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RESUMO

O glioblastoma (GBM) é um dos tumores neuroldgicos mais comuns, representando 15-20% dos
casos, e € 0 mais agressivo devido a sua diversidade biologica e resisténcia a quimioterapia. A via
NF-kB esta constantemente ativa nas células de GBM, contribuindo para sua agressividade ao
regular genes anti-apoptéticos e fatores de adesao e invasdo celular. O glicirrizinato dipotassio
(DPG), um derivado do &cido glicirrizico (AG) com propriedades anti-inflamatdrias e menos
efeitos colaterais, demonstrou efeitos citotdxico e antiproliferativo em linhagens celulares de
GBM, ativando microRNAs (miRs) que inibem genes da via NF-kB. Em estudos com linhagens
celulares de GBM (U87MG, T98G, U251 e U138MG), o DPG induziu apoptose pela fragmentacéo
do DNA e ativacdo das proteinas pro-apoptéticas caspase-3 e -9, além de inibir células-tronco
semelhantes (CTS), responsaveis pela formacao de tumores. Um estudo prévio identificou miRs,
como miR-4728-5p e miR-22-3p, moduladores de genes da via NF-kB apds tratamento com DPG,
pela plataforma Affymetrix Human miRNA 4.0. O presente estudo focou em avaliar o potencial
antitumoral da linhagem celular astrocitoma grau 1V, NG-97 e avaliar miR-4728-5p e miR-22-3p e
seus genes-alvo preditos, BCL3 e PTEN, em linhagens de astrocitoma grau IV (NG-97), GBM
resistente (U251) e GBM sensivel (U138MG). O DPG apresentou um IC50 de 15mM em 24 horas
nas células NG-97 e, combinado com TMZ, reduziu mais a viabilidade celular do que 0 TMZ
isolado. O tratamento com DPG induziu apoptose em NG-97 pela fragmentacdo do DNA e
modulacdo dos genes BAX e BCL2, com confirmacdo da morte celular pelo aumento na
externalizagdo de fosfatidilserina. Ensaios adicionais demonstraram que o DPG inibiu a
proliferacdo e migracdo celular, eliminando completamente a formacéo de neuroesferas da NG-97.
A gPCR confirmou que o DPG modulou a expressdo de miR-4728-5p (hiperexpresséo), miR-22-
3p (hipoexpressdo), e seus genes-alvo, BCL3 (expressdo reduzida) e PTEN (superexpressao) nas
linhagens avaliadas. O ciclo celular foi analisado por citometria de fluxo, revelando que o DPG
blogueou o ciclo celular nas fases S e G2M apenas nas células U251. Além disso, o DPG reduziu
a proliferacdo celular e a invasao, modulando a expressao dos genes MMP9 e TIMP1 nas linhagens
estudadas. In vivo, foi investigada a possivel hepatoxicidade do DPG, avaliando genes pro-
inflamatdrios (NF-KB, COX2, HMGBL1), marcadores bioquimicos hepaticos (TGO, TGP, GGT) e
hemograma total. Os resultados demonstraram que 0 DPG néo causou hepatoxicidade significativa.
Os achados sugerem que o DPG pode ser um composto terapéutico eficaz contra astrocitomas de
alto grau, ativando a apoptose e inibindo a proliferacdo celular, bem como subpopulacdes de CTS,
responsaveis pela formacdo e recorréncia dos tumores, com o beneficio adicional de menor
hepatoxicidade.

Palavras-chave: Astrocitoma. Glicirrizinato dipotassio (DPG). MicroRNAs.
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ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is one of the most common neurological tumors, accounting for 15-20% of
cases, and is the most aggressive due to its biological diversity and resistance to chemotherapy.
The NF-xB pathway is consistently active in GBM cells, contributing to its aggressiveness by
regulating anti-apoptotic genes and factors involved in cell adhesion and invasion. Dipotassium
glycyrrhizinate (DPG), a derivative of glycyrrhizic acid (GA) with anti-inflammatory properties
and fewer side effects, has shown cytotoxic and antiproliferative effects in GBM cell lines by
activating microRNAs (miRs) that inhibit NF-kB pathway genes. In studies with GBM cell lines
(UB7MG, T98G, U251, and U138MG), DPG induced apoptosis through DNA fragmentation and
activation of pro-apoptotic proteins caspase-3 and -9, as well as inhibited cancer stem cell-like
(CSC) populations responsible for tumor formation. A previous study identified miRs such as miR-
4728-5p and miR-22-3p as modulators of NF-«B pathway genes after DPG treatment using the
Affymetrix Human miRNA 4.0 platform. The present study focused on evaluating the antitumor
potential of the grade IV astrocytoma cell line NG-97 and assessing miR-4728-5p, miR-22-3p, and
their predicted target genes, BCL3 and PTEN, in grade IV astrocytoma (NG-97), resistant GBM
(U251), and sensitive GBM (U138MG) cell lines. DPG exhibited an IC50 of 15mM in 24 hours in
NG-97 cells, and when combined with TMZ, it further reduced cell viability compared to TMZ
alone. DPG treatment induced apoptosis in NG-97 through DNA fragmentation and modulation of
the BAX and BCL2 genes, with cell death confirmed by increased phosphatidylserine
externalization. Additional assays demonstrated that DPG inhibited cell proliferation and
migration, completely eliminating neurosphere formation in NG-97. gPCR confirmed that DPG
modulated the expression of miR-4728-5p (overexpression), miR-22-3p (underexpression), and
their target genes, BCL3 (downregulation) and PTEN (overexpression) in all evaluated cell lines.
Cell cycle analysis by flow cytometry revealed that DPG blocked the cell cycle in the S and G2M
phases only in U251 cells. Additionally, DPG reduced cell proliferation and invasion by
modulating the expression of MMP9 and TIMP1 genes in studied cell lines. In vivo, the potential
hepatotoxicity of DPG was investigated by evaluating pro-inflammatory genes (NF-KB, COX2,
HMGBL), liver biochemical markers (AST, ALT, GGT), and a complete blood count. The results
demonstrated that DPG did not cause significant hepatotoxicity. The findings suggest that DPG
could be an effective therapeutic compound against high-grade astrocytomas by activating
apoptosis and inhibiting cell proliferation, as well as CSC subpopulations responsible for tumor
formation and recurrence, with the additional benefit of reduced hepatotoxicity.

Keywords: Astrocytoma. Dipotassium glycyrrhizinate (DPG). MicroRNAs.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC)

Os tumores do SNC correspondem a cerca de 2% de todas as neoplasias e estao associados a
elevada morbidade e mortalidade (MOREIRA et al., 2011; DOLECEK et al, 2012; WORLD
CANCER REPORT, 2014; FERLAY et al., 2019). Foi estimado que no periodo entre 2020-2025
serdo diagnosticados 336.000 novos casos de tumores no SNC no mundo (GLOBOCAN, 2020).
No Brasil, estimou-se cerca de 11.100 novos casos de tumores do SNC para o periodo entre 2020-

2022, sendo que 41% destes casos concentram-se na regido Sudeste (INCA, 2020).

Baseados em parametros histopatoldgicos e moleculares, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMYS), classificou os tumores do SNC em 20 grandes areas (ANEXO 1). (LOUIS et al., 2016;
LOUIS et al., 2021; GAILLARD, 2022).

1.2 Os gliomas

Os gliomas s&o os tumores cerebrais malignos mais frequentes com incidéncia crescente em
todo o mundo e responsaveis por aproximadamente 70% de todos os tumores cerebrais
(MIRANDA-FILHO et al., 2017). Estimativas da Sociedade Americana do Cancer indicaram a
incidéncia de cerca de 23.820 tumores malignos do SNC para o ano de 2019 (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019). No Brasil, os gliomas também sdo o mais comum dos tumores que
afetam o SNC, sendo que em cada dez pacientes, sete sdo diagnosticados em sua forma mais
agressiva (AC CAMARGO, 2013). Estima-se em torno de 11.320 novos casos de tumores do SNC
para o biénio 2018-2019 (INCA, 2017).

1.3 Classificacéo dos gliomas

Os gliomas sdo tumores que afetam as células da glia (astrocitos, oligodendrdcitos, e células
ependimarias), sendo subdivididos em astrocitomas (30% dos gliomas), oligodendrogliomas (10%
dos gliomas) e ependimomas (10% dos gliomas) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014)
(FIGURA 1).
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Epéndimas

Astrocitoma Oligodendroglioma
~30% dos gliomas ~10% dos gliomas ~10% dos gliomas

FIGURA 1: Representacdo histopatologica das células da glia, as quais podem originar gliomas. (A)
Astrdcitos com aspecto estrelado. (B) Oligodendrécitos com morfologia regular e citoplasma claro. (C)
Epéndimas com morfologia colunar e cilios em sua porcéo apical. (D) Astrocitoma apresentando atipias
nucleares, como hipercromatismo e mitoses tipicas e atipicas. (E) Oligodendroglioma apresentando células
arredondadas com nucleos maiores, cromatina abundante e densa, proliferacdo vascular. (F) Ependimoma
com células pouco diferenciadas, citoplasma claro, as vezes esbogcando arranjo perivascular em
pseudorosetas (ANATPAT; SANTOS et al., p. 21, 2019).

1.4 Classificagéo dos astrocitomas

Diversas organizacgOes estabeleceram nomenclaturas para a classificagdo dos tumores do
SNC internacionalmente aceita (KERNOHAN & SAYRE, 1952). Em 1979, a OMS publicou pela
primeira vez o sistema de classificacdo World Health Organization (WHO) System, abrangendo
todos os tumores do SNC com base nas caracteristicas histopatologicas. Desde entdo, varias
revisdes foram publicadas e reconhecidas internacionalmente, também baseadas na classificagdo
histologica (ZULCH, 1979; KLEIHUES; BURGER; SCHEITHAUER, 1993; KLEIHUES et al.,
2002; LOUIS et al., 2007).

A 42 edicdo de classificacdo dos tumores do SNC considerava quatro graus de malignidade
atribuiveis aos astrocitomas, 0s quais se baseavam em alguns parametros histopatolégicos tais
como presenca de células atipicas, mitoses, proliferacdo endotelial e necrose. Em relagdo aos
parametros moleculares, a OMS se baseia na presenca ou auséncia de mutagdes nos genes isocitrato
desidrogenase 1 e 2 (IDH1 e IDH2), por se tratar de uma mutacdo frequentemente observada em

astrocitomas de grau I1-1V e praticamente ausente em outros tumores do SNC e demais neoplasias
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(COHEN et al., 2013).

Ja na 52 edicdo, 0 genotipo se sobrepde em relagdo ao fenotipo histoldgico nos casos em que
o fendtipo histoldgico e 0 genotipo ndo sdo concordantes. Entretanto, a classificagdo destes tumores
¢ bastante heterogénea uma vez que, alguns destes tumores ainda sdo pouco elucidados
molecularmente (LOUIS et al., 2021). A TABELA 1 apresenta a nova nomenclatura e classificagdo

clinicopatoldgicas dos astrocitomas segundo a 52 edic¢do da classificacdo dos tumores do SNC.

TABELA 1. Classificacdo dos astrocitomas com base nos critérios histopatolégicos e moleculares
estipulados na quinta edicdo da classificacdo da Organizacdo Mundial da Salde para tumores do sistema

nervoso central.

Classificagdo dos astrocitomas em adultos
Astrocitomas difuso de alto
grau
Astrocitoma, |DH-mutante IDHl, IDHZ, ATRX, TP53, CDKNZA/B 2, 3ou4d

IDH-selvagem, TERT, EGFR, ganho do

Genes alterados* Grausla4

Glioblastoma, IDH-selvagem x 4
cromossomo 7, dele¢do do cromossomo 10
Astrou_tomas astrociticos Genes alterados* Grausla4
circunscritos
Astrocitoma pilocitico KIAA1549-BRAF, BRAF, NF1 1
Astrocitoma de alto grau com o e NE1 ATRX, CDKN2A/B (metiloma)  Ndo atribuido
caracteristicas piloides
Xantoastrocitoma pleomdrfico BRAF, CDKN2A/B 20u3
Astrocnoma subgpendlmarlo de TSCL, TSC2 1
células gigantes
Glioma cordoide PRKCA 2
Astroblastoma, MN1 - alterado MN1 Nao atribuido

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

Resumidamente, a classificacdo atual da OMS dos tumores de SNC é baseada na histologia
e celularidade: astrocitoma IDH mutado, oligodendroma IDH mutado e 1p/19q codeletado e
glioblastoma IDH selvagem (LOUIS et al., 2021; GRITSCH et al 2022).

Os astrocitomas IDH-mutados sdo classificados em grau 2 (baixo grau) e graus 3 ou 4 (alto
grau). Os de baixo grau (grau 2), crescem lentamente e séo infiltrativos e mal delimitados. Os de
alto grau (graus 3 e 4) podem mostrar areas de realce pos-contraste e altos valores de volume
sanguineo cerebral relativo (rCBV). Os astrocitomas grau 4 podem ter necrose central. A delecéo
homozigdtica CDKN2A/B determina alto grau do astrocitoma, mesmo sem achados histoldgicos
de alto grau. Os astrocitomas de baixo grau podem evoluir para alto grau. Oligodendrogliomas séo
definidos pela codelecdo 1p/19q e mutagdo do IDH, podendo ser grau 2 (baixo grau) ou 3 (alto
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grau) (LOUIS et al., 2021; GRITSCH et al 2022). Radiologicamente, s&o infiltrativos, semelhantes
aos astrocitomas, mas com calcificagdes grosseiras vistas na tomografia, frequentemente em
padrdo giriforme. Pequenos focos de realce e aumento do rCBV néo indicam transformacdo para
alto grau, ao contrario dos astrocitomas (MOHAMMED et al., 2022).

Os glioblastomas séo gliomas astrociticos difusos com IDH-selvagem, apresentando
proliferagdo microvascular, necrose, mutagdo do promotor da TERT, amplificacdo do gene EGFR,
ou ganho do cromossomo 7 e perda do cromossomo 10 (LOUIS et al., 2021; GRITSCH et al 2022).

O diagndstico de glioblastoma pode ser feito apenas com marcadores moleculares, sem
necessidade de achados histolégicos de alto grau (LOUIS et al., 2021). A FIGURA 2 representa a
classificagdo de 2021 da OMS (LOUIS et al., 2021).

FIGURA 2: Representacdo esquematica da 52 edigdo da classificacdo dos tumores do SNC segundo a
OMS. A classificagdo da OMS de 2021 inclui dois gliomas difusos do tipo adulto com mutacédo IDH:
oligodendrogliomas (graus 2 ou 3) e astrocitomas (graus 2, 3 ou 4). O sistema também classifica tumores
que ndo possuem mutacdes IDH (IDH do tipo selvagem) na presenca de outras caracteristicas moleculares,
como amplificacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), mutacdo do promotor TERT,
ou ganho do cromossomo sete com perda do cromossomo 10 (+7/-10), como glioblastomas de grau 4,
independentemente de sua aparéncia histolégica. A classificacdo da OMS de 2021 também define os
oligodendrogliomas pela perda dos cromossomos 1p e 19q (codelecdo 1p19g) em comparacdo com 0s
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astrocitomas que ndo possuem essa caracteristica. A classificacdo dos tumores com mutacdo IDH em graus
2 e 3 nos oligodendrogliomas e 2, 3 e 4 nos astrocitomas continua a depender da aparéncia histolégica,
exceto quando os tumores astrociticos possuem dele¢do homozigética de CDKN2A/B, tornando-os tumores

de grau 4 independentemente das caracteristicas histologicas (ALSHIEKH, 2023).

