UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS CHAPECO
GRADUACAO EM MEDICINA

HELAMA MORAES DOS SANTOS
KEYLLOR NUNES DOMANN

EXPRESSAO GENICA DE BIOMARCADORES DE IMUNOSSUPRESSAO EM

GLIOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

CHAPECO-SC
2025



HELAMA MORAES DOS SANTOS
KEYLLOR NUNES DOMANN

EXPRESSAO GENICA DE BIOMARCADORES DE IMUNOSSUPRESSAO EM
GLIOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao Curso
de Medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS), como requisito para obtencdo do titulo de
médico.

Orientadora: Prof* Dr* Sarah Franco Vieira de Oliveira Maciel

Co-orientadora: Prof* Dr* Débora Tavares de Resende e Silva

CHAPECO-SC
2025



Bibliotecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS

Santos, Helamd@ Moraes dos

EXPRESSAO GENICA DE BIOMARCADORES DE IMUNOSSUPRESSAQ
EM GLIOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS / Helamd3 Moraes
dos Santos, Keyllor Nunes Domann. —-- 2025.

60 f£.:4il.

Orientadora: Dra Sarah Franco Vieira de Oliveira
Maciel

Co-orientadora: Dra Débora Tavares de Resende e Silva

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo) -
Universidade Federal da Fronteira Sul, Cursc ds
Bacharelado em Medicina, Chapecd,SC, 2025.

1. Glicblastoma. 2. Imunoterapia. 3. Sinalizacéo
Purinérgica. I. Domann, Keyllor Nunes II. Maciel, Sarah
Franco Vieira de Oliveira, orient. III. Silwva, Débora
Tavares de Resende e, co-orient. IV. Universidade
Federal da Fronteira Sul. V. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geragédo Automatica de Ficha de |dentificagdo da Obra pela UFFS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




HELAMA MORAES DOS SANTOS
KEYLLOR NUNES DOMANN

EXPRESSAO GENICA DE BIOMARCADORES DE IMUNOSSUPRESSAO EM
GLIOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao Curso
de Medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS), como requisito para obtencdo do titulo de
médico.

Este trabalho foi defendido e aprovado pela banca em 25/06/2025

BANCA EXAMINADORA

™,

l‘\L N
JOAG V“ N0

Prof* Dr* Sarah Franco Vieira de Oliveira Maciel - UFFS

Orientadora

A_QJ_GCQ,\M

Prof* Dr* Andreia Machado Cardoso - UFFS

Avaliadora

% ~

¥ Slomu s J' AOMACLALEMN

Prof* Dr* Francini Francescon - UDESC

Avaliadora



AGRADECIMENTOS
Aos nossos pais por seu amor e dedicagao incomparaveis;
As nossas amadas companheiras pelo amor e companhia durante a realizagdo deste trabalho;
Aos grandes amigos que partilharam dessa jornada conosco;
Aos mestres que tivemos, em especial as nossas orientadoras;

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Biomédicas e ao Grupo de Estudos de Tumores

do Sistema Nervoso Central, pelo apoio no desenvolvimento deste estudo;

Por fim, ao apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacdo do Estado de
Santa Catarina (FAPESC) - Termo de Outorga 2023TR000960



Dedicamos este trabalho a comunidade
cientifica e académica da Universidade
Federal da Fronteira Sul, em especial ao curso
de Medicina e ao Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Biomédicas, aos quais somos

eternamente gratos.

RESUMO

Os gliomas, representados pelos Gliomas de baixo grau (GBG) e Glioblastomas (GBM),
compreendem o grupo de tumores malignos primarios mais prevalentes do tecido nervoso, e
apresentam uma evolugdo clinica critica e de dificil progndstico. Seu comportamento
bioldgico estd associado a indug¢do de um estado anti-inflamatdrio e imunossupressor através
da modulagdo de componentes do microambiente tumoral. A imunossupressdo permite com
que esses tumores escapem da vigilancia imunoldgica, além de tornarem-se resistentes as
imunoterapias. A via da Morte Celular Programada, representada pelos ligantes PD-1 e
PD-L1, bem como o eixo adenosinérgico regulado pela triade ADO-CD73-A2A,
desempenham um papel importante na natureza imunomoduladora desses tumores. Este
estudo investigou a expressao génica dos biomarcadores de imunossupressao PD-L1 (CD274)
e CD73 (NT5E) em GBG e GBM, bem como a correlagdo entre esses marcadores € seu
potencial prognostico. Foram analisadas amostras tumorais de pacientes com GBG (n=17) e
GBM (n=19) para quantificar os niveis de expressdo génica por RT-qPCR. Os resultados



