSS.21 (SPSS Incorporation, Chicago, Ilions, EUA).
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4. RESULTADOS
4.1. Amostras

O tamanho amostral ideal para a identificacdo dos diferentes gendtipos para a SNV
rs76276169 foi aproximadamente 1660 e para a SNV rs2229714, cerca de 1000 pacientes com
GBM. Entretanto, estima-se que a frequéncia deste tumor é de aproximadamente 5 para cada

100 mil adultos por ano (PHILIPS, 2018) e, portanto, por serem tumores relativamente raros e
serem diagnosticados tardiamente, o nimero ideal de amostras para estudos é inviabilizado.

Nos apéndices 2 e 3 estdo apresentadas as frequéncias dos diferentes genotipos em diferentes

etnias, para as SNVs estudadas e para a determinagdo do tamanho amostral.

Os dados clinicos de 101 pacientes com GBM incluidos no estudo, foram coletados nos
prontudrios médicos, considerando as seguintes varidveis: data da cirurgia, data do diagnostico,
sexo, idade, cor da pele, localizagdo do tumor, recidiva da doenca, realizacdo de quimioterapia
e/ou RT e data do 6bito ou ultima consulta (Apéndices 4 e 5). Foram também coletadas
informac@es de 254 individuos saudaveis (controles) como sexo, idade e cor da pele (Apéndice
6).

A idade media ao diagnostico dos pacientes com GBM inseridos no estudo foi de
56,55+12,24 e dos individuos controles, doadores de sangue periférico, foi de 40,87+14,60. A
diferenca significativa observada entre os grupos (P-valor<0,001) é um fator limitante em nosso
estudo. O GBM acomete majoritariamente individuos com idade superior a 50 anos,
contrastando com a idade inferior a 50 anos, normalmente observada entre individuos doadores

de sangue periférico.

Observou-se prevaléncia da doenca ligeiramente maior em pacientes do sexo masculino
[58 (58,60%)] em comparacdo com pacientes do sexo feminino [41 (41,40%)]. Entretanto, o
sexo ndo foi um fator relevante para a suscetibilidade ao GBM [OR(1C95%): 0,85 (0,53-1,37),
P-valor=0,55]. No grupo de individuos controles saudaveis, doadores de sangue periférico,
também se observou ligeiro predominio do sexo masculino [139 (54,70%)] em comparacgéo
com individuos do sexo feminino [115 (45,30%)].

Também, observou-se um predominio de pacientes autodeclarados brancos [90 (92,80%)]
em comparacao a pacientes amarelos [1 (1,00%)], pretos [1 (1,00%)] e pardos [5 (5,20%)]. A
cor da pele também n&o foi um fator associado ao risco para desenvolver GBM [OR(IC95%):

1,40 (0,59-3,36), P-valor=0,72]. Ainda, o grupo de individuos saudaveis, doadores de sangue,
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apresentou prevaléncia de individuos brancos [229 (90,20%)] em comparacdo com individuos
amarelos [3 (1,20%)], pretos [13 (5,10%)] e pardos [9 (3,50%)].

Na Tabela 3 estdo apresentados os principais dados clinicos nos grupos de pacientes com

GBM e os individuos saudaveis controles.

Tabela 3. Dados clinicos de 101 pacientes com glioblastoma e 254 individuos saudaveis, doadores de

sangue periférico, considerando o sexo, a cor da pele e a idade.

Glioblastoma

Controles

Grupos (n = 101) (n = 254) P OR 1C95%
Sexo”
Feminino 41 (41,40) 115 (45,30) 055 085 0,53-1,37
Masculino 58 (58,60) 139 (54,70) 1 Ref.
Sem informacao 2
Cor da pele™
Branco 90 (92,80) 229 (90,20) 0,73 1,40 0,586-3,360
Amarela 1(1,00) 3(1,20) 1 Ref.
Preto 1(1,00) 9 (3,50) 1 Ref.
Pardo 5 (5,20) 13 (5,10) 1 Ref.
Sem informacéo 4
Idade (anos)™
Média das idades 56,55 + 12,24 40,87 + 14,60 <0,001 - -

Mediana das idades 58 (49,00-67,00 40 (30,00-49,00)
*, A analise estatistica foi realizada pelo teste chi-quadrado; ™, A anélise estatistica foi realizada pelo teste Exato

de Fisher; ™™, A analise estatistica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. OR, razdo das chances; 1C95%,

intervalo de confianca de 95%; Ref., referéncia. Na andlise foi considerado um valor de erro alpha de 0,05. Os
valores de P que foram significativos estdo apresentados em negrito. Os dados categoricos estdo apresentados
como frequéncia absoluta (frequéncia relativa). Os dados numéricos estdo apresentados como média + desvio

padréo; mediana (percentil 25 a percentil 75).

Em relacdo aos dados do tumor, foi observado predominio da doenca localizada no lobo
frontal [26 (27,10%)], seguido pelo lobo temporal [22 (22,90%)], parietal [18 (18,80%)] e
occipital [3 (3,10%)]. Além disso, 26 (27,10%) pacientes apresentaram tumores localizados em
mais de um lobo (multilobar). A escala Karnofsky (KPS), que determina o nivel de inaptiddo
ou deficiéncia funcional do paciente, 75 (74,30%) pacientes apresentaram uma pontuacao >
70% e 21 (20,80%), pontuacdo inferior a 70%, ao diagndstico. A maioria dos pacientes
conseguiam realizar atividade diarias, como cuidados pessoais com algum nivel de esforco e
limitacdo, mas sem a necessidade de assisténcia e cuidados especiais. Apés a cirurgia para
retirada do tumor, 61 (63,50%) pacientes foram submetidos a tratamento com quimioterapia
(TMZ) e/ou RT, de acordo com as limitagdes clinicas de cada paciente. Dos 61 pacientes que
receberam algum tipo de tratamento, 6 (9,80%) receberam apenas TMZ, 50 (82,0%) receberam

TMZ associado a doses fracionadas de RT (2mGy) e 5 (8,20%) receberam apenas as doses
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fracionadas de RT. Apenas 35 (36,50%) pacientes ndo receberam nenhum tratamento, pois ndo
apresentaram condicdes clinicas suficientes para a realizacdo de algum tipo de tratamento.
Ainda, 28 (27,70%) pacientes apresentaram recidiva da doenca no periodo de um ano e 91
(91,90%) evoluiram a 6bito em um tempo médio de aproximadamente 8 meses (8,53+10,38),

considerando a data do Gltimo segmento (01/09/2022)

Na Tabela 4 estéo apresentados os dados do tumor dos pacientes com GBM inseridos no

estudo.

Tabela 4. Dados do tumor de 101 pacientes com glioblastoma, como a localiza¢do, pontuacdo de

Karnofsky, tipos de tratamentos, recidiva e desfecho clinico.

Localizagio do tumor Glioblastoma (N° = 101)
N° (%)
Frontal 26 (27,10)
Temporal 22 (22,90)
Parietal 18 (18,80)
Occipital 3(3,10)
Giro cingulo 1(1,00)
Multilobar 26 (27,10)
Sem informacao 5
Karnofsky
2 70% 75 (74,26)
<70% 21 (20,79)
Sem informacéo 5 (4,95)
Tratamentos
Realizou algum tratamento 61 (60,40)
N&o realizou nenhum tratamento 35 (34,65)
Sem informacéo 5 (4,95)
Tipos de tratamento
Quimioterapia (TMZ) 6 (9,80)
TMZ + RT 50 (82,00)
RT 5 (8,20)
Recidiva
Recidiva em um ano 28 (27,70)
Sem recidiva da doenca 73 (72,30)
Desfecho clinico (01/09/2022)
Vivos 8 (7,90)
Obitos 93 (92,10)

TMZ: temozolamida; RT: radioterapia.
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4.2.1dentificacdo dos diferentes genotipos da SNV rs76276169

As amostras controles e pacientes com GBM apresentaram-se em desequilibrio de HW
para a SNV 76276169 (X?=6,64, P=0,04; X?=6,95, P=0,03, respectivamente). Apds a
genotipagem das 101 amostras de DNA de pacientes com GBM e 254 amostras de DNA de
doadores de sangue (grupo controle), o genétipo variante (CC) ndo foi identificado. A
frequéncia do gendtipo selvagem (TT) foi maior no grupo de pacientes que no grupo controle
[59,00% versus (vs.) 38,20%, P-valor<0,001) e risco aumentado, aproximadamente duas vezes,
para desenvolver o GBM [OR(IC95%): 2,33 (1,45-3,73)]. Assim, foi observado que a
frequéncia do alelo (T) foi maior no grupo de pacientes (79,50% vs. 69,10%, P-valor<0,001),
apresentando risco significativamente aumentado [OR(IC95%): 1,74 (1,17-2,57), P-
valor<0,001] (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncias dos gendtipos da SNV rs76276169 identificados em 101 pacientes com
glioblastoma e 254 individuos saudaveis, doadores de sangue periférico, inseridos no estudo.

Glioblastoma Controle

Variante genética (n=101) (n= 252) P OR 1C95%
rs76276169
Genétipo”
TT 59 (59,00) 97 (38,20) <0,001 2,33 1,45-3,73
TC 41 (41,00) 157 (61,80) 1 Ref.
Né&o identificados 1 -

Alelo”

T 159 (79,50) 351 (69,10) <0,001 1,74 1,17-2,57
C 41 (20,50) 157 (30,90) 1 Ref.
*, A analise estatistica foi realizada pelo teste chi-quadrado; OR, razdo das chances; 1C95%, intervalo de

confianga de 95%; Ref, referéncia. Na andlise foi considerado um valor de erro alpha de 0,05. Os valores de P
gue foram significativos estdo apresentados em negrito. Os dados categdricos estdo apresentados como

frequéncia absoluta (frequéncia relativa). Nao identificado, ndo foi possivel amplificar a amostra de DNA.

As distribuicbes dos diferentes gendtipos da SNV rs76276169 dos 101 pacientes com
GBM e 254 individuos saudaveis inseridos no estudo estdo apresentadas nos Apéndices 4, 5 e

6), respectivamente.
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4.3.1dentificacdo dos diferentes gendtipos da SNV rs2229714

As amostras dos controles e pacientes com GBM apresentaram-se em EHW para a SNV
2229714 (X?=1,30, P=0,52; X?=1,35; P-valor=0,50, respectivamente). Apos a genotipagem das
101 amostras de DNA de pacientes com GBM e 254 amostras de individuos controles, a
frequéncia do genotipo selvagem (GG) foi maior no grupo de pacientes que no grupo controle
(61,50% vs. 32,50%; P-valor <0,001) com associacao a risco para a doenca em quase trés vezes
mais [OR(IC95%): 3,33 (2,01-5,50)]. A frequéncia do alelo (G) também foi significativamente
maior no grupo de pacientes (79,70% vs. 54,10%) e associado a risco para 0 GBM [OR(1C95%):
3,33 (2,24-4,95) P-valor <0,001]. A frequéncia do gendtipo heterozigoto (GA) foi
significativamente maior no grupo controle em comparacéo ao grupo de pacientes (66,20% vs.
36,30%), apresentando-se de maneira significativa como fator de protecdo contra a doenca
[OR(IC95%): 0,29 (0,17-0,48), P-valor <0,001]. N&o houve diferenca significativa na
frequéncia do genotipo variante (AA) entre os grupos pacientes e controles (2,20% vs. 1,30%,
P-valor=0,99) (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncias dos gendtipos da SNV rs2229714 nos 101 pacientes com glioblastoma e 254

amostras de individuos saudaveis inseridos no estudo.

Glioblastoma  Controles

Variante genetica (n=101) (n= 254) P OR 1C95%
rs2229714
Genétipo™
GG 56 (61,50) 76 (32,50) 1 Ref.
GA 33 (36,30) 155 (66,20) <0,001 0,29 0,17-0,48
AA 2 (2,20) 3(1,30) 0,999 0,91 0,07-8,17
N&o identificados 10 30
GG 56 (61,5) 76 (32,50) <0,001 3,33 2,01-5,50
AA+GA 35 (38,50) 158 (67,50) 1 Ref.
Alelo”

G 145 (79,70) 307 (54,10) <0,001 3,33 2,24-4,96
A 37 (20,30) 261 (45,90) 1 Ref.
*, A analise estatistica foi realizada pelo teste chi-quadrado; **, A analise estatistica foi realizada pelo teste

Exato de Fisher. OR, razdo das chances; 1C95%, intervalo de confianca de 95%; Ref, referéncia. Na andlise foi
considerado um valor de erro alpha de 0,05. Os valores de P que foram significativos estdo apresentados em
negrito. Os dados categéricos estdo apresentados como frequéncia absoluta (frequéncia relativa). Nao
identificado, ndo foi possivel amplificar a amostra de DNA.

As distribuigdes dos diferentes genotipos da SNV rs2229714 para os 101 pacientes e 254

controles inseridos no estudo estdo apresentadas nos Apéndices 4, 5 e 6 respectivamente.
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4.4.Associacdo comparativa das SNVs rs76276169 e rs2229714 entre o grupo de
pacientes com GBM e uma populagéo controle do banco de dados ABraOM

As amostras controles e pacientes com GBM apresentaram-se em desequilibrio de HW
para a SNV 76276169, provavelmente devido a ndo identificagdo do gendtipo homozigoto
variante na amostra da populacdo estudada. Desta forma, as amostras de pacientes foram
comparadas com as amostras controle do banco de dados ABraOM, as quais se encontraram
em EHW para as SNVs rs76276169 (X?=0,04, P-valor= 0,82) rs2229714 (X?= 0,10; P-valor=
0,10). As variaveis clinicas (idade, sexo, cor da pele e idade média, estdo apresentados na tabela
7).

Para a SNV rs76276169 no PARG, o genotipo selvagem (TT) foi significativamente
maior no grupo controle (59,00% vs. 92,23%; P-valor <0,001) apresentando-se como fator de
protecdo para doenga [OR(1C95%): 0,12 (0,78-0,20)]. Assim também, a frequéncia do alelo (T)
foi significativamente maior no controle (79,50% vs. 96,07%; P-valor <0,001) associado a
protecdo a doenca [OR(1C95%): 0,15 (0,11-0,24)] (Tabela 8). Para a SNV 2229714 no RSK1,
0 gendtipo selvagem (GG) foi significativamente maior no grupo controle (61,50% vs 79,50%
P-valor <0,001) apresentando-se como fator de protecdo [OR(IC95%): 0,32 (0,21-0,48)].
Diferentemente, o gendétipo heterozigoto (GA) foi mais frequente no grupo de pacientes
(36,26% vs 79,50% P-valor <0,001) associado ao risco para 0 GBM [OR(IC95%): 2,41 (1,53-
3,79)]. Assim também, o alelo (A) foi mais frequente nos pacientes com GBM (30,32% vs
10,76% p-valor <0,001) associado ao risco para doenga [OR(1C95%): 2,12 (1,44-3,11)] (Tabela
8).



62

Tabela 7. Dados clinicos de 1.171 individuos saudaveis idosos, apresentados de acordo com 0 sexo,
cor da pele e idade média e frequéncia dos diferentes genotipos para as SNVs, incluidos no grupo
controle ABraOM.

Variaveis N %
Sexo Masculino 427 36,46
Feminino 744 63,54
Brancos 680 58,07
Negros 75 6,40
Pardos 330 28,18
Cor da pele Asiaticos 32 2,73
Indigenas
(Nativo Americano) 3 0.26
Sl 51 8,5
Genotipo TT 1.079 92,14
SNV rs76276169 Gendtipo TC 90 7,69
Gendtipo CC 2 0,17
Genotipo GG 931 79,50
SNV rs2229714 Gendtipo GA 228 19,47
Gendtipo AA 12 1,02
Idade Média 71,86 7,94

Sl: Sem informagé&o
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Tabela 8. Associacdo comparativa das variantes rs76276169 e rs 2229714 utilizando os grupos

pacientes com glioblastoma e controle ABraOM.

Glioblastoma ABraOM

Variante genética (n = 101) (n = 1171) P OR 1C95%
rs76276169
Gen6tipo”
TT 59 (59,00) 1080 (92,23) <0,001 0,121 0,078-0,191
TC 41 (41,00) 90 (76,86) 1 Ref
CC 0 1(0,09) 1 Ref
Nao identificados 1
Alelo”
T 159 (79,50) 2250 (96,07) <0,001 0,159 0,106-0,237
C 41 (20,50) 92 (3,93) 1 Ref
rs2229714
Gen6tipo™
GG 56 (61,54) 931 (79,50) 1 Ref
GA 33 (36,26) 228 (19,47) <0,001 2,406 1,528-3,788
AA 2(2,19) 12 (1,02) 0,385 2,766  0,294-12,890
Nao identificado 10
GG 56 (61,54) 931 (79,50) <0,001 0,321 0,211-0,487
AA+GA 35 (38,46) 240 (20,50) 1 Ref
Alelo”
2090
G 145 (79,68) (89.24) 1 Ref

A 37 (20,32) 252 (10,76) <0,001 2,116  (1,442-3,107)
A andlise estatistica foi realizada pelo teste chi-quadrado; **, A andlise estatistica foi realizada pelo teste Exato

de Fisher. OR, razdo das chances; 1C95%, intervalo de confianga de 95%; Ref, referéncia. Na andlise foi
considerado um valor de erro alpha de 0,05. Os valores de P que foram significativos estdo apresentados em
negrito. Os dados categoéricos estdo apresentados como frequéncia absoluta (frequéncia relativa). Nao

identificado, ndo foi possivel amplificar a amostra de DNA

4.5.Avaliacdo dos aspectos clinicos e do tumor para as SNVs rs76276169 e
rs2229714

A distribuicdo dos diferentes genotipos das SNVs rs76276169 e rs2229714 foram
avaliadas de acordo com os dados clinicos (idade ao diagnostico, sexo, cor da pele, KPS) e
aspectos do tumor (localizacdo, recidiva e tipos de tratamentos). Os resultados demonstraram
que que a maioria dos pacientes que realizaram quimioterapia com TMZ eram portadores do
gendtipo selvagem (TT) para a SNV rs76276169, contrastando de forma significativa (P-

valor=0,015) com os pacientes que realizaram RT associada ao TMZ ou somente RT. Para 0s
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demais aspectos clinicos e do tumor néo foi observado diferencas significativas na distribuigcdo

dos diferentes gendtipos para as SNVs (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9 Frequéncia dos diferentes gendtipos da SNV rs76276169 no gene PARG em 101 pacientes

com GBM de acordo com as caracteristicas clinicas.

rs76276169
Marcadores TC T P
Idade (anos) 57 +11,93; 56,21 +12,53 0,948
57 (40-66) 57 (48-67)
Karnofsky 0,81+0,14 0,75+ 0,21 0,358™"
0,80 (0,70-0,90) 0,80 (0,60-0,90)
Localizagdo do tumor
Frontal 9 (22,00) 17 (30,90) 0,900™
Fronto-parietal 1(2,40) 1(1,80)
Fronto-temporal 0 (0,00) 1(1,80)
Fronto-temporal-parietal 1(2,40) 2 (3,60)
Giro cingulo 1(2,40) 0 (0,00)
Occipital 2 (4,90) 1(1,80)
Parietal 8 (19,50) 10 (18,20)
Sobreposto 8 (19,50) 12 (21,80)
Temporal 11 (26,80) 11 (20,00)
Recidiva
Sim 9 (22,0) 19 (33,3) 0,261"
Né&o 32 (78,0) 38 (66,7)
Tratamento
Né&o 27 (65,90) 34 (61,80) 0,831"
Sim 14 (34,10) 21 (38,20)
Tipos de tratamento
T™MZ 5(18,50) 1(2,90) 0,015™
TMZ +RT 22 (81,50) 28 (82,40)
RT 0 (0,00) 5 (14,70)

*, A andlise estatistica foi realizada pelo teste chi-quadrado; **, A anélise estatistica foi realizada pelo teste

Exato de Fisher; ***, A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney; a, para os valores da

populacdo completa ndo removemos os dados dos pacientes para 0s quais 0s genotipos ndo foram identificados.

TMZ, Temozolamida; RT, radioterapia. Na analise foi considerado um valor de erro alpha de 0,05. Os valores de

P que foram significativos estdo apresentados em negrito. Os dados categdricos estdo apresentados como

frequéncia absoluta (frequéncia relativa). Os dados numéricos estdo apresentados como média + desvio padréo;

mediana (percentil 25 a percentil 75).
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Tabela 10 Frequéncia dos diferentes gen6tipos da SNV rs2229714 no gene RSK1 em 101 pacientes com

GBM de acordo com as caracteristicas clinicas.

Marcadores 52229714 P
AA GA GG
Idade (anos) 44 + 18,40 57+12,30 57,3+11,70 0,472
44 (31,00-NA) 62 (48-67) 56 (50-67)
Karnofsky 80+ 0,28 77 +0,15; 78 +0,19; 0,672
80 (60-NA) 80 (70-90) 80 (63-90)
Localizagdo do tumor
Frontal 1 (50,00) 7 (21,90) 14 (26,90) 0,529"
Fronto-parietal 0 (0,00) 1(3,10) 1(1,90)
Fronto-temporal 0 (0,00) 1(3,10) 0 (0,00)
Fronto-temporal-parietal 0 (0,00) 2 (6,30) 1(1,90)
Giro cingulo 0 (0,00) 1(3,10) 0 (0,00)
Occipital 0 (0,00) 2 (6,30) 1(1,90)
Parietal 0 (0,00) 3(9,40) 13 (25,00)
Sobreposto 0 (0,00) 7 (21,90) 11 (21,20)
Temporal 1 (50,00) 8 (25,00) 11 (21,20)
Recidiva
Sim 1 (50,00) 10 (31,30) 14 (25,50) 0,569"
Né&o 1 (50,00) 22 (68,80) 41 (74,50)
Tratamento
Sim  2(100,00) 21 (65,60) 32 (61,50) 0,758"
Né&o 0 (0,00) 11 (34,40) 20 (38,50)
Tipos de tratamento
T™MZ 0 (0,00) 4 (19,00) 2 (6,30) 0,236"
TMZ +RT  2(100,00) 14 (66,70) 29 (90,60)
RT 0 (0,00) 3 (14,30) 1(3,10)

*, A andlise estatistica foi realizada pelo teste chi-quadrado; **, A analise estatistica foi realizada pelo teste
Exato de Fisher; ***, A analise estatistica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney; a, para os valores da
populacdo completa ndo removemos os dados dos pacientes para 0s quais 0s genétipos foram identificados.
TMZ, Temozolamida; RT, radioterapia. Na analise foi considerado um valor de erro alpha de 0,05. Os valores de
P que foram significativos estdo apresentados em negrito. Os dados categéricos estdo apresentados como
frequéncia absoluta (frequéncia relativa). Os dados numéricos estdo apresentados como média + desvio padréo;

mediana (percentil 25 a percentil 75).