1.5 Glioblastoma (GBM)

O glioblastoma (GBM), o tipo mais comum e maligno de astrocitoma, possui uma taxa média
de incidéncia de 5-7 casos por 100.000 individuos. Apesar dos avangos consideraveis no
diagndstico e tratamento desses tumores, o prognostico ainda é significativamente limitado, com
uma média de sobrevivéncia de 10 a 15 meses apds o diagnostico. Apenas uma pequena proporgao
de pacientes, entre 0,05% e 4,7%, sobrevive por mais de 5 anos ap6s o diagnostico (PHILIPS,
2018). O GBM afeta predominantemente individuos com mais de 64 anos e mostra uma discreta
prevaléncia no sexo masculino em comparacao ao feminino. Estudos também indicam uma maior
incidéncia de GBM em individuos de origem caucasiana em relacéo a outras etnias (ELLOR et al.,
2014; OSTROM et al., 2018).

O diagnostico de glioblastoma (GBM) é fundamentado em exames de imagem, como
tomografia computadorizada e ressonancia magnética, sendo confirmado definitivamente por meio
de anélise anatomopatol6gica (LUCENA et al., 2006). Os sinais e sintomas da doenca variam
amplamente, dependendo do tamanho do tumor, sua localizacdo e o impacto nas estruturas
anatdmicas circundantes (YOUNG et al., 2015). Entre os sintomas mais comuns estdo cefaleia,
déficits neuroldgicos focais progressivos e crises convulsivas, observadas em aproximadamente
25% dos casos (PERRY et al., 2006; SCHIFF et al., 2015). Tais sintomas podem ser decorrentes
do crescimento tumoral com infiltracdo e/ou compressdo de estruturas do SNC ou podem ser
secundarios a obstrucdo do fluxo de liquidos do cérebro, acarretando um aumento da pressédo
intracraniana (VAN MEIR et al., 2010).

O tratamento convencional para os astrocitomas grau Il (agora grau IV de acordo com a
nova classificacdo) e GBM consiste na cirurgia para retirada do tumor associada a radioterapia
adjuvante e quimioterapia com temozolamida (TMZ) (STUPP et al., 2005; THAKKAR etal., 2014;
REDMOND & MEHTA, 2015). Também, novos estudos foram realizados envolvendo terapia
localizada com um dispositivo conhecido como tumor-treating fields (TTF), o qual direciona feixes
alternantes de campos elétricos de frequéncias de intensidade baixa e intermediaria com o objetivo

de inibir a mitose das células tumorais seletivamente e com baixa toxicidade, demonstraram
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melhora no prognostico do GBM (KAZDA et al., 2018).

Macroscopicamente, 0 GBM apresenta-se como grande massa hemisférica, com areas
cisticas, necroticas e hemorragicas. Dentre o0s achados microscopicos destacam-se
hipercelularidade, infiltrado inflamatdrio, polimorfismos celular e nuclear, mitose, necrose de
coagulacdo e proliferacdo de células vasculares ou endoteliais (LUCENA et al., 2006; BADKE et
al., 2014; LOUIS et al., 2016) (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Representacdo histopatolégica do cortex cerebral saudavel e de um paciente com
glioblastoma (GBM) originado a partir de astrocitos. (A) Aspecto histolégico do cortex cerebral
saudavel evidenciando escassez de células endoteliais, neurdnios, micrdglias, astrocitos e oligodendrocitos.
(B) Aspecto histologico do cortex cerebral de um paciente com GBM, apresentando intensa atividade
mitética, atipias nucleares, polimorfismo celular, hipercelularidade, proliferacdo microvascular e presenga
de necrose (ANATPAT; SANTOS et al., p. 22, 2019).

Considerando as caracteristicas histologicas e os aspectos clinicos, 0 GBM pode ser
subdividido em primério e secundario (LOUIS et al., 2016). O GBM primario representa 90% dos
casos (CASTANEDA et al., 2015; LOUIS et al., 2016). A principal caracteristica histologica é o
crescimento celular exacerbado e sem indicios de evolugdo a partir de uma leséo pré-existente de
baixo grau (OHBA & HIROSE, 2016). Em contraste, 0 GBM secundario desenvolve-se a partir de
uma leséo pré-existente de menor grau, como por exemplo, um astrocitoma de grau Il ou Ill
(COHEN et al., 2013; LOUIS et al., 2016).

1.6 Caracterizacdo molecular do GBM
O GBM é um tumor que usualmente ocorre como esporadico, sem que haja evidéncia de

qualquer tendéncia familiar ou identificacdo de fatores de risco. Estes podem ser divididos em
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fatores ambientais, como por exemplo exposi¢do a radiacao ionizante, cloreto de vinil, pesticidas,
fumo e refino de petrdleo (ALIFIERIS & TRAFALIS, 2015). Menos de 1% dos GBM pode estar
associado a sindrome de cancer hereditario, incluindo neurofibromatose do tipo 1 e 2, sindrome de
Turcot e sindrome de Li Fraumeni (ELLOR et al., 2014).

Diversos genes foram recentemente descritos como envolvidos com a progresséo de tumores
astrociticos de baixo grau (LOUIS et al., 2016). Mutagdes no gene supressor tumoral TP53 é uma
das anormalidades mais comumente observadas em astrocitomas de baixo grau e GBM secundario
(FONSECA et al., 2003; LOUIS et al., 2016). O gene TP53 codifica uma fosfoproteina que é
fundamental em varios processos celulares, incluindo o ciclo celular, resposta das células a danos
no DNA, morte celular, diferenciacio celular, e angiogénese (BOGLER et al., 1995; LOUIS et al.,
2016). Mutacdes no TP53 inativam a proteina p53 e causam hiperexpressao do fator de crescimento
derivado das plaquetas - subunidade A (PDGF-A) e seu receptor, levando a proliferacéo
descontrolada das células (OHGAKI & KLEIHUES, 2007; LOUIS, 2016).

A transicdo da doenca para um grau mais elevado esta associada também a inativacao de
outros genes supressores tumorais, como 0 RB e o0 gene inibidor de quinase dependente de ciclina
- subunidade 2A/B (CDKNZ2A/B) e mutagdes no gene receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) (ROBBINS & COTRAN, 2010). Mutag6es no gene EGFR ocorrem em 36% dos GBM
primarios e raramente (8%) em secundarios, promovendo a divisdo celular descontrolada,
capacidade de invasdo tecidual e resisténcia & radioterapia a quimioterapia (OHGAKI &
KLEIHUES, 2007; THAKKAR et al., 2014; PURKAIT et al., 2016). As mutacGes ocorrem
frequentemente na variante 3 do gene EGFR com exclusdo de éxons, associada com a ativacao
constitutiva de seu receptor e podem aumentar a proliferacdo celular através da ativacdo do gene
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (HUANG et al., 1997; NARITA et al., 2002).

Outro fator genético relevante no GBM ¢ a perda de heterozigosidade (LOH) do brago curto
ou longo do cromossomo 10 resultante de variagbes ambientais (LEE et al., 2014; THAKKAR et
al., 2014). Varios estudos identificaram a perda de trés locus no cromossomo 10, 10pl14-p15,
10g23-24, e 10g25-pter, sugerindo a inativacdo de varios genes supressores tumorais localizados
nessas regides e que podem desempenhar papéis importantes na patogénese do GBM (OHGAKI
& KLEIHUES, 2007). A LOH 10g25-pter é observada em quase 80% dos casos de GBM primario

e estd associada com a transi¢do de um astrocitoma de baixo grau para um de grau mais elevado
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(OHGAKI & KLEIHUES, 2007; THAKKAR et al., 2014).

O gene transcriptase reversa da telomerase (TERT) codifica uma subunidade catalitica da
telomerase e esta localizada no cromossomo 5p15. A telomerase é importante para a replicacéo e
estabilizacdo das extremidades dos telémeros, tendo impacto na replicacdo cromossémica e
senescéncia celular. Portanto, o mau funcionamento da telomerase pode resultar em anomalia
cromossomica e subsequente formagéo de tumores (KHATTAR et al., 2016). MutacGes no gene
TERT sdo observadas em 72% dos pacientes adultos diagnosticados com GBM primario,
apresentando pior prognostico que aqueles sem mutacGes nesse gene (THAKKAR et al., 2014;
PURKAIT et al., 2016).

Também, mutagdes no gene supressor tumoral homologo da fosfatase e da tensina (PTEN)
ja foram observadas em cerca de 25% dos pacientes com GBM primario, embora sua interacao
com o prognostico da doenca ainda ndo foi completamente esclarecida (OHGAKI, 2007;
THAKKAR, 2014).

Mutacgdes no gene remodelador da cromatina (ATRX), presente em 71% dos pacientes com
GBM secundario, associada com mutagdes no gene TP53, desencadeiam a proliferacdo celular
descontrolada e inibicdo da apoptose nas células cancerigenas (OHGAKI & KLEIHUES, 2007;
COHEN et al., 2013; THAKKAR et al., 2014; OHBA & HIROSE, 2016).

Alguns estudos indicaram que mutacdes no gene IDH1 sdo frequentemente observados em
GBM secundario (PARSONS et al., 2008; YAN et al., 2009). Além disso, pacientes que ndo
apresentam mutacdes no IDH1 frequentemente apresentam mutacdes no gene IDH2 e com pior
prognostico (OHGAKI & KLEIHUES, 2007). GBM secundarios sem mutacdes no gene IDH1
também ndo apresentaram mutacGes no gene TP53 (OHGAKI & KLEIHUES, 2007).

Finalmente, o gene O-6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT), localizado no
cromossomo 10q26, é responsavel por codificar uma proteina que promove reparo de erros no
DNA pela remocéo de radicais alquil da posi¢cdo O6 da guanina. O nucleotideo guanina pode ser
danificado pela acdo de quimioterapicos alquilantes, como a TMZ, sendo esta propriedade
responsavel pela resisténcia ao tratamento observado em pacientes com GBM (IACCARINOL et
al., 2011; PURKAIT et al., 2016). Foi observado que 30-40% dos pacientes com GBM apresentam
metilacdo de MGMT, e dessa forma ndo ha a traducao da proteina reparadora favorecendo a agdo

dos quimioterépicos alquilantes, resultando em um melhor prognéstico (IACCARINOL et al.,
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2011; PURKAIT et al., 2016).

Na 42 edigéo de classificagdo dos tumores do SNC, o GBM era subdividido de acordo com
suas alteracfes moleculares em quatro categorias, sendo estas pré-neural, neural, classico e
mesenquimal (VERHAAK et al., 2010; COHEN et al., 2013; OHBA & HIROSE, 2016). O subtipo
pré-neural é caracterizado principalmente pela amplificacdo de PDGFRA e mutagdo no gene IDH1
em mais de 30% dos casos. Diferentemente, o subtipo molecular neural caracteriza-se
principalmente pela hiperexpressdo de EGFR em 96% dos pacientes. O subtipo molecular classico
apresenta frequentemente hiperexpressdo de EGFR e delecdo de PTEN em 100% dos pacientes. O
subtipo molecular mesenquimal frequentemente apresenta mutacOes nos genes supressores
tumorais NF1 e TP53 em mais de 30% dos casos e delecdo de PTEN em 87% dos pacientes
(VERHAAK et al., 2010; AGNIHOTRI et al., 2013). Os principais genes envolvidos com o
diagnostico do GBM, de acordo com a ultima classificacdo dos tumores do SNC estdo apresentados
na TABELA 1 e FIGURA 2.

1.7 Células tronco semelhante (CTS)

Astrocitomas de alto grau apresentam uma subpopulacdo de células tumorais conhecidas
como células-tronco tumorais (CTS), que exibem propriedades semelhantes as células-tronco
normais. As CTS possuem capacidade de autorrenovacao, invasao, resisténcia a quimioterapia e
radioterapia, e sdo capazes de recidivar o tumor ap6s remocdo. Elas podem ser encontradas em
nichos especificos dentro do tumor, incluindo os nichos perivascular, hipdxico/necrético e na frente
invasiva. Dependendo do nicho em que se encontram, as CTS podem diferenciar-se em células
especializadas enquanto mantém sua pluripoténcia. As CTS perivasculares sdo altamente
proliferativas e contribuem para a progressdo tumoral e formagdo de vasos sanguineos. As CTS
hipoxicas/necréticas estdo envolvidas na angiogénese e na diferenciacdo em células endoteliais
(SINGH et al., 2004; BAO et al., 2006; CALABRESE et al., 2007; CHEN et al., 2012; LATHIA
etal., 2015; PRAGER et al., 2020). Estudos indicam que parte das células endoteliais nos tumores
podem surgir da diferenciacdo das CTS (RICCI-VITIANI et al., 2010). Além disso, as CTS podem
adquirir caracteristicas mesenquimais, promovendo a migracao e invasdo celular (TEJERO et al.,
2019; VELASQUEZ et al., 2019). As CTS na frente invasiva utilizam 0s vasos sanguineos no
tecido saudavel para se disseminar, aumentando a invasividade do GBM (ROSINSKA &
GAVARD, 2021).
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1.8 A via de sinalizagdo do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) no GBM
Uma via de sinalizacdo importante e envolvida com o desenvolvimento do GBM, ¢ a via de
sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) (BRASSESCO et al., 2013). A via NF-xB regula a
proliferacdo celular, apoptose e resposta inflamatdria atraves da ativacdo de um fator de transcricao
também denominado de NF-kB. Esse fator estd continuamente ativado no GBM regulando o
aumento da expressdo de genes anti-apoptéticos, tais como BCL2-XL, BAX, ING1, TIMP, entre

outros, e fatores de sobrevida, adesdo e invasao celular (BRASSESCO et al., 2013).

Em mamiferos sdo conhecidas cinco proteinas desta familia, as quais fazem parte de duas
vias conhecidas como candnica e via alternativa: RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-xB1 (p105/p50) ¢ o
NF-kB2 (p100/p52). Essas proteinas formam varios homodimeros e heterodimeros e sdo mantidas
inativas por associagdo citoplasmatica com proteinas inibitorias, tais como IkBa, IkBp ¢ IxBe
(JOST & RULAND, 2007). A via NF-kB candnica ¢ a mais comumente estudada em diferentes
tipos tumorais, incluindo o GBM (SMITH et al., 2008). No citoplasma das células, o complexo
heterodimero p65/cRel:p50 esta normalmente ligado a proteina inibitéria IkBa, tornando a via NF-
kB inativa. Em resposta a uma variedade de estimulos, incluindo citocinas € quimiocinas pro-
inflamatorias, entre outros, o complexo IkB quinase (IKKy/IKKa/IKKp) fosforila IkBa, causando
degradagdo de IxBa e liberando o heterodimero de proteinas p65/cRel:p50, que se transloca para o
nucleo onde liga-se a regido promotora de seus genes-alvo ativando-os (FIGURA 4) (JOST &
RULAND, 2007; SUN, 2011, CAHILL et al., 2015).
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FIGURA 4: Representacdo esquematica do processo de ativacdo da via de sinalizagdo NF-kB no
glioblastoma (GBM). A ativacédo da via candnica NF-kB inclui citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias,
tais como TNF-a, modelos moleculares associados a patdgenos, como aqueles que se ligam a TLRs, co-
receptores de linfocitos ou ainda o receptor ativador de NF-kB (RANK). No citoplasma das células, o
complexo p65/cRel:p50 estd normalmente ligado a proteina inibitoria IkBa, tornando a via NF-«xB inativa.
Em resposta a ativacdo, o complexo IkB quinase (IKKy/IKKo/IKKf) fosforila IxBa, causando
ubiquitinagdo e degradacdo de IxBa e liberando o heterodimero de proteinas p65/cRel:p50, o qual transloca
para 0 nucleo onde liga-se a regido promotora de seus genes-alvo ativando-os (Adaptado de JOST &
RULAND, 2007; SUN, 2011; CAHILL et al., 2015).

A ativacéo constitutiva da via candnica NF-«kB foi observado em tecidos e linhagem celular
de GBM, indicando que a inibicdo dessa via poderia diminuir a resisténcia das células tumorais a
quimioterapicos e contribuir para aumentar a sobrevida dos pacientes com GBM (SMITH et al.,
2008; GALARDI etal., 2011; ZANOTTO-FILHO et al., 2011; WESTHOFF et al., 2013; BONAFE
etal., 2019).