revelaram que a expressdo de PD-L1 ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre GBG e GBM (mediana de 0,539 e 1,856, respectivamente; p=0,922). Similarmente, a
expressdo de CD73 mostrou medianas de 0,956 para GBG e 0,252 para GBM, sem
significancia estatistica (p=0,070). Contudo, uma correlagdo positiva forte e estatisticamente
significativa foi observada entre PD-L1 e CD73 em GBM (r=0,714; p=0,003), enquanto em
GBG a correlagdo foi ndo significativa (p=0,255). Esses achados sugerem que, no GBM, as
vias imunossupressoras mediadas por PD-L1 e CD73 podem atuar de forma interdependente,
indicando um microambiente tumoral mais imunossupressor. A co-expressao desses
biomarcadores em GBM pode ter implicacdes para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas combinadas, visando multiplos checkpoints imunologicos para otimizar a
resposta ao tratamento.

Palavras-chave: Glioblastoma. Imunoterapia. PD-L1. Sinalizacdo Purinérgica. CD73.

ABSTRACT

Gliomas, represented by low-grade gliomas (LGG) and glioblastomas (GBM), constitute the
most prevalent group of primary malignant tumors of nervous tissue, exhibiting a critical
clinical course and poor prognosis. Their biological behavior is associated with the induction
of an anti-inflammatory and immunosuppressive state through the modulation of tumor
microenvironment components. Immunosuppression allows these tumors to evade immune
surveillance and become resistant to immunotherapies. The Programmed Cell Death pathway,
represented by the PD-1 and PD-L1 ligands, as well as the adenosinergic axis regulated by
the ADO-CD73-A2A triad, play a significant role in the immunomodulatory nature of these
tumors. This study investigated the gene expression of the immunosuppressive biomarkers
PD-L1 (CD274) and CD73 (NTSE) in LGG and GBM, as well as the correlation between
these markers and their potential prognostic value. Tumor samples from patients with LGG
(n=17) and GBM (n=19) were analyzed to quantify gene expression levels using RT-qPCR.
The results revealed that PD-L1 expression showed no statistically significant difference



between LGG and GBM (median values of 0.539 and 1.856, respectively; p=0.922).
Similarly, CD73 expression had medians of 0.956 for LGG and 0.252 for GBM, without
statistical significance (p=0.070). However, a strong and statistically significant positive
correlation was observed between PD-L1 and CD73 in GBM (r=0.714; p=0.003), while in
LGG the correlation was not significant (p=0.255). These findings suggest that, in GBM, the
immunosuppressive pathways mediated by PD-L1 and CD73 may act interdependently,
indicating a more immunosuppressive tumor microenvironment. The co-expression of these
biomarkers in GBM may have implications for the development of combined therapeutic
strategies targeting multiple immune checkpoints to optimize treatment response.

Keywords: Glioblastoma. Immunotherapy. PD-L1. Purinergic signaling. CD73.
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1 INTRODUCAO

Os gliomas sdo os tumores mais prevalentes do Sistema Nervoso Central (SNC).
Trata-se de um conjunto heterogéneo de doengas, representando mais de um quarto dos
tumores primarios deste sitio, com cerca de 80% dos casos de malignidade (Ostrom et al.,
2020). Acometem, em sua maioria, individuos adultos, a partir dos 40 anos, e a depender de
sua apresentagdo histoldgica, pode evoluir com elevada agressividade e infiltrabilidade no
parénquima cerebral, com alto risco de recidivas e baixas taxas de sobrevida, correspondentes
a menos de 2 anos em determinados casos (Girardi et al., 2023).

A natureza destes tumores € variavel devido as suas caracteristicas intrinsecas,
apresentando diferentes comportamentos biologicos e desfechos clinicos. Com destaque, seu
potencial altamente invasivo com proliferagdo disseminada permite uma recorréncia apos a
remocao cirurgica do tumor (Seker-Polat et al., 2022). Possui uma resisténcia as terapias
convencionais associada & modula¢ao do microambiente tumoral (MAT), que representa uma
importante barreira no tratamento deste tipo de tumor (Dymova et al., 2021).

A criagdo de um MAT com um estado imunossupressor ¢ uma marca intrinseca do
cancer (Hanahan, 2022). Atualmente, sabe-se que os Gliomas, sobretudo o Glioblastoma
(GBM) induz a esta imunossupressao resultando na exaustdo dos linfécitos infiltrantes de
tumor (TIL, do inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes), hipoxia local e inativagdo das
populacdes de células de resposta inata e adaptativa, favorecendo sua progressao e posterior
disseminagdo (Kalluri, Shah, Lim; 2023).