66

4.6.Afinidade de ligagdo entre os miR-491-3p e miR-663b aos genes PARG e
RSK1 respectivamente

Energicamente, ligacOes entre rs76276169 e miR-491-3p (5’UGC[AJUAAU3’ — 8mer)
apresentou uma energia livre minima (MFE) de 18,2 kcal/mol e (5’UGC[G]JUAAU3’ — 8mer)
de 17,8 kcal/mol, indicando que ndo h4 diferenca significativa na hibridizacdo do miR-491-3p
ao gene PARG na presenca dos alelos A ou G. Da mesma maneira, a ligacéo entre rs2229714 e
0 miR-663b (5’[G]JGGCCACA3’ — 8mer) apresentou um MFE de 21,0 kcal/mol e
(5’[CIGGCCACA3’ —8mer) de 17,0 kcal/mol, evidenciando uma melhor hibridizagéo do miR-
663b ao gene RSK1 na presenca do alelo G comparado ao alelo C, nos sugerindo uma maior

modulacdo do miR-663b ao gene RSK1 na presenca do alelo G.

4.7.Expressao relativa dos genes PARG e RSK1 nos pacientes de com GBM de
acordo com os diferentes genétipos para as SNVs rs76276169 e rs2229714

A expresséo relativa dos genes PARG e RSK1 em amostras de tecido tumoral fresco de
pacientes com GBM foram avaliadas, e os valores de média, desvio padrdo e P-valor, estdo
apresentados na Tabela 11, considerando os diferentes genotipos para as SNVs rs76276169 e
2229714. Foram analisadas 30 amostras de GBM, sendo que para a SNV rs76276169, e foram
do gendtipo selvagem (TT) e 6 do gendtipo heterozigoto (TC); para a SNV rs2229714, 8
amostras foram do geno6tipo selvagem (GG), 7 do gendtipo heterozigoto (GA) e 2 do gendtipo
variantes (AA).

Considerando a expressdo relativa de PARG, a média dos niveis de mRNA foi
significativamente aumentada nos pacientes portadores do genotipo heterozigoto (TC)
comparados aos pacientes portadores do gendtipo selvagem (TT) (5,07 vs 1,29, P-valor=0,01).
Ainda, a média de expressdo relativa de RSK1 para os pacientes portadores do genotipo
recessivo (AA) foi menor comparado aos pacientes portadores do genétipo selvagem (GG)
(0,28 vs 1,05 P-valor=0,05) ou heterozigoto (GA) (0,28 vs 1,01 P-valor=0,92) (Figura 6).
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Tabela 11 Média das expressoes relativas dos genes PARG e RSK1 em pacientes com glioblastoma de

acordo com os diferentes gendtipos para as SNVs rs76276169 e rs2229714.

NG-97
Média Desvio Padrao P-valor
(OP)
PARG
TT 1,29 0,99 Ref.
TC 5,07 2,77 0,01
RSK1
GG 1,05 0,39 Ref.
GA 1,01 0,70 0,92
AA 0,28 0,24 0,05

Os dados estdo apresentados com média + desvio padrao e os valores de significancia

foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica

significativa
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Figura 6 Avaliacdo dos niveis de expressdo relativa dos genes PARG e RSK1 para os diferentes

genotipos das SNVs rs76276169 e rs2229714, respectivamente. A) A média da expressao relativa do

gene PARG em pacientes com glioblastoma (GBM) portadores do genétipo heterozigoto (TC) foi

significativamente aumentada (P-valor= 0,01) comparado aos pacientes portadores do gendtipo

selvagem (TT). B) A média da expressao relativa do gene RSK1 em pacientes com GBM portadores do

genotipo (AA), foi significativamente menor (P-valor= 0,05) comparado aos gendtipos selvagem (GG)

e heterozigoto (GA). Os dados estdo apresentados com média + desvio padrdo e os valores de

significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica

significativa.
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4.8.Probabilidade de Sobrevida dos pacientes com GBM de acordo com o0s
genoétipos das SNVs rs76276169 T>C e rs2229714 G>A

Foram obtidos dados como data de diagnostico e data do Obito ou ultimo
acompanhamento médico dos 101 pacientes com GBM inseridos no estudo para a analise de
sobrevida. O tempo médio de seguimento foi de 11+14,3 meses e as analises foram realizadas
em junho de 2023. Na referida data da analise, nove pacientes estavam vivos e 92 evoluiram

para obito devido a doenca.

Assim, 50% dos pacientes portadores do genotipo selvagem (TT) e do gendtipo
heterozigoto (TC) para a SNV rs76276169 evoluiram para Obito aos 9 e 6 meses
respectivamente apés o diagndstico. Dentre os pacientes portadores do gendétipo selvagem (GG)
para SNV rs2229714, 50% evoluiram para 6bito aos 8 meses e 0s pacientes portadores dos
genotipos heterozigoto (GA) ou variante (AA), aos 10 meses ap06s o diagnostico. Na anélise
multivariada de Cox ndo houve diferenca estatistica significativa no progndstico dos pacientes
com GBM associado aos diferentes genotipos [Risco relativo (HR) 1,02 (0,62-1,68) P-
valor=0,94] e [HR 1,09 (0,64 -1,84) P-valor=0,75] para as SNVs rs76276169 e rs2229714
respectivamente (Figura 7).

Ainda, a sobrevida livre de recidiva foi calculada considerando os diferentes genétipos
das SNVs estudadas e ndo foi observado associacdo na probabilidade de recidiva da doenca e
0s genotipos da SNV rs76276169 [HR 2,03 (0,88 - 4,71) P-valor=0,09] e da SNV rs2229714
[HR 0,86 (0,34 -2,16) P-valor=0,74] (Figura 8).
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Figura 7 Representacao grafica da curva de sobrevida de 101 pacientes com glioblastoma (GBM)
considerando os diferentes gendtipos das variantes génica de base Unica (SNVs) rs76276169 e
rs2229714 nos genes PARG e RSK1, respectivamente. A) Probabilidade de sobrevida dos pacientes
com GBM paraa SNV rs76276169. A linha em vermelho representa os pacientes portadores do genétipo
selvagem (TT) e em azul os pacientes portadores do genétipo heterozigoto (TC). As linhas tracejadas 6
e 9 representam o tempo em que 50% dos pacientes evoluiram para ébito de acordo com o0s genotipos
(TC) e (TT) respectivamente. N&o houve associacao estatistica significativa dos diferentes genétipos ao
tempo de sobrevida dos pacientes com GBM. B) Probabilidade de sobrevida dos pacientes com GBM
para a SNV rs2229714. A linha em vermelho representa os pacientes portadores do gen6tipo selvagem
(GG) e em azul os pacientes portadores do genétipo heterozigoto (GA) mais pacientes portadores do
genotipo variante (AA). As linhas tracejadas 8 e 10 representam o tempo em que 50% dos pacientes
evoluiram para 6bito de acordo com os gendtipos (AA+GA) e (GG), respectivamente. Nao houve
associacdo estatistica significativa dos diferentes gen6tipos ao tempo de sobrevida dos pacientes com

GBM. As analises de sobrevida foram realizadas utilizando o teste estatistico log-rank
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Figura 8 Representacdo grafica da curva de sobrevida livre de recidiva de 101 pacientes com
glioblastoma (GBM) considerando os diferentes genotipos das variantes génica de base Unica
(SNVs) rs76276169 e rs2229714 nos genes PARG e RSK1, respectivamente. A) Probabilidade de
recorréncia da doenga em pacientes com GBM para a SNV rs76276169. A linha vermelha representa a
probabilidade de recorréncia da doenca nos pacientes portadores do genétipo selvagem (TT) e em azul
0s pacientes portadores do gendtipo heterozigoto (TC). Ndo houve associacao estatistica significativa
dos diferentes genotipos em relagéo a recorréncia do GBM. B) Probabilidade de recorréncia da doenca
em pacientes com GBM para a SNV rs2229714. A linha vermelha representa a probabilidade de
recorréncia da doenca nos pacientes portadores do gendtipo selvagem (GG) e em azul os pacientes
portadores do gendtipo heterozigoto (GA ou AA). N&o houve associacao estatistica significativa dos

diferentes gendtipos em relagédo a recorréncia do GBM.
4.9.Caracterizacao quimica dos extratos de SJ e SJ-b

Inicialmente, os graficos de pontuacdo do sinal utilizavel total (TUS) e da analise de
componentes principais (PCA) foram usados para avaliar os dados e a integridade. Os gréaficos
TUS e PCA, que representam o numero total de regiBes de caracteristicas moleculares plotadas
contra a ordem de injecdo, sdo mostrados nas Figuras 9A e 9B, respectivamente. A distribuicédo
de pontos ilustra que, em contraste com as amostras testes (pontos azuis), as amostras controles
de qualidade (QC) foram notavelmente estaveis ao longo da analise (pontos vermelhos). O
gréafico demonstra as pontuacdes de PCA de dados obtidos de trés réplicas de amostras de testes
em 4, 6 e 8 horas de reacdo. As réplicas analiticas das amostras de QC enriquecidas foram
agrupadas no centro do grafico de pontuacdo do PCA e demonstraram baixa variabilidade

instrumental e alta qualidade analitica.
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Figura 9 Caracterizagdo quimica dos extratos de Sophora japonica (SJ) e SJ biomodificada (SJ-
b). A) Variacéo na composicao quimica dos extratos durante a anélise por UPLC-QTOF-MSE (A) Sinal
Util Total (TUS). B) Graficos de pontuacdo PCA de amostras de controle de qualidade (QC) (pontos

vermelhos) e amostras de teste (pontos verdes).

Na Tabela 12 estdo apresentados 26 compostos identificados por UHPLC-Q-TOF-MSE
que foram alterados com hidrélise enzimatica. A maioria desses flavonoides identificados
estava presente como derivados de glicosideos que eram formas conjugadas de aclcar. A
ligacdo glicosidica esta normalmente localizada na posicéo 3 ou 7, e a unidade de carboidrato
é geralmente de ramnose, glicose e galactose. Mais complexos oligossacarideos de KPF
(Kaempferol-3-Galactoside-6"-Rhamnoside-3"'-Rhamnoside, Kaempferol-3-O-glucoside-3"-
ramnosideo, Kaempferol-3-O-ramnosideo-7-O -ramnosideo e Kaempferol 3-O-soforosideo) e
outros glicosideos de quercetina foram significativamente reduzidos apés 8h de hidrélise
enzimatica. Além disso, algumas agliconas como KPF, apigenina, daidzeina e quercetina

tendem a aumentar devido a hidrélise enzimatica.
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Tabela 12 Identificacdo de 26 compostos presentes no extrato de Saphora japonica apo6s hidrdlise

enzimatica
Continua
- N , Modo N
Caracteristicas Identificacio Formula Adducts . . Tendéncia
ionizante
Quercetina-3,7-0-a-
1 2.04_595.1563m/z L-dirhamnosideo C27H30015 M+H + DOWN
Kaempferol-3-
Galactoside-6"-
2 216 _741.2171m/z Rhamnosideo-3""- Cs3H40019 M+H + DOWN
Rhamnoside?
Kaempferol-3-0O-
3 2.35.595.1632m/z glucoside-3"- C27H30015 M+H + DOWN
rhamnosideo”“**
Kaempferol-3-O- M+K-
4 239 615.1052m/z  rhamnosideo-7-O- Ca7H30014 oH - DOWN
rhamnosideo”
Kaempferol 3-O-
5 2.44 609.1464m/z sophorosideo C27H30016 M-H - DOWN
o M+H-
6 2.46_255.0672m/z Daidzeina C15H1406 2H20 + UpP
Quercetina-3-0O-a-L-
rhamnopiranosil(1-
7 2.53_755.2084m/z 2)- B -D- Cs3H10020 M-H - DOWN
glucopiranosil-7-O-
a-L-rhamnopiranosil
§ 254 477.0638m/z  uercetinas- CaHiOis  M-H : DOWN
glucuronideo
9 255 473.1010m/z flavanomareina Ca1H2011 M+Na + upP
10 2.75 299.0516m/z Isorhamnetina C14H1206 M+Na + UP
11 2.77 455.0065m/z ~ Cenisteina 7-0O- CaHaOn  M+Na + uP
glucosideo
12 3.22_359.0732m/z 5-acido CisHisOs  M+Na + UP
cafeilquinicos
Kaempferol 3-O- M+H-
13 3.27_431.0949m/z galactosideo® C21H20011 H20 + DOWN
14 3.30_370.0882m/z _Galocatequina CiH17N3OsS ~ M+Na + UP
15 3.36 391.0328m/z  Acido clorogénico C21H20010 M-H - uP
Galato de M+H-
16 3.36_407.0710m/z epicatequina C22H18010 2H20 + UpP
Kaempferol-3-0O-
17 3.37_433.1128m/z rhamnosideo® C21H20010 M+H + DOWN
18 3.44_431.0935m/z Kaempferol 3- CaHigOw  M+H + uP

glucosideo?
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Tabela 12 Identificacdo de 26 compostos presentes no extrato de Saphora japonica apo6s hidrdlise

enzimatica

Concluséo
19 3.70 270.0504n Apigenina CisH100s 'ﬂ;g + UP
20 3.71 271.0948m/z Medicarpine C16H1404 M+H + UP
21 3.87 317.0649m/z Quercetina 4'-metil eter CiHO;  M+H  +  UP

- (Tamarixetina)

22 450 609.1555m/z Rutina™ C27H30016 M-H - DOWN
23 417 495.1275m/z Catequina C24H24010 M+Na  + UP
24 483 271.0577m/z Genisteina Ci15H1005 M+H + UP
25 5,74 302.0400n Quercetina C15H1007 MH;g + UP
26 6.51 285.0409m/z Kaempferol Ci15H1006 M-H - UP

2 também identificado no modo negativo; ® MSI nivel 3; ¢ ou Kaempferol-3-O-galactosideo-7-O-ramnosideo; %p-
valor obtido ap6s andlise estatistica Pattern-Hunter. Para todas as comparagdes, P-valor < 0,05, exceto para * em

que P valor <0,1 e ** P valor < 0,5.

Embora o extrato biomodificado contenha uma variedade de outros flavondides em
menores quantidades, conforme mostrado na tabela acima, sua composi¢do quimica é composta
principalmente por KPF (aproximadamente 65%), sendo 43% como KPF aglicona (pico iv) e
21% como KPF-O -glicosideo (pico i), além de rutina (pico ii) e quercetina (pico iii) (Figura
10A). Os compostos que apresentaram menos de 1% das abundancias foram retirados para o

calculo.

O espectro de massa mostra as abundancias relativas dos ions no eixo y: KPF aglicona
(a, m/z 287.055), bem como seus outros analogos glicosilados que variam de Kaempferol-3-O-
ramnoésido (b, m/z 433.113), com uma porc¢do glicosil, para os complexos mais KPF-3-O-
glicosideo-3"-ramnosideo (c, m/z 595.163) e KPF -3-Galactoside-6"-Rhamnosideo-3" -
Rhamnosideo (d, m/z 741.216) (Figura 10B).
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Figura 10. Caracterizacdo quimica dos extratos de Sophora japonica antes (SJ) e ap6s a reacao de

195.088

813.128 904.653  939.117 ggp 140

bioconversao (SJ-b). A) Cromatograma dos compostos majoritarios do extrato de Sophora japonica
apos a reagdo enzimatica. Picos: KPF-O-glicosideo (i), Rutina (ii), Quercetina (iii) e KPF aglicona (iv).
B) Espectro de massa e estruturas quimicas da aglicona KPF (a, m/z 287,055); Kaempferol-3-O-
ramnosideo (b, m/z 433,113), KPF-3-O-glicosideo-3"-ramnosideo (¢, m/z 595,163) e KPF -3-
Galactoside-6"-Rhamnosideo- 3"'-Rhamnoside (d, m/z 741.216).

4.10Caracterizacdo bioldgica do extrato vegetal de SJ e SJ-b
4.10.1. Comparagdo do efeito citotoxico do extrato vegetal de SJ e

SJ-b em linhagem celular ndo tumoral

Para avaliar se os extratos vegetais de SJ e SJ-b apresentam acdo citotoxica em celulas
ndo tumorais, foi realizado o ensaio MTT com a linhagem celular de fibroblasto dérmico,
HDFa. O extrato de SJ foi avaliado em trés tempos de exposicdo (24, 48 e 72h), utilizando
diferentes concentracdes seriadas (0, 20, 50, 150, 250, 350, e 500 uM), sendo observado
evidente reducdo na viabilidade celular principalmente na concentragcao de 250 uM apos 72h
de exposicao; embora, as células apresentaram viabilidade celular acima de 60% em todos os
tempos e concentragdes avaliados (Figura 11A). Os mesmos tempos e concentragcdes citados

acima foram utilizados para a avaliagdo do extrato de SJ-b, sendo observado evidente reducéo
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da viabilidade celular nas concentragdes entre 20-250 uM, apods 72h de exposic¢ao. As células
apresentaram viabilidade celular acima de 50% em todos os tempos e concentragdes avaliadas
(Figura 11B). Resumidamente, ndo foi observado declinio significativo da viabilidade celular

em uma linhagem celular ndo tumoral exposta aos extratos de SF e SJ-b.

A) Extrato SJ B) Extrato SJ-b
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Figura 11 Linhagem celular de fibroblastos dérmicos humano adulto, HDFa exposta aos extratos
vegetais de Sophora japonica (SJ) ou Sophora japonica biomodificada (SJ-b). A) HDFa expostas
com 20, 50, 150, 250, 350 e 500 uM de extrato vegetal de SJ por 24, 48 e 72 horas. B) HDFa exposta
ao extrato de SJ-b nas mesmas concentragdes e tempos utilizados para avaliar o efeito citotdxico da SJ.
A concentragdo de 0 pM indicam as células controles ndo expostas aos extratos. Os valores de

viabilidade estdo apresentados com média + desvio padrdo para cada concentracdo avaliada.

4.10.2. Comparacdao do efeito antitumoral dos extratos vegetais de SJ

e SJ-b nas linhagens celulares de gliomas de alto grau

Para avaliar o efeito citotoxico dos extratos vegetais de SJ e SJ-b, as linhagens celulares
NG-97 e U251 foram expostas a diferentes concentracées (0, 50, 100 200, 400, 600, 800, 1000,
1200, 1400, 1600, 1800 ¢ 2000 uM) e tempos (24, 48 ¢ 72 h) dos referidos compostos.
Alteracdes morfoldgicas sugestivas de apoptose, como a diminui¢do do volume celular e a
perda da caracteristica de aderéncia e do aspecto fusiforme, tornando-se arredondadas, foram
observadas nas células expostas aos extratos de SJ ou SJ-b nas concentragdes acima de 600 uM,

apos 48 h de exposicao (Figuras 12A e 12B e Figuras 13A e 13B).

Apos 72 h de exposicdo foi observado uma reducéo significativa da viabilidade celular
em ambas as linhagens expostas aos extratos vegetais de SJ ou SJ-b. Assim, a concentracdo

inibitéria de 50% (IC50) observada nas células NG-97 expostas aos extratos de SJ ou SJ-b
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foram de 800 uM (Figura 12C) e 600 uM (Figura 12D), respectivamente. Entretanto, a IC50
observada nas células U251 expostas a SJ ou SJ-b foi de 1800 uM para ambos os extratos
(Figuras 13C e 13D). As concentracBes IC50 identificadas pelo ensaio MTT foram utilizadas

em todos 0s outros experimentos propostos.
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Figura 12: Linhagem celular de glioma grau I11 (NG-97) exposta aos extratos vegetais de Sophora
japonica (SJ) e Sophora japonica biomodificada (SJ-b). A) Alteragdes morfoldgicas observadas na
linhagem NG-97 exposta ao extrato vegetal de SJ nas concentragdes de 600 uM e 800 uM por 24, 48 ¢
72 horas. B) Alteragdes morfologicas observadas na linhagem NG-97 exposta ao SJ-b nas concentragdes
de 600 uM e 800 uM por 24, 48 e 72 horas. C) NG-97 exposta a diferentes concentragdes seriadas (50-
2000uM) de extrato vegetal de SJ por 24, 48 e 72 horas. D) NG-97 exposta ao extrato vegetal de SF-b,
nas mesmas concentracdes e tempos utilizados para avaliar a citotoxicidade da SF. A concentragéo de 0
UM indica células controles ndo expostas aos extratos e o valor da escala apresentada aplica-Se para

todas as fotos representativas da figura. Os valores de viabilidade estdo apresentados com média +

desvio padrdo para cada concentragdo avaliada.
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Figura 13: Linhagem celular de Glioblastoma (U251) exposta aos extratos vegetais de Sophora
japonica (SJ) e Sophora japonica biomodificada (SJ-b). A) Alteragdes morfoldgicas observadas na
linhagem U251 exposta ao extrato vegetal de SJ nas concentragdes de 1000 e 1800 uM por 24, 48 e72
horas. B) Alteragdes morfoldgicas observadas na linhagem U251 exposta ao extrato vegetal de SJ-b nas
concentragdes de 1000 e 1800 UM por 24, 48 e72 horas. C) U251 exposta a diferentes concentracoes
seriadas do de SJ (50-2000 uM) por 24, 48 e 72 horas. D) U251 exposta a diferentes concentragdes
seriadas do extrato de SJ-b (50-2000 uM) por 24, 48 e 72. A concentragdo de 0 uM indica células
controles ndo expostas aos extratos e o valor da escala apresentada aplica-se para todas as fotos
representativas da figura. Os valores de viabilidade estdo apresentados com média * desvio padrao

para cada concentracdo avaliada.