1.9 MicroRNAs (miRs) envolvidos com a via de sinalizagdo NF-kB
Os microRNAs (miRs) sdo moléculas pequenas (em média cerca de 22 nucleotideos) de RNA
ndo-codificante que se ligam a sequéncias complementares na por¢ao 3’UTR do mRNA alvo
transcrito geralmente resultando em repressao translacional ou degradagdo e silenciamento génico
(BARTEL, 2004). Aproximadamente 2.000 genes de miRs foram identificados no genoma humano
(BERNSTEIN et al., 2012) e mais da metade destes miRs estéo localizados em regiGes gendmicas

associados ao cancer ou em regides de LOH, amplificacdes ou regides conhecidas como envolvidas



31

em pontos de quebra cromossomicos (KAWAHARA, 2014). Os miRs regulam a expressao de
cerca de 60% de todos os genes humanos e estdo abundantemente presentes em todas as células
(BARTEL, 2004).

A desregulacdo de miRs estd associada com o desenvolvimento e progressdo de diversos
tipos de tumores (VENTURA & JACKS, 2009), incluindo o GBM (MA et al., 2012), através da
inibicdo da traducéo de seus genes-alvo (BARTEL, 2004). Recentes evidéncias sugerem que miRs
apresentam um papel essencial na etiologia do GBM, uma vez que estdo envolvidos em uma série
de processos bioldgicos, tais como crescimento, migracdo e invasdo, apoptose e diferenciacédo
celulares (JHANWAR-UNIYAL et al., 2015). Entretanto, poucos estudos tém focado em miRs
envolvidos com a via NF-xB no GBM.

Um estudo avaliou que a expressao ectopica da via NF-kB e do oncogene C-JUN, em
linhagem celular de GBM (U87MG), contribuiram com a induc¢éo da transcri¢do de miR-221/222
(GALARDI et al., 2011). Outro estudo caracterizou a expressdo aumentada do miR-196a em
linhagens celulares de GBM (U87MG e T98G) e amostras de tecido tumoral de pacientes com
GBM, responsavel por promover a proliferacdo celular e inibir a apoptose pela supressdo do gene
IKBA (YANG et al., 2014). A hiperexpressdo de miR-16 diminuiu a malignidade e invasdo das
células das linhagens U87MG, U373MG e SHG44, pela regulacdo dos genes NF-xB1 e MMP9
(YANG et al., 2014). RAJBHANDARI e colaboradores (2015) demonstraram que NF-kB induz a
expressdo de miR-31 e que por sua vez, inibe os niveis de TRADD, um ativador da via NF-xB.
Portanto, os autores propuseram que o grau de ativacdo da via NF-kB ¢ regulado, em parte, pela
relacdo entre TRADD e miR-31. Outro estudo observou a correla¢do do miR-148a e a via NF-xB
em linhagens celulares de GBM (U87MG e U138MG) e amostras de tecido tumoral de pacientes
com GBM (WANG et al., 2015), sendo que a baixa expressdo do miR-148a ativou TGF-/SMAD

e a via NF-kB nas células tumorais.

Opcoes terapéuticas eficazes que possam contribuir no tratamento e melhoria do progndstico
dos pacientes com GBM tém sido investigadas, sendo 0os compostos naturais alvos destes estudos
(CHUNG et al., 2014). Dessa forma, Wu e colaboradores (2015) investigaram o efeito citotoxico
e 0s mecanismos de acdo da curcumina, um composto polifendlico natural isolado da curcuma
(Curcuma longa) na linhagem celular de GBM, U87MG. Os autores observaram que a exposi¢ao

a curcumina levou a uma regulacéo positiva de miR-146a nas células. A curcumina combinada
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com TMZ inibiu a proliferacdo celular e induziu a apoptose, pela supressao da via NF-kB por meio
da modulagdo de miR-146a. Os resultados desse estudo demostraram que compreender o papel
desempenhado pelos miRs na progressdo do GBM podera contribuir para o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas para a doenca.

1.10 Glicirrizinato Dipotéssio (DPG)

A raiz do alcaguz (Glycyrrhiza glabra) é amplamente utilizada na medicina tradicional
chinesa por sua acao farmacoldgica e fisiologica, como desintoxicacao, inducdo da diminuicdo da
glicose, hipocolesterolémica, antialérgica, antibiotica e antiinflamatéria (SHIBATA et al., 2000)
(FIGURAS 5A E 5B).

O Acido Glicirrizico (AG) (formula quimica: C42H62016) (FIGURA 5C) é um composto
isolado do alcacuz e tem sido amplamente utilizado por seus efeitos antiinflamatorios (SHIBATA
et al., 2000; FELTRIN et al., 2010). Estudos recentes comprovaram que doses orais de 15mg/kg
de AG administrados em ratos wistar foi capaz de inibir o processo infeccioso nos animais (KHAN
et al., 2013), reduzindo os niveis proteicos de TNF-a, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase e a liberacdo de citocromo C. Também, estudos demonstraram que AG foi capaz
de suprir a expresséao proteica de Ki-67, NF-xB p65, Cox2, iNos e Vegf e aumentar a expressao da
proteina p53, connexin-43, caspase-9 e -3 clivadas in vitro e in vivo (SCHROFELBAUER et al.,
2009; YANG et al., 2009; MANNS et al., 2012; KHAN et al., 2013). Entretanto, foi observado nos
animais varios efeitos adversos ap6s a administracdo do AG, como, eritema, hipersudorese ou
reacOes alérgicas na pele (SHIBATA et al., 2000; FELTRIN et al., 2010; CEC EDITORE, 2013).
Também, o efeito antitumoral do AG foi demonstrado pela inducdo da apoptose em diversas
linhagens celulares, incluindo o hepatoma humano (HLE), a leucemia promielocitica (HL-60), o
cancer de estbmago (KATO I1l), as células de sarcoma de kaposi associadas a infeccao pelo herpes
viral (KSHV) e o cancer de prostata (LNCaP e DU-145), pela fragmentagdo do DNA e estresse
oxidativo das células tumorais (HIBASAMI et al.,, 2005; HIBASAMI et al., 2006;
SIVASAKTHIVEL et al., 2008).

O Glicirrizinato dipotassio (DPG) (formula quimica: C42H60K2016) (FIGURA 5D) € um
sal dipotéssio do AG e apresentou semelhanga ao AG quanto as suas propriedades antiinflamatorias
e antialérgicas em ratos wistar, porém ndo foi observado efeitos adversos apds a sua administracao,
podendo ser usado continuadamente (CEC EDITORE, 2013). Além disso, 0 DPG j& é utilizado na
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indUstria farmacéutica e cosmetica por apresentar tais propriedades (CEC EDITORE, 2013).
Estudos recentes comprovaram que doses orais de 3mg/kg e 8mg/kg do DPG diminuiram
significativamente a gravidade da colite aguda induzida por sulfato de sodio dextrano a 3% (DSS)
em camundongos C57BL/6 (VITALI et al., 2013). Foi observado que o tratamento com DPG, além
de possibilitar a diminui¢do da perda de peso corporal e do comprimento do intestino grosso,
também demonstrou melhora na consisténcia das fezes, presenca de sangue nas fezes, condigdo
cinica geral, além de melhora na morfologia celular e arranjo tecidual quando comparado ao grupo
controle. Finalmente, observou-se também a diminuicdo da expressao de importantes citocinas pro-
inflamatérias como TNF-a, IL-1P e IL-6, assim como dos receptores pré-inflamatérios HMGBL,
RAGE e TLR4 (VITALI et al., 2013).
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FIGURA 5. Espécime adulto e raiz da Glycyrrhiza glabra e a representacdo molecular de seus
substratos o 4cido glicirrizico (AG) e o dipotassio glicirrizinato (DPG). (A) Espécime adulto de alcaguz
(Glycyrrhiza glabra) com flores. (B) Raiz isolada e seca do alcaguz. (C) O AG, um substrato obtido da raiz
do alcaguz em sua estrutura molecular. (D) O DPG, um sal dipotassio, derivado do AG em sua estrutura
molecular (Adaptado de BONAFE et al., 2022).

Recentemente, nosso grupo avaliou o efeito anti-inflamatério do DPG topico na cicatrizagéo
de feridas cutaneas por segunda intencdo em um modelo experimental in vivo. Excisdes circulares
foram realizadas nas patas de camundongos Wistar e as feridas foram tratadas topicamente por 14
dias com o DPG. Os resultados demonstraram que o tratamento com DPG causou uma diminuigéo
no exsudato inflamatorio, bem como uma auséncia de hiperemia ativa. Foram observados aumentos
no tecido de granulacdo, na reepitelizacdo tecidual e no conteddo total de colageno.
Adicionalmente, o tratamento com DPG resultou na supressdo da expressdao de citocinas pro-
inflamatorias (Tnf-a, Cox-2, 1I-8, Irak-2, Nf-kB e 1I-1) e na inducdo da expressao de 11-10. Com
base nos nossos resultados, conclui-se que 0 DPG atenua o processo inflamatério e promove a
cicatrizacao de feridas cutaneas ao modular diversos mecanismos e vias de sinalizacdo, incluindo

aqueles com perfil anti-inflamatério (LEITE et al., 2022).

Também, Huang e colaboradores (2022) avaliaram os possiveis efeitos anti-histaminicos do
DPG no processo de ativagdo, diferenciacdo e proliferacdo celular de fibroblastos pulmonares
mediadas por histamina. Dentre os achados, foi observado que o DPG inibiu a ativacdo,
proliferacdo e migracdo celular induzida por histamina, reduzindo a expressao de PAR-2, MMP-2,
FAK, TNF-a, P38, iNOS e aumentando a expressao de BAX, Caspase-3 e P53. Com base nisso,
conclui-se que o DPG pode inibir os efeitos induzidos pela histamina nos fibroblastos pulmonares

e promover a apoptose de fibroblastos pulmonares anormalmente ativados pela histamina.

1.11 DPG como modulador de miRs envolvidos com a inibi¢do da via de sinalizacéo
NF-xB
Um estudo prévio por nosso grupo avaliou, por meio de ensaios in vitro com as linhagens
celulares de GBM, U87MG e T98G, a acdo citotoxica, antiproliferativa e antimigratéria do DPG.
Também foi verificado que o DPG induziu apoptose nas linhagens celulares estudadas pela
fragmentacdo do DNA e da expresséo da proteina pro-apoptotica caspase-3 clivada. Alem disso, o
DPG inibiu a via NF-xB através da modulagdo de miR-16 e miR-146a, os quais inibiram a
expressdo de seus genes-alvo IRAK2 e TRAF6, respectivamente (BONAFE et al., 2019). Foi
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também demonstrado no estudo que o DPG foi capaz de inibir a subpopulacéo de células-tronco
essencial para a formagéo de tumores, sobrevivéncia e recorréncia (BONAFE et al., 2019).

Em continuacdo a caracterizacdo da acdo do DPG, foi demonstrado por nosso grupo a
reprodutibilidade dos efeitos celulares observados acima em outras duas linhagens de GBM, U251
e U138MG (BONAFE et al., 2020), e de melanoma, SK-MEL-28, (BONAFE et al., 2020). Além
disso, foi verificado o potencial inibidor do DPG, frente a outros miRs, por analise de 91 miRs
preditos como reguladores de genes envolvidos com a regulacdo pos-transcricional da via NF-xB,
a partir da linhagem celular T98G exposta ao DPG, utilizando a plataforma Affymetrix Human
miRNA 4.0. De forma interessante, foi validado pela reagcdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR) a expresséo de dois miRs, miR-4443 e miR-3620 e de seus genes-alvo, CD209 e TNC,
respectivamente. Os resultados da gPCR evidenciaram que o DPG ativou a expressao de miR-4443
e miR-3620 nas células de GBM e inibiu a expressdo de CD209 e TNC, sugerindo que o DPG
também é capaz de modular miRs envolvidos com a inibicdo pos-transcricional da via NF-«B,
podendo ser considerado um potencial composto terapéutico para 0 GBM (BONAFE et al., 2020).

Em nosso melhor conhecimento, Ssomos o primeiro grupo a investigar os efeitos antitumorais
do DPG. Os resultados do efeito antitumoral do DPG obtidos em todos os estudos prévios foram
reprodutiveis em diferentes linhagens celulares de GBM (U87MG, T98G, U251, U138MG) e
melanoma (SK-MEL-28). Assim, o presente projeto teve como objetivo principal avaliar a acdo do
DPG em uma linhagem celular de astrocitoma grau 1V (NG-97). Os resultados obtidos in vitro em
linhagens celulares de astrocitoma grau IV (NG-97), GBM resistente a TMZ (U251) e GBM
sensivel a TMZ (U138MG), poderdo fornecer informacdes para estudos in vivo propostos no
presente estudo e em outras pesquisas em curso pelo grupo. Tais achados contribuirdo para a
elucidagéo dos mecanismos celulares e moleculares associados ao DPG, com particular énfase na

via de sinalizacdo NF-xB, continuamente ativa nesses tumores.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito antitumoral e citotoxico do DPG em linhagens celulares de astrocitoma grau
IV (NG-97) e GBM resistente a TMZ (U251) e GBM sensivel a TMZ (U138MG) e observar se 0
DPG é capaz de induzir hepatoxicidade em modelo in vivo.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito antitumoral do DPG, TMZ e o efeito sinérgico do DPG e da TMZ na
linhagem celular NG-97 por meio do ensaio MTT;

Verificar a apoptose celular pela fragmentacdo do DNA por eletroforese em gel de
agarose e pela expresséo dos genes BAX e BCL2 por gPCR na linhagem celular NG-
97,

Confirmar a apoptose celular por citometria de fluxo nas linhagens celulares NG-97,
U251 e U138MG;

Verificar a proliferacdo celular pelo método de exclusao pelo corante azul de trypan
e a capacidade de migracdo celular pelo ensaio de wound healing e pela expressdo
dos miRs (miR-4443 e miR-3620) e de seus genes-alvo (CD209 e TNC) pela gPCR
na linhagem celular NG-97,

Confirmar o efeito do DPG no ciclo celular por citometria de fluxo nas linhagens
celulares NG-97, U251 e U138MG;

Investigar a capacidade de formacdo de esferas, na linhagem celular NG-97;
Mensurar a expressdo dos miRs (miR-4728 e miR-22), seus respectivos genes-alvo
(BCL3 e PTEN) e dos genes MMP9 e TIMP1 pela gPCR nas linhagens celulares NG-
97, U251 e U138MG;

Avaliar o potencial hepatotéxico DPG em modelo in vivo;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao do DPG

O DPG (numero de servico de resumos quimicos [CAS] 68797-35-3) foi gentilmente doado
pela Verdi Cosméticos LTDA (Joandpolis, S&o Paulo, Brasil). Em um estudo anterior realizado
pelo nosso grupo de pesquisa, avaliou-se 0 composto por espectrometria de massas onde foram
identificados e caracterizados os ions moleculares [M-H]- (&nion do DPG) e [M-2H]-2 na amostra
de DPG. Esses resultados confirmam o grau de 100% de pureza do composto utilizado no presente
estudo (BONAFE et al. 2020).

3.2 Linhagens celulares

A linhagem celular de astrocitoma grau 1V (NG-97) foi gentilmente doada pelo Prof. Dr.
Marcelo Lancelotti, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). E as linhagens celulares de GBM (U251 e U138MG) foram gentilmente doadas pela
Dra. Adriana da Silva Santos Duarte, Hemocentro - UNICAMP. Todas as linhagens acima citadas
foram descongeladas e cultivadas com um intervalo de pelo menos 2 semanas antes de cada
experimento e mantidas em meio de cultura Dulbecco MEM (DMEM) enriquecido com glicose e
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e estreptomicina (Cultilab,
Campinas, Séo Paulo, Brasil). Todos os experimentos foram realizados com células até a sétima
passagem apos o descongelamento. Os frascos de culturas foram mantidos em estufa a 37°C, 5%
de CO2. A TABELA 2 apresenta a caracterizacdo molecular das linhagens utilizadas no presente

estudo, com base em dados da ATCC (www.atcc.org).