A via da Morte Celular Programada (Lu, Du, Kong; 2020) e a via adenosinérgica
(Kang et al., 2023) s@ao mecanismos utilizados na evasdo imune em diversos tumores,
inclusive no GBM. Nesse sentido, as moléculas que compdem estas sinalizagdes possuem o
potencial de tornarem-se biomarcadores de prognoéstico, podendo predizer, com elevado grau
de confiabilidade, complicacdoes e desfechos clinicos que podem orientar um manejo
terapéutico mais individualizado e preciso para cada paciente (Vranic, Gatalica, 2023).

O GBM e suas respectivas caracteristicas estdo sendo amplamente discutidas dada a
complexidade do tecido em que estdo inseridos e seu impacto na qualidade de vida dos
individuos afetados. Este trabalho atua na vertente de investigar seus mecanismos
fisiopatologicos e seu cendrio imunoldgico, contribuindo para o desenvolvimento de

ferramentas de diagnostico e terapéutica cada vez mais especificas e assertivas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de expressao génica do PD-L1 e de CD73, sua correlagdo e potencial
preditor de progndstico em amostras tumorais de pacientes com Gliomas de Baixo Grau

(GBG) e GBM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar a amostra e suas propriedades clinico-epidemiologicas;

b) Correlacionar a expressdao génica do PD-L1 e de CD73 no MAT com os parametros
clinico-patologicos;

c) Comparar os niveis de expressdao génica do CD73 e do PD-L1 no GBM e sua
correlagdo com os respectivos desfechos clinicos - sobrevida livre de progressao e

sobrevida geral -, bem como seu potencial preditor de progndstico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

As neoplasias do SNC sdao um grupo diversificado de tumores, capazes de se
manifestar em diferentes faixas-etdrias e atingir qualquer regido do cérebro ou medula
espinhal (Mendes; Ongaratti; Lima, 2014). Essas neoplasias podem se manifestar de maneiras
clinico-biologicas muito distintas, abrangendo desde formas com desenvolvimento gradual
até formas altamente agressivas (Deangelis; Wen, 2024).

Além disso, essas neoplasias sdao classificadas fundamentalmente conforme sua
origem: as primarias, que surgem de células neurais ou gliais (como astrocitomas, incluindo o
GBM) ou no tecido conjuntivo adjacente, como 0s meningiomas; € as secundarias,
resultantes, principalmente, de metastases de carcinomas pulmonares, mamarios ou
melanomas (Deangelis; Wen, 2024).

Esse grupo heterogéneo de tumores cerebrais apresenta incidéncias variadas conforme
a idade e o sexo. De acordo com o Observatorio Global do Cancer (em inglés, Global Cancer
Observatory - GLOBOCAN), a taxa de incidéncia mundial dos tumores cerebrais ¢ de 3,9%
de todos os canceres, ajustados por idade, conforme a populagdo padrao mundial (Bray et al.,
2024). Além disso, ha uma maior incidéncia global em homens (3,9 vs. 3,1/100.000), sendo
que os GBMacometem mais o sexo masculino, enquanto os meningiomas acometem mais o
sexo feminino (Price et al., 2024).

Ademais, em criangas (0-14 anos), ha um predominio de tumores primarios (97%),
sendo os gliomas os principais tipos (45%), dentre estes, o astrocitoma ¢ o subtipo
histopatologico mais prevalente (15%). Ja em adolescentes (15-19 anos), o principal subtipo
sdo os tumores da hipofise, representando 34,6% dos casos, seguido pelos gliomas, que
correspondem a 29,2% dos diagndsticos nessa faixa etaria (Ostrom et al., 2022).

Em jovens adultos, o sexo mais acometido ¢ o feminino (60%), com tumores da
hipofise sendo os mais prevalentes (36%), seguido pelos meningiomas (16%) e GBG (25%),
como astrocitomas difusos e oligodendrogliomas (Price ef al., 2024).