4.10.3. Efeito antitumoral do extrato de SJ ou SJ-b em associacéo

com TMZ nas linhagens celulares de gliomas de alto grau

As linhagens celulares NG-97 e U251 foram expostas a a¢do isolada do TMZ em
diferentes concentracgdes, entre 25 UM a 2000 pM, por 24, 48 e 72 h e em associa¢do com 800
MM de extrato vegetal de SJ (NG-97), 600 UM de SJ-b (NG-97) ou 1800 uM de SJ ou SJ-b
(U251). Alteracdes morfoldgicas, sugestivas de morte celular, foram observadas nas células

expostas a0 TMZ apenas acima de 1000 uM. Entretanto, alteracBes morfologicas sugestivas
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de apoptose, foram observadas nas células expostas as concentracdes acima de 350 uM de
TMZ associado aos extratos vegetais de SJ ou SJ-b (Figuras 12A e 13A), indicando sinergismo
entre TMZ e os compostos avaliados. Ainda, um efeito mais evidente foi observado nas células
expostas ao extrato de SJ-b em comparacdo com o extrato de SJ.

Reducdo significativa da viabilidade celular nas concentracdes acima de 350 puM de
TMZ nos tempos de 48 e 72 h (Figuras 14B e 14C; Figuras 15B e 15C). Em contraste, NG-97
e U251 expostas a TMZ em associacdo com o0s extratos de SJ ou SJ-b, apresentaram
significativo efeito citotoxico a partir da concentracéo de 25 uM de TMZ por 48 e 72 h (Figura
14D, E, Fe G e Figura15 D, E, F e G). E possivel também observar uma agao sinérgica mais

evidente entre TMZ e o extrato de SJ-b.
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Figura 14: Linhagem celular de glioma grau 111 (NG-97) exposta ao Temozolamida (TMZ) ou
em associacao aos extratos de Sophora japonica (SJ) e Sophora japonica biomodificada (SJ-b). A)
AlteracGes morfoldgicas observadas nas células NG-97 expostas com 350 e 1000 uM de TMZ;
TMZ+800 UM de extrato de SJ; TMZ+600 UM de extrato de SJ-b expostas por 72 h. B) NG-97 exposta
a baixas concentracfes de TMZ (25-200 uM) por 24, 48, e 72 h C) NG-97 exposta a altas concentracdes
de TMZ (250-2000 uM) de TMZ por 24, 48, e 72 h. D) NG-97 exposta as baixas concentracfes de
TMZ (25-200 puM) associadas a 800 UM de extrato de SJ por 24, 48 e 72h. E) NG-97 exposta as altas
concentracgdes de TMZ (250-2000 pM) associadas a 800 M de extrato de SJ por 24, 48 e 72h. F) NG-
97 exposta as baixas concentragdes de TMZ (25-200 uM) associadas a 600 UM de extrato de SJ-b por
24, 48 e 72h. G) NG-97 exposta as altas concentracdes de TMZ (250-2000 pM) associadas a 600 M
de extrato de SJ-b por 24, 48 e 72h. A concentragdo de 0 uM indica células controles ndo expostas aos

extratos e o valor da escala apresentada aplica-se para todas as fotos representativas da figura. Os
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valores de viabilidade estdo apresentados com media + desvio padrdo para cada concentracdo

avaliada.
B) )
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associacao aos extratos vegetais de Sophora japonica (SJ) e Sophora japonica (SJ-b). A) Alteracdes
morfol6gicas observadas nas células U251 expostas com 350 e 1000 uM de TMZ; TMZ+800 uM de
extrato de SJ; TMZ+600 uM de extrato de SJ-b expostas por 72 h. B) U251 exposta a baixas
concentragdes de TMZ (25-200 uM) por 24, 48, e 72 h C) U251 exposta a altas concentra¢des de TMZ
(250-2000 uM) de TMZ por 24, 48, e 72 h. D) U251 exposta as baixas concentra¢des de TMZ (25-200
HM) associadas a 1800 M de extrato de SJ por 24, 48 e 72h. E) U251 exposta as altas concentracoes
de TMZ (250-2000 uM) associadas a 1800 uM de extrato de SJ por 24, 48 e 72h. F) U251 exposta as
baixas concentragdes de TMZ (25-200 pM) associadas a 1800 uM de extrato de SJ-b por 24, 48 e 72h.
G) NG-97 exposta as altas concentra¢des de TMZ (250-2000 puM) associadas a 1800 UM de extrato de
SJ-b por 24, 48 e 72h. A concentragdo de 0 uM indica células controles ndo expostas aos extratos € o
valor da escala apresentada aplica-se para todas as fotos representativas da figura. Os valores de

viabilidade estdo apresentados com média + desvio padrdo para cada concentracdo avaliada.
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4.10.4. Avaliacdo da migracdo celular pelo método de WH nas

linhagens celulares de gliomas de alto grau

A capacidade migratoria das linhagens celulares NG-97 e U251 expostas aos extratos
foram avaliadas pelo ensaio de WH. Observou-se que as células expostas aos extratos SJ ou
SJ-b apresentaram uma inibicdo significativa da capacidade de migragéo, impedindo assim o
fechamento da ranhura na monocamada celular durante um periodo de 72h, diferente das
células controles ndo expostas aos extratos, as quais migraram e promoveram o fechamento
completo da ranhura neste mesmo periodo (Figuras 16 e 17). Os valores de significancia do

ensaio de migracdo celular estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 Valores de P-valor do ensaio de migragdo celular apresentados de acordo com as

concentragdes de cada extrato para os diferentes tempos observados.

Migracdo celular — P-valor

24h 48h 72h
SJ
NG-97 [800 pM] 3,25x10% 3,86x10% 5,3x10%®
U251 [1800 pM] 1,83x10% 0,002 1,95x10%
SJ-b
NG-97 [600 pM] 7,52x1070¢ 5,45x107 1,07x10%
U251 [1800 pM] 0,012 0,015 5,15x10

Os valores de significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia

diferenca estatistica significativa
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Figura 16: Avaliacdo da migracdo celular da linhagem NG-97 exposta ao extrato vegetal da
Sophora japonica (SJ) e Sophora japonica biomodificada (SJ-b). A) NG-97 submetida a ranhura
(entre linhas pontilhadas) e exposta ao extrato vegetal de SJ (800 uM) ou SJ-b (600 uM) nos tempos de
24, 48 e 72 horas. B) Gréfico evidenciando a inibigdo da migragdo celular a partir 24 horas apos a
exposicdo. A concentragdo de 0 uM indica células controles ndo expostas aos extratos e o valor da escala
apresentada aplica-se para todas as fotos representativas da figura. Os valores de viabilidade estdo
apresentados com média + desvio padrdo para cada concentracdo avaliada e valores de
significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica

significativa.
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Figura 17: Avaliacdo da migracao celular da linhagem U251 exposta ao extrato vegetal da Sophora
japonica (SJ)e Sophora japonica biomodificada SJ-b. A) U251 submetida a ranhura (entre linhas
pontilhadas) e exposta ao extrato vegetal de SJ (1800 uM) ou SJ-b (1800 uM) nos tempos de 24, 48 e
72 horas. B) Gréfico evidenciando a inibi¢do da migrac&o celular a partir 24 horas ap0s a exposi¢do. A
concentragdo de 0 uM indica células controles ndo expostas a0s extratos e o valor da escala apresentada
aplica-se para todas as fotos representativas da figura. Os valores de viabilidade estdo apresentados
com média + desvio padrdo para cada concentracdo avaliada e os valores de significancia foram

obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica significativa.
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Ainda, os extratos SJ e SJ-b atenuaram a migragéo celular através da modulagéo do nivel
de expresséo relativa de MMP-9, especialmente o extrato SJ-b. Desta forma, a expresséo de
MMP-9 foi menor nas linhagens NG-97 e U-251 expostas aos extratos SJ e SJ-b. Além disso,
SJ e SJ-b foram capazes de inibir a expressdo de MMP-9 nas células expostas a TPA+SJ-b e
TPA+SJ de forma significativa quando comparadas as células expostas apenas com TPA.
Entretanto, ndo houve reducdo significativa da média de expressdo relativa de MMP-9 nas
células expostas aos extratos em associa¢do ao TPA comparado as celulas controles sem TPA.
As expressoes relativas do gene MMP-9 para as linhagens estudadas e os valores de P-valor
estdo apresentados na Tabela 14. A Figura 18 indica a inibi¢&o da expresséo relativa de MMP-
9 promovida pelos extratos nas linhagens NG-97 e U251.

Tabela 14 Expresséo relativa do gene MMP-9 com desvio padréo e valores de P-valor, para as linhagens
NG-97 e U251 expostas ao extrato SJ, SJ-b, TPA+SJ ou TPA+SJ-b comparadas a células controles com
e sem TPA.

MMP-9
n . Desvio Padrao
Expressoes relativas P-valor
(OP)
NG-97
Controle 1,02 0,23 Ref.
SJ 0,53 0,01 0,02
SJ-b 0,32 0,27 0,03
TPA 1,84 0,66 Ref.
TPA+SJ-b 0,60 0,32 0,04
TPA 0,57 0,05 0,02
Controle 1,02 0,23 Ref.
TPA+SJ-b 0,60 0,32 0,14
TPA+SJ 0,57 0,05 0,30
U251
Controle 1,03 0,32 Ref.
SJ 0,36 0,04 0,02
SJ-b 0,80 0,04 0,3
TPA 4,50 0,57 Ref.
TPA+SJ-b 0,82 0,06 0,0003
TPA 1,42 0,28 0,001
Controle 1,03 0,32 Ref
TPA+SJ-b 0,82 0,06 0,32
TPA+SJ 1,42 0,28 0,19

Ref.: Referéncia; SJ: Sophora japonica; SJ-b: Sophora japonica biomodificada; TPA:
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato. Os dados estdo apresentados com média + desvio
padrao e os valores de significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05

evidencia diferenca estatistica significativa.
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Figura 18 Avaliacédo da migracéo celular através da modulacdo do gene MMP9 pelos extratos de
Sophora japonica (SJ) e Sophora japonica biomodificada (SJ-b) nas linhagens NG-97 e U251. A)
Reducdo no nivel de expressdo relativa de MMP9, principalmente na linhagem NG-97 em comparacao
com células controles ndo expostas aos extratos. B) Inibicao significativa no nivel de expressao relativa
de MMP9 nas linhagens NG-97 e U251 expostas a TPA plus SJ ou TPA plus SJ-b em comparacéo com
células tratadas apenas com TPA. Os dados estdo apresentados com média + desvio padréo e os valores
de significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica

significativa.

4.10.5. Avaliagéo da proliferacéo celular das linhagens de gliomas de

alto grau expostas aos extratos vegetais de SJ e SJ-b

A acdo antiproliferativa dos extratos vegetais de SJ e SJ-b foi avaliada pelo ensaio de
proliferacdo celular por 5 dias com as linhagens NG-97 e U251. Desta forma, foi observado
inibicdo da proliferacdo celular significativa nas células expostas ao extrato de SJ ou SJ-b.
Além disso, o nimero de células coradas pelo corante azul de tripan foi maior nas células
expostas aos extratos, comparado as células controles. Nas Figuras 19A, B, C e D € possivel
observar a curva indicativa da média de proliferacdo das células expostas aos extratos em
comparacao as células controles. Na Tabela 15 estd apresentado os valores de significancia
para as diferentes concentracfes dos extratos em diferentes tempos de exposicéo das células
NG-97 e U251.
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Tabelal5 Diferencas significativas da proliferacdo celular das células expostas aos extratos

comparadas as células controles.

Proliferacéo celular — P-valor

SJ 24h 48h 72h 96h 120h
NG-97 [800 pM] 4,00x10% 2,40x10%  1,16x10%  4,11x10%  565x107
U251 [1800 uM] 8,00x10% 558x101  240x101  6,57x10Y  7,58x107%6
SJb

NG-97 [600 pM] 0,0063 1,08x10%  2,04x10%  3,96x10%  7,19x10%
U251 [1800 uM] 0,016 2,64x10%  1,02x10%  8,95x10%  1,93x107

SJ: Sophora japonica; SJ-b: Sophora japonica biomodificada. Os valores de significancia foram obtidos através

do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia
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Figura 19 Inibicdo da proliferacdo celular pelos extratos vegetais de Sophora japonica (SJ) e

Sophora japonica biomodificada (SJ-b) nas linhagens celulares NG-97 e U251. A) Inibicdo da

proliferacdo celular nas células NG-97 expostas a 800 uM de extrato de SJ. B) Inibicdo da proliferacao

celular nas células U251 expostas a 1800 uM de extrato de SJ. C) Inibicdo da proliferacdo celular nas

células NG-97 expostas a 600 uM de extrato de SJ-b. D) Inibicdo da proliferacdo celular nas células

U251 expostas a 1800 uM de extrato de SJ-b. A concentragdo de 0 uM indicam as células controles

ndo expostas aos extratos. Os dados estdo apresentados com média * desvio padrdo e os valores de

significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenga estatistica

significativa.
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Além disso, as analises por citometria de fluxo comprovaram que os extratos avaliados
agiram no ciclo celular. O nimero de células marcadas pelo intercalante de DNA, iodeto de
propideo, na fase S e G2M foi significativamente maior nas células expostas aos extratos SJ ou
SJ-b comparado as células controles ndo expostas aos extratos. Esse resultado pode ser melhor
observado na linhagem U251 (Figura 20). Na Tabela 16 esta descrito o percentual de células
marcadas pelo iodeto de propideo em cada fase do ciclo celular juntamente com os valores P-

valor.

Controle [0pM] $J-b [600pM] SJ [800uM]

Count
Count

0 @ 1024 e W07 05 1024 2048 3071

0 2 24
DHA Content (Ph2) DHA Content (Ph2) DHA Content (PVE)

Controle  SJ-b [600uM] SJ [800uM]

Controle [0pM] SJ-b [1800uM] SJ [1800uM]

Count
3

Count

Count

U251

U 2 208 W11 & 0 1024 048 WM & 0 1024 2048 71 4%
DNA Content (PM2) DHA Content (PHE) DNA Content (PNR) Controle SJ-b [1800uM] SJ [1800uM]

Figura 20 Parada do ciclo celular pelos extratos vegetais de Sophora japonica (SJ) e Sophora
japonica biomodificada (SJ-b) nas linhagens celulares NG-97 e U251. O histograma superior é
representativo de um ensaio demonstrando as porcentagens de cada fase do ciclo celular na linhagem
celular de glioma grau Il (NG-97) controle, expostas aos extrados de SJ-b ou a SJ [G1 (78,80%,
74,00% e 74,93%), S (12,5%, 14,37% e 13,83%) e G2/M (2,45%, 4,53% e 4,57%)], respectivamente.
O histograma inferior é representativo de um ensaio demonstrando as porcentagens de cada fase do
ciclo celular na linhagem celular de glioblastoma (U251) controle, expostas aos extrados de SJ-b ou a
SJ[G1 (83,50%, 42,55% e 39,54%), S (8,30%, 44,20% e 43,30%) e G2/M (0,17%, 12,10% e 16,00%)],
respectivamente. A concentragdo de 0 uM indica as células controles ndo expostas aos extratos. Os
dados estdo apresentados com média + desvio padrdo e os valores de significancia foram obtidos

através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica significativa.
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Tabela 16 Percentual médio de células marcadas pelo intercalante de DNA iodeto de propideo em

cada fase do ciclo celular e os respectivos valores de significancia (P-valor).

Parada do ciclo celular

Percentual Valores de significancia
P-valor P-valor P-valor
NG-97 G1 S G2/M (G1) ) G2IM
Controle 78,8% 12,5% 2,5% Ref. Ref. Ref.
SJ [800 uM] 73,9% 13,8% 4,6% 0,02 0,04 2,0x10*
SJ-b [600 uM] 4,6% 14,4%; 4,5% 0,02 0,002 4x10°
U251
Controle 83,5%; 8,3%; 0,2% Ref. Ref. Ref.
SJ[1800 uM] 39,5%), 43,3%; 16,0% 0,01 0,004 0,05
SJ-b [1800 uM] 42,6%, 44,2% 12,1% 4x10* 0,002 2x10°

Ref.: células controles ndo expostas aos compostos utilizadas como referéncia para as analises estatisticas. Os
valores de significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica
significativa.
4.10.6. Avaliacdo do efeito pré-apoptético do extrato vegetal de SJ
e SJ-b nas linhagens de gliomas de alto grau

Foi observado que a célula U251 quando exposta ao extrato de SJ ndo apresentou um
nivel de fragmentacdo do DNA evidente em comparacao com as células expostas ao extrato
de SJ-b. Em contraste, SJ-b causou uma fragmentacdo do DNA perceptivel nas células NG-
97 (concentragéo de 600 uM) e U251 (Figuras 21A e 21B).

De fato, a analise do efeito apoptdtico pelo ensaio de citometria de fluxo indicou que SJ
e SJ-b induziram significativamente a externalizacdo da proteina fosfatidilserina presente na
membrana celular, facilitando o reconhecimento das células apoptoticas por macréfagos. As
células expostas aos extratos apresentaram uma taxa de externalizacdo da fosfatidilserina de
[NG-97: SJ (39,16% vs. 8,26%; P-valor=0,05); SJ-b (28,56% vs. 8,26%; P-valor=0,03);
[U251: SJ (18,50% vs. 4,90%; P-valor=0,05); SJ-b (10,96% vs. 4,90%; P-valor=0,006) em

comparagao com células controles ndo expostas aos extratos (Figura 22).
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Figura 21: Fragmentacdo do DNA promovida pelos extratos vegetais de Sophora japonica antes
e depois da biomodificagéo (SJ-b) nas linhagens celulares NG-97 e U251 pela eletroforese em gel
de agarose. A) A linhagem NG-97 apresentou fragmentacdo do DNA nas células expostas a
concentracdo de 600 uM de extrato de SJ-b (circulo vermelho) quando comparado as células expostas
ao extrato de SJ em concentracdes maiores. B) Células U251 expostas ao extrato de SJ-b ou SJ nas
concentracdes de 1600, 1800 e 2000 UM por 72 horas. E possivel observar que o extrato de SJ-b
promoveu uma maior fragmentacdo do DNA (circulo vermelho) em comparacdo com o extrato de SJ.
Letra (M): marcador molecular de 1000 pares de base (pb), letra (C) DNA obtido de células controles
n&o expostas a nenhum dos extratos.
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Figura 22: Extratos de Sophora japonica (SJ) e SJ ap6s a reacdo de bioconversdo (SJ-b)

apresentam efeito pré-apoptotico em linhagens celulares NG-97 e U251. A) Resultados

% Apoptotic cells

representativos demonstrando as porcentagens de células NG-97 positivamente coradas com Anexina
V-PE/7-AAD, ap6s tratamentos com TMZ (controle positivo) [4000 uM], SJ [800 uM] ou SJ-b [600
UM], ap6s 72 h. B) Resultados representativos demonstrando as porcentagens de células U251
positivamente coradas com Anexina V-PE/7-AAD, apés tratamentos com TMZ (controle positivo)
[4000 puM], SJ [1800 uM] ou SJ-b [1800 puM], apds 72 h. C) Gréfico demonstrando a média e desvio
padrdo dos ensaios em triplicata das porcentagens de células positivamente coradas com Anexina V-
PE/7-AAD e indicativo de células apoptdticas, apds exposicdo com os extratos SJ-b ou SJ. A
concentracdo de 0 pM indicam as células controles ndo expostas aos extratos. Os dados estdo
apresentados com média + desvio padrdo e os valores de significancia foram obtidos através do Teste-

T. Valor de P<0,05 evidencia diferenga estatistica significativa.
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4.10.7. Avaliacdo da capacidade de inibicdo de CTS promovida
pelos extratos vegetais de SJ e SJ-b

Foi investigado a capacidade dos extratos vegetais de SJ e SJ-b na inibicdo de formacao

de neuroesferas ou formacdo de CTS de gliomas, as quais podem sofrer auto-renovacéo,

invasdo e resisténcia a tratamentos, reiniciando o tumor, apos remogdo cirargica. Assim,

observou-se que o extrato de SJ promoveu uma reducdo na formagdo de neuroesferas em

relagdo as células ndo expostas [NG-97: 800 uM; 48h (P-valor=6,42x10°7), 72 h (P-

valor=1,77x10°7)] e [U251: 1800 uM; 24 h (P-valor=4,65x10"%), 48 h (P-valor=7,32x10°"),

72 h (P-valor=2,71x108)]. Entretanto, o extrato de SJ-b promoveu uma redugéo na formagio

de neuroesferas iniciando-se apds 24 h de exposi¢do em ambas as linhagens celulares avaliadas

[NG-97: 600 puM; 24 h (P-valor=0,008), 48 h (P-valor=9,11x10°7), 72 h (P-valor=7,00x10"

0] e [U251: 1800 pM; 24 h (P-valor=1,24x10"%), 48 h (P-valor=3,41x10%), 72 h (P-
valor=1,84x10")] (Figuras 23 e 24).
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Figura 23: Inibicdo na formacéo de neuroesferas pelos extratos vegetais de Sophora japonica (SJ)
e Sophora japonica biomodificada (SJ-b) na linhagem celular de glioma grau I11. As células NG-
97 foram estimuladas para formar células-tronco semelhantes de glioma e ap6s, foram expostas ao
extrato de SJ ou SJ-b. Foi possivel observar uma inibicdo na capacidade de formacéo de neuroesferas
apos 24 horas de exposicdo. Células ndo expostas aos compostos foram usadas como controles. A
concentracdo de 0 uM indica as células controles ndo expostas aos extratos. A escala apresentada na
figura controle aplica-se para todas as fotos representativas na figura. As setas indicam a formacéo de
novas neuroesferas. Os dados estdo apresentados com média + desvio padrdo e os valores de
significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica

significativa.
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Figura 24: Inibicdo na formacéo de neuroesferas pelos extratos vegetais de Sophora japonica (SJ)
e Sophora japonica biomodificada (SJ-b) na linhagem celular de glioblastoma. As células U251
foram estimuladas para formar células-tronco semelhantes de glioma e, em seguida, expostas aos
extratos de SJ ou SJ-b. Foi possivel observar uma inibicdo acentuada na capacidade de formacédo de
neuroesferas apds 48 horas de exposicdo. Células ndo expostas aos compostos foram usadas como
controles. A concentragdo de 0 uM indica as células controles ndo expostas aos extratos. A escala
apresentada na figura controle aplica-se para todas as fotos representativas na figura. As setas indicam
a formag&o de novas neuroesferas. Os dados estdo apresentados com média + desvio padrao e os valores
de significAncia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica

significativa.
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4.10.8. Acdo inibitorio dos extratos vegetais de SJ e SJ-b em genes

envolvidos com a via de sinalizagdo NF-kB

A expressao relativa dos genes TRAF6, IRAK?2, TNFa e IL- 1/ ap0s exposicdo das células
NG-97 e U251 ao extrato de SJ ou SJ-b em comparacdo as células controles foi avaliada por
PCR quantitativo (Tabela 17).