Tabela 2. Classificacdo molecular das linhagens celulares de astrocitomas de alto grau de acordo com

mutacdes em genes relacionados com a nova classificagdo dos astrocitomas.

Linhagens celulares

Genes NG-97 U251 U138MG
IDH Sl Sl SI
CDNK2A Mutado SI Mutado
PTEN Mutado Mutado Mutado
CDKN2C Sl Sl Sl
TP53 Mutado Mutado Mutado
EGFR Mutado Mutado Sl
NF-kB Mutado Mutado Mutado

Sl: sem informacg6es; GBM: glioblastoma; Adaptado ATCC (www.atcc.org)
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3.3 Ensaio MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolio]

As concentracdes e tempos de tratamentos utilizadas foram baseados em estudos anteriores,
para as linhagens US7MG, T98G, U251, U138MG e SK-MEL-28 (BONAFE et al., 2019;
BONAFE et al.,, 2020). Assim, cerca de 0,2x106 células/placa da linhagem NG-97 foram
plaqueadas em triplicata em placas de 96-pocos (Kasvi, S&o José dos Pinhais, Parana, Brasil), em
um volume de 100uL por pogo, € mantidas durante 24 horas a 37°C, 5% de CO2. Posteriormente,
as células foram tratadas por diferentes periodos de tempo (24, 48 e 72 horas) com diferentes
concentragfes do DPG (Verdi) (5, 8, 12, 15, 18, 20, 24, 28, 32, 36 e 40mM). Também foi realizado
um segundo tratamento com TMZ (CAS 85622-93-1) (Schering Plough, Kenilworth, Nova Jersey,
EUA), utilizando concentracdes anteriormente relatadas para tratamento de pacientes com GBM
ou para linhagens celulares de GBM (25, 50, 75, 150, 350, 550, 850, 1000, 1250, 1500, 1750 e
2000uM) (BAKER et al., 1999; PAZHOUHI et al., 2018; BONAFE et al., 2019) e um terceiro
tratamento onde foi avaliado o sinergismo do DPG (Verdi) (IC50) com a TMZ (Schering Plough)
nas doses mencionadas acima. Uma triplicata contendo apenas meio de cultura DMEM enriquecido
com glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e estreptomicina
(Cultilab) foi utilizada como controle para normalizacao dos resultados obtidos. Apos o tratamento,
as linhagens celulares foram incubadas com 0,2pg/ul. de MTT (Sigma, Saint Louis, Missouri,
EUA) durante 4 horas a 37°C. Os cristais de formazan foram dissolvidos em 100uL de
dimetilsulféxido (DMSO) (Synth, Diadema, S8o Paulo, Brasil) e a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro a 540nm (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA). O célculo utilizado
para determinar o percentual de inibicdo dos compostos avaliados foi pela equacdo: AA%= 100-
{[(Abs.amostra — Abs.branco)x100]+Abs.controle}. A concentracdo IC50 e tempo de exposi¢cdo
foram utilizados em todos 0s outros ensaios propostos no presente estudo. Todos 0s experimentos

foram realizados em triplicata.

3.4 Eletroforese em gel de agarose

Cerca de 1x106 células/po¢o em um volume de 2mL da linhagem NG-97 foram plaqueadas
em triplicata em placas de 6-pocos (Kasvi) e mantidas durante 24 horas a 37°C, 5% de CO2. Ap0s
atingir a confluéncia necessaria, as células foram expostas ao DPG (Verdi) (12, 15 e 18mM por 24
horas). Uma triplicata contendo apenas meio de cultura DMEM enriquecido com glicose

suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e estreptomicina (Cultilab) foi
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utilizada como controle. Ao final do tratamento, o DNA foi isolado utilizando o protocolo de
extracdo fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (BARNETT et al., 2012). A pureza e concentragao
do DNA foi analisada em um espectrofotbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher) a
260/280nm e confirmada pela razéo entre 1,7 e 1,9. As amostras de DNA foram entdo submetidas
a eletroforese utilizando tampéo de corrida TBE 0,5x (Tris base, borato e EDTA) em uma corrente
de aproximadamente de 100V/50A por 1 hora em gel de agarose a 1,5% e visualizadas com

coloracdo com brometo de etidio sob iluminacdo UV.

3.5 Ensaio de migracao celular pelo método de wound healing (WH)

Cerca de 1x106 células/po¢o em um volume de 2mL da linhagem NG-97 foram plaqueadas
em triplicata em placas de 6-pocos (Kasvi) e mantidas durante 24 horas a 37°C, 5% de CO2. Ap6s
atingir a confluéncia necessaria, com o auxilio de uma ponteira estéril de 200uL foi realizada uma
ranhura na monocamada de células. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e expostas ao
DPG (Verdi) (15mM). Uma triplicata contendo apenas meio de cultura DMEM enriquecido com
glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e estreptomicina (Cultilab)
foi utilizada como controle. As células foram fotografadas em microscépio invertido (Axio Vert.
Al ZEISS, Jena, Oberkochen, Alemanha) nos tempos de 0, 24 e 48 horas ap6s tratamento e 0
programa de computador Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) foi

utilizado para medir as &reas em torno das ranhuras realizadas.

3.6 Ensaio de proliferacéo celular

Cerca de 0,4x106 células/poco em um volume de 1mL da linhagem NG-97 foram plaqueadas
em triplicata em placas de 24-pocos (Kasvi) e mantidas durante 24 horas a 37°C, 5% de CO2.
Posteriormente, as células foram expostas ao DPG (Verdi) (15mM). Uma triplicata contendo
apenas meio de cultura DMEM enriquecido com glicose suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de penicilina e estreptomicina (Cultilab) foi utilizada como controle. Durante 4 dias
seguidos, as células foram coletadas, lavadas com PBS e submetidas a contagem do namero de
celulas viaveis em microscopio invertido (Axio Vert. Al ZEISS) pelo método de excluséo pelo
corante azul de trypan (Millipore, Burlington, Massachusetts, EUA) em camara de Neubauer,
conforme descrito em estudo anterior (ORTEGA et al., 2015).

3.7 Analise de apoptose por citometria de fluxo

Para o ensaio de citometria de fluxo para avaliar apoptose, cerca de 1x104 células/pogo em
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um volume de 1mL das linhagens NG-97, U251 e U138MG foram plaqueadas em triplicata em
placas de 12-pocos (Kasvi) e mantidas durante 24 horas a 37°C, 5% de CO2. Em seguida, as células
foram expostas ao DPG (Verdi) (NG-97: 15mM por 24 horas; U251: 32mM por 48 horas;
U138MG: 20mM por 48 horas). Uma triplicata contendo apenas meio de cultura DMEM
enriquecido com glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e
estreptomicina (Cultilab) foi utilizada como controle negativo. E uma triplicata tratada com TMZ
(Schering Plough) foi utilizada como controle positivo. A analise da morte celular foi realizada
seguindo protocolo do fabricante do corante Anexina V Guava Nexin Reagent (Millipore). Apés o
tratamento com DPG, as células foram coletadas em PBS. Foram transferidos 100uL de cada
amostra celular em uma placa de 96-pogos (Kasvi) e em seguida, foi adicionado 100uL de Guava
Nexin Reagent (Millipore) e incubado por 20 minutos no escuro. Todas as leituras foram feitas no

citbmetro Guava Easy Cyte 5HT Benchtop Flow Cytometer (Millipore).

3.8 Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo

Para o0 ensaio de citometria de fluxo para avaliar o ciclo celular, cerca de 1x104 células/poco
em um volume de 1mL das linhagens NG-97, U251 e U138MG foram plaqueadas em triplicata em
placas de 12-pocos (Kasvi) e mantidas durante 24 horas a 37°C, 5% de CO2. Em seguida, as células
foram expostas ao DPG (Verdi) (NG-97: 15mM por 24 horas; U251: 32mM por 48 horas;
U138MG: 20mM por 48 horas). Uma triplicata contendo apenas meio de cultura DMEM
enriquecido com glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e
estreptomicina (Cultilab) foi utilizada como controle. A analise do ciclo celular foi realizada
seguindo protocolo do fabricante do corante intercalante de DNA iodeto de propidio (PI) Guava
Cell Cycle (Millipore). Apds o tratamento com DPG, as células foram coletadas em PBS, fixadas
em etanol 70% gelado, coradas com PI (Millipore) e transferidas para uma placa de 96-po¢os que
foi incubada por 30 minutos no escuro e entdo analisada no citbmetro de fluxo Guava Easy Cyte

5HT Benchtop Flow Cytometer (Millipore).

3.9 Ensaio de formacéo de esferas

Estudos indicam que uma alta porcentagem das linhagens celulares de astrocitomas apresenta
células CD133 positivas. Assim, a linhagem NG-97, apresenta uma porcentagem de células CD133
positivas entre 20-30% (MACHADO et al., 2008). Essas células CD133 positivas sdo associadas
as caracteristicas de celulas-tronco cancerigenas, que sdo essenciais para a manutencdo da

tumorigénese e contribuem significativamente para a agressividade do tumor, resisténcia a terapias,
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e potencial de recorréncia.

Para ativar a formacéo das esferas, cerca de 1x104 células/pogco em um volume de 2mL da
linhagem NG-97 foram plaqueadas em triplicata em placas de 6-poc¢os revestidas de poli 2-
hidroxietil metacrilato (poli-HEMA) (Kasvi) para evitar a adesdo celular. As esferas tumorais
foram formadas em meio de cultura DMEM/F12 suplementado com N2 livre de soro fetal bovino
(StemCell, Vancouver, British Columbia, Canadd). O fator de crescimento epidérmico (EFG)
(20ng/mL) e o fator basico de crescimento de fibroblastos (FGFb) (20ng/mL) (Peprotech, Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo, Brasil) foram adicionados ao meio antes do cultivo celular. As esferas foram
mantidas em cultura por 6 dias a 37°C, 5% de CO2. Ao atingir cerca de 75um de diametro, as
esferas foram expostas ao DPG (Verdi) (15mM) por 48 horas. Uma triplicata contendo apenas meio
de cultura DMEM/F12 suplementado com N2 livre de soro fetal bovino (StemCell) foi utilizada
como controle. O fator de crescimento epidérmico (EFG) (20ng/mL) e o fator basico de
crescimento de fibroblastos (FGFb) (20ng/mL) (Peprotech) foram adicionados ao meio antes do
cultivo celular. As esferas foram observadas e fotografadas em microscopio invertido (Axio Vert.
Al ZEISS).

3.10 Identificacdo de miRs envolvidos com a via de sinalizacdo NF-kB

Em um estudo anterior, Bonafé e colaboradores (2020) realizaram uma anélise no banco de
dados Gene Ontology (www.geneontology.org) para identificar genes envolvidos com a via NF-
kB. Em seguida, os genes encontrados foram cruzados com o banco de dados TargetScan
(www.targetscan.org) para identificar miRs preditos como reguladores destes genes. Apos analises
in silico, foram selecionados apenas aqueles miRs com probabilidade maior ou igual a 99% de
predicdo de regular os genes-alvo. Também, foi feita uma selecdo baseada na patogénese dos
astrocitomas de alto grau.

Ainda, foi realizada uma andlise global do perfil de expressao diferencial de cerca de 2.578
miRs utilizando a plataforma Affymetrix Human miRNA 4.0 (Macrogen Inc., Gasan-dong,
Geumchun-gu Seoul, Coreia do Sul) em amostras de RNAs a partir da célula T98G, expostas ou
ndo ao DPG. Os dados brutos foram extraidos automaticamente utilizando o programa de
computador Affymetrix GeneChip® Command Console™ (AGCC). Os dados contidos nos
arquivos CEL foram exportados usando o programa de computador Affymetrix® Power Tools

(APT). Em seguida os dados foram normalizados e foi realizada uma anélise comparativa entre as


http://www.geneontology/
http://www.targetscan.org/
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amostras avaliadas no ensaio através do teste estatistico fold change (FC). Todos os testes
estatisticos e visualizagdo de miRs expressos foram realizados pelo programa de computador

Statistic R.3.3.3 (https://cran.r-project.org/bin/windows/base/).

3.11 Extracdo de RNA

Cerca de 1x106 células/poco em um volume de 2mL das linhagens NG-97, U251 e U138MG
foram plaqueadas em triplicata em placas de 6-pocos (Kasvi) e mantidas durante 24 horas a 37°C,
5% de CO2. Apos atingir a confluéncia necessaria, as células foram expostas ao DPG (Verdi) (NG-
97: 15mM por 24 horas; U251: 32mM por 48 horas; U138MG: 20mM por 48 horas). Uma triplicata
para cada linhagem contendo apenas meio de cultura DMEM enriquecido com glicose
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e estreptomicina (Cultilab) foi
utilizada como controle. Ao final do tratamento, as células foram coletadas e 0 RNA total foi obtido
por meio do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). Resumidamente, 0s
precipitados de células foram conservados em Trizol® (Invitrogen) e fragmentados com o auxilio
de seringa e agulhas de calibre 0,70 x 25mm. O RNA foi separado e isolado de DNA, proteinas e
restos celulares através de lavagens com cloroférmio e alcool isopropilico. Em seguida, 0 RNA
precipitado foi purificado com etanol 75%, e apds a evaporacdo do etanol, 0s RNAs foram diluidos
em 15uL de &gua livre de nucleases (Sigma). A concentracdo dos RNAs foi determinada por meio
do espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher) e em seguida, armazenado em freezer
-80°C até o momento da analise.

3.12 Validacdo dos miRs selecionados pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real quantitativo (QPCR)

As amostras de RNA foram submetidas a sintese de cDNA especifico para 0s miRs
selecionados (miR-4443 e miR-3620) para o estudo com o kit TagMan MicroRNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA), de acordo com as instruc6es do
fabricante. A quantificacdo da expressé@o dos miRs selecionados para o estudo foi realizada
utilizando o kit TagMan microRNA assay (Applied Biosystems). O miR U6 foi utilizado como
controle enddgeno em todas as reacdes de gPCR. Os ensaios de expressao dos referidos miRs foram
realizados com 50ng de cDNA de cada amostra utilizando o conjunto de reagentes do kit TagMan
Universal PCR Master Mix Il (Applied Biosystems), de acordo com as instrugfes do fabricante.
Todas as reacOes foram realizadas em triplicata e controles negativos, com &gua estéril em

substituicdo ao cDNA, também foram utilizados. A expressdo de cada gene foi calculada pela
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aplicacdo da formula aritmética 2-AACT.

Foram também avaliados novos miRs selecionados pela plataforma Affymetrix apds a agdo
do DPG (miR-4728-5p e miR-22-3p) nas linhagens celulares de astrocitoma grau 1V (NG-97) e
GBM (U251 e U138MG).

3.13 Anélise da expressdo dos genes preditos como alvo de miRs pela gPCR

As amostras de RNA foram submetidas a sintese de cDNA total com o kit Maxima First
Strand cDNA Synthesis (Applied Biosystems), de acordo com as instru¢des do fabricante. O gene
GAPDH foi utilizado como controle enddgeno em todas as reacdes de gPCR. Os ensaios de
expressdo dos genes-alvos dos miRs escolhidos foram realizados com 500ng de cDNA de cada
amostra utilizando um par de iniciadores (sense e anti-sense) para a amplificagdo por meio da gPCR
com o reagente SYBRGreen (Applied Biosystems), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Todas as reacOes foram realizadas em triplicata e controles negativos, com &gua estéril em
substituicdo ao cDNA, também foram utilizados. A expressdo de cada gene foi calculada pela
aplicacdo da formula aritmética 2-AACT.