Adultos mais velhos, acima dos 40 anos, apresentam uma taxa de incidéncia global de
tumores primarios malignos e ndo malignos de 46/100.000, sendo uma propor¢ao maior de
ndo malignos (36 vs 11/100.000). O subtipo mais comumente encontrado nessa faixa etdria ¢

o GBM, com uma incidéncia de 21/100.000 (Price et al., 2024)
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Por fim, a Classificagdo de Tumores do SNC da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), publicada em 2021, organiza os tumores cerebrais com base em caracteristicas
histologicas e moleculares. Entre os grupos mais comuns estdo os gliomas, meningiomas e
ependimomas, além de tumores da regido pineal e da hipdfise, bem como metastases. Sendo
que cada tipo ¢ caracterizado pela localizagdo tipica, tipo celular predominante e mutagdes
genéticas associadas, como alteracdes nos genes Isocitrato Desidrogenase 1 e 2 (IDH, do
inglés, Isocitrate Dehydrogenase), codelegdo 1p/19q e o status do promotor da telomerase
transcriptase reversa (TERT, do inglés telomerase reverse transcriptase). A classificacdo
também inclui um sistema de graduacdo (grau 1 a 4) para indicar a agressividade e o

potencial de progressao clinica do tumor (Louis et al., 2021).

3.2 GLIOMAS DE BAIXO GRAU E GLIOBLASTOMAS

Os gliomas sdo as neoplasias primarias malignas mais comuns do cérebro e, com base
na sua linhagem neuronal, sdo divididos em astrocitomas, oligodendrogliomas,
ependimomas, entre outros. Segundo a classificagdo da OMS, os tumores originarios dos
astrocitos, astrocitomas, podem ser divididos em quatro graus prognosticos (I a IV), de
acordo com seu grau de malignidade e agressividade, sendo os dois primeiros (I e II)
considerados de baixo grau (GBG), e os dois ultimos (III e IV) de alto grau (Deangelis, Wen,
2024; Louis et al., 2021; Togao et al., 2016).

Nesse sentido, os astrocitomas de grau I (como o astrocitoma pilocitico) e II sdo
tumores de crescimento lento e geralmente bem diferenciados, com baixo potencial de
agressao. Ja os astrocitomas de grau III (astrocitoma anaplasico) e IV (GBM) sdo neoplasias
mais agressivas € com maior potencial de invasdo. Os GBM, por sua vez, sdo os tumores
malignos mais comuns entre as neoplasias cerebrais primadrias, caracterizados por serem
tumores altamente infiltrativos que se apresentam como massas em anel, com necrose central
e edema circundante, além de apresentarem alteracdes moleculares especificas como
mutacoes nos genes IDH e amplificacdo do gene EGFR (do inglé€s, Epidermal Growth
Factor Receptor) (Deangelis, Wen, 2024; Louis et al., 2021; Togao et al., 2016).

Ademais, os gliomas sdo os tumores intra cerebrais primdrios mais comuns, conforme
supramencionado, simbolizando 26,3% de todas as neoplasias do cérebro, sendo o subtipo
mais comum o GBM, que representa 14,2% das neoplasias e 50,9% dos tumores malignos

(Deangelis, Wen, 2024; Ostrom et al., 2022). Além disso, de acordo com os dados do Central
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Brain Tumor Registry of the United States (CBTRUS) de 2016 a 2020, os tumores primarios
do cérebro representam uma média anual de 17.206 mortes, com uma taxa de mortalidade
ajustada por idade de 4,42/100.000 habitantes. No que se refere aos GBM, apresentam uma
taxa de mortalidade especifica de cerca de 3,2/100.000, o que representa aproximadamente
51% das mortes por tumores malignos do SNC. Também, a taxa de sobrevivéncia relativa
em cinco anos para esse tipo de tumor foi de 6,9%, com uma sobrevida de cerca de 9 meses,
o que evidencia a agressividade dos GBM (Price ef al., 2024).

O diagnostico de gliomas de alto grau ¢ feito com uma combinagdo de neuroimagem
avangada, analise histopatologica e perfil molecular. O padrao ouro para imagem neurologica
¢ com ressondncia magnética com contraste de gadolinio, evidenciando o realce anelar,
necrose central e edema perilesional em sequéncias T1, T2/FLAIR e perfusdo, comumente
localizados no lobo frontal ou temporal (Louis et al., 2021; Mckinnon ef al., 2021).

A andlise histopatologica, obtida por bidpsia ou ressec¢do cirurgica, revela
caracteristicas tipicas, como necrose e proliferagdo microvascular, enquanto a analise
molecular avalia mutagdes nos genes IDHI e IDH2, metilagdo da enzima
O6-metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT) e a amplificagdo do gene EGFR. Essa
combinacdo de metodologias para o diagnéstico preciso sdo essenciais para a classificagdao
correta do tumor e a melhor orientacdo terapéutica (Louis et al., 2021; Mckinnon et al.,
2021).