As células NG-97 e U251 apresentaram as expressdes inibidas dos genes TRAF6 (0,86
vs. 1,02 P-valor=0,45; 0,32 vs. 1,02, P-valor=0,03;) e IRAK2 (0,33 vs. 1,28, P-valor=0,21;
0,12 vs. 1,28 P-valor=0,43), pertencentes a via NF-kB, apds tratamentos com os extratos de SJ
e SJ-b, respectivamente (Figura 25A e B).

Foi também observado que a NG-97 apresentou expressdes reduzidas dos genes TNFa
(0,43 vs. 1,00, P-valor=0,006; 0,32 vs. 1,00, P-valor=0,005) e IL-/p (0,77 vs. 1,01, P-
valor=0,005; 0,32 vs. 1,01, P-valor=0,20), estimuladores da via NF-kB, apds exposi¢do aos
extratos de SJ ou SJ-b, respectivamente. Da mesma forma, foram observadas expressoes
reduzidas dos genes TNFa (0,37 vs. 1,00, P-valor= 0,04; 0,65 vs. 1,00 P-valor=0,0006) e IL-
1§ (0,66 vs. 1,09, P-valor=0,04; 0,82 vs. 1,09 P-valor=0,28) na linhagem U251, ap6s SJ ou
SJ-b, respectivamente (Figura 25 C e D).



Tabela 17. Expressdo génica dos genes TRAF6, IRAK?2, TNFa e IL-1§ nas linhagens NG-97 e U251

NG-97
Expressoes relativas Desvio Padrao P-valor
(DP)
TRAF6
Controle 1,02 0,28 Ref.
SJ 0,86 0,12 0,45
SJ-b 0,32 0,12 0,03
IRAK2
Controle 1,28 0,43 Ref.
SJ 0,33 0,12 0,21
SJ-b 0,12 0,03 0,43
TNFa
Controle 1,00 0,15 Ref.
SJ 0,43 0,10 0,006
SJ-b 0,32 0,16 0,005
IL-1p
Controle 1,01 0,17 Ref.
SJ 0,77 0,22 0,005
SJ-b 0,40 0,09 0,20
U251
TRAF6
Controle 1,07 0,50 Ref.
SJ 0,25 0,14 0,05
SJ-b 0,30 0,17 0,14
IRAK2
Controle 2,95 0,70 Ref.
SJ 0,66 0,13 0,43
SJ-b 0,80 0,25 0,57
TNFa
Controle 1,00 0,10 Ref.
SJ 0,37 0,18 0,04
SJ-b 0,65 0,05 0,0006
IL-1p
Controle 1,09 0,10 Ref.
SJ 0,66 0,18 0,49
SJ-b 0,82 0,05 0,28

Ref.: células controles ndo expostas aos compostos utilizadas como referéncia para as
analises estatisticas. SJ: Sophora japonica; SJ-b: Sophora japonica biomodificada. Os
dados estdo apresentados com média + desvio padrdo e os valores de significancia
foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca estatistica

significativa.
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Figura 25. Efeito inibitério dos extratos vegetais de Sophora japonica (SJ) e Sophora japonica
biomodificado (SJ-b) da via NF-kB. A) Células NG-97 expostas ao extrato de SJ ou SJ-b aprsentaram
inibicdo da expressdo relativa dos genes TRAF6 e IRAK2, pertencente & via NF-kB. B) Células U251
expostas ao extrato de SJ ou SJ-b aprsentaram inibi¢&o da expressao relativa dos genes TRAF6 e IRAK2.
C) Células NG-97 tratadas com o extrato de SJ ou SJ-b demonstraram reducéo na expressao relativa dos
genes IL-1f e TNFa, ativadores da via NF-kB D) Células U251 expostas ao extrato de SJ ou SJ-b
demonstraram redugdo na expressao relativa dos genes IL-1 e TNFa. As barras em cor preta indicam
as células controles ndo expostas aos extratos. Os dados estdo apresentados com média + desvio padrao
e os valores de significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia diferenca

estatistica significativa.
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4.10.9. Acdo inibitorio dos extratos vegetais de SJ e SJ-b na via de
sinalizagdo NF-KB

Para comprovar a acdo inibitoria na via NF-kB pelos extratos avaliados, foi realizado o
ensaio da luciferase utilizando a linhagem NG-97. As células foram transfectadas com o
plasmidio NF-kB-luciferase reporter e expostas aos extratos de SJ e SJ-b. Foi observado
reducéo significativa na atividade promotora de NF-kB pelos extratos de SJ (P-valor=0,03) ou
SJ-b (P-valor=0,02) em comparacdo com células transfectadas com o plasmideo NF-kB-
luciferase e ndo tratadas com os extratos (Figura 26). Como esperado as células transfectadas e
tratadas com LPS apresentaram aumento da atividade promotora de NF-kB (controle positivo
do ensaio). (Figura 26). Os resultados demonstraram que ambos os extratos inibiram a atividade

transcricional de NF-kB na linhagem NG-97.
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Figura 26 Efeito inibitério do extrato vegetal de Sophora japonica (SJ) e Sophora japonica
biomodificado (SJ-b) na via NF-kB. O vetor NF-kB luciferase reporter foi transfectado
transientemente nas células NG-97 e posteriormente, as células foram expostas a 10ug/mL de
Lipopolissacarideo (LPS), 800 uM de extrato de SJ ou 600 uM de extrato de SJ-b. Foi observado
reducdo significativa da atividade promotora de NF-kB nas células expostas a ambos os extratos em
comparacdo com células transfectadas e ndo expostas aos extratos (controle). Em contraste, as células
expostas a LPS apresentaram aumento significativo da atividade de NF-kb, conforme esperado,
indicando que o ensaio pode ser considerado confiavel. Os dados estéo apresentados com média + desvio
padrdo e os valores de significancia foram obtidos através do Teste-T. Valor de P<0,05 evidencia

diferenca estatistica significativa.
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5. DISCUSSAO

O GBM é o tumor cerebral maligno mais frequente em adultos acima dos 50 anos,
representando cerca de 48% dos casos (PHILIPS, 2018; SANTOS, 2021). Seu tratamento é
complexo e inicialmente consiste em resseccdo cirurgica seguida de RT associado a TMZ
(STUP et al 2005). Entretanto, 0s pacientes com resposta positiva a terapia preconizada,
possuem baixa sobrevida apds o diagnostico (PHILIPS, 2018; SANTOS, 2021). No Brasil, os
dados de incidéncia e taxa de mortalidade ndo sdo consolidados e os poucos estudos
epidemiolégicos em GBM no Brasil apresentaram dados regionais e com tamanho amostral
limitado (MIRANDA-FILHO et al., 2017; MARQUES et al., 2022).

A idade média ao diagndstico dos pacientes inseridos no presente estudo foi de 56 anos,
de acordo com estudos brasileiro e asiatico anteriores (MIRANDA-FILHO et al., 2017; CHAN
et al., 2017; MARQUES et al., 2022). Entretanto, estudos Americano e Europeu apontaram
idade média ao diagnostico de aproximadamente 62 anos (THAKKAR et al 2014; BRODBELT
et al.,, 2015 GRAMATZKI et al 2016). Brodbelt e colaboradores (2015) sugeriram que as
disparidades entre a idade média ao diagnostico para 0 GBM entre diferentes populacdes,
podem ser explicadas devido as diferencas socioecondmicas, influenciando as expectativas de

vida.

No presente estudo 0 GBM foi sutilmente mais frequente em pacientes do sexo masculino
(54% dos casos) e majoritariamente mais frequente em pacientes declarados de cor da pele
branca (92% dos casos). Estes dados estdo em conformidade com o que é observado na
populacdo Americana e Brasileira (ELLOR; PAGANO-YOUNG; AVGEROPOULOS, 2014;
OSTROM et al., 2018; MIRANDA-FILHO et al., 2017; MARQUES et al., 2022).

A localizacdo do tumor e o subtipo molecular do GBM podem estar diretamente
relacionados. Steed e colaboradores (2016) observaram que tumores do subtipo
proneural/neural acometem com maior frequéncia os lobos frontal e temporal e comumente séo
mais densos quando localizados no lobo temporal esquerdo. Em contraste, 0s subtipos
moleculares classico e mesenquimal estdo distribuidos de forma mais difusa pelo cérebro e
dificilmente se sobrepbem em mais de um lobo. No presente estudo, cerca de 26% dos casos de
GBM se encontravam ocupando dois ou mais lobos (multilobar), sugerindo que uma parcela

importante dos casos de GBM podem ser do subtipo proneural/neural.

Ainda, considerando apenas os tumores ocupando apenas um lobo cerebral, a localizacéo

mais frequente foi no lobo frontal, cerca de 26% dos casos, seguido por aproximadamente 22%
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no lobo temporal, 18% lobo parietal e 3% no lobo occipital. Estes achados estéo de acordo com
estudos desenvolvidos em populagdes Americana, Inglesa, Dinamarquesa, Indiana e Brasileira
(BRODBELT et al., 2015; MIRANDA-FILHO et al., 2016; GHOSH et al., 2017; PHILIPS et
al., 2018; BOHN et al., 2018; HANSEN et al 2018; TIAN et al.,2018; SHIEH et al., 2020).

A escala KPS ¢ utilizada clinicamente para indicar o nivel de inaptiddo ou deficiéncia
funcional do paciente ao diagnéstico. Quanto menor a classificacdo do paciente na escala, pior
é 0 seu prognostico (CHAMBLESS et al., 2015). Pacientes com um valor inferior a 70% na
escala KPS, sempre que possivel, ndo sdo submetidos a cirurgia para remog¢éo do tumor, uma
vez que, as chances de sobrevida destes sd0 menores em comparagdo com pacientes com um
KPS > 70% (CHAMBLESS et al., 2015). Em nosso estudo, mais de 78% dos pacientes

apresentavam um KPS > 70%, indicando condi¢des adequadas para a cirurgia.

A maioria dos pacientes (82%) inseridos no presente estudo foram submetidos ao
tratamento preconizado de acordo com o protocolo Stupp (2005). Além disso, alguns pacientes
ndo apresentaram condicBes clinicas adequadas para receber o tratamento pds-cirirgico
preconizado. Desta forma, dentre os pacientes que ndo receberam o tratamento preconizado,
cerca de 10% receberam como tratamento apenas o quimioterapico TMZ e aproximadamente

8% receberam como tratamento a RT.

Conforme 0 exposto, nosso grupo de estudo se apresentou de acordo com dados da

literatura mundial.

As CTS sdo capazes de permanecerem no local da lesdo tumoral mesmo ap6s ressec¢do
do tumor e posterior realizacdo do tratamento preconizado, sendo capazes de infiltrar o
parénquima cerebral normal subjacente e levar a recidiva da doenca (LI et al., 2021). Em média
70% dos pacientes com uma sobrevida igual ou maior a 12 meses apresentam recidiva da
doenca neste intervalo de tempo (STUPP et al., 2015 KAZMI et al 2019). Em nosso estudo,
27% dos pacientes apresentaram recidiva da doenca no intervalo de 12 meses e 92% evoluiram

para obito em um tempo médio de aproximadamente 8 meses.

Um dos objetivos do presente estudo foi identificar possiveis genoétipos de risco para o
GBM em um estudo caso-controle de duas SNVs localizadas na regido 3"UTR de genes-alvo
de miRs. Tais SNVs foram descritas como possivelmente envolvidas com a doenga em um
estudo anterior (SANTOS, 2019) por meio da genotipagem em larga escala com microarranjos
de DNA. As amostras controles e pacientes com GBM apresentaram-se em desequilibrio de

HW para a SNV 76276169; entretanto, ndo foi identificado o genétipo variante nas amostras
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avaliadas. Desta forma, as amostras de pacientes foram comparadas com amostras do banco
com acesso publico ABraOM, o qual avaliou mais de 1000 individuos saudaveis para as SNVs
propostas. Entretanto, paraa SNV 76276169 os resultados observados foram contrastantes com
aqueles utilizando nossa populacdo controle. A diferenca nos resultados pode ser explicada
primeiramente devido a populagdo Brasileira ser o resultado de uma grande mistura de
diferentes etnias, principalmente de indios, portugueses, africanos, arabes, italianos, espanhais,
alemées e japoneses (GIOLO et al., 2012). Alem disso, as analises do tamanho amostral
indicaram que o nimero ideal de pacientes para a identificacdo de todos os diferentes genotipos
para a referida SNV seria cerca de 140 pacientes; entretanto, GBM é uma doenca rara, com
prevaléncia aproximada de 5/100.000 individuos (PHILIPS, 2018), e apenas 100 pacientes
foram inseridos no nosso estudo. Ainda, outra razdo para os resultados diferentes, foi a idade
média dos nossos pacientes com GBM, a qual foi de aproximadamente 56 anos; a idade média
dos nossos controles foi de cerca de 40 anos. Os individuos saudaveis do ABraOM
apresentaram idade média de quase 72 anos. Apesar das limitacGes das nossas amostras caso-
controle, as analises com ABraOM nos indicaram que o gendtipo variante (CC) para a SNV
rs76276169 foi identificada apenas em 1/1.171 individuo, sendo que em nosso grupo controle,

ndo identificamos esse genotipo.

Desta forma, considerando nossos controles, o presente estudo identificou o genétipo
selvagem (TT) e o alelo (T) da SNV rs76276169 como riscos para 0 GBM. Em nosso
conhecimento, ndo ha estudos caso-controles realizados com a SNV rs76276169 no GBM ou
outras patologias. A SNV rs76276169 esta localizada na 3°’UTR do gene PARG, regido de
ligacdo do miR-491-3p (seed sequence). O gene PARG é responsavel por modular diversos
mecanismos celulares como modificacdo de histonas, diferenciagdo e morte celular e
principalmente reparo a danos no DNA (AUBIN et al., 1982; SLADE et al., 2020; NICOLAI
etal., 2021; Ll et al., 2022). Especificamente, na via de reparo a erros no DNA, a proteina Parg
contribuiu para que o processo de reparo ocorra nas células de forma adequada (SLADE et al.,
2020). No GBM, a atividade da proteina Parg foi associada em estudos anteriores a pior resposta
ao tratamento com TMZ (TENTORI et al., 2005; GOGOLA et al., 2018; LI et al., 2022), uma
vez que, esta proteina age induzindo reparo a danos no DNA. Um dos principais esforgos é o
desenvolvimento de inibidores efetivos de PARG, que possam contribuir para uma melhor
resposta dos pacientes ao quimioterapico TMZ (LI et al., 2022). Em estudo anterior do nosso
grupo de pesquisa, a expressdo do gene PARG foi avaliado nos diferentes genétipos da SNV

rs76276169 e de forma interessante PARG apresentou-se superexpresso em pacientes
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portadores do gendtipo (TT) (SANTOS, 2019), indicando um pior prognoéstico. Ainda, as
andlises preditivas indicaram que os alelos T e C da SNV rs76276169 ndo apresentam
diferencas significativas na energia de ligacdo a miR-491-3, indicando que a expressdo
aumentada do gene PARG nos pacientes portadores do gendtipo TT ndo foi influenciada pela
ligacdo a este miR; entretanto, um nimero maior de pacientes precisa ser avaliado para uma

melhor caracterizacdo do papel dessa SNV no GBM.

Considerando os controles do banco ABraOM, nédo houve diferenca de frequéncias dos

gendtipos para a SNV rs76276169 no grupo de pacientes.

O presente estudo também identificou o gendtipo selvagem (GG) da SNV rs2229714
como fator de suscetibilidade ao GBM, considerando nosso grupo controle. Os pacientes
portadores do gendtipo (GG) apresentaram risco trés vezes maior para 0 GBM em compara¢éo
com aqueles portadores dos genoétipos heterozigoto (GA) ou variante (AA). Em concordancia
com nossos resultados, um estudo anterior verificou que o genotipo selvagem (GG) da SNV
rs2229714 apresentou risco trés vezes maior para o cancer de mama (SHAREEFI et al., 2020).
O gene RSK1 é responsavel por regular varios mecanismos celulares como a sobrevida celular,
a progressdo do ciclo celular, a proliferacdo e migracao celulares e apoptose pela modulacéo de
diversas vias de sinalizacdo. Houles e Roux (2018) demonstraram que a proteina Rskl é
responsavel por fosforilar diversos substratos responsaveis pela interagdo entre as vias
Mapk/Creb, Ras/Erk, mTORC1 e NF-kB, envolvidas na iniciagcdo e progressio do GBM
(BRENNAN et al., 2013; SOK et al., 2020). Watanabe e colaboradores (2019) observaram que
RSK1 modula por feedback negativo a via Mek/Erk quando ativada pela proteina FIt3-Itd,
mantendo assim, a via continuamente ativa. Além disso, Rskl ativa (fosforilada na posicdo
359Thr/363Ser) foi identificada em pacientes com GBM do subtipo mesenquimal e sua
atividade foi observada aumentada em gliomas de alto grau, sugerindo que o nivel de expressado
de RSK1 aumenta de acordo com o grau do glioma, além de contribuir para a progressao da
doenca (BRENNAN et al., 2013; SOK et al., 2020; HAJJ et al., 2020).

A SNV 152229714 esta localizada na 3’UTR do gene RSK1, regiéo de ligagédo do miR-
663-b (seed sequence). Analises preditivas indicaram que o alelo G para a SNV rs2229714
apresenta uma maior afinidade a miR-663-b, indicando possivelmente expressdo diminuida do
gene RSK1. Assim, possivelmente, em pacientes com GBM portadores do genétipo GG, a
expressdo relativa de RSK1 apresenta-se diminuida, mas estudos futuros deverdo ser realizados

para comprovar a anélise de predicéo.
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Ghanbari e colaboradores (2015) em uma andlise global, avaliou 11.067 SNVs
localizadas em miRs e em sitios de ligacdo de miRs em cardiopatias. Dentre as SNVs
identificadas, a SNV rs2229714 foi associada a risco e apontada como sendo modulada por
diferentes miRs a depender da presenca do alelo (G) ou (A). A analise global deste estudo
aponta que RSK1 é modulado pelos miRNA-663-b, mMiRNA-1538 e miRNA-4745-3p na
presenca do alelo (G) e pelos miRNA-3140 e miRNA-6735-3p na presenca do alelo (A). Estes
resultados sugerem que a troca de bases G>A nesta SNV pode permitir que miRs que antes nao
modulavam RSK1, passem a modular este gene, e dessa forma a acdo de RSK1 estaria mais
limitada em pacientes portadores dos genotipos (GA) ou (AA), justificando assim a protecdo
contra 0 GBM observada em nosso estudo principalmente para o genétipo (GA), e a associacao
do gendtipo selvagem (GG) ao risco para 0 GBM. Desta maneira, a expressdo de RSK1 em
individuos portadores dos diferentes genétipos da SNV rs2229714 deve ser avaliada em estudos

futuros, para melhor compreenséo da referida SNV no progndstico de pacientes com GBM.

Considerando os controles do banco ABraOM, o gendtipo (GG) para a SNV rs2229714
manteve-se associado ao risco para a doenca em comparagdo com 0s gendtipos combinados
(GA+AA); entretanto, o alelo A passou a ser relacionado com o risco para 0 GBM. Resultados
contrastantes podem ser atribuidos a mistura de etnias da populagdo Brasileira e média das
idades dos pacientes, e grupos controles inseridos no estudo.

A expresséo relativa do gene PARG nos pacientes com GBM, foi significativamente
maior nos pacientes portadores do genotipo heterozigoto (TC) comparados aos pacientes
portadores do gendtipo selvagem (TT) para SNV rs76276169, confirmando maior
suscetibilidade ao GBM em pacientes portadores do gendtipo TT, uma vez que, o gene PARG
esta envolvido no reparo de erros no DNA e na estabilidade do genoma (HARRISION et al.,
2020). Ainda, estudos apontaram que todas as isoformas de PARG sdo essenciais no processo
de reparo a danos no DNA (SLADE et al., 2020; NICOLAI et al., 2021; L1 et al., 2022).

Ainda, a expressao relativa de RSK1 para os pacientes com GBM portadores do gendtipo
recessivo (AA) foi significativamente menor comparado aos pacientes portadores do genotipo
selvagem (GG) ou heterozigoto (GA) para SNV rs2229714, sugerindo que o risco aumentado
para a doenga em pacientes portadores do gendtipo selvagem (GG) pode ser explicado pela
ativacdo de RSK1, uma vez que, este gene esta envolvido na ativagdo das vias oncogénicas
MAPK, ERK, CREB e NF-kB contribuindo assim para o surgimento e progressao do GBM
(KHEIRALLAH et al.,2013; GHODA et al 1997; BOHUSLYV et al., 2004; XU et al., 2006).
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Além disso, o alelo (A) foi observado como fator de protecdo para doenga, indicando inibigéo
das vias citadas acima nos pacientes portadores deste alelo.

Opcodes terapéuticas eficazes que possam contribuir no tratamento e melhoria do
progndstico dos pacientes com GBM tem sido estudada, e os composto naturais tém sido alvo
de grande parte dos estudos (CHUNG et al., 2014; BONAFE, 2022). Os compostos presentes
no extrato de SJ-b foram identificados por UPLC-QTOF-MSE, que é um QTOF com técnica
hifenizada de espectrometria de massas de alta resolucdo que permite a separacao
cromatografica de diferentes classes de compostos melhorando a sensibilidade na deteccdo de
metabdlitos. O modo MSE, por sua vez, integra MS completo com dados de fragmentacédo
MS/MS para todos os ions precursores simultaneamente. Essa plataforma de aquisicdo de alto
rendimento permite a anotacdo automatica de compostos de diversos metabdlitos secundarios
(ZHAO et al., 2014). Os principais compostos identificados nos extratos foram flavonas,
tetraglicosideos, isoflavonas, glicosideos triterpénicos, &cido clorogénico e catequinas, de
acordo com estudos anteriores (HE et al., 2016; KUMAR et al., 2016). A analise comparativa
entre flavonoides presentes no extrato de SJ foi realizada em duas condic@es, (1) utilizando o
extrato bruto de SJ e (2) utilizando o extrato de SJ ap6s processo de hidrélise de porcdes de
acucares com a enzima hesperedinase (SJ-b). Os resultados obtidos demonstraram que o extrato
de SJ é rico em KPF aglicona e seus analogos glicosilados como 0 KPF-3-O-ramnosideo, KPF-
3-0-glicosideo-3"-ramnosideo e KPF-3-galactoside-6"-rhamnoside-3"'-rhamnoside.
Entretanto, o extrato de SJ-b apresentou maior concentracdo de KPF aglicona, correspondendo
a 43% do peso seco do extrato SJ-b. No presente estudo, a atividade da hesperidinase utilizada
na hidrdlise do substrato de Sophora japonica levou ao aumento de alguns compostos ativos,

em particular KPF aglicona e KPF-O-glicosideo.