Além dos genes preditos como alvo de miRs, foi analisado também a expressdo de
importantes genes envolvidos com o processo de apoptose (BAX e BCL2), migracdo celular
(MMP9 e TIMP1) e inflamagdo (NFkB, COX2 e HMGBI1).

3.14 Avaliacéo preliminar da hepatoxicidade do DPG in vivo
Os estudos in vivo foram realizados ap6s avaliacdo e aprovacdo do Comité de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Sdo Francisco (CIAEP/CONCEA N°
01.226.2014) (ANEXO 2). A realizacdo deste estudo obedeceu a Lei Federal 6.638 e as orientacdes
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

Camundongos machos Swiss foram obtidos do CEMIB/UNICAMP e armazenados no
biotério da Universidade S&o Francisco (USF), em condigdes controladas de ciclo noite-dia, de
temperatura e umidade, com recebimento de agua e racdo ad libitum até o momento do tratamento.

Caso ocorra sinais de sofrimento o animal sera eutanasiado.

Os grupos experimentais foram constituidos de 9 animais, com oito a dez semanas de idade.
Os animais foram distribuidos, aleatoriamente em 3 grupos: controle (n=3), DPG 3mg/kg (n=3) e
DPG 8mg/kg (n=3) de peso do animal. As doses foram baseadas em um Unico estudo anterior

(VITALI et al., 2013) como sendo as possiveis doses minimas e maximas farmacologicamente
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ativas, sem causar citotoxicidade aos animais:

1. Grupo Controle: animais ndo submetidos a tratamento com DPG (administracéo de
agua por gavagem durante 10 dias consecutivos € no mesmo horério);

2. Grupo DPG 3mg/kg: administracdo de 3,0mg/kg de DPG por gavagem durante 10
dias consecutivos e no mesmo horario;

3. Grupo DPG 8mg/kg: administracdo de 8,0mg/kg de DPG por gavagem durante 10

dias consecutivos e no mesmo horario;

Para o tratamento, os animais foram submetidos a um jejum de 30 minutos, e em seguida
submetidos a gavagem, realizada com auxilio da canula ponta-bola, para evitar danos ao eséfago.
O animal foi manualmente contido para a realizacao desse procedimento. A canula foi introduzida
lentamente na cavidade oral, através da boca e da faringe para o esdfago, sem resisténcia,
assegurando-se que o tubo ndo penetre a traqueia. O DPG foi administrado lentamente nas doses

acima descritas, respeitando o peso do animal, em volume maximo de 0,5mL.

Encerrando-se o tratamento, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico

através da associacao de cloridrato de xilazina (30mg/kg) com cloridrato de cetamina (300mg/kg).

Foi coletado o figado dos animais e dividido em duas partes. Uma parte foi fixada em solucéo
de formalina 10% e posteriormente emblocada em parafina para avaliacdo de possiveis danos
hepéticos através da analise histoldgica pela técnica de coloracdo com Hematoxilina e Eosina
(H&E). E a outra parte foi armazenada em RNAlater (Sigma) para analise gendmica de marcadores
inflamatorios como NFkB, COX2 e HMGB1. Também foi coletado, por puncdo cardiaca, amostras
de sangue para realizacdo de exames como Hemograma, TGO, TGP e GGT para avaliacdo de

possivel citotoxicidade do DPG.

Ao término das analises, a dose que apresentar menos reacdes adversas sera utilizada em
outros projetos envolvendo a resposta terapéutica do DPG em modelos in vivo em andamento pelo

NOsSso grupo de pesquisa.

3.15 Analise estatistica
Os dados foram apresentados como a média + desvio padréo. A diferenca entre os grupos foi
analisada pelo teste-T. Todos os célculos estatisticos foram realizados utilizando o programa de
computador SPSS.11 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA). Foi considerado p< 0.05 para indicar

uma diferenga estatisticamente significativa.
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4 RESULTADOS
4.1 Efeito inibitério do DPG na viabilidade celular

N&do foi observado reducdo significativa na viabilidade celular quando as células de
astrocitoma de grau IV (NG-97) foram expostas as concentracfes de 5, 8 ou 12mM por 24, 48 e 72
horas. Entretanto, observou-se um efeito citotoxico diretamente proporcional a concentracdo do
DPG quando concentracdes altas foram utilizadas (15, 18, 20, 24, 28, 32, 36 ou 40mM) por 24, 48
e 72 horas, indicando um efeito dose- e tempo-dependentes (FIGURA 6A). Além disso, foram
observadas alteracdes na morfologia celular e nuclear das células ap6s o tratamento com DPG,
quando comparadas as células ndo tratadas (FIGURA 6B). Foi adotado o IC50 de 15mM ap06s 24h

de exposicdo para a linhagem NG-97.
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FIGURA 6: O glicirrizinato dipotassio (DPG) reduz a viabilidade celular e altera a morfologia na
linhagem celular de astrocitoma grau IV (NG-97). (A) As células NG-97 tratadas com 15, 18, 20, 24, 28,
32, 36 e 40mM do DPG por 24, 48 e 72 horas pelo ensaio MTT e o 1C50 foi determinado (15mM por 24
horas). (B) Alteracdes morfoldgicas e nucleares foram observadas nas células NG-97 ja com 24 horas de
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exposicdo ao DPG quando comparadas com as células controles néo tratadas. Os dados apresentados sdo a

média £ desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata.

As células NG-97 apresentaram quimioresisténcia ao tratamento com TMZ (FIGURA 7A);
somente com 72 horas de exposicdo foi observado uma discreta reducdo na viabilidade celular,
principalmente com doses mais altas (350, 550, 850, 1000, 1250, 1500, 1750 e 2000uM) (Figura
7A). De maneira interessante, observou-se um efeito sinérgico quando as células NG-97 foram
tratadas simultaneamente com o0 TMZ e a dose 1C50 do DPG (15mM), iniciando-se a partir da
concentragdo menor de TMZ (25uM) e menos tempo de exposicdo (24 horas). Assim, foi
observado um efeito sinérgico significativo quando TMZ foi associado ao DPG, pela reducéo

significativa na viabilidade celular em comparacao com a triplicata de controles (FIGURA 7B).
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Figura 7: Efeito sinérgico do TMZ associado ao DPG na viabilidade celular da linhagem celular de
astrocitoma grau IV (NG-97). (A) TMZ inibe a proliferacdo das células NG-97 ap6s 72 horas de
tratamento (350-2000uM). (B) Efeito sinérgico significativo do TMZ com o IC50 do DPG (15mM) nas
células NG-97 a partir de 25uM por 24 horas. Os dados apresentados sdo a média + desvio padrdo dos

experimentos realizados em triplicata.

4.2 O DPG induziu a fragmentacdo do DNA
Foi observado que o tratamento com DPG induziu a degradagdo do DNA nas células NG-97
apos 24 horas de tratamento (FIGURA 8), em comparacdo com as celulas controles. Estes

resultados sugerem que o DPG parece apresentar efeito pré-apoptotico.
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FIGURA 8: Fragmentacdo de DNA pelo glicirrizinato dipotassio (DPG) na linhagem celular de
astrocitoma grau 1V NG-97. As células NG-97 foram incubadas com 12, 15 e 18mM do DPG por 24 horas.
O DNA gendmico foi isolado e analisado em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. M:
marcador de DNA de 100 pares de bases; C: células controles ndo expostas a acdo do DPG. Os resultados

sdo representativos de um dos trés experimentos realizados.

4.3 DPG inibe a capacidade de migracao celular

O ensaio de wound healing € muito utilizado para o estudo das caracteristicas da migracao
celular, assim como para a validacdo de moléculas, que podem estar envolvidas com a inibi¢do de
metastase. Assim, a linhagem de astrocitoma grau IV (NG-97) exposta a acdo do DPG foi avaliada
e os resultados demonstraram que o tratamento com DPG inibiu significativamente a capacidade
de migracdo das células quando comparadas com células controles ndo tratadas no tempo de 24
horas (p< 0.05). Ja no tempo de 48 horas, devido ao efeito prd-apoptotico e perda de adesdo celular
proporcionado pelo tratamento com DPG, ndo foi possivel realizar a quantificacdo dos dados
(FIGURA 9).
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FIGURA 9: O glicirrizinato dipotassio (DPG) diminui a capacidade de migracéo celular na linhagem
celular de astrocitoma grau IV NG-97. As células NG-97 tratadas com DPG tiveram sua capacidade de
migracao celular significativamente reduzida quando comparadas com as células controles ndo tratadas no
tempo de 24 horas. O teste wound healing foi quantificado pelo programa de computador Image J através
da medida relativa da largura da ranhura ap6s tratamento com DPG, representada pelos graficos com média
* desvio padrdo de trés experimentos independentes. O teste-T indicou valores de p< 0.05.

4.4 Efeito inibitério do DPG na proliferagdo celular
O efeito antiproliferativo do DPG foi observado pelo ensaio de proliferacdo celular. Assim,
a linhagem de astrocitoma grau IV (NG-97) exposta a acdo do DPG por 4 dias seguidos apresentou

inibicdo significativa na taxa de proliferacdo celular (p< 0.05) (FIGURA 10).
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FIGURA 10: O glicirrizinato dipotéssio (DPG) inibe a proliferagédo celular na linhagem celular de
astrocitoma grau IV NG-97. O tratamento com DPG inibiu significativamente a taxa de proliferagéo nas
células NG-97 em comparacdo com as células controles ndo tratados. Os dados apresentados sdo a média +

desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata. O teste-T indicou valores de p< 0.05.

4.5 O DPG induziu a apoptose celular

O ensaio de citometria de fluxo para avaliar o efeito pré-apoptético do DPG indicou que o
DPG induziu significativamente a externalizacdo da proteina fosfatidilserina presente na
membrana celular, facilitando provavelmente, o reconhecimento das células apoptéticas por
macrofagos. As células expostas ao DPG apresentaram um aumento significativo na taxa de
externalizacdo da fosfatidilserina em comparagdo com células controles ndo expostas ao DPG (p<
0.05) (FIGURA 11A-F) Os resultados foram apresentados em graficos “dot-plot”. As marcac¢des
foram analisadas com base na intensidade de FL1-H (Anexina V) e FL2-H (7-AAD). Os dados
obtidos foram analisados no programa computacional GuavaSoft 3.3 (Millipore) e as porcentagens
de células agrupadas em cada quadrante foram calculadas, onde quadrante superior esquerdo =
Anexina V-, 7-AAD +; quadrante inferior esquerdo = Anexina V+, 7-AAD +; quadrante inferior
direito = Anexina V-, 7-AAD -; quadrante superior direito = Anexina V+, 7-AAD+. Foram
realizados, no minimo, dois experimentos independentes em duplicata. A linhagem celular NG-97

(FIGURAS 11AE 11D) apresentou um efeito pré-apoptotico mais significativo quando comparado
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as linhagens de GBM, U251 e U138MG (FIGURAS 11B, 11E, 11C E 11F).

Vale comentar que este é o primeiro ensaio da avaliacdo do efeito pré-apoptético do DPG

por ensaio de citometria de fluxo utilizando linhagens de astrocitomas graus IV e GBM.
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FIGURA 11: O glicirrizinato dipotassio (DPG) apresenta efeito pré-apoptotico em linhagens celulares
de astrocitoma grau IV (NG-97) e glioblastoma (GBM) (U251 e U138MG). (A) Resultados
representativos demonstrando as porcentagens de células NG-97 positivamente coradas com Anexina V-
PE/7-AAD, apos tratamentos com TMZ (controle positivo) [4000uM], DPG [15mM], apds 24 horas. (B)
Resultados representativos demonstrando as porcentagens de células U251 positivamente coradas com
Anexina V-PE/7-AAD, apo6s tratamentos com TMZ (controle positivo) [4000uM], DPG [32mM], apds 48
horas. (C) Resultados representativos demonstrando as porcentagens de células U251 positivamente coradas
com Anexina V-PE/7-AAD, apds tratamentos com TMZ (controle positivo) [4000uM], DPG [20mM], apds
48 horas. Grafico demonstrando a média e desvio padrdo dos ensaios em triplicata das porcentagens de
células (D) NG-97, (E) U251 e (F) U138MG positivamente coradas com Anexina V-PE/7-AAD e indicativo
de células apoptoéticas e necroticas, apds exposi¢do com o DPG. Os dados apresentados sao a média + desvio

padrdo dos experimentos realizados em triplicata. O teste-T indicou valores de p< 0.05.
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4.6 O DPG induziu parada no ciclo celular na linhagem de GBM U251

O ensaio por citometria de fluxo avaliou o ciclo celular ap6s exposi¢do ao DPG, permitindo
acompanhar a distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo nas linhagens celulares
avaliadas. As analises demonstraram que o DPG agiu significativamente no ciclo celular da
linhagem U251, uma vez que, o nimero de células marcadas pelo intercalante de DNA, iodeto de
propidio, nas fases S e G2M foi significativo comparado as células controles ndo expostas ao DPG
(FIGURA 12B). De maneira interessante, foi observado que a exposi¢cdo ao DPG induziu a parada
no ciclo celular na linhagem de GBM resistente (U251); entretanto, células resistentes parecem que

continuaram a diviséo celular (fases S e G2M).
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FIGURA 12: Avaliagédo da parada do ciclo celular pelo glicirrizinato dipotassio (DPG) nas linhagens
celulares de astrocitoma grau IV (NG-97) e glioblastoma (GBM) (U251 e U138MG). O histograma é
um resultado representativo de um ensaio demonstrando as porcentagens de cada fase do ciclo celular nas
linhagens celulares (A) NG-97 [G1 (78,80% e 81,35%), S (12,5%, e 12,20%) e G2/M (2,45% e 0,50%)] (B)
U251 [G1 (84,35%e 39,70%), S (10,65%e 41,40%) e G2/M (0,25%e 17,15%)] (C) U138MG [G1 (88,70%e
88,15%), S (6,35%e 6,30%) e G2/M (0,25% e 0,15%)] expostas ou ndo ao tratamento com DPG. Os dados
apresentados sdao a média + desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata. O teste-T indicou

valores de p< 0.05.
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4.7 Sensibilizacdo de esferas pelo DPG
Foi verificado que na presenca de DPG houve uma diminui¢do na capacidade de formacéo
de esferas das células NG-97 apds 24 e 48 horas de incubacdo (p< 0.05), indicando que o0 composto
foi capaz de reduzir uma subpopulacdo de células essencial para a formacdo de tumores,

sobrevivéncia e recorréncia (FIGURA 13).
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FIGURA 13: Sensibilizacdo na formacdo de esferas pela inibicdo de esferas apds exposicdo do
glicirrizinato dipotéssio (DPG) na linhagem celular de astrocitoma grau IV NG-97. A capacidade de
formacdo de esferas da linhagem celular NG-97 (p<0.05) apds 24 e 48 horas de tratamento com DPG foi
significantemente reduzida quando comparado com as células controles ndo expostas ao composto. Os

dados apresentados sdo a média + desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata.

4.8 O DPG modulou a expressdo dos miRs selecionados
Foi observado que a média de expressdo relativa de miR-3620 e miR-4443, na linhagem
celular NG-97, embora néo significativo, foi induzida pela acdo do DPG em comparagdo com as
células controles ndo expostas (1,17 versus (vs.). 1,02, p= 0.63) e (1,41 vs. 1,10, p= 0.55),
respectivamente) (FIGURA 14).
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FIGURA 14: O glicirrizinato dipotassio (DPG) aumenta a expressdo do miR-3620 e miR-4443 na
linhagem de astrocitoma grau IV (NG-97). As células NG-97 expostas ao DPG apresentaram um aumento
na média dos niveis de expressdo relativa de miR-3620 e miR-4443 quando comparadas com as células
controles ndo expostas ao DPG (p= 0.63 e p= 0.55, respectivamente). Os dados apresentados sdo a média

* desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata.