A agressividade do GBM torna o seu tratamento desafiador e o seu progndstico
limitado. As diretrizes atuais recomendam a ressec¢do cirurgica maxima, com o objetivo de
controlar a carga tumoral e obter tecido para a andlise histopatologica, seguida por
radioterapia (RT) associada a administragdo concomitante de Temozolomida (TMZ) -
farmaco que age nas células com metilagcdo do promotor de MGMT, o que contribui para o
controle da doenca e a melhora das fungdes neurologicas. O tratamento adjuvante
subsequente depende da idade e do desempenho funcional do paciente, sendo o protocolo
padrdo para individuos com menos de 70 anos a continuidade da TMZ por seis ciclos
mensais. Para pacientes com mais de 70 anos é recomendado um regime de 3 semanas
(Deangelis, Wen, 2024; Mckinnon et al., 2021; Yalamarty et al., 2023).

Os principais fatores prognosticos consistem em idade avancada, auséncia de
mutacdes no IDH, promotor de MGMT ndo metilado, baixo desempenho funcional e
impossibilidade de resseccdo tumoral completa. A presenca da mutacdo no gene IDH
(IDH-mutante) esta associada a uma sobrevida significativamente maior em comparagao ao

subtipo IDH wild-type, com média de 3 a 5 anos versus 8 a 9 meses, respectivamente.
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Entretanto, esse tipo de mutacdo s6 ocorre em cerca de 10% dos casos, sendo o segundo
subtipo o mais comum entre o0s GBM (Brown, Ottaviani, Tazare, 2022; Deangelis, Wen,
2024; Della Monica et al., 2022).

De forma complementar, a metilagdo do promotor da MGMT também esta associada
a melhor resposta a TMZ e aumento da sobrevida, ou seja, pacientes com tumores
MGMT-metilados tendem a ter melhor resposta a quimioterapia, uma vez que a metilacdo
reduz a expressdo da enzima reparadora, tornando as células tumorais mais suscetiveis ao
dano induzido pela TMZ. A sobrevida geral de pacientes MGMT-metilados ¢ de
aproximadamente 22 meses, em contraste com 15 meses entre aqueles com promotor nao
metilado (Brown, Ottaviani, Tazare, 2022; Deangelis, Wen, 2024; Della Monica et al., 2022).

Entretanto, mesmo ap6s o tratamento ideal, os GBM sempre sofrem recidiva, o que
representa um grande desafio terapéutico. Essa resisténcia ao tratamento decorre tanto de
fatores intrinsecos quanto extrinsecos ao tumor. Entre os fatores intrinsecos, destacam-se os
tumores com promotores de MGMT ndo metilados, conforme supramencionado, e a
heterogeneidade intratumoral, caracterizada por subpopulacdes de células geneticamente
distintas (Goenka, Tiek, Song et al., 2021; Yalamarty, Filipczak, Li et al., 2023)

Quanto aos fatores extrinsecos, a hipoxia tumoral exerce papel central. Ou seja, a
reducdo da oxigenagdo, decorrente do crescimento tumoral desorganizado e da insuficiente
vascularizagdo, prejudica a eficacia da RT, uma vez que oxigénio potencializa o efeito letal
das radiagdes ionizantes. Outrossim, 0 microambiente imunossupressor favorece a evasao das
células tumorais ao sistema imune, dificultando ainda mais a resposta ao tratamento e
aumentando assim as taxas de recorréncia (Goenka, Tiek, Song et al., 2021; Yalamarty,

Filipczak, Li et al., 2023).

33 A VIA DA MORTE CELULAR PROGRAMADA E OS INIBIDORES DE
CHECKPOINT IMUNOLOGICO

A via da Morte Celular Programada, representada principalmente pelos receptores de
membrana Programmed-Cell Death 1 (PD-1) e Programmed-Cell Death Ligand (PD-L1),
tem recebido aten¢do significativa no contexto do cancer (Tang et al., 2022). Esses receptores
sdo expressos em varios tecidos e, em condi¢des homeostaticas, atuam na prevencao de
disturbios autoimunes e permitindo a autotolerancia imunolédgica (He, Xu; 2020).