Estudos demonstraram que o extrato bruto de SJ e seus compostos apresentam
importantes propriedades farmacoldgicas, como atividade antiviral e antibacteriana, efeitos
cardiovasculares, acdo antiinflamatoria e antioxidante, efeitos antiosteoporoticos, hemostaticos
e antiateroscleroticos e acdo antitumoral ativos (LIN et al., 2011; YU et al., 2012; CHAN e
HSIEH et al., 2010; CHUNG et al., 2014). Em nosso melhor conhecimento nao ha estudos que
avaliaram e compararam a acdo dos extratos de SJ antes e ap6s biomodificagdo em linhagens

celulares de gliomas de alto grau.

Zhang e colaboradores (2008) demonstraram que 0 KPF se apresentou significativamente

menos citotoxico em ceélulas normais do ducto pancreatico humano em comparacdo ao
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quimioterapico 5-Fluorouracil. Em nosso estudo, a linhagem ndo tumoral de fibroblasto
dérmico humano (HDFa) foi utilizada para avaliar o nivel de citotoxicidade dos extratos de SJ
e SJ-b. Foi observado viabilidade celular em todos os tempos e concentracfes avaliadas, se

mantiveram acima dos 50% de forma semelhante ao observado na literatura.

A viabilidade celular para as linhagens de gliomas de alto grau, NG-97 e U251, ap0s
exposicdo aos extratos apresentou efeito citotoxico significativo de forma tempo e dose
dependente. Ainda a citotoxicidade ao TMZ observada nas células avaliadas foi semelhante a
outras células de glioma (U87-MG, U251, T98G) (SMALLEY; CHALMERS; MORLEY,
2014; PAZHOUHI et al 2018; KOBYLINSKA et al 2021). Entretanto, NG-97 apresentou maior
sensibilidade ao TMZ que U251, conhecidamente resistente (SI et al., 2021; KOBYLINSKA et
al 2021). De forma interessante, as células NG-97 e U251 expostas concomitantemente ao TMZ
e os extratos de SJ ou SJ-b apresentaram efeito citotdxico significativamente maior, indicando
efeito sinérgico. Esses resultados podem ser devido a maior quantidade de KPF aglicona no
extrato de SJ-b.

Shafek e colaboradores (2012) relataram que o potencial de eliminacédo de radicais livres
pelas moléculas glicosiladas KPF 3-O-glicosideos (KPF 3-O-B- d —glucopiranosil (1—2 ) p—d
- xilopiranésido e KPF 3-O-a- | arabinopiranosil (1—2) B- d -galactopiranésido) de
Solenostemma argel foi mais fraco do que o de KPF aglicona. Xi&o (2017) revisou a influéncia
da glicosilacdo de flavonoides em seus beneficios bioldgicos e os diferentes comportamentos
farmacocinéticos entre as agliconas de flavonoides e seus glicosideos; o autor observou que o
KPF aglicona demonstrou maior potencial antioxidante do que seus derivados glicosilados. O
mesmo estudo também apontou que a absorcdo e a bioatividade associadas a diferentes
varia¢cBes da molécula de flavonoides tém sido questionada e a bioatividade dos flavondides
glicosilados in vitro pode diferir daquela observada in vivo. Desta forma, no presente estudo
pode-se inferir que o extrato SJ-b é superior ao extrato SJ devido a sua maior concentracédo de

KPF aglicona e KPF O-glicosidio simples.

Foi observado alteracbes morfologicas sugestivas de apoptose nas concentracfes
inferiores ao IC50 estabelecido para cada linhagem estudada. Resultados semelhantes também
foram observados em estudos anteriores com KPF (SHRESTHA et al., 2021; WU et al., 2021).
O ensaio de fragmentacdo do DNA demonstrou que células expostas ao extrato SJ-b por 72 h
apresentaram nivel mais evidente de fragmentacdo que células expostas ao extrato de SJ. Um
estudo anterior relatou que o KPF foi capaz de induzir apoptose em linhagens celulares de
cancer de pulméo humano e osteossarcoma (NGUYEN et al., 2003; HUANG et al., 2010). Um
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estudo demonstrou que os niveis de proteina de Bcl-xL diminuiram em células de céncer de
ovario, enquanto as proteinas p53, Bad e Bax foram reguladas positivamente ap6s exposicao
com KPF. Os niveis de caspase3/7 também foram induzidos de maneira dependente da
concentracdo do KPF (LUO et al., 2011).

O ensaio de citometria de fluxo indicou que ambos os extratos induziram
significativamente a externalizagdo de fosfatidilserina facilitando a fagocitacdo por macro6fagos
de células apoptdticas. Entretanto, ndo houve ligacdo significativa do composto quimico
fluorescente 7AAD a molécula de DNA, indicando que a apoptose observada nao resultou em
necrose. O efeito pré-apoptoético pelos compostos foi mais evidente em células NG-97. Além
disso, os extratos avaliados apresentaram também efeito antiproliferativo significativo nas
células NG-97 e U251, iniciando-se apds 24h de exposi¢do. Luo e colaboradores (2011)
demonstraram também que a KPF inibiu a proliferacdo de linhagens celulares de cancer de
ovario. Sharma e colaboradores (2007) demonstraram em linhagens celulares de GBM
(UB7TMG, T98G e LN229) que o KPF aumentou o acumulo intracelular de doxorrubicina,
reduzindo o efluxo da droga e resultando na exacerbacdo do dano induzido pela doxorrubicina
por meio da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que potencializou o efeito toxico
da doxorrubicina. Outro estudo investigou os efeitos de varios flavonoides polihidroxilados
como rutina, quercetina, apigenina, crisina, kaempferol e 3',4'-diidroxiflavona, em células de
GBM (GL-15) e semelhante ao nosso estudo, os autores observaram que os flavonoides
estudados diminuiram o namero de células viaveis e induziram a apoptose (SANTOS et al.,
2015).

Além disso, em estudos prévios, o KPF causou parada do ciclo celular na fase G2/M,
impedindo a migragdo em células de gliomas humanos por niveis aumentados de IL-6, IL-8,
qguimiocinas, proteina quimioatraente de mondcitos-1, Bcl-2, caspase-3 clivada, proteinas
antiapoptéticas survivina e XIAP, expressdao de poli(ADP-ribose) polimerase clivada,
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial e répida reducdo na fosforilacdo de
ERK e AKT (SHARMA et al., 2007; JEONG et al., 2009; COLOMBO et al., 2018). Em nosso
estudo, também observamos a parada do ciclo nas fases S e G2/M nas linhagens NG-97 e U251
resistente a TMZ exposta aos extratos. De fato, os resultados observados podem ser explicados
por um efeito sinérgico de KPF e seus derivados com outros flavondides naturais presentes no
extrato de Sophora japonica em menor quantidade, como a quercetina, rutina também descrita
por promover parada do ciclo celular em G2/M (FORMICA e REGELSON 1995).
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Ainda, foi observado significante redugdo na migracdo celular, nas células expostas aos
extratos avaliados, de acordo com um estudos prévios, o qual demonstrou que flavonoides sdo
capazes de reduzir a expressao e atividade das metaloproteinases MMP-2, MMP-3 e MMP-9
(LIN et al., 2010; SANTOS et al., 2015; LI et al., 2019). Observamos resultados semelhantes
apos exposicao das células aos extratos SJ ou SJ-b nas células de gliomas, ao observarmos uma
reducdo significativa do nivel de expressdo de MMP9, mesmo quando as celulas foram

estimuladas com TPA, um composto conhecido como ativador da migracgéo celular.

Uma caracteristica marcante do GBM ¢ sua subpopulacdo de CTS responsaveis por
promoverem a auto renovacdo das células tumorais e capacidade de recidiva apds a remog¢éo
cirargica (SINGH et al., 2004; BAO et al., 2006; CALABRESE et al., 2007; CHEN et al., 2012;
LATHIAetal., 2015; PRAGER et al., 2020). Em nosso estudo, os extratos de SJ e SJ-b inibiram
de forma significativa a formacao de neuroesferas, sugerindo que ambos 0s compostos possuem
a capacidade de inibir a subpopulagcdo de CTS. Em nosso conhecimento, este estudo é o
primeiro a relatar a referida capacidade do extrato enriquecido com KPF.

A ativacdo da via NF-kB é critica para o processo de inflamacdo, proliferacdo e
carcinogénese, evidenciando a importancia da identificacdo de compostos com potencial
inibitério desta via. Flavonoides como quercetina, genisteina, apigenina, epigalocatequina 3-
galato e KPF modulam a expressao e ativagao das citocinas IL-1p, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), IL-6 e IL-8; regula a expressdo génica de muitas moléculas pro-inflamatorias, como
NF-«B, proteina ativadora-1 (AP-1), molécula de ades&o intercelular-1 (ICAM) e molécula de
adesdo celular vascular-1 (VCAM) (Al-Khayri et al., 2022). Ghoda e colaboradores (1997)
verificaram que KPF demonstrou um efeito quimioprotetor ao inibir os genes RSK2 e MSK1,
ambos envolvidos na progressdo tumoral e ativacdo da via NF-kB, ap0s exposicdo a luz
ultravioleta na pele de camundongos com melanoma. Em nosso estudo, 0s genes participantes
da via NF-kB (TRAF6 e IRAK2) e genes envolvidos na ativacdo de NF-kB (IL-15 e TNF-«)
apresentaram expressao inibida apos exposicdo aos extratos de SJ e SJ-b nas células NG-97 e
U251. O ensaio da luciferase utilizando a linhagem NG-97 também comprovou que ambos 0s
extratos foram capazes de modular a atividade promotora de NF-kB, de acordo com estudos
anteriores (LIN et al., 2010; YU et al., 2013; WANG et al., 2016).

No presente estudo foram avaliados a influéncia das SNVs rs76276169 T>C em PARG e
rs2229714 G>A em RSK1 no risco para 0 GBM. Ainda, a a¢do antitumoral dos extratos de SJ
e SJ-b evidenciado pelo efeito citotdxico, apoptético, antiproliferativo, anti-migratorio e

inibitério de CTS e da via NF-kB. Assim, os extratos de SJ e SJ-b podem ser considerados
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potenciais composto terapéutico para gliomas de alto grau. Futuros estudos in vivo poderdo

comprovar os resultados do presente estudo.

6.
v

CONCLUSOES

Foram identificados os diferentes genotipos das SNVs rs76276169 T>C e rs2229714
G>A na regido 3’UTR dos genes PARG e RSK1, respectivamente. O gendtipo
homozigoto selvagem das SNVs avaliadas foi significativamente associado a

suscetibilidade ao GBM na comparacdo com o grupo controle do estudo.

Os gendtipos selvagens das SNVs foram associados a protecdo da doenca na
comparacdo entre grupo de pacientes com GBM e grupo controle ABraOM, diferente
do observado na comparacdo com o grupo controle do estudo. Essa divergéncia aponta

para a limitagdo do nosso tamanho amostral.

Os gendtipos selvagens de risco das SNVs rs76276169 e rs2229714 nao influenciaram
o0s aspectos clinicos (idade, sexo, cor da pele e Karnofsky) e do tumor (localizagdo

primaria).

Os diferentes genotipos das SNVs rs76276169 e rs2229714 ndo influenciaram a
sobrevida global dos pacientes com GBM e ndo foram um fator associado a recorréncia

da doenca nesses pacientes.

A média da expressao relativa de PARG foi significativamente maior nos pacientes
portadores do genotipo heterozigoto (TC) para a SNV rs76276169. Além disso, a
expressdo relativa de RSK1 foi significativamente diminuida nos pacientes portadores
do gendtipo variante (AA) para SNV rs2229714.

Foram identificados o KPF aglicona e seus analogos glicosilados, Kaempferol-3-O-
ramnosideo, com uma porcao glicosil, KPF-3-O-glicosideo-3"-ramnosideo e KPF-3-
galactoside-6"-rhamnoside-3"'-rhamnoside no extrato vegetal de SJ. Além disso, 0 uso

da enzima hesperedinase elevou os niveis de KPF aglicona em 40% no extrato de SJ-b.

Os extratos de SJ e SJ-b apresentaram reduzido efeito citotoxico na linhagem celular
ndo-tumoral de fibroblastos dérmicos (HDFa), com viabilidade celular ou IC50 inferior
a 50% pelo ensaio MTT.

O extrato de SJ apresentou efeito citotoxico nas linhagens de gliomas de alto grau, NG-
97 e U251, com IC50 de 600 e 800 uM apos 72 h de exposicéo, respectivamente. O
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extrato de SJ-b apresentou efeito citotoxico nas células NG-97 e U251, com IC50 de
600 e 1800 UM apds 72 h, respectivamente.

v A exposicdo das células NG-97 e U251 aos extratos de SJ ou SJ-b induziu a apoptose
avaliada pelo ensaio de fragmentacdo do DNA; reduziu a proliferacdo celular a partir
de 24 h de exposicgéo pelo ensaio de excluséo celular com azul de Tripan.

v O ensaio de citometria de fluxo para ciclo celular evidenciou que ambos 0s extratos
promoveram parada do ciclo celular nas fases S e G2/M nas linhagens celulares de
gliomas, mas ndo resultaram em necrose. Entretanto, apoptose foi significativamente

mais evidente nas células NG-97.

v O ensaio de migracdo celular evidenciou efeito anti-migratorio significativo apos
exposicao das células NG-97 e U251 aos extratos de SJ ou SJ-b, mesmo apds estimulo
com TPA, observado pela reducdo significativa do nivel de expressao relativa de
MMPO9.

v/ Foi observado que os extratos SJ e SJ-b inibiram a formacéo de neuroesferas das células
NG-97 e U251, indicando inibi¢do das CTSs de gliomas.

v Nas células NG-97 a expressdo relativa de TRAF6 e TNFa foi significativamente
reduzida apds exposicao ao extrato de SJ-b e a expressdo de IL1p foi significativamente
reduzida apos tratamento com extrato de SJ. Nas células U251 a expressao relativa de
TRAF6 e TNFua foi significativamente reduzida apds exposicao a ambos 0s compostos

e a expressao de IRAK2 foi reduzida apds tratamento com SJ e SJ-b.

v Foi observado reducdo significativa da atividade promotora de NF-kB nas células
expostas aos extratos de SJ ou SJ-b pelo ensaio da luciferase apos transfeccao transiente
com o vetor NF-kB-luciferase reporter, confirmando a modulacéo da via pelos extratos
estudados.

7. HIGHLIGHTS

O estudo apresentou resultados inéditos, dos quais 0s genotipos ancestrais das SNVs
rs76276169-TT e rs2229714-GG, foram associados a suscetibilidade para o GBM; embora
estudos com um tamanho amostral maior e em diferentes populacdes serdo necessarios. Alem
disso, os resultados evidenciaram que os extratos de SJ e SJ-b diminuiram a proliferacéo e
induziram a apoptose nas células de gliomas de alto grau, devido a inibigcdo da via NF-kB. O

extrato de SJ-b demonstrou um efeito inibitdrio mais evidente em todos o0s ensaios realizados,
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principalmente quanto ao potencial de invasdo e migragdo celular, indicando ser este um
candidato antineoplésico superior. Além disso, ambos os extratos inibiram a formacdo de
neuroesferas (CTS), com melhor eficiéncia no extrato de SJ-b. Os resultados indicaram que a
sintese do extrato de SJ enriquecido com KPF (SJ-b) pelo método de hidrolise enzimatica
parece ser uma alternativa vidvel. Além disso, é importante considerar um possivel efeito
sinérgico antitumoral do KPF com outros flavonoides presentes, mas em menor quantidade, no
extrato de SJ-b.

8. LIMITACOES DO ESTUDO

> O tamanho amostral ideal estimado pelo calculo de Bieguelman néo foi atingido para
este estudo, uma vez que o0 GBM é um tumor raro.

> A idade média dos pacientes com GBM e do grupo controle do estudo foi
significativamente diferente.

> Resultados divergentes foram observados em relagéo ao risco para 0 GBM associado as
SNVs rs76276169 e rs2229714, quando avaliados em comparacgdo as amostras controle
do estudo e amostras controle do banco de dados ABraOM, apontando uma limitacéo
do nosso grupo controle.

> As amostras de DNA utilizadas para a avaliacdo da fragmentacdo do DNA pelo método
de eletroforese, ndo foram submetidas a tratamento com RNAse, indicando possivel
contaminacgdo por RNA.

> O célculo das concentrac@es utilizadas no estudo para os extratos SJ e SJ-b, foi realizado
considerando apenas o peso molar do KPF, desconsiderando a presenca de seus
derivados e outros flavondides, presentes em menor quantidade.

> Nao foram realizadas analises estatisticas comparativas entre os extratos SJ e SJ-b para
a validacdo do efeito superior de SJ-b em comparacéo ao extrato SJ. Essa conclusao foi

apenas visual.
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Quadro 1. Estrutura de relatorio em camadas de acordo com as recomendagdes da 5? edi¢cdo da OMS.

Relatério em camadas

Estrutura do relatério

Exemplos

Caso 1

Caso 2

Diagnostico integrado

Ependimoma supratentorial, NOS ©

Glioma difuso de baixo grau, via MAPK alterada

Subtipo: glioma difuso de baixo grau, FGFR1 TKD-
duplicado ®

Classificacdo histopatoldgica

Ependimoma @

Oligodendroglioma @

Classificagdo SNC OMS

30

N3o atribuido ®

Informacg6es moleculares

Os derivados extraidos do tecido incluido em parafina eram
de qualidade insuficiente para sequenciamento e restou tecido
insuficiente para andlise por FISH

Duplicagdo do dominio de tirosina quinase FGFR1
(sequenciamento de proxima geracéo)

Abreviacdes: SNC — sistema nervoso central; OMS — organizacdo mundial da saiide; NOS — sem outras especifica¢des, FISH — hibridizagdo in situ por fluorescéncia.

D Uso do sitio no diagnostico, e uso da designacdo NOS neste caso porque ndo pdde ser trabalhado adequadamente em nivel molecular.

(
@ Diagnoéstico histolégico
®  Grau atribuido ao tumor
(
(

~
=

5  Grau do tumor indefinido

Designacéo de um tipo de tumor com um subtipo

Louis, D.N.; Perry, A.; Wesseling, P.; Brat, D.J.; Cree, |.A.; Figarella-Branger, D.; Hawkins, C.; Ng, H.K.; Pfister, S.M.; Reifenberger, G.; Soffietti, R.; von Deimling, A.;
Ellison, D.W. The 2021 WHO Classification of Tumors of the Central Nervous System: a summary. Neuro Oncol., v. 23, n. 8, p. 1231-1251, 2021
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ANEXO I

Classificacdo dos tumores do Sistema nervoso central segundo a Organizacdo Mundial da Saude
publicada em 2021, 5° edicéo.