Ainda, utilizando a plataforma Affymetrix Human miRNA 4.0 (Macrogen Inc.) foram
selecionados dois novos miRs (MiR-4728-5p e miR-22-3p) para validacdo dos valores expressao
em funcgéo do tratamento com DPG nas linhagens celulares de astrocitoma grau IV (NG-97), GBM
resistente (U251) e GBM sensivel (U138MG).

Foi observado uma significativa modulacdao dos niveis médios de expressdo de mMRNA dos
miR-4728 e miR-22 nas células expostas ao tratamento com DPG quando compradas com as
células controles (NG-97: 1,80 vs. 1,00, p= 0.0001 e 0,61 vs. 1,00, p= 0.0170, respectivamente;
U251: 2,36 vs. 1,10, p= 0.0290 e 0,30 vs. 1,00, p= 0.0003, respectivamente; U138MG: 2,80 vs.
1,03, p=0.0045 e 0,73 vs. 1,00, p= 0.0154, respectivamente) (FIGURA 15).
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FIGURA 15: O glicirrizinato dipotassio (DPG) modula a expressdao dos miR-4728 e miR-22 nas
linhagens de astrocitoma grau 1V (NG-97) e glioblastoma (GBM) (U251 e U138MG). As células NG-
97, U251 e U138MG expostas ao DPG apresentaram um aumento significativo dos niveis médios de
expressao de MRNA do miR-4728 e uma diminui¢do significativa dos niveis médios de expressdo de mRNA
do miR-22 (NG-97: p= 0.0001 e p= 0.0170, respectivamente; U251: p= 0.0290 e p= 0.0003,
respectivamente; U138MG: p= 0.0045 e p= 0.0154, respectivamente) quando comparadas com as células
controles ndo expostas. Os dados apresentados sdo a média + desvio padrdo dos experimentos realizados

em triplicata.

4.9 O DPG modulou a expressdo dos genes preditos como alvo dos miRs selecionados

Para confirmar o efeito antimigratério observado pelo ensaio de WH, foram avaliados
também os niveis de expressdo relativa dos genes CD209 e TNC na linhagem celular de
astrocitoma grau IV (NG-97). Foi observado que a média da expressdo relativa de mRNA dos
genes CD209 e TNC, envolvidos com o0s processos de migracdo e invasao celular, foi
significativamente menor nas células NG-97 tratadas com DPG em comparacdo com células
controles (0,86 vs. 1,08, p=0.0382 e 0,67 vs. 1,01, p=0.047), respectivamente (FIGURA 16A).

Foram também avaliados os niveis de expressao dos genes BAX e BCL2 nas células NG-97
para confirmar a inducdo do processo de morte celular e foi observado uma regulacdo pro-
apoptotica na média de expressao relativa do genes BAX e BCL2 nas células expostas ao DPG em
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comparacdo com controles (1,25 vs. 1,00, p= 0.13 e 0,68 vs. 1,00, p= 0.0244), respectivamente)
(FIGURA 16B).
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FIGURA 16: O glicirrizinato dipotassio (DPG) modula a expressao dos genes CD209, TNC, BAX e
BCL2 na linhagem de astrocitoma grau IV (NG-97). (A) As células NG-97 expostas ao DPG
apresentaram uma diminuicdo significativa na média dos niveis de expressao relativa de mMRNA dos genes
CD209 e TNC quando comparadas com as células controles ndo expostas (p= 0.0382 e p= 0.047,
respectivamente). (B) As células NG-97 expostas ao DPG apresentaram um aumento dos niveis médios de
expressdo de mRNA do gene BAX (p= 0.13) e uma diminuicdo significativa dos niveis médios de expresséo
de mRNA do gene BCL2 (p= 0.0244) quando comparadas com as células controles ndo expostas. Os dados
apresentados sdo a média * desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata.

Além disso, foi observado uma modulagdo dos niveis médios de expressdo de mRNA dos
genes MMP9 e TIMP1 nas células expostas ao tratamento com DPG quando compradas com as
celulas controles (NG-97: 0,54 vs. 1,09, p=0.15 e 1,30 vs. 1,00, p= 0.22, respectivamente; U251:
0,39 vs. 1,48, p= 0.24 e 2,80 vs. 1,01, p= 0.0002, respectivamente; U138MG: 5,42 vs. 1,17, p=
0.0328 e 1,16 vs. 1,00, p=0.0151, respectivamente) (FIGURA 17A), envolvidos com 0s processos
de migracdo e invasdo celular, e uma significativa modulacdo dos niveis médios de expressao de
MRNA dos genes BCL3 e PTEN nas células expostas ao tratamento com DPG quando compradas
com as células controles (NG-97: 0,63 vs. 1,00, p= 0.019 e 2,77 vs. 1,00, p= 0.0002,
respectivamente; U251: 0,31 vs. 1,00, p= 0.0005 e 2,86 vs. 1,11, p= 0.0226, respectivamente;
U138MG: 0,76 vs. 1,00, p=0.0544 e 3,15 vs. 1,03, p= 0.0114, respectivamente) (FIGURA 17B),
envolvidos com o processo de quimioresisténcia nas linhagens celulares tratadas com DPG quando

comparadas com as células controle.
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FIGURA 17: O glicirrizinato dipotassio (DPG) modula a expressdo dos genes MMP9, TIMP1, BCL3
e PTEN nas linhagens de astrocitoma grau IV (NG-97) e glioblastoma (GBM) (U251 e U138MG). (A)
As células NG-97 e U251 expostas ao DPG apresentaram uma diminui¢do na média dos niveis de expressao
relativa de mRNA do gene MMP9 e as células NG-97, U251 e U138MG apresentaram um aumento dos

niveis médios de expressdo de mRNA do gene TIMP1 quando comparadas com as células controles ndo
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expostas (NG-97: p= 0.15 e p= 0.22, respectivamente; U251: p= 0.24 e p= 0.0002, respectivamente;
U138MG: p= 0.0328 e p= 0.0151, respectivamente). (B) As células NG-97, U251 e U138MG expostas ao
DPG apresentaram uma diminuicdo significativa dos niveis médios de expressdo de MRNA do gene BCL3
e um aumento significativo dos niveis médios de expressao de mMRNA do gene PTEN (NG-97: p=0.019 e
p= 0.0002, respectivamente; U251: p= 0.0005 e p= 0.0226, respectivamente; U138MG: p= 0.0544 e p=
0.0114, respectivamente) quando comparadas com as células controles ndo expostas. Os dados apresentados

sdo a média + desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata.

4.10 Resposta hepatotdxica do DPG in vivo
Os resultados do estudo toxicologico in vivo com o DPG demonstraram que a administracao
oral diaria do DPG (3mg/kg e 8mg/kg) néo resultou em nenhuma alteracdo comportamental nos
animais quando comparadas com o grupo controle. Também néo foi observada nenhuma diferenga

significativa de peso entre os grupos avaliados (Tabela 3).

TABELA 3. Registro de variabilidade de peso entre os grupos avaliados em fungdo do tratamento com
DPG.

Dial Dia2 Dia 3 Dia4 Dia 5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 Dia 10 Média Desvio Padrao

Controle |Animal 1 19 18 18 18 18 19 19 19 20 20 18,8|  0,788810638
Animal 2 25 24 25 25 25 25 26 25 26 26 25,2| 0,632455532

Animal 3 24 24 24 24 25 25 26 26) 26 25 249] 0,875595036

3mg/kg |Animal 1 25 25 24 24 24 25 25 25 25 26 24,8/  0,632455532
Animal 2 24 23 26 23 24 24 25 24 25 24 24,2  0,918936583

Animal 3 26 26 29 26 26 26 26 27 27 28 26,7) 1,059349905

8mg/kg |Animal 1 27 26 28 27 27 28 28 28| 30 30 27,9 1,286683938
Animal 2 2 21 2 21 21 22 22 22 22 23 21,8 0,632455532

Animal 3 32 31 31 31 31 32 32 31 32 32 31,5 0,527046277

Além disso, foi observada uma discreta modulacdo dos niveis de expressao relativa ue
MRNA dos genes NFkB, COX2 e HMGB1 apo6s o tratamento com DPG quando comparado com
o0 grupo controle (3mg/kg: 1,53 vs. 1,15, p= 0.51; 0,48 vs. 1,06, p=0.12; e 0,73 vs. 1,19, p= 0.59,
respectivamente; 8mg/kg: 1,30 vs. 1,15, p=0.78; 0,57 vs. 1,06, p= 0.14; e 0,84 vs. 1,19, p= 0.59,
respectivamente) (FIGURA 18).
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FIGURA 18: O glicirrizinato dipotéssio (DPG) nédo induziu hepatoxicidade in vivo. O tratamento com
DPG induziu uma discreta modulagéo dos niveis médios de expressao de mRNA dos genes NFxB, COX2 e
HMGBL1 ap06s o tratamento com DPG quando comparado com o grupo controle (3mg/kg: p=0.51, p=10.12
e p=0.59, respectivamente; 8mg/kg: p=0.78, p=0.14 e p= 0.59, respectivamente). Os dados apresentados
sdo a média + desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata.

Ainda, observou-se gue o tratamento com o DPG provocou algumas altera¢ées nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos, principalmente no grupo onde foi administrado uma maior dose do

DPG (8mg/kg) (TABELA 4), mas ndo foram considerados importantes ou significativos.

TABELA 4. Registro das alteraces nos parametros bioquimicos e hematol6gicos entre 0s grupos avaliados

em funcéo do tratamento com DPG.

TGO (10-88UI/L) | TGP (44-87UI/L) | GGT (Ref. ndo encontrada) | Plaquetas (100.000-1.000.000mm: ) | Leucdcitos (5.000-12.000mm: )

Controle |Animal 1 193 69 5 713.000 4.30C
Animal 2 164 50 5 715.000 4,20

Animal 3 222 87 49 710.000 4.30C

3mg/kg |Animal 1 198 106 5 518.000 2.45(
Animal 2 181 95 5 520.000 2.50C

Animal 3 165 85 5 525.000 2.50C

8mg/kg |Animal 1 497, 125 5 600.000 6.80C
Animal 2 201] 98 5 593.000 6.90C

Animal 3 349 98 5 591.000 6.85(

Por ultimo, observa-se um aumento do processo de hiperemia passiva em vasos de grande
calibre de maneira gradativa entre os grupos avaliados, e um consequente processo de edema
celular a nivel de hepatocitos. Entretanto as alterages histoldgicas observadas ndo apresentam
significancia clinica entre os grupos avaliados, evidenciando que o tratamento ndo apresenta

hepatoxicidade significativa nos animais (FIGURA 19).
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FIGURA 19: O glicirrizinato dipotassio (DPG) nédo provocou alteracgdes histolégicas no modelo in vivo
estudado. Corte histoldgico de figado (aumento de 20x) corado com Hematoxilina & Eosina, no qual ndo
se observa nenhum padréo celular fora da normalidade.
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5 DISCUSSAO

O GBM é o tumor cerebral maligno mais prevalente em adultos acima de 50 anos,
representando cerca de 48% dos casos (PHILIPS et al., 2018; SANTOS et al., 2021). O tratamento
inicial é complexo e inclui resseccdo cirdrgica seguida de radioterapia combinada com
quimioterapia utilizando TMZ (STUP et al., 2005). Contudo, pacientes que apresentam resposta
positiva a esse protocolo terapéutico frequentemente apresentam baixa sobrevida pds-diagnostico
(PHILIPS et al., 2018; SANTOS et al., 2021). No contexto brasileiro, dados abrangentes de
incidéncia e taxa de mortalidade do GBM ndo estdo disponiveis, sendo que estudos
epidemioldgicos existentes fornecem informagdes regionalizadas e baseiam-se em amostras de
tamanho limitado (MIRANDA-FILHO et al., 2017; MARQUES et al., 2022).

Opcdes terapéuticas eficazes que possam contribuir no tratamento e melhoria do prognostico
dos pacientes com GBM tem sido estudada, e 0s composto naturais tém sido alvo de grande parte
dos estudos (CHUNG et al., 2014; BONAFE et al., 2022). Na medicina popular, o uso de plantas
com efeitos terapéuticos € muito comum, como a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), o gengibre
(Zingiber officinale), o ginseng (Panax ginseng), o cha verde (Camellia sinensis), e o acafrdo-da-
terra (Curcuma longa) (MENTZ & SCHENKEL, 1989; FRANCA et al., 2008; FIRMINO &
MIRANDA, 2015; MARCHI et al., 2016;). O alcacuz (Glycyrrhiza glabra) também é bastante
utilizado na medicina chinesa por sua ampla acao farmacoldgica (SHIBATA et al., 2000).

O AG é o composto isolado da raiz do alcaguz e que apresenta acao terapéutica (FELTRIN
et al., 2000; SHIBATA et al., 2000). Entretanto, foram observados varios efeitos adversos apos a
administragdo do AG (SHIBATA et al., 2000; FELTRIN et al., 2010; CEC EDITORE, 2013). O
DPG, um subproduto do AG, apresentou efeito anti-inflamatorio em modelos animais de colite
aguda pela modulacdo de citocinas e receptores de citocinas pré-inflamatdrias (VITALI et al.,
2013). Além disso, o DPG ja é utilizado na induastria farmacéutica e cosmética por apresentar
propriedades anti-inflamatérias e antialérgicas (CEC EDITORE, 2013). Assim, o DPG apresentou
semelhanca ao AG quanto as suas propriedades e nédo foi observado efeitos adversos apds a sua
administracdo (CEC EDITORE, 2013).

O efeito antitumoral do AG foi demonstrado pela inducéo da apoptose em diversas linhagens
celulares tumorais, como hepatoma humano (HLE), leucemia promielocitica (HL-60), cancer de
estobmago (KATO IIl) e céncer de prostata (LNCaP e DU-145) (HIBASAMI et al., 2005;
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HIBASAMI et al., 2006; SIVASAKTHIVEL et al.,, 2008). A a¢do antitumoral do DPG foi
recentemente demonstrada pela inducdo da apoptose e inibicdo da proliferacdo celular nas
linhagens tumorais de GBM, U87MG e T98G e pela modulacédo de genes (IRAK2 e TRAF6) e
miRs (MiR-16 e miR-146a) envolvidos com a via NF-kB (BONAFE et al., 2019). Também foi
observado que o tratamento com DPG nas linhagens celulares de GBM (U87MG, T98G, U251 e
U138MG) e de melanoma (SK-MEL-28) modulou dois miRs (miR-3620 e miR-4443) e seus
respectivos genes alvo (CD209 e TNC), importantes na progressao do GBM pela regulacéo da
migracdo, adesdo e invasdo das células tumorais nos tecidos adjacentes (XIA et al., 2015;
GABRUSIEWICZ et al., 2016; BONAFE et al., 2020).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a reprodutibilidade dos efeitos
antitumorais do DPG em uma linhagem celular de astrocitoma de grau IV (NG-97) e avaliar o
efeito toxicolégico do DPG in vivo, visando futuros estudos utilizando o DPG como tratamento

em modelos animais.

A viabilidade celular para a linhagem tumoral estudada, NG-97, ap6s exposicdo ao DPG
indicou efeito citotdxico significativo, dose- e tempo-dependentes, como observado em um estudo
anterior com as linhagens de GBM, US7MG e T98G (BONAFE et al., 2019), U251, U138MG
(BONAFE et al., 2020) e melanoma, SK-MEL-28 (BONAFE et al., 2020). Os resultados est&o
também de acordo com estudos prévios utilizando compostos naturais, com potencial terapéutico,
tais como AG, safranal, subfracdes metandlicas da Scrophularia oxysepala, acido valproico,
raloxifene e resveratrol, aveloz, em linhagens de células tumorais, incluindo cancer de estbmago,
leucemia promielocitica, hepatoma humano, cancer de prostata, cancer de mama, adenocarcinoma
de péncreas e de pulmdo e GBM (HIBASAMI et al. 2005; HIBASAMI et al., 2006;
SIVASAKTHIVEL et al., 2008; SAMARGHANDIAN et al., 2013; ORANGI et al., 2016; KIM et
al., 2017; MIRZAPUR et al., 2018; SILVA et al., 2018). Além disso, foi adotado o valor de IC50
como sendo a concentracdo ideal de forma semelhante a outros estudos (ORANGI et al., 2016;
KIM et al., 2017; MIRZAPUR et al., 2018; SILVA et al., 2018; BONAFE et al., 2019, BONAFE
et al., 2020).