No GBM, células tumorais reguladas pelo interferon-gama (IFN-y) expressam o

receptor PD-L1 (B7-H1; CD274), que interage com o PD-1 (CD279), presente nas células do
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sistema imune, principalmente células T e B ativadas, emitindo um sinal co-inibitorio,
reproduzindo multiplos efeitos como a inibicdo da proliferacdo e ativacdo de clones de
células TCD8+ (conforme demonstrado na Figura 01), diminuicdo da populacdo de células
Natural-Killers (NK) e estimulacdo de células T regulatérias (Treg) (Mahmoud ef al., 2022).

Os Inibidores de Checkpoint Imunolégico (ICI) sdo anticorpos monoclonais que
atuam bloqueando essa interacdo, impedindo a inativacdo dos linfocitos T e permitindo que
eles realizem sua atividade antitumoral (Kumar et al., 2023). Apesar dos avangos na
aplicacdo clinica da imunoterapia em varios tipos de tumores, ainda ndo ha taxas de resposta
satisfatorias em todos eles, ¢ em alguns pacientes foi observada resisténcia terapéutica apos
respostas iniciais (Goldberg, 2019).

A ampla heterogeneidade celular imune no MAT pode contribuir para o estado geral
de imunossupressao. Os macrdfagos associados a tumores (TAM) desempenham diversas
fungdes, como a secre¢dao de fatores anti-inflamatérios, como as interleucinas (IL) 1 e 10
(IL-1 e IL-10) e o fator de crescimento tumoral beta (TGF-), promovendo o aumento da

atividade do eixo PD-1/PD-L1 (Codrici et al., 2022; Fanelli et al., 2021).

Figura 01 - Via PD-1/PD-L1 e o papel do ICI
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Legenda: Mecanismo de evasdo tumoral via PD-1/PD-L1 e ago dos ICI, que restauram a resposta das células T
contra o tumor. TCR = Receptor de Células T; MHC I = Complexo Principal de Histocompatibilidade tipo 1.

Fonte: Elaborado pelos autores (2025)
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A presenga discreta de células TCD8+ ¢ uma caracteristica do GBM, com aumento
significativo apds exposicdo a quimioterapia (QT) e RT. A concentracdo de linfécitos
infiltrantes de tumor (TILs) estd diretamente correlacionada com a expressao de PD-L1 pelas
células tumorais, em que foi encontrada uma associagdo entre esses marcadores e um pior
prognoéstico em um grupo de pacientes (Shadbad et al., 2021). Em tumores recorrentes apos
tratamento, foi encontrada uma expressdo aumentada dos marcadores CD8+, CD68+, CD3+ e
PD-L1 em uma comparagao pareada com os tumores primarios (Loussouarn ef al., 2023).

Ao contrario de outros tipos de tumores, 0 GBM tem uma baixa carga mutacional e,
portanto, hd& menos producao de neoantigenos, induzindo uma menor migracao de TILs,
contribuindo para o “MAT frio”. Este ¢ um dos principais fatores que influenciam a baixa
resposta imunoterapéutica (Miller et al., 2023). A QT e a RT tem o potencial de induzir um
fenotipo hipermutante no GBM, gerando assim um espectro expandido de neoantigenos, o
que justifica o enriquecimento de TILs em tumores refratarios (Touat et al., 2020). Em
pacientes com GBM recorrente, apenas alguns pacientes demonstram um bom resultado
clinico com o uso de ICI (Filley, Henriquez, Dey; 2017).

Um estudo anterior de Hutarew e outros (2022) investigou a regulagdo genética no
GBM por meio de analises moleculares de 20 amostras de tumores fixadas em formalina e
embebidas em parafina (FFPE), e descobriu que as amostras que apresentaram hipometilagdo
e consequente maior ativacdo genética, estavam diretamente associados a altas taxas de
expressao de PD-L1, o que indica a importancia de uma maior elucidacdo dos mecanismos

moleculares e epigenéticos subjacentes a via PD-1/PD-L1 nesses tumores.

3.4 O CENARIO DA IMUNOTERAPIA COM ICI PARA O GBM

Como mencionado anteriormente, devido a natureza “fria” e baixa infiltragdo
linfocitaria, os ensaios clinicos com pacientes com GBM, sejam eles recém-diagnosticados
ou refratarios, ndo alcancam bons resultados como visto em outros tipos de cancer, como
melanoma e cancer de pulmao ndo pequenas células (NSCLC) (Ng et al., 2024; Jain, Vashist,
Panjiyar; 2023). Apesar dos cenarios adversos, diferentes metodologias estdo sendo
investigadas para melhorar a eficacia dos ICI na terapia anti-GBM, para entender os fatores
intrinsecos que promovem a falha terapéutica (Salvato, Marchini; 2024).