Continua

Gliomas difusos do tipo adulto
Astrocitoma, mutante IDH
Oligodendroglioma, IDH-mutante e 1p/19g-codeleted
Glioblastoma, IDH-tipo selvagem
Gliomas difusos de baixo grau do tipo pediatrico
Astrocitoma difuso, alterado por MYB ou MYBL1
Glioma angiocéntrico
Tumor neuroepitelial polimorfo de baixo grau do jovem
Glioma difuso de baixo grau, via MAPK alterada
Gliomas de alto grau difusos do tipo pediatrico
Glioma difuso de linha média, H3 K27 alterado
Glioma hemisférico difuso, mutante H3 G34
Glioma de alto grau do tipo pediatrico difuso, tipo selvagem H3 e tipo selvagem IDH
Glioma hemisférico do tipo infantil
Gliomas astrociticos circunscritos
Astrocitoma pilocitico
Astrocitoma de alto grau com caracteristicas pildides
Xantoastrocitoma pleomorfico
Astrocitoma subependimario de células gigantes
Glioma cordoide
Astroblastoma, MN1-alterado
Tumores Glioneurais e Neuronais
Ganglioglioma
Ganglioglioma infantil desmoplasico (DIG)/astrocitoma infantil desmoplasico
Tumor neuroepitelial disembriopléstico
Tumor glioneuronal difuso com caracteristicas semelhantes a oligodendroglioma e
Aglomerados nucleares (inclusdo proviséria)
Tumor glioneuronal papilar
Tumor glioneuronal formador de roseta
Tumor glioneuronal mixéide
Tumor glioneuronal leptomeningeo difuso
Gangliocitoma
Tumor neuronal multinodular e vacuolizante
Gangliocitoma cerebelar displésico (doenca de Lhermitte-Duclos)
Neurocitoma central
Neurocitoma extraventricular
Liponeurocitoma cerebelar



https://radiopaedia.org/articles/astrocytoma-idh-mutant-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/astrocytoma-idh-mutant-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/oligodendroglioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/oligodendroglioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/oligodendroglioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/glioblastoma-idh-wildtype?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/glioblastoma-idh-wildtype?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/glioblastoma-idh-wildtype?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-astrocytoma-myb-or-mybl1-altered-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-astrocytoma-myb-or-mybl1-altered-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-astrocytoma-myb-or-mybl1-altered-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-astrocytoma-myb-or-mybl1-altered-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/angiocentric-glioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/polymorphous-low-grade-neuroepithelial-tumour-of-the-young?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-low-grade-glioma-mapk-pathway-altered-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-midline-glioma-h3-k27-altered?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-hemispheric-glioma-h3-g34-mutant-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-paediatric-type-high-grade-gliomas-h3-wildtype-and-idh-wildtype?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-paediatric-type-high-grade-gliomas-h3-wildtype-and-idh-wildtype?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/infant-type-hemispheric-glioma-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/pilocytic-astrocytoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/high-grade-astrocytoma-with-piloid-features-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/pleomorphic-xanthoastrocytoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/subependymal-giant-cell-astrocytoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/chordoid-glioma-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/ganglioglioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/dysembryoplastic-neuroepithelial-tumour?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-glioneuronal-tumour-with-oligodendroglioma-like-features-and-nuclear-clusters?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-glioneuronal-tumour-with-oligodendroglioma-like-features-and-nuclear-clusters?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-glioneuronal-tumour-with-oligodendroglioma-like-features-and-nuclear-clusters?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/papillary-glioneuronal-tumour?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/rosette-forming-glioneuronal-tumours?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/myxoid-glioneuronal-tumour?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/diffuse-leptomeningeal-glioneuronal-tumour?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/gangliocytoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/multinodular-and-vacuolating-neuronal-tumour-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/central-neurocytoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/extraventricular-neurocytoma-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/cerebellar-liponeurocytoma?lang=us
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Continuacgao

Tumores ependimarios
Ependimoma supratentorial
Ependimoma supratentorial, ZFTA positivo para fusdo
Ependimoma supratentorial, positivo para fusdo YAP1
Ependimoma da fossa posterior
Ependimoma da fossa posterior, grupo PFA
Ependimoma da fossa posterior, grupo PFB
Ependimoma espinhal
Ependimoma espinhal, amplificado por MYCN
Ependimoma mixopapilar
Subependimoma
Tumores do plexo coréide
Papiloma do plexo cor6ide
Papiloma atipico do plexo cordide
Carcinoma do plexo cordéide
Tumores embrionarios
Meduloblastoma
Meduloblastomas, molecularmente definidos
Meduloblastoma, ativado por WNT
Meduloblastoma, ativado por SHH e tipo selvagem TP53
Meduloblastoma, ativado por SHH e mutante TP53
Meduloblastoma, ndo-WNT/ndo-SHH
Meduloblastomas, definidos histologicamente
Outros tumores embrionarios do SNC
Tumor teratdide/rabdoide atipico
Tumor neuroepitelial cribriforme (inclusdo provisoria)
Tumor embrionério com rosetas multicamadas (ETMR)
Neuroblastoma do SNC, ativado por FOXR2
Tumor do SNC com duplicagdo em tandem interna BCOR
Tumor embrionério do SNC
Tumores da pineal
Pineocitoma
Tumor do parénquima pineal de diferenciacéo intermediaria
Pineoblastoma
Tumor papilar da regiéo pineal
Tumor mixoide desmoplasico da regido pineal, mutante SMARCB1



https://radiopaedia.org/articles/supratentorial-ependymoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/posterior-fossa-ependymoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/spinal-ependymoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/myxopapillary-ependymoma-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/subependymoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/choroid-plexus-papilloma-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/atypical-choroid-plexus-papilloma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/choroid-plexus-carcinoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/medulloblastoma-wnt-activated?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/atypical-teratoidrhabdoid-tumour?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/embryonal-tumour-with-multilayered-rosettes?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/cns-neuroblastoma-foxr2-activated-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/pineocytoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/pineal-parenchymal-tumour-of-intermediate-differentiation?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/pineoblastoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/papillary-tumour-of-the-pineal-region?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/desmoplastic-myxoid-tumour-of-the-pineal-region-smarcb1-mutant-1?lang=us
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Continuacgao

Tumores dos nervos cranianos e paraespinhais

Schwannoma e Schwannoma (intracraniano)
Neurofibroma

Perineurioma

Tumor da bainha do nervo hibrido

Tumor maligno da bainha do nervo melanético
Tumor maligno da bainha do nervo periférico
Paraganglioma

Meningiomas

Meningioma

Tumores mesenquimais ndo meningoteliais

Tumores de tecidos moles

Tumores fibroblasticos e miofibroblasticos
Tumor fibroso solitario

Tumores vasculares
Hemangiomas e malformacdes vasculares
Hemangioblastoma

Tumores do musculo esquelético
Rabdomiossarcoma

diferenciagdo incerta

Tumor mesenquimal intracraniano, FET-CREB positivo para fusdo (incluséo

provisoria)
Sarcoma rearranjado por CIC
Sarcoma intracraniano primario, mutante DICER1
Sarcoma de Ewing

Tumores condro-6sseos

Tumores condrogénicos
Condrossarcoma mesenquimal
Condrossarcoma
Tumores notocordais
Cordoma (incluindo cordoma pouco diferenciado)

Tumores melanociticos

Neoplasias melanociticas meningeas difusas
Melanocitose meningea
Melanomatose meningea

Neoplasias melanociticas meningeas circunscritas
Melanocitoma meningeo
Melanoma meningeo



https://radiopaedia.org/articles/neurofibroma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/perineurioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/hybrid-nerve-sheath-tumour-1?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/malignant-melanotic-nerve-sheath-tumour-2?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/malignant-peripheral-nerve-sheath-tumour?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/paragangliomas-of-the-head-and-neck?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/meningioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/solitary-fibrous-tumour?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/haemangioblastoma-central-nervous-system-2?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/rhabdomyosarcoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/missing?article%5Btitle%5D=intracranial-mesenchymal-tumour-fet-creb-fusion-positive&lang=us
https://radiopaedia.org/articles/missing?article%5Btitle%5D=intracranial-mesenchymal-tumour-fet-creb-fusion-positive&lang=us
https://radiopaedia.org/articles/cic-rearranged-sarcoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/ewing-sarcoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/chondrosarcoma-of-the-skull-base?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/meningeal-melanocytosis?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/meningeal-melanomatosis?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/meningeal-melanocytoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/primary-meningeal-malignant-melanoma?lang=us
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Concluséo

Tumores hematolinfoides
Linfomas
Linfomas do SNC
Linfoma difuso priméario de grandes células B do SNC
Linfoma do SNC associado & imunodeficiéncia
Granulomatose linfomatoide
Linfoma intravascular de grandes células B
Linfomas raros diversos no SNC
Linfoma MALT da dura-méter
Outros linfomas de células B de baixo grau do SNC
Linfoma anaplésico de grandes células (ALK+/ALK-)
Linfomas de células T e células NK/T
Tumores histiociticos
Doenga de Erdheim-Chester
Doenca de Rosai-Dorfman
Xantogranuloma juvenil
Histiocitose de células de Langerhans
Sarcoma histiocitico
Tumores de células germinativas
Teratoma maduro
Teratoma imaturo
Teratoma com malignidade do tipo somaético
Germinoma
Carcinoma embrionério
Tumor do saco vitelino
Coriocarcinoma
Tumor misto de células germinativas
Tumores da regido selar
craniofaringioma adamantinomatoso
craniofaringioma papilar
pituicitoma, tumor de células granulares da regido selar e oncocitoma de células
fusiformes
adenoma hipofisario (pitNET)
blastoma pituitario
Metéstases para 0 SNC
metastases para o cérebro e parénquima da medula espinhal
metastases para as meninges
Louis, D.N.; Perry, A.; Wesseling, P.; Brat, D.J.; Cree, I.A.; Figarella-Branger, D.; Hawkins, C.; Ng, H.K.; Pfister,
S.M.; Reifenberger, G.; Soffietti, R.; von Deimling, A.; Ellison, D.W. The 2021 WHO Classification of Tumors
of the Central Nervous System: a summary. Neuro Oncol., v. 23, n. 8, p. 1231-1251, 2021.



https://radiopaedia.org/articles/immunodeficiency-associated-cns-lymphomas?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/lymphomatoid-granulomatosis-cns-manifestations?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/malt-lymphoma-dura?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/anaplastic-large-cell-lymphoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/erdheim-chester-disease?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/rosai-dorfman-disease?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/missing?article%5Btitle%5D=juvenile-xanthogranuloma&lang=us
https://radiopaedia.org/articles/langerhans-cell-histiocytosis-cns-manifestations?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/histiocytic-sarcoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/central-nervous-system-germinoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/intracranial-embryonal-carcinoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/choriocarcinoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/adamantinomatous-craniopharyngioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/papillary-craniopharyngioma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/pituitary-adenomapitnet?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/pituitary-blastoma?lang=us
https://radiopaedia.org/articles/dural-metastases?lang=us
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LAV RSO SAnTRANOS0

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo de novas variantes génicas de base unica em genes alvo de
microRNAs envolvidos com a suscetibilidade em pacientes com glioblastoma

Pesquisador: Manoela Marques Ortega

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

Versao: 1

CAAE: 29122720.7.0000.5514

Instituicao Proponente: Universidade Sao Francisco-SP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.888.928

Apresentacao do Projeto:

Caracterizagao de novas variantes génicas (SNVs) envolvidos com a suscetibilidade em pacientes com
glioblastoma

Objetivo da Pesquisa:

Validar as SNVs g.51026856T>C (rs76276169) e g.26900708 G>A (rs2229714) localizadas na 3’'UTR dos
genes PARG e RPS6KA1, alvos de miR491-3p e miR-663b, respectivamente, como possiveis marcadores
moleculares para o GBM.

Avaliar o efeito antitumoral dos compostos Kaempferol e Kaempferol 7-O Glucoside em linhagens celulares
de GBM e em cultura primaria de pacientes com GBM ao diagndstico

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos.

Beneficios: identificar novas variantes possivelmente responsaveis pelo fenétipo agressivo do GBM.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto de pesquisa para obteng¢do de Doutorado em Ciéncias da Saude

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Enderego: Av. Sao Francisco de Assis, 218, sala 35, prédio central

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 12.916-900
UF: SP Municipio: BRAGANCA PAULISTA
Telefone: (11)2454-8302 E-mail: comiteetica@usf.edu.br
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Continuagéo do Parecer: 3.888.928

Termos adequados

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Projeto aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:
APOS DISCUSSAO EM REUNIAO DO DIA 27/02/2020, O COLEGIADO DELIBEROU PELA APROVAGAO
DO PROJETO DE PESQUISAS. APOS A CONCLUSAO DO PROJETO E OBRIGATORIO O ENVIO DO

RELATORIO FINAL PARA ENCERRAMENTO DO PROJETO.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/02/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1455314.pdf 17:51:03
TCLE / Termos de | TCLE_sangue.docx 16/02/2020 |Manoela Marques Aceito
Assentimento / 17:49:45 |Ortega
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_TT.docx 16/02/2020 |Manoela Marques Aceito
Assentimento / 17:48:39 |Ortega
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_TCN.docx 16/02/2020 |Manoela Marques Aceito
Assentimento / 17:48:30 |Ortega
Justificativa de
Auséncia
Cronograma Cronograma_CEP_14_02_2020.docx 16/02/2020 |Manoela Marques Aceito

17:42:18 | Ortega
Declaracéo de Documento_auto_Dr_Pedro_Izzo.pdf 16/02/2020 |Manoela Marques Aceito
Pesquisadores 17:41:45 |Ortega
Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 16/02/2020 |Manoela Marques Aceito
17:41:33 | Ortega
Projeto Detalhado / | Projeto_CEP_Jessica_Santos_22_01_2| 16/02/2020 |Manoela Marques Aceito
Brochura 019_final.pdf 17:38:34 |Ortega
Investigador
Declaracéo de Termo_Confidenc_07_11_19.pdf 07/11/2019 [Manoela Marques Aceito
Pesquisadores 13:43:09 | Ortega
Declaragéo de Carta_Autor_Dr_Benites.pdf 31/10/2019 |Manoela Marques Aceito
Pesquisadores 14:56:26 | Ortega
Declaragéo de Carta_Autor_Tadeu_Assin.pdf 29/10/2019 |Manoela Marques Aceito
Pesquisadores 13:36:09 | Ortega

Enderego: Av. Sao Francisco de Assis, 218, sala 35, prédio central
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 12.916-900
UF: SP Municipio: BRAGANCA PAULISTA

Telefone: (11)2454-8302 E-mail:

comiteetica@usf.edu.br
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F UNIVERSIDADE SAO Plataforma
FRANCISCO-SP %o:l

LAIVE RSN SACTRANCIS D
Continuagéo do Parecer: 3.888.928

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

BRAGANCA PAULISTA, 28 de Fevereiro de 2020

Assinado por:
CARLOS EDUARDO PULZ ARAUJO
(Coordenador(a))

Endereco: Av. Sao Francisco de Assis, 218, sala 35, prédio central

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 12.916-900
UF: SP Municipio: BRAGANCA PAULISTA
Telefone: (11)2454-8302 E-mail: comiteetica@usf.edu.br
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ANEXO IV

m UNIVERSIDADE SAQ ) Platoformo
FRANCISCO-SP \.?;gfcui

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: [DENTIFICACAC DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOQTIDED UNICO EM
MICROENAS ENYVOLYIDOS COM A SUSCETIEBILIDADE AQ GLIOBELASTOMA

Pesquisador: Manoela Margues Ortega

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-=e de pesguisa envalvendao Genetica Humana gue nao necessita de analise
gtica par parte da COMER;];

Versio:
CAAE: 49150015 .7.0000.5514

Instituigdo Proponente: Universidade 340 Francisco-SP

Patrocinador Principal: FUNDACAC DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADC DE SAC PAULD
Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimers do Parecer 1.324 812

Apresentagio do Projeto:

IDENTIFICACAD DE POLIMORFISMOS DE NUCLEQTIDEC UNICO EM MICRORNAS ENY OLVIDOS
COM A SUSCETIBILIDADE AC GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Ob jetivo da Pesquisa:

Os mesmos da versao anterior

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Oz mesmos da versao anterior

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

MNa versio atual do projeto o TCLE esta mais clara. © CEP também esta ciente do desligamento de dois
profissionais.

Consideragdes sobre ¢os Termos de apresentagio obrigatéria:

De acordo

Recomendagdes:

Apravacao

Enderego: SAQ FRANCISCO DEASSIS 218

Bairro: JARDIM SAO JOSE CEP: 12.916-900
UF: 5F Municipio: BRAGANCA PAULISTA
Telefones  (1132454-3931 Fax: (11)4034-1825 E-mail: comite.eticagdsaofrancisco. edu br
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Cortiruagio do P arecer; 1.324.812

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes;
Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:

ST R

APOS DISCUSSAC EM REUNIAC DO DIA 1241142015, O COLEGIADO DELIBEROU PELA APROVAGCAC

00 PROJETO DE PESQUISAS.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguiva Postagem Autor Situacao
Infarmagdes Basicas|PE_INFORMACOES _BASICAS DO_F | 28/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 580819 pdf 182040
Declaracgan de Motific.docx 2B8/10/2015 |Manoela Margues Aceito
Pesquisadaores 18:20:09 | Ortega
TCLE/ Termosde |TCLE_Glio_mod MNOWVO.docx 2801072015 [Manoela Marques Aceito
Assentimento f 18:18:21 Ortega
Justificativa de
Ausencia
Declaracaon de DR_Luciano_Declar pdf 1108/2013 |Manoela Marques Aceito
Pesguisadores 16:30:24 Crtega
Declaracio de OR_Tadeu_dedar. pdf 11/09/2015 |Manoela Marques Aceito
Pesguisadores 16:28:57 Crtega
Declaracao de Autarizacao_HMSJ pdf 11/08/2015 |Manoela Marques Aceito
Pesguisadares 14:51:13 | Ortena
Projeto Detalhado / [MicroRNA_Glioblastoma_CEP docx 11/08/2015 |Manoela Marques ArCeito
Brochura 14.42:32 | Ortega
[mvestigador
Folha de Rosto Glio_CEP_FROSTO pdf 11/09/2015 |Manoela Marques Aceito

14:40:55 | Ortega

Situagdo do Parecer:
Aprowado

MNecessita Apreciagio da CONEP:

MNao
BRAGAMNCA PAULISTA, 16 de Noverrbro de 20158
Assinado por:
Alessandra Gambere

{Coordenadorn)
Enderego: SAO FRAMNCISCO DEASEIS 218
Bairro: JARDIM 3AO JOSE CEP: 12.916-900
UF: 5F Municipio: BRAGANCA PAULISTA
Telefone:  (11)2454-5951 Fax:  (1134034-1825 E-mail: comite.eticagd saofrancisco. edu br
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ANEXO V
M UNIVERSIDADE SAO € Plataforma
L FRANCISCC-SP »%gmril

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICAGAD DE POLIMORFISMOS DE NUCLECTIDEO UNICO (SNPs) EM
GENES ENVOLYIDOS COM O REPARO DE ERROS DO DNA POR
RECOMBINAGAD HOMOLOGA E SUSCETIBILIDADE ADQ CANCER COLGRRETAL

Pesquisader: Manoela Marques Oriega

Area Tematica: Genética Hurmana:
[Tratz-se de pesquiss envalendo Genética Hurmana que ndo necessita de andlise
etica por parte da CONER;);

Versio: 1
CAAE: 457236815.00000.5514
Instituicio Proponante: Universidade S40 Francisco-SP

Patrecinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

NiOm ero do Parecer 1108 563
Data da Relateria: 11/06/201%

Aprasentag io do Projeto:

Sim

Objetive da Pesquisa:

-verificar se 03 SMPs nos genes analisados, separadamente e em conjunto, podem influenciar o risco de
ocorréncia da doenca par aspectos

clinicos (idade, sex0, & cor da pele) & caracteristicas tumorais (grau de diferenciacao e estagio clinica).

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Segundo o responsavel:
Rizcos Mao se aplica.

Eeneficios: Nao se aplica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Amostras 350 individuos com CCR, ao diagnostico e livre de tratamento, foram selecionados para esse
estudo. Os pacientes foram atendidos e

submetidos a cirurgia para a resseccan do tumor pelo Prof. Or. Carlos AR M artinez no Hospital da

Enderego:  SAOD FRANMCISCO DEASSIS 218

Bairro: JARDIM SAD JOSE CEP: 1Z916-900
UF: SF Municipio: BRAGARNCA PALULISTA
Telefone  (11)24542931 Fax: (11)4034-1825 E-mail: comite.etica@sanfrancisco. edu hr
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M UNIVERSIDADE SAQ £ Platolorma
_ FRANCISCO-SP »Q@roﬂl

AR LAk B

Continuagéo doP arecer: 1.108.583

Lniversidade 540 Francisco e Gastrocentro da

Urniversidade de Campinas. Aproximadamente 350 amostras de sangue periférico de doadores de sangue
zaudaveis do Hemondcleo Regional de

Braganca Paulista, SP serdo incluidos no estudo, apds carta consentimento livre e esclarecidos
astsinados Extracdo de ODMNA: fragmentos do tecido

neoplasico foram conservados e congelados em RENAlater 3 B0°C. As amostras de DNA serao extraidas
sequindo protocolo previamente

estabelecido. ONA gendmico serd obtido das amostras de leucocitos do sangue periférico de individuos
controles saudaveis por meio da tecnica de

extracio de ONA com cloreto de litio e proteinase K.Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
FCR) para oz SMPs dos genes DOTIL &

HRECC3: Os genotipos serdo obtidos por meio da RT-PCR uzando TaghM an® SHEP Genotyping Assays, com
as referéncias (gene: numero do rs do

SHF e ndmero do ensaio): (DOTIL: rs740404 2881200 1 ; re9680492, C_ 911288 _10; re12982744
G 288089310, (WRCC3: rs22851582,

C_ 2983903 _1_; r=BR146320, C_ 89014844 10; re17499734 C_ 2083904 _10; re1799798, C__ 2983922 20)
Az RT-PCR serao realizadas em

aparelho 700 real-time PCH system, de acordo com o metodo recomendado pelo fabricante Analise da
expressao dos genes DOTIL e XRCCI;

para verificar a influéncia dos SNPs selecionados para o estudo na expréssio dos genes OOT1L e XRCC3,
iniciadores para 0s genes DOT1L e

HRECCT serao utilizados para a amplificacao por meio da PCRE guantitativa em tempo real (gPCR) com o
corante SYBRGreen, de amostras de RNA

extraidas de pacientes com CCR gue aprezentarem cada um dos distintoz genobipos (homozigoto sekwagem,
heterozigota e homozigoto variante),

totalizando 30 amostras. O detelhamento da metodologia encontra-se no projeta.

Consideragdes sobre o5 Termos de apresentagdo obrigatéria:
Adequado

Recomendagdes:
Fecomendo acrescentar em Riscos/Beneficios, que podera haver desconforto na coleta da amostra de

sangue.

Endereco: SAQ FRAMNCISCO DEASSIS 212

Bairro: JARDIM SAQ JOSE CEP: 12.916-900
UF: =F Municipio: BRAGANCA PAULISTA
Telefone:  (11)2454-2991 Fax: (11)4034-1825 E-mail: comite.etica@saofrancisco. edu br
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AR LAk B

Continuagéo doP arecer: 1.108.583

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdas:

Semn pendéncias

Situagio do Parecer.

Aprovado

Necessita Apreciagiio da CONEP:

MEo

Consideragdes Fihais a critério do CEP:

APOS DISCUSSAQ EM REUNIAC DO DIA 11/06/2018, O COLEGIAD O DELIBEROU PELA APROVAGAC
DO PROJETO DE PESCUISAS,

BRAGAMCA PAULISTA, 15 de Junho de 2015

Assinado por:
MARCELQ LIMA RIBEIRO

{Coordenader)
Enderego: SAQ FRAMCISCO DEASSIS 218
Bairro: JARDIM SAQ JOSE CEP: 12.916-900
UF: =F Municipio: BRAGANCA PAULISTA
Telefone:  (11)2454-2991 Fax: (11)4034-1825 E-mail: comite.etica@saofrancisco. edu br
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m ANEXO VI

masonesiomanesco. Termo de Consentimento Livre Esclarecido a ser obtido dos individuos para
participacido do estudo intitulado “Caracterizacio de Novas Variantes Génicas
de Base Unica em Genes Alvo de MicroRNAs Envolvidas com a Suscetibilidade

em Pacientes com Glioblastoma”

Nome:

Idade: Sexo: Raca:

Endereco residencial:

Enderego comercial:

Aceito participar do estudo proposto, no qual uma pequena parte do tecido tumoral ap6s cirurgia sera
doado. Estou ciente que este material sera utilizado para a avaliagdo de uma predisposicao pessoal para
0 desenvolvimento de glioblastoma por meio das analises de polimorfismos em microRNAs que sdo
pequenas moléculas conhecidas como reguladoras de genes e podem estar envolvidas no aumento do

risco para o desenvolvimento de glioblastoma.

Estou ciente de que ndo terei prejuizos com a realizagdo deste exame. Sei que terei direito de saber o
resultado do meu exame, caso esteja interessado. Neste caso, poderei marcar uma consulta no Hospital
da Universidade Sao Francisco, na Avenida Sao Francisco de Assis, 260, Jd. Sao José, no telefone (11)
Braganca Paulista - SP, com o Prof. Dr. Carlos Parisi de Oliveira, CRM 20699/SP, que dara
esclarecimentos necessarios para 0 meu caso. Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e que

isto ndo vai prejudicar o meu atendimento no Hospital da Universidade Sdo Francisco.