Ainda, alteragbes na morfologia celular e nuclear foram observadas na linhagem tumoral
estudada (NG-97) ap6s o tratamento com DPG, similar aos resultados observados previamente nas
linhagens celulares de GBM, US7MG e T98G (BONAFE et al., 2019) U251 e U138MG (BONAFE
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et al., 2020) e melanoma, SK-MEL-28 (BONAFE et al. 2020). Também, os resultados foram
similares aos observados com as linhagens celulares HL-60 e cancer KATO IlI tratadas com AG
(HIBASAMI et al., 2005). Da mesma maneira, alteracGes morfologicas celulares foram observadas
em estudos prévios com compostos naturais, como células da linhagem de cancer de prostata (PC-
3) expostas ao safranal, um composto isolado do acafrdo (Crocus sativus) (SAMARGHANDIAN
et al., 2013), linhagens de cancer de mama (MCF7 e MDA-MB-231) tratadas concomitantemente
com raloxifene e resveratrol, flavonoides isolados principalmente da uva (Vitis vinifera) e seus
derivados (MIRZAPUR et al., 2018).

A TMZ é um quimioterapico alquilante oral, o qual provoca alteracdes nas cadeias de DNA
impedindo a sua replicacdo e geralmente, administrado concomitantemente a radioterapia em
pacientes com GBM (NEIDLE et al., 2005; STUPP et al., 2005). Ainda, foi observado que as
células expostas a TMZ entraram em um processo de morte celular uma vez que, o tratamento com
TMZ induz um quadro de estresse oxidativo e metilacdo do DNA, dependentes da concentracéo e
tempos de exposicdo (BARCISZEWSKA et al., 2015). Assim, no presente estudo, foi avaliado a
viabilidade celular antes e ap0s o tratamento com a TMZ em uma linhagem celular de astrocitoma
grau IV (NG-97).

A linhagem celular NG-97 apresentou uma quimioresisténcia em relagéo ao tratamento com
a TMZ em doses altas e baixas nos tempos de 24 e 48 horas, e somente com 72 horas foi observada
uma discreta reducdo na viabilidade principalmente nas doses mais altas. Por outro lado, em
concordancia com estudos prévios utilizando linhagens celulares de GBM, U87MG e T98G
(BONAFE et al., 2019) U251 e U138MG (BONAFE et al., 2020), a TMZ em combinag&o com o
IC50 do DPG foi um indutor mais eficaz da parada de crescimento nas células NG-97 do que a
TMZ sozinho, a partir da concentracdo de 25uM por 24 horas de exposi¢do. Assim, quando
associado a TMZ, o DPG apresenta efeito significativo em comparacdo com as células de
astrocitoma grau IV apenas expostas a TMZ, conferindo uma nova oportunidade terapéutica para

estes tumores.

Para verificar até onde as alteracfes morfoldgicas observadas na linhagem celular estudada
poderiam ser devido a um processo apoptotico, foi realizado o ensaio de fragmentagcdo do DNA,
principal caracteristica bioquimica da apoptose celular (SAMARGHANDIAN et al., 2013). Foi

observado a fragmentacdo do DNA nas células NG-97 ap6s 24 horas de tratamento, em
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comparagdo com as células controles. Estes resultados confirmam que o DPG parece apresentar
efeito pro-apoptotico, da mesma forma como foi observado em estudos anteriores com as linhagens
celulares de GBM, US7TMG, T98G (BONAFE et al., 2019), U251, U138MG (BONAFE et al. 2020)
e de melanoma, SK-MEL-28 (BONAFE et al 2020). Resultados similares também foram
observados com as células HL-60, KATO I1l, LNCaP e DU-145 tratadas com AG (HIBASAMI et
al., 2005; SIVASAKTHIVEL et al., 2008). Além disso, a fragmentacdo do DNA também foi
observada na linhagem tumoral PC-3 exposta ao safranal (SAMARGHANDIAN et al., 2013) e nas
linhagens de cancer de mama (MCF7, L929 e WEHI-164), expostas a subfracbes metanolicas da
Scrophularia oxysepala (ORANGI et al., 2016).

Ainda, o tratamento com DPG nas células tumorais estudadas apresentou efeito
antiproliferativo evidenciado pelo ensaio da proliferacdo celular e anti-migratorio evidenciado pelo
ensaio de wound healing. Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios com as células de
GBM, U8S7TMG e T98G (BONAFE et al., 2019), U251 e U138MG (BONAFE et al., 2020) e
melanoma, SK-MEL-28 (BONAFE et al., 2020), expostas ao DPG, células de cancer de prostata,
LNCaP e DU-145, tratadas com AG (SIVASAKTHIVEL et al., 2008) e linhagens de GBM, U373
e GAMG, tratadas com aveloz, composto isolado da planta Euphorbia tirucalli (SILVA et al.,
2018). Também, foi observado a modulacdo dos genes MMP9 e seu heterodimero TIMP1 nas
linhagens de astrocitoma grau 1V (NG-97) e GBM (U251 e U138MG) em funcdo do tratamento
com DPG. Estes resultados corroboraram com estudos prévios, os quais demonstraram que 0
tratamento com alguns flavonoides foi capaz de reduzir a expressao e atividade das
metaloproteinases MMP2, MMP3 e MMP9 (LIN et al., 2010; SANTOS et al., 2015; LI et al.,
2019). Em um estudo envolvendo a linhagem de melanoma SK-MEL-28, foi observada uma
reducdo significativa na expressdo de MMP9 ap6s a exposicdo das células ao DPG, mesmo na
presenca do ativador da migracdo celular 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), conforme
descrito por Bonafé et al. (2020). Esses resultados indicam que o DPG exibe propriedades
antiproliferativa e inibitoria da migracdo e invasdo celular, sugerindo seu potencial como agente

terapéutico contra tumores.

A analise por citometria de fluxo revelou que o DPG promoveu significativa externalizacdo
de fosfatidilserina, facilitando a fagocitose de células apoptéticas por macréfagos. Além disso,
houve intensa ligacdo do 7AAD, um corante fluorescente para DNA, indicando que o processo de

apoptose observado tambem resultou em necrose nas linhagens celulares estudadas.
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Adicionalmente, o DPG demonstrou capacidade moduladora sobre genes relacionados a esse
processo de morte celular, incluindo BAX e seu heterodimero BCL2. Resultados semelhantes
foram observados em células de melanoma (SK-MEL-28) apds exposicdo ao DPG (BONAFE et
al., 2020).

Um estudo adicional investigou os efeitos de diversos flavonoides, incluindo rutina,
quercetina, kaempferol e 3',4'-diidroxiflavona, em células de glioblastoma (GL-15). Consistente
com nossa pesquisa, os autores observaram que todos os flavonoides reduziram a viabilidade
celular e induziram apoptose (SANTOS et al., 2015). Além disso, em nosso estudo, identificamos
uma parada do ciclo celular nas fases S e G2/M em células da linhagem de glioblastoma U251
resistente ao TMZ ap0s tratamento com DPG. Os resultados observados podem ser correlacionados
com o0 mecanismo de acdo de compostos naturais como o kaempferol, que induz a parada do ciclo
celular na fase G2/M, inibindo a migracdo em células de astrocitoma humano por meio de aumento
dos niveis de IL-6, IL-8, quimiocinas, MCP-1, Bcl-2, caspase-3 clivada, proteinas antiapoptéticas
survivina e XIAP, expresséo de poli(ADP-ribose) polimerase clivada, despolarizagéo do potencial
de membrana mitocondrial e rapida reducédo na fosforilacdo de ERK e AKT (SHARMA et al.,
2007; JEONG et al., 2009; COLOMBO et al., 2018).

Os tumores, de maneira geral, sdo caracterizados por apresentarem uma subpopulacdo de
CTS para a sobrevivéncia, recorréncia e quimioresisténcia (REYA et al., 2001; LEDUR et al.,
2012; ZONG et al., 2015: PARMIANI, 2016; BRINCKERHOFF, 2017). Portanto, a identificagdo
de compostos que possam inibir CTS poderia ser uma estratégia promissora no desenvolvimento
de quimioterapicos. De fato, ha diversos compostos categorizados como inibidores da proliferacéo
de neuroesferas, como a TMZ, indicando efeito inibitério na proliferacdo das CTS (BEIER et al.,
2008). Assim, foi demonstrado que a TMZ reduziu em 50% a formacéo de neuroesferas a partir de
cultura primaria de pacientes com GBM (BEIER et al., 2008). No presente estudo, foi observado
reducdo de 100% na formacao de esferas, na linhagem tumoral estudada, apos 24 e 48 horas de
exposicdo ao DPG. Resultados similares também foram observados nas células de GBM, U87TMG
e T98G (BONAFE et al., 2019), U251 e U138MG (BONAFE et al., 2020) e melanoma, SK-MEL-
28 (BONAFE et al., 2020) tratadas com DPG. Estes resultados indicam que o DPG também inibe

a capacidade de uma subpopulacédo de células-tronco a recorréncia e resisténcia a quimioterapicos.

A influéncia da desregulacdo de miRs no desenvolvimento e progressdo do GBM pela



65

modulagéo de seus genes-alvo tém sido descritos (MA et al., 2012). Estudos demostraram que o
fendtipo mais agressivo do GBM esté relacionado a uma diversidade de processos bioldgicos como
a proliferacdo, a migracdo e a invasao celulares e que sdo regulados pela acdo de miRs
(JHANWAR-UNIYAL et al., 2015). Entretanto, poucos estudos tém focado em miRs envolvidos
com a via NF-xB, que se encontra continuamente ativa (BRASSESCO et al., 2013) no GBM
(GALARDI et al., 2011; YANG et al., 2014; RAJBHANDARI et al., 2015; WANG et al., 2015
WU et al., 2015; BONAFE et al., 2019; BONAFE et al., 2020). Estudos prévios avaliaram 91
microRNAs preditos como reguladores de genes envolvidos com a regulacéo pés-transcricional da
via NF-«B, utilizando a plataforma Affymetrix Human miRNA 4.0 na linhagem celular de GBM
T98G. Destes 91 microRNAs, foram selecionados dois microRNAS e seus respectivos genes-alvo
para validacdo antes e ap6s a acdo do DPG nas linhagens celulares de GBM (U87MG, T98G, U251
e U138MG) e de melanoma (SK-MEL-28) (BONAFE et al., 2020).

Neste estudo, foram selecionados mMIRNAs com superexpressdo (miR-4728-5p) e
subexpressdao (miR-22-3p) em resposta ao tratamento com DPG, conforme observado na
plataforma Affymetrix. Analises computacionais identificaram seus genes-alvo preditos, BCL3 e
PTEN, com porcentagens de predi¢cGes observadas de 99%. Analises quantitativas confirmaram
significativa ativacdo de miR-4728 e expressdao significativamente reduzida de miR-22 nas
linhagens celulares estudadas ap6s o tratamento com DPG. Além disso, 0s genes-alvo preditos,
BCL3 e PTEN, apresentaram expressao reduzida e ativada, respectivamente.

Os genes BCL3 e PTEN desempenham importante papel na progressao do GBM pela
regulacdo de importantes processos celulares, como por exemplo a modulacdo de fatores
inflamatorios (via NF-kB) e apoptdticos e quimioresisténcia (HASHEMI et al., 2023; SEATON et
al., 2024). Estudos recentes confirmam que o gene BCL3 desempenha um papel central na
modulacdo de uma rede de fatores de transcricdo relacionados ao cancer e marcadores genéticos
importantes que auxiliam no diagndstico (LEGGE et al., 2020) e modulam a progressao do cancer
(MALDONADO & MELENDEZ-ZAJGLA, 2011). De fato, foi observado que, quando silenciado
0 gene BCL3, houve aumento significativo na apoptose e na indugédo da senescéncia celular em
linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7) (TURNHAM et al., 2024). Outro estudo
envolvendo linhagens celulares de GBM (LN229 e U87MG), observou que o tratamento com o
composto EAC-100C red induziu um aumento significativo de apoptose e autofagia através da
modulacéo de genes pro-apoptético tais como BCL3, BNIP3L e NFKBIA (ZAPPAVIGNA et al.,
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2019). Também, foi observado em um estudo com pacientes diagnosticados com GBM, que
mutacgdes envolvendo o gene supressor tumoral PTEN estdo relacionadas com a formagéo de uma
microbiota tumoral mais propicia a progressdo e invasao das células cancerigenas, resultando em
uma pior resposta aos tratamentos disponiveis (ZHAO et al., 2019). Assim, os resultados do
presente estudo, em relagéo as expressdes relativas dos genes avaliados estdo de acordo com o

observado em estudos anteriores.

O miR-4728 é um miR intrénico derivado do gene HER2, que pertence a familia do receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR). O HER2 é amplificado em cerca de 25% dos canceres
de mama e sua amplificacdo estd associada a recorréncia e mortalidade da doenca. Recentemente,
foi identificado que 0 miR-4728, codificado por HER2, pode ter como alvo o gene ESR1 (receptor
de estrogénio 1) e proteger canceres de mama HER2-positivos do tratamento com lapatinibe ao
reprimir ESR1 (RUI et al., 2022). No entanto, a fungdo do miR-4728 ainda ndo foi completamente
elucidada, especialmente em astrocitomas de alto grau.

O miR-22 tem sido extensivamente investigado em diversos tipos de cancer, demonstrando
um papel regulatério crucial e robustas propriedades supressoras de tumor (YANG et al., 2015;
ZUO et al., 2015; ZEKRI et al., 2016; YOU et al., 2016; WANG et al., 2020; FRIEDRICH et al.,
2020; LI et al, 2022). Sua baixa regulacdo foi fortemente associada a caracteristicas
clinicopatoldgicas e prognostico geral, indicando seu potencial como um metastamir, ou seja, miRs
diretamente relacionados ao processo de metéstase. No entanto, é importante notar que estudos
apresentaram achados contraditorios, pois 0 miR-22 exibe capacidades supressoras de tumor em
niveis elevados de expressdo (WANG et al., 2020; MA et al., 2021; KONG et al., 2021 KWON et
al., 2022). Além disso, estudos funcionais revelaram que o miR-22 dificulta a proliferacdo e
migracdo, inibindo especificamente a proliferacdo e migracdo de células de glioma (SANO et al.,
1999). Um estudo investigou o efeito da expressdo de PTEN (gene-lavo de miR-22) em células de
glioma e seu efeito na proliferacdo celular, ciclo celular, sensibilidade ao agente antineoplasico
TMZ e a radiacdo ionizante. Os resultados revelaram que a expressédo de PTEN atrasou o tempo de
duplicacdo da proliferacdo celular, possivelmente devido a inibicdo da transicdo G2/M para G1, e
aumentou a sensibilidade a TMZ e a radiacdo ionizante. A expressdo de PTEN foi pouco detectavel
em todas as linhagens celulares de glioma humano e de rato, exceto T98G (SANO et al., 1999). Os
resultados confirmaram as descobertas de um estudo anterior que relatou a pouca expressao de
PTEN em muitas células de glioma, incluindo U251 (REN et al., 2010) e U138MG (SINHA et al.,
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2019). A funcdo do PTEN ¢é frequentemente perdida em muitos canceres humanos devido a
mutacdes, silenciamento génico ou mecanismos epigenéticos. Muta¢des podem ocorrer em todos
os dominios do PTEN, indicando relevancia patoldgica para a progressao do cancer. A quantidade
inadequada de PTEN, seja por haploinsuficiéncia ou por mecanismos como metilacdo e expressao
de miRs, é critica no desenvolvimento tumoral (MILELLA et al., 2015). Assim, sabe-se que em
gliomas observa-se 70% de perda de heterozigosidade (LOH) em PTEN e 44% de mutagéo em
PTEN (coincidente com LOH) (MILELLA et al., 2015). LOH em PTEN indica que uma das duas
copias do gene PTEN esta perdida, o que pode levar a reducdo da expressao ou funcdo do PTEN.
Nestes casos, compostos naturais como o DPG, poderiam restaurar a expressdo de PTEN, embora

existem varios fatores a considerar como 0s expostos acima.