O Nivolumabe ¢ um agente anti-PD-1 e tem sido o medicamento mais testado para o

tratamento do GBM. O Checkmate-143 foi um estudo pioneiro que avaliou a eficicia do
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Nivolumabe, e ndo se observou melhora significativa na sobrevida global (SG) em pacientes
tratados com o ICI em monoterapia quando comparados com aqueles tratados com um
medicamento anti-Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Reardon et al., 2017).

Em regimes combinados, o Nivolumabe foi testado em outros dois estudos de fase III:
o CheckMate 498 e o CheckMate 548. No primeiro, pacientes recém-diagnosticados com
MGMT nao metilado com o uso de Nivolumabe associado a RT ndo demonstraram nenhuma
melhora em comparagdo ao grupo que realizou o protocolo Stupp (TMZ e RT). No segundo
estudo, por sua vez, foram selecionados pacientes com metilagdo de MGMT, combinando
Nivolumabe com TMZ e RT, e ndo encontraram melhora significativa em comparagdo ao
grupo controle (Omuro et al., 2023; Lim et al., 2022).

O Nivolumabe no contexto neoadjuvante ndo demonstrou nenhum beneficio clinico
imediato, no entanto, no acompanhamento de longo prazo, os pacientes apresentaram taxas
de sobrevida livre de progressao (PFI, do inglés Progression-Free interval) superiores a 30
meses. As melhores taxas de SLP foram associadas a presenca de metilagdo do MGMT
(Schalper et al., 2019).

Uma proposta de metodologia alternativa foi realizada no estudo Glitipni, que
investigou os efeitos da administragdo de Nivolumabe por meio de inje¢des intracranianas
intraoperatorias (TII). A aplicacdo de TII demonstrou maior seguranga e tolerabilidade com
menor incidéncia de efeitos adversos quando comparada a administragdo intravenosa, no
entanto, ndo houve melhora na PFI. Este modelo requer mais evidéncias para reforgar seus
resultados (Duerinck et al., 2021).

O ensaio KEYNOTE-028 utilizou Pembrolizumabe sozinho em pacientes com GBM
recorrente. As taxas de resposta total da populagdo do estudo foram discretas (8%), mas
apresentaram resultados otimistas com melhora da SG em mais da metade dos pacientes,
demonstrando um potencial antitumoral sustentado em longo prazo (Reardon et al., 2021).

Apesar de serem abordagens menos utilizadas, o bloqueio de PD-L1 também esta
sendo investigado, especialmente em propostas de terapias combinadas. Em um grupo de
pacientes com GBM recorrente, um ensaio clinico testou Avelumab em combinagdo com
Axitinib, um inibidor seletivo da tirosina quinase para receptores do VEGF. Ele foi
interrompido porque ndo atingiu uma taxa de sobrevida livre de progressao (PFS, do inglés
Progression-free survival) satisfatoria nos primeiros 6 meses da investigacdo (Neyns et al.,
2019).

Outro ensaio clinico de fase I, em pacientes com GBM recorrente, comparou

Avelumab sozinho com outro grupo tratado com Avelumab apos sessdes de terapia térmica
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intersticial a laser guiada por ressonancia magnética (LITT). Infelizmente, a combinacao
aumentou a toxicidade do tecido sem melhorar significativamente a PFS (Chiu et al., 2023).
Durvalumab combinado com RT demonstrou um ligeiro aumento na sobrevida em
individuos com GBM recém-diagnosticado com MGMT nao metilado (Reardon ef al., 2019).
Da mesma forma, a associacdo com a técnica de RT estereotaxica hipofracionada (hFSRT),
em pacientes com GBM recorrente, mostrou boa tolerabilidade nos resultados iniciais

(Pouessel et al., 2023).

3.50 CD73 E A CASCATA PURINERGICA

A sinaliza¢ao purinérgica ¢ um sistema de comunicagdo extracelular mediada por
purinas, enzimas transmembranares e receptores. Em resumo, ¢ impulsionada pela atividade
das ectoenzimas ectonucleosideo difosfohidrolases trifosfato (CD39), que atua para converter
adenosina trifosfato (ATP) em adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP); e
da ecto-5'-nucleotidase (CD73), que converte AMP extracelular em adenosina (ADO),

conforme visualizado na Figura 02 (Zimmerman, 2021).