Entendo ainda que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Sei que outros
estudos de predisposicao genética ao cancer so serdo realizados com o meu tecido tumoral, ou produto
deste, apds a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Sdo Francisco, Braganca

Paulista-SP e caso eu concorde com 0 Seu armazenamento.

Eu concordo com a coleta, o deposito e 0 armazenamento do meu tecido tumoral ou produto do mesmo
em biorrepositdrio:

O SIM ou O NAO
Eu concordo com a dispensa de novo termo de consentimento a cada pesquisa aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade S&o Francisco (USF) com a utilizagdo do tecido tumoral ou

produto do mesmo:
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O SIM ou O NAO

Se eu tiver qualquer davida sobre o estudo poderei procurar a Profa. Dra. Manoela Marques Ortega,
pesquisadora responsavel pelo projeto e Professor Auxilar Doutor do Curso de P6s Graduagdo em
Ciéncias da Saude, na Universidade Sao Francisco, na Av. Sao Francisco de Assis, 218, Jardim S&do
José, Braganca Paulista - SP, telefone (11) 2554-8741

Se tiver reclamacdes sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar a secretaria do Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade S&o Francisco (USF) no telefone (11) 2454- 8981 ou email:

comite.etica@saofrancisco.edu.br. Eu li/ouvi o conteddo deste termo e recebi esclarecimentos sobre

as minhas duvidas oralmente.

Assinatura do pesquisador responsavel
(Profa. Dra. Manoela Marques
Ortega)

Assinatura do Médico Neurocirurgido
(Prof. Dr. Carlos Tadeu Parisi de Oliveira, CRM 20699/SP)

Braganca Paulista, ........ I I


mailto:comite.etica@saofrancisco.edu.br
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ANEXO VII

USF

UNIVERSIDADE SAQFRANCISCO

Termo de Consentimento Livre Esclarecido a ser obtido dos individuos para participagdo do
estudo intitulado “Caracterizacio de Novas Variantes Génicas de Base Unica em Genes Alvo de

MicroRNAs Envolvidas com a Suscetibilidade em Pacientes com Glioblastoma”

Nome:

Idade: Sexo: Ragca:

Endereco residencial:

Enderego comercial:

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei informag6es sobre a ocorréncia de cancer em
meus familiares e uma amostra de sangue a ser colhida em veia de um dos bragos (volume: 10 ml).
Estou ciente que este material serd utilizado para a avaliagcdo de uma predisposicdo pessoal para o
desenvolvimento de glioblastoma. Estou ciente de que ndo terei prejuizos com a realizacdo deste
exame. Sei que posso sentir dor de pequena intensidade e curta duracdo no local de puncéo da veia.
Sei que terei direito de saber o resultado do meu exame, caso esteja interessado. Neste caso, poderei
procurar a Profa. Dra. Manoela Marques Ortega, pesquisadora responsavel pelo projeto e Professora
Auxiliar Doutor do Departamento de Pés Graduagdo em Ciéncias da Salde, na Universidade Séo
Francisco, na Av. Sdo Francisco de Assis, 218, Jardim S&o José, Braganca Paulista - SP, telefone (11)
2554-8471, que dara esclarecimentos necessarios para 0 meu caso. Sei que posso sair do estudo a
qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu atendimento no Hospital da Universidade Séo
Francisco. Sei ainda que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Sei que
outros estudos de predisposi¢cdo genética ao cancer so serdo realizados com o meu sangue, ou produto
deste, apds a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade S&o Francisco, Braganca
Paulista-SP e caso eu concorde com 0 seu armazenamento. Eu concordo com a coleta, o depdsito e o

armazenamento do meu sangue ou produto do mesmo em biorrepositorio:
O SIM ou O NAO
Eu concordo com a dispensa de novo termo de consentimento a cada pesquisa aprovada pelo Comité de

Etica em Pesquisa da Universidade Sao Francisco (USF) com a utilizagio do sangue ou produto do

mesmo:

O SIM ou OO NAO
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Se eu tiver qualquer davida sobre o estudo poderei procurar a Profa. Dra. Manoela Marques Ortega da
Universidade Sdo Francisco. Se tiver reclamacdes sobre qualquer procedimento do estudo, poderei
procurar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade S&o Francisco (USF) no telefone
(11) 2454-8981 ou email: comite.etica@saofrancisco.edu.br. Eu li/ouvi o contetdo deste termo e recebi

esclarecimentos sobre as minhas duvidas oralmente.

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Profa. Dra. Manoela Marques Ortega

Assinatura do Médico Hematologista
Dr. Bruno Deltreggia Benites, CRM 129482/SP

Braganca Paulista, ........ I I
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APENDICE |
Compostos constituintes das flores de Sophora japonica.
Continua
Compostos Local Referéncia
Kaempferol AB Ho et al.(1982); Tulaganov and Gaibnazarava (2001); Tang et al.(2002a);Wangetal.(2008);
P ' Chen et al.(2010); Diao et al.(2011)Shi W et al. (2017)
Kaempferol 3-O-4-D-glucopyranoside B,C |Tang etal.(2001a, 2008a); Ha et al.(2010)
Kafempl_‘erol 3-O-a-rhamnopyranosyl(1-6)- s-glucopyranoside (Kaempferol 3-O-4- B Tang et al.(2001a): Yang et al.(2015)
rutinoside)
Kaempferol 3-O-rutinoside B Shi W et al.(2017)
Quercetin A Kimura and Yamada(1984); Ishida et al.(1987); Tulaganov and Gaibnazarava (2001); Tang
et al.(2002b); Wang et al.(2008); Diao et al.(2011)
3"-methylquercetin A,B | Lo etal.(2009)
Tamarixetin (4'-O-methylguercetin) G,B |Chen et al.(2010); Mohamed et al.(2015)
Isoquercitrin (Quercetin3-O-4- glucopyranoside) A,B,C |Lietal.(2010); Tang et al.(2001a, 2008a); Ha et al.(2010)
Quercetin 5-O-4-D-glucopyranoside B,C |Haetal.(2010)
Ho et al.(1982); Kimura and Yamada (1984); Tulaganov and Gaibnazarava (2001);
Rutin (Quercetin3-O-a-rhamnopyranosyl(1-6)-A-glucopyranoside) A | Tangetal.(2001a); Wang et al.(2001); Kim et al.(2004); Kim and Yun-Choi (2008); Tang et
al.(2008a); Abdallah et al.(2014)
Rutin-7-O-rhamnoside A,B | Kite et al.(2009)
Camellianoside (Q_uercem3—0—ﬂ—D— xylopyranosyl-(1-3)-O-a-Lrhamnopyranosyl-(1-6)-O- B.C |Haetal(2010)
S-D-glucopyranoside)
Querceln3—O—_ﬁ—D—glucopyranosyl—(1—3)— O-a-L-rhamnopyr-anosyl-(1-6)-O-4-D- 5 Ha et al.(2010)
glucopyranoside
Quercetin 3-O-rutinoside B Shi W etal., 2017
Quercetina 3-_0 -a- L -rhamnopyranosyl (1 — 6) -f- D -glucopyranoside-4'- O -45- D - B Shi W et al., 2017
glucopyranoside
Quercetin 3-O-a-rhamnosyl(1"""—6")-f-sophoroside-7-O-a-L-rhamnopyranoside B Shi W et al., 2017




Compostos constituintes das flores de Sophora japonica.
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Continuacao

Isorhamnetin A Ishida et al.(1989); Tang et al.(2002b); Diao et al.(2011)
Narcissin (Isorhamnetin-3-rutinoside) A Kimura and Yamada (1984); Yang et al.(2015)
Ho et al.(1982); Tulaganov and Gaibnazarava (2001); Wang et al.(2001, 2008); Tang et
Genistein A |al.(2002b); Kim et al.(2004); Ma and Lou(2006); Kim and
Yun-Choi (2008); Chen et al.(2010); Diao et al.(2011)
Cajanin Chen et al.(2010)
Pratensein Chen et al.(2010)
Orobol Lo et al.(2009); Chen et al.(2010) Shi W et al. (2017)
Betulin Xu (1957)
Sophoradiol Kitagawa et al.(1988); Zhou et al.(2006)

Kakkasaponin |1

Zhang et al.(2015)

Kaikasaponin |

Kitagawa et al.(1988); Zhang et al.(2015)

Kaikasaponin 111

Kitagawa et al.(1988); Zhang et al.(2015)

Soyasaponin |

Kitagawa et al.(1988); Grishkovets and Gorbacheva (1995); Zhang et al. (2015)

Dehydrosoyasaponin |

Zhang et al.(2015)

Phaseoside IV

Zhang et al.(2015)

Soyasaponin |11

Kitagawa et al.(1988); Grishkovets and Gorbacheva (1995)

Azukisaponin |

Kitagawa et al.(1988)

Azukisaponin |1

Kitagawa et al.(1988); Grishkovets and Gorbacheva (1995)

Azukisaponin V

Kitagawa et al.(1988); Grishkovets and Gorbacheva (1995)

Kaikasaponin Il

Kitagawa et al.(1988)

Maltol 3-O-(f-D-apiofuranosyl-(1-2)-5-D- glucopyranosyl)

Zhang et al.(2015)

Maltol3-O-(4"-O-p-coumaroyl-6"-O-(3- hydroxy-3-methylglutar-oyl))-4- glucopyranoside

Kite et al.(2007); Yang et al.(2015)

Maltol-3-O-(4"-O-cis-p-coumaroyl-6"-O-(3-hydroxy-3-methylglu-taroyl))-4-
glucopyranoside

Yang et al.(2015)

Maltol-3-O-(6"-0-4"-hydroxy-trans-cinnamoyl-f-glucopyranoside

o @ @3> > > > > > > > > > 52 >

Li (2005)
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Concluséo

Soyamalosides A A | Zhang et al.(2015)
SoyamalosidesB(Maltol3-O-(3"-O-trans-p-coumaroyl-6'-O-(3-hy-droxy-3-

me)'ihylglutaroyl)()-ﬂ-D-gluc0|gyranoside)p ’ e ’ A |Zhang etal.(2015)
Soyamalosides C A | Zhang et al.(2015)
2-O-methyl-inositol C Li et al.(2010)

N, N'-diferuloyl-putrescine A,B | Lo etal.(2009)
N,N'-dicoumaroyl-putrescineA A,B | Lo etal.(2009)
N-p-coumaroyl-N'-feruloylputrescine A,B | Lo etal.(2009)
N-(E)-feruloyl-N'-(Z)-feruloyl-putrescine AB |Loetal.(2009)
N,N’-dicoumaroylputrescine A |Zhang et al.(2015)

Tabela adaptada de: HE, X.; BAI, Y.; ZHAO, Z.; WANG, X.; FANG, J.; HUANG, L.; ZENG, M.; ZHANG, Q.; ZHANG, Y.; ZHENG, X. Local and traditional uses, phytochemistry, and pharmacology of Sophora

japonica L.: a review. J Ethnopharmacol., v. 187, p. 160-182, 2016.

A:botbes de flores; B: florres; C: floe carbonizada; D: pericarpos; E: frutos; F: semente; G: folhas; H: casca do caule; I: caule; J: galhos; K: madeira; L: raiz

A:botoes de flores; B: flores; C: flores carbonizada.




APENDICE II

Frequéncias dos diferentes gendtipos e alelos para a variante rs76276169 T>C em PARG.
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Variantes Populagdes |Amostra| Genétipos Alelos :222??:;
TT (%) TC (%) CC (%) T (%) C (%)
ABraOM 1171 1.080 (92,23) 90 (76,86) 1(0,9 1.124 (96,1) 46,0 (3,9) 1.044
Europeu 24.698 | 22.289,94 (90,3) 2.346,31(9,5) 61,75 (0,3) 23.463,10 (95,0)  1.234,90 (0,05) 811
Africano 3.168 | 2.566,08 (81,0) 2.566,08 (81,0) 570,24 (18,0) | 2.851,20 (90,0) 316,80 (10,0) 385
Asiatico 128 115,52 (90,3) 12,16 (9,5) 0,32 (0,3) 121,60 (95,0) 6,40 (5,0) 811
rs76276169T>C|Latino americano’ 168 161,35 (96,0) 6,58 (3,9) 0,07 (0,04) 164,64 (98,0) 3,36 (2,0) 2.092
PARG Latino americano? 700 686,07 (98,0) 13,72 (2,0) 0,07 (0,0) 693,00 (99,0) 7,00 (1,0) 4.226
Americano 694 666,52 (96,0) 27,20 (3,9) 0,28 (0,0) 680,12 (98,0) 13,88 (2,0) 2.092
Japonés 28.258 | 27,138,98 (96,0) 1.107,71(3,9) 11,31 (0,04) | 27.692,84 (98,0) 565,16 (2,0) 2.092
Judeu Ashkenazi| 3.324 | 3.127,55(94,1) 193,46 (5,8) 2,99 (0,1) 3.224,28 (97,0) 99,72 (3,0) 1.387
Média 1.660
** Tamanho amostral calculado segundo os critérios de Beiguelman. BEIGUELMAN, B. Curso Préatico de Bioestatistica, 52 Ed. Ribeirdo Preto: FUNPEC, p. 274, 2002.

Latino americano!: Individuos latino-americanos com ascendéncia afro-caribenha;
Latino americano?: Individuos latino-americanos com ascendéncia principalmente européia e nativa americana



APENDICE Il1I

Frequéncias dos diferentes gendtipos e alelos para a variante rs2229714 G>A em RSK1.
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Variantes Populagdes |Amostra| Genotipos Alelos a-rl;]aggta:;:f*
TT (%) TC (%) CC (%) T (%) C (%)

ABraOM 1.171 931 (79,50) 228 (19,47) 12 (1,02) 1.045 (89,2) 126 (10,8) 354
Europeu 232.620| 172.045,75 (74,0) 56.014,90 (24,1) 4.559,35(2,0)| 200.053,2 (86,0) 32.566,8 (14,0) 262
Africano 9.716 | 7.696,04 (79,2) 1.902,39(19,6) 117,56 (1,2) | 8.647,24(89,0) 1.068,76 (11,0) 345

Asiatico 3.924 | 3.768,61 (96,0) 153,82 (3,9) 1,57 (0,04) 3.845,52 (98,0) 78,48 (2,0) 2.092
Rs2229714G>AlLatino americano’ 1.042 732,24 (70,6) 280,09 (26,9) 26,67 (2,6) 875,28 (84,0) 166,72 (16,0) 219
PARG Latino americanoy 6.646 | 5.872,40 (88,4) 749,67 (11,3) 23,93 (0,4) 6.247,24 (94,0) 398,76 (6,0) 669
Americano 694 574,70 (82,8) 101,05 (14,6) 4,44 (0,6) 631,54 (91,0) 62,46 (9,0) 486

Japonés 28.258 | 27.695,66 (98,0) 559,51 (2,0) 2,83 (0,0) 27.975,42 (99,0) 282,58 (0,01) 4.225

Judeu Ashkenazi| 3.324 | 2.632,94 (79,2) 650,84 (19,6) 4,44 (0,6) 631,54 (91,0) 62,46 (0,1) 383

Média 1.004

** Tamanho amostral calculado segundo os critérios de Beiguelman. BEIGUELMAN, B. Curso Prético de Bioestatistica, 5% Ed. Ribeirdo Preto: FUNPEC, p. 274, 2002.

Latino americano!: Individuos latino-americanos com ascendéncia afro-caribenha;
Latino americano?: Individuos latino-americanos com ascendéncia principalmente européia e nativa americana



APENDICE IV

Dados clinicos de 65 pacientes com glioblastoma inseridos no estudo até o momento, considerando data da cirurgia, data do diagndstico da doenga, sexo, idade, cor da pele, localizagcdo do tumor,
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recidiva, realizacdo de quimioterapia e radioterapia, sintomas (cefaleia, crise convulsiva, hemiparesia, paresia, perda do equilibrio, perda da for¢a motora, alteragdo do humor, confusdo mental, mal-

estar, enjoo, vomito e alteracdo visual), diagndstico, data do 6bito.

Continua
Genotipo Genotipo ) ) ) Cor da Localizacao do o ) ) . Ultima
(76276169 (52229714 Cirurgia | Diagnostco | Sexo | Idade ele “umor Recidiva | QT e RT | KPS Diagnéstico | Data Obito consulta
TC5 TC GG 27/07/2004 | 06/08/2004 | M 37 B Frontal D Néo QT +RT | 80% | GBMgrau IV | 16/11/2004
TC6 TT SA 24/10/2012 | 29/11/2012 | F 47 B Parietal E Né&o RT 100% | GBM grau IV | 24/12/2013
TC9 TT SA 11/03/2010 | 29/03/2010 | M 57 B Fronto-parieto- Néo QT +RT | 60% | Astro. Anap. Il | 17/08/2010
temporal
TC10 TT GA 12/05/2011 | 24/05/2011 | F 65 B Temporo-occipital D Né&o QT 100% | GBM grau IV | 02/05/2012
TC11 TT GG 29/04/2011 | 09/05/2011 | M 46 B Parietal D Né&o QT +RT | 80% | GBMgraulV |22/06/2012
TC12 TT SA 14/02/2014 | F 24 B Frontal D Né&o QT 90% | GBM grau IV 03/08/2018
TC13 TT GG 04/07/2012 | 11/07/2012 | M 41 B Lobo frontal Né&o Né&o 30% | Astro. Anap. Il | 13/03/2015
TC14 TT SA 05/12/2012 | 12/12/2012 | M 44 B Parieto-occipital D Néo QT +RT | 100% | GBM grau IV | 07/03/2013
TC21 TT GA 04/12/2013 | 11/12/2013 | M 69 B Parieto-occipital E Né&o Né&o 40% | Astro. Anap. Il | 18/02/2014
TC22 TT GG 06/08/2003 | 15/08/2003 | F 61 B Parietal D Néo QT +RT | 50% | GBM grau IV | 06/02/2004
TC24 TT GA 08/05/2012 | 31/05/2012 | F 67 B Parietal D Né&o QT +RT | 90% | GBMgrau IV |29/10/2013
TC25 TT GG 07/01/2009 | 13/01/2009 | F 67 B Parietal D Néo Néo 50% | GBM grau IV | 16/01/2009
TC28 TC GG 26/06/2012 | 10/07/2012 | M 55 B Parietal D Né&o QT 100% | GBM grau IV | 26/09/2012
TC29 TT GG 09/01/2006 | 17/01/2006 | M 49 B Temporal E Sim QT +RT | 90% | GBM grau IV | 04/08/2008
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Dados clinicos de 65 pacientes com glioblastoma inseridos no estudo até o0 momento, considerando data da cirurgia, data do diagndstico da doenca, sexo, idade, cor da pele, localizagdo do tumor,

recidiva, realizacdo de quimioterapia e radioterapia, sintomas (cefaleia, crise convulsiva, hemiparesia, paresia, perda do equilibrio, perda da for¢a motora, alteragdo do humor, confusdo mental, mal-

estar, enjoo, vomito e alteracdo visual), diagnostico, data do 6bito.

Continuacgao

TC31 TT AA 24/06/2016 | 05/07/2016 | M 31 B Frontal D Sim QT + RT | 100% | Astro. Anap. IlI 05/12/2017
TC33 TT GG 15/12/2009 | 05/01/2010 | F 67 B Frontal D Nao QT +RT | 80% | GBMgraulV |17/08/2010
TC34 TT GG 23/03/2007 | 04/05/2007 | M 73 B Parietal D Nao QT +RT | 40% | GBMgrau IV |21/07/2007
TC36 TT GG 28/06/2011 | 06/07/2011 | F 57 B Temporo-occipital E Sim Néo 50% | GBM grau IV |30/12/2011
TC37 TT GG 17/08/2011 | 29/08/2011 | M 71 B Frontal E Néo Néo 100% | GBM grau IV | 19/08/2011
TC39 TT GG 01/09/2009 | 03/11/2009 | M 47 B Temporal D Sim QT +RT | 100% | GBM grau IV | 23/10/2010
TC40 TC GG 10/08/2011 | 16/08/2011 | F 76 B Parietal D Néo Néo 80% | GBMgraulV |22/08/2011
TC41 TT GG 14/11/2012 | 28/11/2012 | F 68 B Frontal E Nao QT +RT | 50% | GBM grau IV | 31/10/2014
TC42 TT GG 06/03/2009 | 25/03/2009 | F 48 B Tempo-ro-—parieto— Sim QT +RT | 90% | GBM grau IV |27/09/2009
occipital E
TC43 TT GG 15/12/2008 | 09/01/2009 | F 57 B Frontal E Sim QT+RT | 90% | GBM grau IV |29/01/2010
TC48 TT GG 21/09/2012 | 28/09/2012 | M 55 B Frontal D Sim QT+RT | 90% | GBMgrau IV | 12/05/2013
TC49 TT GG 19/05/2014 | 29/05/2014 | F 75 B Parietal D Néo Néo 80% | GBMgraulV |27/05/2014
TC50 TC GA 16/01/2014 | 22/01/2014 | M 68 B Temporal D Néo Néo 40% | GBMgrau IV | 07/03/2014
TC54 TC GG 13/01/2010 | 15/03/2010 | M 77 PA Frontal D Nao QT +RT | 100% | GBM grau IV |09/03/2012
TC58 TT GA 29/11/2012 | 10/12/2012 | M 58 B Fronto-parietal Sim QT+RT | 90% | GBM grau IV |07/06/2013
TC67 TT GG 15/04/2014 | 29/04/2014 | F 65 P Temporal D Nao QT +RT | 50% | GBM grau IV | 03/09/2014
TC68 TC GG 20/01/2006 | 31/01/2006 | M 70 B Parietal E Néo Néo 80% | GBMgrau IV | 04/11/2006
TC70 TT GA 27/11/2014 | 22/01/2015 | M 67 B Temporal D Né&o Né&o 80% | GBM grau IV | 04/12/2014
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Dados clinicos de 65 pacientes com glioblastoma inseridos no estudo até o0 momento, considerando data da cirurgia, data do diagndstico da doenca, sexo, idade, cor da pele, localizagdo do tumor,

recidiva, realizacdo de quimioterapia e radioterapia, sintomas (cefaleia, crise convulsiva, hemiparesia, paresia, perda do equilibrio, perda da for¢a motora, alteragdo do humor, confusao mental, mal-

estar, enjoo, vomito e alteracdo visual), diagnostico, data do 6bito.