A maioria das terapias direcionadas para o cancer é desenvolvida com o objetivo de
interromper processos de promoc¢do de crescimento descontrolado. Em particular, muitos dos
medicamentos direcionados usados hoje bloqueiam proteinas produzidas por genes causadores de
cancer, ou oncogenes, que estimulam o crescimento das células cancerigenas. No entanto, outra
classe de proteinas importantes para o desenvolvimento do cancer, as proteinas supressoras de
tumor, tem sido mais desafiadora de manipular. Estas proteinas normalmente atuam para inibir o
crescimento celular anormal, mas podem perder essa funcdo nas células cancerigenas (devido
delecdo ou mutages). Se pudessem ser reativadas com medicamentos, tal abordagem representaria
uma nova frente na terapia contra o cancer. Assim, o DPG foi capaz de ativar a proteina supressora
de tumor PTEN, em células de astrocitoma de alto grau, sendo importante considerar este composto

natural, que, ao menos em estudos in vitro, pode ativar essa funcéo via superexpressdo de miR-22.

Estudos anteriores demonstraram que o DPG foi capaz de modular genes alvo de miRs
envolvidos com a inibicdo pos-transcricional da via NF-kB. De forma interessante, 0 DPG inibiu
a via NF-«xB através da modulagao de miR-16 e miR-146a, 0s quais inibiram a expressédo de seus
genes-alvo IRAK2 e TRAF®6, respectivamente em linhagens celulares de GBM, U87MG e T98G
(BONAFE, 2019). Em continuac&o & caracterizaco da acio do DPG, foi validado pela qPCR a
modulacéo de expresséo de dois miRs, miR-4443 e miR-3620 e de seus genes-alvo, CD209 e TNC,
respectivamente em linhagens celulares de GBM (U87MG, T98G, U251 e U138MG) e de
melanoma (SK-MEL-28), sugerindo que o DPG foi capaz de modular miRs envolvidos com a
inibicdo pods-transcricional da via NF-kB, podendo ser considerado um potencial composto
terapéutico para 0 GBM (BONAFE et al., 2020).
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Para o0 estudo de toxicidade aguda do DPG, testamos duas doses identificadas como minima
(3mg/kg) e maxima (8mg/kg) permitida na literatura. A dosagem minima (3mg/kg) foi a
concentracdo mais tolerada pelos animais. Ao final do experimento, nenhuma anormalidade
significativa nos orgdos foi encontrada durante a autopsia e ndo houve reagdes toxicas

significativas nos camundongos.

O peso corporal é considerado um indicador sensivel de toxicidade medicamentosa (DEYNO
etal., 2020; WU et al., 2022; CANH et al., 2023), e nenhuma alteracdo anormal foi observada neste

estudo.

Também foi avaliado a expressao dos niveis médios de mRNA dos genes NFkB, COX2 e
HMGB1 uma vez que eles estdo envolvidos em uma ampla variedade de funcbes bioldgicas,
destacando-se principalmente processos relacionados e inflamacéo e hepatoxicidade celular. Sendo
assim foi observado que o tratamento com DPG, embora néo significativo, foi capaz de modular a

expressdo dos genes avaliados.

A partir dos pardmetros hematoldgicos, em comparagdo com o grupo controle, observou-se
uma diminui¢do do namero de plaquetas no grupo tratado com 3mg/kg do DPG, sugerindo maior
ativacdo e capacidade de agregacao de plaquetas. Além disso, a reducdo significativa do nimero
de leucdcitos do grupo tratado com 3mg/kg do DPG, indica uma melhora da resposta antiinflatoria.
Isto poderia ser possivelmente influenciado pela acdo de flavonoides e polissacarideos, uma vez
que estas substancias podem regular a funcdo plaquetaria melhorando a microcirculagdo ou
afetando componentes do sistema de coagulacdo sanguinea e modulando a resposta imunolégica
(ZARAGOZA et al., 2021; ZARAGOZA et al., 2022; ARAUJO et al., 2023).

Como marcador da funcéo hepética, 0 aumento de TGP nos dois grupos tratados com DPG
sugere que o composto avaliado pode intensificar a capacidade metabdlica hepatica. Isto sugere
gue o DPG pode ter um efeito lesivo no figado, levando ao aumento do dano as células hepaticas
e, consequentemente, ao aumento dos niveis séricos de TGP (XU et al., 2018). Entretanto, na
analise histologica ndo foi encontrado nenhuma alteragdo indicativa de lesdo hepatotoxica em

funcdo do tratamento com o DPG.

E importante ressaltar que os componentes e mecanismos de acdo das formulagBes de
compostos da medicina tradicional chinesa sdo muito complexos. Pode haver interagdes entre

diferentes componentes e as formas como eles afetam o corpo podem variar muito. Este estudo
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fornece evidéncias preliminares para a seguranga da administracdo do DPG. Portanto, para garantir
a sua seguranca em aplicacdes clinicas, estes resultados preliminares precisam ser validados e

explorados através de pesquisas mais extensas.

No presente estudo, foram avaliados os efeitos citotoxico, apoptotico, antiproliferativo e anti-
migratério do DPG nas linhagens tumorais de astrocitoma de grau IV (NG-97) e GBM (U251,
U138MG). Foi também avaliado a sobrevivéncia, quimioresisténcia e a capacidade de formacéo
de esferas na linhagem tumoral NG-97. Os resultados dos ensaios celulares corroboraram com
estudos prévios com as linhagens de celulares de GBM (U87MG, T98G, U251 e U138MG) e de
melanoma (SK-MEL-28).

Além disso, foi analisado a modulacdo de miRs previamente conhecidos como reguladores
de genes envolvidos com a via NF-kB. Assim, foi verificada a modulacdo do gene PTEN,
superexpresso devido a inibicdo de miR-22 pelo DPG. De forma interessante, o gene PTEN inibe
a ativacdo da via NF-«kB ao desfosforilar PIP3 e, consequentemente, inibir a via PI3K/AKT, o que
impede a fosforilagdo e inativagéo de inibidores de NF-xB (IkB), resultando em uma reducdo da
translocacdo de NF-kB para o nuacleo e diminuindo a expressdo de genes envolvidos na

sobrevivéncia celular, inflamacéo e crescimento tumoral (MAYO et al., 2002).

Em nosso melhor conhecimento, o estudo prévio por BONAFE e colaboradores (2019; 2020)
e este, sdo os primeiros a relatar o potencial antitumoral do DPG em linhagens tumorais de
astrocitomas de alto grau e potencialmente em modelo in vivo. Assim, o DPG pode ser considerado

um potencial composto terapéutico para estas doencas.
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6 CONCLUSAO

v

Foi observado reducéo da viabilidade celular ap6s acdo do DPG na linhagem celular de
astrocitoma grau IV (NG-97) pelo ensaio MTT quando expostas a altas concentracdes
(15-40mM).

Foi observado efeito sinérgico do TMZ associado ao DPG pela reducéo significativa da
viabilidade nas células NG-97.

O tratamento com DPG induziu a apoptose pela fragmentacdo do DNA e pela
modulacéo dos genes BAX e BCL2 na linhagem NG-97.

A morte celular apds a acdo do DPG foi comprovada pela citometria de fluxo utilizando
as linhagens de astrocitoma grau IV (NG-97) e GBM (U251 e U138MG).

Os ensaios de proliferacdo celular e wound healing evidenciaram um efeito
antiproliferativo e anti-migratorio significativos pelo DPG nas células NG-97. Tais
efeitos também foram comprovados pela modulacdo induzida dos miRs (miR-3620 e
miR-4443) e inibicdo de seus respectivos genes-alvo (TNC e CD209).

O ensaio de citometria de fluxo para avaliar o ciclo celular demonstrou que o DPG foi
capaz de parar o ciclo celular na fase S e G2M nas células de GBM resistente (U251).

Foi observado que o DPG promoveu 100% de reducdo na capacidade de formacéo de
neuroesferas na linhagem NG-97, ap6s 24 e 48 horas de tratamento.

O tratamento com DPG ativou significativamente a expressdéo do miR-4728 e
consequentemente, inibiu a expressdo de seu gene-alvo BCL3 nas linhagens NG-97,
U251 e U138MG. Em contraste, 0 DPG inibiu miR-22 causando a superexpressdo de
seu gene-alvo PTEN, nas células NG-97, U251 e U138MG.

O tratamento com DPG modulou a expressé@o dos genes MMP9 e TIMP1 nas linhagens
celulares NG-97 e U251, corroborando com os efeitos antiproliferativo e anti-
migratorio observados em estudos anteriores utilizando outras linhagens cancerigenas.
O tratamento com DPG ndo apresentou resposta hepatotdxica significativa in vivo,
indicando que o composto ndo desencadeia efeitos adversos graves no modelo

estudado.

Em nosso melhor conhecimento, somos o primeiro grupo de pesquisa a investigar os efeitos

antitumorais do DPG. Nossos resultados sugerem que o DPG tem um efeito pro-apoptético e

antiproliferativo em funcdo da modulacdo de miRs e genes envolvidos com a via NF-kB em
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linhagens celulares de astrocitomas de alto grau, podendo ser considerado um composto promissor
para o tratamento dessas doengas.
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ANEXO |

Classificacdo dos tumores do Sistema nervoso central segundo a Organiza¢do Mundial da Sadde publicada
em 2021, 5° edicdo.

Continua

Astrocitomas difusos do tipo adulto
Astrocitoma, mutante IDH
Oligodendroglioma, IDH-mutante e 1p/19g-codeletado
Glioblastoma, IDH-tipo selvagem

Astrocitomas 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

Astrocitomas de alto grau difusos do tipo pediatrico
Astrocitoma difuso de linha média, H3 K27 alterado
Astrocitoma hemisférico difuso, mutante H3 G34
Astrocitoma de alto grau do tipo pediatrico difuso, tipo selvagem H3 e tipo selvagem IDH
Astrocitoma hemisférico do tipo infantil

Astrocitomas astrociticos circunscritos
Astrocitoma pilocitico
Astrocitoma de alto grau com caracteristicas piléides
Xantoastrocitoma pleomdrfico
Astrocitoma subependimario de células gigantes
Astrocitoma cordoide
Astroblastoma, MN1-alterado

Tumores Glioneurais e Neuronais
Ganglioglioma
Ganglioglioma infantil desmoplésico (DIG)/astrocitoma infantil desmoplésico
Tumor neuroepitelial dissmbrioplastico

Tumor glioneuronal difuso com caracteristicas semelhantes a oligodendroglioma e Aglomerados
nucleares (inclusdo provisoéria)

Tumor glioneuronal papilar

Tumor glioneuronal formador de roseta

Tumor glioneuronal mixdide

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/oligodendroglioma?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/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/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/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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Continuacéo

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 cordide
Papiloma do plexo cordide
Papiloma atipico do plexo coréide
Carcinoma do plexo cordide
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 embrionario com rosetas multicamadas (ETMR)
Neuroblastoma do SNC, ativado por FOXR2
Tumor do SNC com duplica¢do em tandem interna BCOR
Tumor embrionario do SNC
Tumores da pineal
Pineocitoma
Tumor do parénguima pineal de diferencia¢do intermedidria
Pineoblastoma
Tumor papilar da regido 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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Continuacéo

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

Tumores condro-0sseos

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/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
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Conclusao

Tumores hematolinféides
Linfomas
Linfomas do SNC
Linfoma difuso primério de grandes células B do SNC
Linfoma do SNC associado a imunodeficiéncia
Granulomatose linfomatoide
Linfoma intravascular de grandes células B
Linfomas raros diversos no SNC
Linfoma MALT da dura-mater
Outros linfomas de células B de baixo grau do SNC
Linfoma anaplasico de grandes células (ALK+/ALK-)
Linfomas de células T e células NK/T
Tumores histiociticos
Doenca 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 somatico
Germinoma
Carcinoma embrionario
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
Metastases para o SNC
metastases para o cérebro e parénquima da medula espinhal
metastases para as meninges
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CEUA
COMItS da Etica mna LINIVERSIDADF SAOFRANCISCO

Utilizaciio de Animais

Braganga Paulista, 28 de setembro de 2023

Projeto de Pesquisa: “AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO GLICIRRIZINATO
DIPOTASSIO EM LINHAGENS CELULARES DE GLIOMAS DE ALTO GRAU E MELANOMA E EM
MODELOS IN VIVO”

Area de Conhecimento: Ciéncias da Satide

Autora: Manoela Marques Ortega

Colaboradores: Gabriel Alves Bonafé e Profa. Giovanna Barbarini Longato
Institui¢do: Universidade Sao Francisco

Protocolo: V3: 001.03.2023

IP. Ciuca: 200.225.122.34

CIAEP/CONCEA N°01.226.2014

Vigéncia do Projeto: 02/10/2023 — 02/10/2024

Numero e Animais: 36 animais

Espécie: Camundongo heterogénico

Linhagem: Swiss

Peso: 20 a 25gr

Idade: 8 semanas

Espécie: Machos

Total de Animais: Relatorio parcial janeiro/2024 e final apds o termino da pesquisa.
Procedéncia do Animal: Biotério/CEMIB - UNICAMP

Prezado Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa com Uso de Animais de Pesquisa — CEUA, da Universidade Sdo
Francisco analisou em reuniao no dia 28/09/20213, o projeto de pesquisa, sob a responsabilidade de
Vossa Senhoria. Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte

resultado:

Parecer: Aprovado

Prof. Lucio Fabio Caldas Ferraz
Presidente do Comité de Etica com
Uso de Animais de Experimentacao
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo da Atividade Antitumoral do Glicirrizinato Dipotassio em
Linhagens Celulares de Gliomas de Alto Grau e Melanoma e em Modelos In Vivo”.

Protocolo V3: 001.03.2023 sob responsabilidade da pesquisadora Manoela Marques Ortega, que
envolve a producdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo chordata, subfilo
Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional e Controle a Experimentagao Animal (CONCEA),
e foi aprovado pela Comissdo de Etica o Uso de Animais (CEUA da Universidade Sdo Francisco —
USF), em reuniao do dia 28/09/2023.

Area de Conhecimento: Ciéncias da Satide

Autora: Manoela Marques Ortega

Colaboradores: Gabriel Alves Bonafé e Profa. Giovanna Barbarini Longato
Instituiciio: Universidade Sao Francisco

Protocolo: V3: 001.03.2023

IP. Ciuca: 200.225.122.34

CIAEP/CONCEA N° 01.226.2014

Vigéncia do Projeto: 02/10/2023 — 02/10/2024

Numero e Animais: 36 animais

Espécie: Camundongo heterogénico

Linhagem: Swiss

Peso: 20 a 25gr

Idade: 8 semanas

Espécie: Machos

Total de Animais: Relatorio parcial janeiro/2024 e final apds o termino da pesquisa.
Procedéncia do Animal: Biotério/CEMIB - UNICAMP

Prof. Lucio Fabio Caldas Ferraz
Presidente do Comité de Etica com
Uso de Animais de Experimentagao