Continuacgao

TC72 TT GG 29/10/2003 | 27/11/2003 | F 51 B Fronto-parietal E Sim QT +RT | 90% | GBM grau IV | 25/02/2005
TC75 TT GG 28/02/2011 | 03/03/2011 | M 67 Parietal D Né&o Né&o 40% | GBMgrau IV |17/05/2011
TC80 TT GA 06/11/2012 | 14/11/2012 | M 62 Temporal D Né&o Né&o 80% | GBMgraulV |12/11/2012
TC81 TT GG 12/04/2011 | 20/04/2011 | M 52 PA Teporo-parietal D Né&o Né&o 50% | GBM grau IV | 19/04/2011
TC84 TC GG 31/10/2013 | 08/11/2013 | M 52 B Parieto-occipital D Néo Néo 80% | GBMgrau IV |18/12/2013
TC86 TT GA 12/09/2005 | 17/10/2005 | M 53 B Parietal D Sim QT +RT | 80% | GBM grau IV | 26/10/2006
TC89 TT GG 16/07/2013 | 19/07/2013 | F 37 B Frontal D Néo QT +RT | 100% | GBM grau IV | 09/05/2014
TC92 TC GG 12/11/2012 | 03/12/2012 | F 48 B Temporal D Sim QT +RT | 100% | Gliossarcoma | 02/10/2013
TC93 TC AA 26/11/2013 | 04/12/2013 | F 57 B Temporal D Néo QT +RT | 60% GBM IV 25/06/2014
TC95 TT GA 26/05/2003 | 10/06/2003 | F 37 B Fronto-parietal E Néo QT +RT | 80% | GBM grau IV | 09/07/2004
TC98 TC GG 06/06/2011 | 14/06/2011 | F 61 B Parietal E Nao QT +RT | 60% | GBMgrau IV |11/01/2012
TC103 TC GG 19/12/2012 | 07/01/2013 | M 45 B Fronto-parietal D Néo QT +RT | 90% Oligoa:]lf;:plésico 25/03/2014
TC105 TT SA 30/11/2012 | 14/03/2013 | F 53 B Frontal D Né&o Né&o 100% | GBM grau IV | 25/04/2013
TC113 TT GG 08/11/2013 | 18/11/2013 | M 56 B Parietal D Sim Né&o 80% | GBM grau lV | 25/11/2013
TC114 TC GA 02/06/2014 | 06/06/2014 | F 64 B Temporal E Sim QT +RT | 90% | GBM grau IV | 26/09/2014
TC115 TC GG 24/03/2010 | 29/11/2010 | M 54 B Parietal D Néo QT + RT | 50% | Astro. Anap. Il | 15/04/2011
TC120 TT GA 13/01/2010 | 27/01/2010 | M 48 B Frontal D Sim QT + RT | 60% | Astro. Anap. Il | 14/11/2010
TC122 TT GG 09/03/2016 | 17/03/2016 | F 71 B Temporo-parietal D Sim QT +RT | 90% | GBMgrau IV |01/07/2016
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Dados clinicos de 65 pacientes com glioblastoma inseridos no estudo até o0 momento, considerando data da cirurgia, data do diagndstico da doenca, sexo, idade, cor da pele, localizagdo do tumor,

recidiva, realizacdo de quimioterapia e radioterapia, sintomas (cefaleia, crise convulsiva, hemiparesia, paresia, perda do equilibrio, perda da for¢a motora, alteragdo do humor, confusao mental, mal-

estar, enjoo, vomito e alteracdo visual), diagnostico, data do 6bito.

Concluséo
TC124 TT GG 17/03/2016 S/l F 27 B Frontal E Néo QT 60% | GBM grau IV | 28/092016
TC125 TT GA 25/04/2016 | 05/05/2016 | F 63 B Parieto-occiptal E Sim QT +RT | 100% | GBM grau IV 05/07/2017
TC126 TC GG 24/04/2016 | 02/05/2016 | F 66 B Fronto-parietal E Né&o Né&o 90% | GBM grau IV | 25/05/2016
TC128 TT GG 30/05/2016 | 09/06/2016 | M 36 B Temporal D Nao QT +RT [100% | GBM grau IV | 19/01/2017
TC131 TC GG 16/01/2017 | 18/01/2017 | F 76 B Occiptal D Néo Néo 60% | GBM grau IV | 16/04/2017
TC133 TC GG 17/04/2017 | 08/05/2017 | M 50 B Fronto-parietal D Né&o QT+RT | 100% | GBM grau IV 26/07/2017
TC134 TT GA 31/10/2016 | 10/11/2011 | M 37 PA Occipital E Sim RT 90% | GBM grau lV | 21/08/2017
TC135 TT GA 22/05/2017 | 26/05/2017 | M 68 Frontal D Néo QT +RT | 60% | GBM grau IV | 11/10/2017
TC137 TT GA 02/06/2017 | 23/06/2017 | M 67 B Frontal D Né&o RT 70% | GBM grau IV |08/01/2018
TC139 TT SA 24/07/2017 | 10/12/2017 | F 74 PA Frontal E Né&o Né&o 90% | GBM grau IV 24/11/2017
TC140 TC GA 27/07/2017 | 07/08/2017 | F 40 B Giro cingulo D Né&o QT +RT | 70% | GBM grau IV 18/04/2018
TC151 TT GG 05/12/2017 | 15/12/2017 | M 50 B Temporal E Né&o QT +RT | 90% | GBM grau IV 30/80/2018
TC152 TT GG 20/08/2013 | 02/09/2013 | M S/ B N/A Nao N/A N/A | GBM grau IV 02/12/2014
TC153 TT GG 02/06/2013 | 28/06/2013 | M S/ B N/A Né&o N/A N/A | GBM grau IV 29/06/2013
TC154 SA GG 28/11/2016 | 13/12/2016 | M 61 B N/A Né&o N/A N/A | GBM grau IV 27/03/2018

TC: tecido tumoral; F: sexo feminino; M: sexo masculino; B: branco; PA: pardo; P: Preto; D: direito; E: esquerda; QT: quimioterapia; RT: radioterapia; GBM: Glioblastoma; KPS: Karnofsky; SA sem

amplificagdo S/I: sem informagdo N/A: ndo analisado; Astro. Anap Ill.: Astrocitoma Anaplasico grau Il
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APENDICE V

Dados clinicos de 36 pacientes com glioblastoma inseridos no estudo até 0 momento, considerando data da cirurgia, data do diagndstico da doenca, sexo, idade, cor da pele, localizagdo do tumor,
recidiva, realizacdo de quimioterapia e radioterapia, diagnostico, data do 6bito ou Ultima consulta.

Continua
Genotipo | Genotipo Data Data Idade Cor Ultima
rs76276169 | rs2220714 | cirurgia rgsiz:)t;(;o Sexo diagnéstico | pele Localizagdo Recidiva | QT e RT [ KPS | Diagnostico | Data 6bito consulta
TCF1 TC GA | 17/06/2015 | 20/07/2015 | M 60 B | Fronto-temporal D Nio | QT +RT | 80% | GBM grau IV | 16/10/2015
TCF2 TC GG | 02/02/2016 | 29/02/2016 | F 52 B Parietal D Nao Nao | 90% | GBM grau IV | 01/04/2016
TCF3 TC GA | 20/01/2016 | 16/02/2016 | M 61 B Frog;?;:;?g’m' N0 Nio | 90% | GBM grau IV | 02/02/2016
TCF4 TC 31/07/2015 | 06/05/2016 | M 58 B Parietal D Sim | QT +RT | 90% | Ast. pilocitico | 16/11/2016
TCF5 TC GA | 22/08/2016 | 07/11/2016 | F 44 B Temporal D Nao | QT +RT | 80% | GBM grau IV | 07/11/2016
TCF6 TC GG 19/02/2016 | 16/12/2015 M 53 B Parieto-occipital E Sim QT 90% [ GBM grau IV | 08/03/2017
TCF7 TC GG | 31/01/2017 | 16/02/2017 | M 76 B Temporal E Nio | QT +RT | 90% Aétr'aﬁr:ff' 13/02/2017
TCF8 TC GG | 01/07/2016 | 01/09/2016 | F 53 B Frontal E Nao Nio | 80% | GBM grau IV | 17/11/2016
TCF9 TC GA | 27/05/2015 | 29/06/2016 | M 67 B Parietal D sim | QT+RT | 90% G"Osff/rcoma 03/06/2016
TCF10 TC GA | 30/11/2016 | 14/12/2016 | F 40 B Frontal D Sim QT | 90% | GBM grau IV 02/02/2018
TCF11 TC GG | 19/10/2016 | 11/11/2016 | M 66 B Frontal E Nao Nio | 80% | GBM grau IV | 09/06/2017
TCF13 TC GA | 19/06/2017 | 26/06/2017 | M 71 B Frontal D Nao Nao | 80% | GBM grau IV | 25/06/2017
TCF14 TC GG 25/08/2017 | 31/08/2017 F 66 B Parieto-temporal D Né&o Né&o 80% | GBM grau IV | 16/09/2017
TCF15 TC GG | 14/07/2017 | 21/07/2017 | F 42 B Temporal E Ndo | QT +RT | 80% | GBM grau IV | 25/08/2017
TCF16 TC GA | 20/09/2017 | 26/09/2017 | F 62 B Frontal Nao QT | 70% | GBM grau IV 02/03/2018
TCF17 TC GA | 24/10/2017 | 30/10/2017 | M 56 B Temporal E Nao Ndo | 90% | GBM grau IV | 31/10/2017
TCF18 TC GA | 14/11/2017 | 22/11/2017 | M 59 B Frontal D Sim Nio | 90% | GBM grau IV | 27/12/2017
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Dados clinicos de 36 pacientes com glioblastoma inseridos no estudo até o0 momento, considerando data da cirurgia, data do diagnostico da doenga, sexo, idade, cor da pele, localizacdo do tumor,

recidiva, realizacdo de quimioterapia e radioterapia, diagnostico, data do 6bito ou Gltima consulta.

Concluséo
x x Ast. Anap.
TCF19 TC GG | 10/03/2018 | 12/04/2018 | M 61 B Temporal E N0 Ndo | 8% | Co 27/03/2018
TCF20 TC SA | 27/04/2018 | 03/05/2018 | M 58 B Temporal D Nao | QT +RT | 90% | GBM grau IV 18/05/2018
TCF21 T GG | 02/05/2018 | 07/05/2018 | F 54 B Frontoparietal D Sim | QT+RT | 80% | GBM grau IV | 04/04/2019
TCF22 T GG | 09/01/2019 | 17/01/2019 | M 55 A Temporo D Nao | QT+RT | 90% | GBM grau IV 08/11/2019
TCF23 T GG | 27/07/2018 | 02/08/2018 | M 56 B frontal E Nao S| 80% | GBM grau IV 20/07/2018
TCF24 T GG | 24/05/2019 | 30/05/2019 | F 68 B Temporal D Nao Nao | 80% | GBM grau IV | 20/09/2019
TCF25 T GA | 04/0412018 | 09/04/2018 | F 62 B Fronmtemgor(’pa”eta' sim | QT+RT | S/l | GBM grau IV | 01/09/2018
TCF26 TC GA | 13/02/2019 | 20/02/2019 | F 57 B Temporal D Sim QT | 70% | GBM grau IV 04/09/2020
TCF27 TC GA | 07/11/2018 | 25/01/2019 | M 51 S/l | Fronto parietal E Nao Nao | 70% | GBM grau IV 21/08/2020
TCF28 TC GG | 20/03/2019 | 28/03/2019 | M 41 B Frontal E N0 Nio | 70% G"g::jrfsma 11/09/2020
x x Glioma de

TCF30 T GG | 06/02/2019 | 13/12/2019 | ™ 67 PA Temporal D N0 Nao | 70% | 00 | 2710172020
TCF3L| TC GA | 04/12/2019 | 20/02/2019 | F 27 B Frog:zi';f;“gm' Nio | QT +RT | 70% | GBM grau IV 31/08/2019
TCF32 TC GA | 18/02/2019 | 02/12/2019 | M 62 B Occupital Nao QT | 70% | GBM grau IV 22/11/2019
TCF33 T GA | 10/11/2019 | 27/11/2019 | M 30 S/l | Fronto-temporal E Nao Nao | 70% | GBM grau IV | 27/11/2019
TCF34 SA SA | 27/03/2020 | 27/03/2020 | M 29 PA Temporal E Nao Nao | 90% | GBM grau IV 18/03/2022
TCF36 TT SA 10/08/2021 | 19/08/2021 M 60 B Temporal D Né&o Né&o 70% | GBM grau IV | 28/08/2021
TCF37 T GG | 08/08/2021 | 22/08/2021 | M 64 B Fro”mtem'[éompa”eta' N0 Nio | 90% | GBM grau IV 08/04/2022
TCF38 T SA | 01/08/2021 | 11/08/2021 | M 75 B Frontal D N&o Nao | 60% | GBM grau IV | 25/08/2021

TC: tecido tumoral; F: sexo feminino; M: sexo masculino; B: branco; PA: pardo; P: Preto; D: direito; E: esquerda; QT: quimioterapia; RT: radioterapia; GBM: Glioblastoma; KPS: Karnofsky; S/I: sem informacgdo N/A:

nao analisado.
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Dados clinicos de 254 controles inseridos no estudo, considerando idade, sexo, cor da pele.

Continua
Identificacéo Idade | Sexo Cor Gendtipo rs76276169 | Gendtipo rs2229714
SP016 42 M B TC GA
SP017 53 M B TC GG
SP018 52 M P TC GA
SP019 34 F B TC GG
SP020 35 F B TC GG
SP021 26 F B TC GG
SP027 24 F B TC GA
SP029 43 F B TC GG
SP031 30 F P TC GG
SP032 45 F B TC GA
SP033 39 M B TC GA
SP035 18 M P TC GA
SP037 42 M B TC GG
SP039 37 M B TC GG
SP040 23 F B TC GG
SP041 27 F B TC GG
SP042 40 F B TC GG
SP043 45 F B TC GG
SP044 24 M B TC GG
SP045 31 M B TT GG
SP046 20 M B TC GA
SP047 24 F B TC GA
SP048 21 F B TC GA
SP049 32 M B TC GA
SP050 56 M B TC GA
SP052 23 F B TC GA
SP054 33 M B TC GA
SP055 18 F B TC GA
SP056 32 F N TC GA
SP058 20 F B TC GG
SP059 27 M B TC GG
SP060 56 F B TC GA
SP061 31 M B TC GA
SP062 32 M B TC GA
SP063 24 M B TC GG
SP064 49 M B TC GA
SP065 26 F B TT GG
SP066 47 M B TC GG
SP068 21 M P TC GA
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Dados clinicos de 254 controles inseridos no estudo, considerando idade, sexo, cor da pele.

Continuagdo

SP069 26 M B TC GA
SP073 47 M B TT GA
SP074 39 M B TT GG
SPO75 28 F B TT GG
SP076 24 M P TT GG
SPO77 24 M P TT SA
SPO78 26 F B TC SA
SP0O79 40 M B TC GA
SP080 32 M PA T GA
SP081 32 M B TC GG
SP086 51 F B TC GA
SP097 56 M B TC GA
SP098 36 M B TC GG
SP099 52 M B TC GG
SP101 26 M B TC GA
SP102 36 M P TC GG
SP103 56 F B TC GA
SP104 62 M B TC GG
SP105 53 M P TC GA
SP106 65 M B TC GA
SP107 40 M PA TC GA
SP108 56 F B TC GA
SP109 57 M B TC GA
SP110 37 F B TC GA
SP111 40 M B TC GA
SP112 32 M B TC GG
SP113 49 M B TC GA
SP114 53 M B TT GG
SP115 39 M P TC GG
SP116 24 M B TC GG
SP117 42 M B TC GA
SP118 40 M B TC GA
SP119 46 M B TT GG
SP121 44 F B TC GA
SP122 20 F B TT GG
SP124 34 M B TC SA
SP126 21 M B TT GG
SP127 38 M B TC GG
SP128 45 F B TC GG
SP130 33 F B TC GG
SP131 18 F B TC GG
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Dados clinicos de 254 controles inseridos no estudo, considerando idade, sexo, cor da pele.

Continuagdo

SP132 41 M PA TC GA
SP133 38 F B TC GA
SP134 66 M B TC GA
SP136 38 M B TC SA
SP137 49 M B TC GG
SP139 51 M B TC GA
SP140 40 M B TC SA
SP141 23 M B TC GA
SP142 44 M B TC SA
SP143 30 M B TC GA
SP145 41 M B TT GA
SP146 46 F B T GA
SP147 49 M B TC GG
SP148 40 M B TC GA
SP149 48 M B TT GG
SP150 58 M B TC GG
SP151 54 M B T GA
SP152 45 M B TC GG
SP153 52 M B TC GA
SP154 53 M B TC GG
SP155 43 F B TC GA
SP167 42 M B TC GG
SP168 52 M B TC SA
SP169 43 M B TC GA
SP170 56 M B TC GA
SP171 45 M P TC GG
SP172 38 F B TC GA
SP173 42 M B TC SA
SP178 62 M B TC GA
SP183 47 M B TC SA
SP188 45 M B TC GG
SP192 40 M B TC GA
SP194 40 M B TC GA
SP196 40 F B TT GG
SP197 44 F B TT GA
SP215 51 M PA TC GA
SP216 24 M B TC GG
SP217 42 M B TC GA
SP218 39 M B TT GA
SP231 30 F PA TC GA
SP234 41 M B TT GA
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Dados clinicos de 254 controles inseridos no estudo, considerando idade, sexo, cor da pele.

Continuagdo

SP235 40 F B TC GA
SP243 46 F B TC GG
SP246 44 F B TC AA
SP248 44 M B TC GA
SP249 43 F P TT GG
SP250 38 F B TC GA
SP252 77 F B TT GG
SP253 37 F B TT GA
SP254 23 F B TC SA
SP255 37 M B TC SA
SP257 49 M B TT SA
SP258 47 M B TC SA
SP259 70 M B TT GA
SP260 47 M B TT GG
SP265 65 F B TT GG
SP267 22 F B TC SA
SP268 27 M B TT GA
SP269 89 F B TT GA
SP270 37 F B TC GA
SP271 69 F B TT GA
SP272 35 M B TC SA
SP273 47 F B TC GA
SP274 27 F B TT GG
SP276 77 F B TC GA
SP277 30 M B TT GG
SP278 21 F B TC GA
SP279 41 F B TT GG
SP281 49 M B TC GA
SP282 84 F B TT GG
SP283 68 F B TC GG
SP285 50 F B TT GA
SP287 49 F B TC GA
SP289 48 F B TC GA
SP290 40 M B TC GA
SP291 34 M B TC GA
SP292 38 M B TC GA
SP293 21 F B TC GG
SP294 55 F B TC GA
SP295 28 F B TC GG
SP296 52 F B TC GA
SP297 35 F B TC GA
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Dados clinicos de 254 controles inseridos no estudo, considerando idade, sexo, cor da pele.

Continuagdo

SP298 38 M B TT GA
SP299 29 M B TT GA
SP300 33 F B TT GG
SP301 48 M B TT GG
SP302 48 M B TC GG
SP303 74 F B TC GA
SP304 23 F B TC GG
SP305 39 M B TC SA
SP306 57 M B TT GA
SP307 46 F B TC AA
SP308 46 M B TC GA
SP309 31 M B TT GG
SP310 41 M B TT SA
SP311 53 M B TC GA
SP312 46 F B TC GG
SP313 27 F B TC GA
SP314 32 M PA TC SA
SP315 32 F B TC GA
SP316 35 F B TC GA
SP317 23 F B TC GA
SP318 29 M B TT GA
SP319 32 M B TT GG
SP320 47 M B TT GG
SP321 46 M B TT GA
SP322 28 M B TT GA
SP323 38 F B TC GA
SP324 42 M B TT GA
SP325 52 M B TT GA
SP326 38 M B TT GA
SP327 21 F B TT GA
SP328 43 F B TT GG
SP329 31 M B TT GA
SP330 56 F B TT GA
SP331 20 F B TT GA
SP332 32 M B TT GA
SP333 32 M B TT GA
SP334 75 M B TT GA
SP335 32 F B TC GA
SP338 25 M B TT GG
SP339 51 M B TT GA




156

Dados clinicos de 254 controles inseridos no estudo, considerando idade, sexo, cor da pele.

Continuagdo

SP340 40 F B TT GA
SP341 54 F B TT GA
SP345 71 M B TT GA
SP346 74 F B TT GA
SP347 80 M B TT GA
SP351 38 M B TT GA
SP352 66 F B TT GA
SP353 50 M B TT GA
SP354 57 F B TT GA
SP356 65 F B TT GA
SP358 43 F B TT AA
SP359 29 F B TT GA
SP362 41 F B TT GA
SP363 34 F B TT GA
SP364 38 F B TT GA
SP365 89 F B TT GA
SP366 36 F B TT GA
SP367 27 F B TT GA
SP369 34 F B TT GA
SP370 37 M B TT GA
SP371 81 F B TT GA
SP372 54 F B TT GA
SP373 30 F B TT GA
SP374 51 M B TT GA
SP376 57 F B TT GG
SP377 56 F B TT GA
SP378 53 F B TT GA
SP379 48 F B TT GA
SP380 95 F B TT GA
SP381 21 F B TT GA
SP382 87 M B TT GA
SP383 32 M PA TC SA
SP384 32 F B TC SA
SP385 35 F B TT GA
SP386 23 F B TC GA
SP387 38 F B TC GA
SP388 89 F B TC GA
SP389 38 F B TC GA
SP390 30 F B TC GA
SP391 51 M B TC GA




Dados clinicos de 254 controles inseridos no estudo, considerando idade, sexo, cor da pele.
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Concluséo

SP392 o7 F B TC GG
SP393 43 F B TC GA
SP394 29 F B TC GA
SP395 41 F B TT GA
SP396 38 M B TC GA
SP397 32 F B TC GA
SP398 25 M B TC GA
SP399 51 M B TC GA
SP400 32 M B TT GG
SP401 46 M B TT GA
SP402 51 M B TT GG
SP403 50 M B TT GA

SP: sangue periférico; AS: sem amplificacdo; M: masculino; F: feminino; B: branco; PA: pardo;

P: Preto; A: amarelo.