Figura 02 - Representacdo esquematica da Sinalizagdo Purinérgica

Extracellular - - Adenozine
---------- . [B==
] 1
] 1
| | ATP \ AMP Adenoszine
| ATP release i hydrolysis ADP‘L hydrolysis | ! | P1 zignalling hydrolysis
T I [5) ! - o
ATP i i oo_’o\o 000 %0_"'° © Adenosine i o—>o,
L Ooo : [+] AMP e - Inosine
: | i
Cell [+ :
membrane, &0 AC A o o
m!ﬁgﬁﬂl; ..... booanoag i booo .= i onooad foooooon 'ﬂva
Intracellular FPR 4 CTNs, P1 Adenosine
E Pmnrexm 1 P ' ENTs H deaminase
' ' : 4 -
E 0 0 «—sh i\ S E
H A?'P ' E Adenosine b E
i : i | recycling i
i i : :
Qualitative | = teooaooo-- » | Quantitative | <----------cccccccoaa-
inf. 3 T inf 3
Functional

Fonte: Junger (2011)

No contexto oncoldgico, as moléculas de ATP e ADO sdo secretadas ativamente pelas

células no espaco extracelular, modulando a composi¢do bioquimica do MAT como uma
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alternativa para promover seu crescimento e progressao (Di Virgilio et al., 2018). Exercem
suas atividades ao ligarem-se aos seus respectivos receptores: a familia P1 (A1, A2A, A2B,
A3) e familia P2 (P2X e P2Y) (Cardoso et al., 2021).

Com destaque para o GBM, a CD73 ¢ uma enzima transmembrana que participa da
cascata de hidrélise do ATP em ADO. Esse nucleosideo, no meio extracelular, desempenha
um papel de inativagdo dos linfécitos e demais células imunes por meio de sua ligacdo com
os receptores da familia P1, principalmente o A2A. Nesse sentido, 0 aumento da expressao
desses receptores pode representar uma pior evolugdo do quadro clinico devido a
imunossupressao induzida pela ADO (Debom, Rubenich, Braganhol ef al., 2022).

O receptor A2A estd presente nas principais células de citotoxicidade que estdo
dispersas no MAT e sua ligagdo com a ADO extracelular ¢ uma parte importante do eixo
adenosinérgico causando uma inibi¢do do TCR e uma inativagdo imunolédgica, conforme
mostrado na Figura 03 (Kang ef al., 2023). Estudos anteriores mostraram que os receptores

Al, A2A e A3 estdo superexpressos em gliomas (Huang et al., 2016; Maziotta et al., 2022).

Figura 03 - Representag¢do do eixo adenosinérgico no contexto tumoral
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Legenda: O CD73 hidrolisa o AMP em ADO. A alta afinidade do ADO pelo A2AR permite que sua ligagdo
ocorra mesmo em baixas concentragdes do ligante. O A2AR ¢ um receptor acoplado a proteina Gs que ativa a
adenilato ciclase (AC). Uma cascata de fosforilagdo ¢ iniciada e o AMP ciclico (cAMP) exerce sua atividade

inibindo o desencadeamento da resposta imune potencial do TCR.

Fonte: Elaborado pelos autores (2025)
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A expressdo génica do A2A, quando elevada, tem associagdo com a agressividade do
glioma, sobretudo em homens, e apresenta pior evolugdo clinica. De fato, tem-se encontrado
uma relagdo intrinseca entre a superexpressao do A2A e o aumento da expressao de genes de
exaustdo de linfocitos, adesdo focal, interagdes da matriz extracelular e promocao da
angiogénese (Rafi et al., 2023).

Uma coorte realizada por Ott e outros observou a regulacdo positiva do A2A e a
presenga de CD73 em populagdes TIL em todos os individuos com Gliomas,
independentemente da apresentacdo clinica, inferindo que a via ADO € o mecanismo
imunossupressor mais frequente em pacientes com diferentes subtipos de Gliomas,
principalmente GBM (Ott et al., 2020).

A ADO tem o potencial de promover a expansdo e o recrutamento de células
supressoras monociticas derivadas de mieloides (MDSCs), que contribuem para a inativacao
de populagdes de células T e um ambiente imunossupressor (Liu et al., 2022; Pang et al.,
2022). A concentragdo de MDSCs mostrou-se elevada em amostras de sangue periférico de
pacientes com resposta leve a ICI (Chung et al., 2020).

O crescimento e a diferenciacdo de células-tronco semelhantes a gliomas (GSC), bem
como a expressdo de genes de transi¢do mesenquimal-epitelial (EMT, do inglés
Epithelial-Mesenchymal Transition), estdo diretamente associados a expressiao de CD73,
demonstrando seu potencial para modular a composicao estrutural do MAT (Tsiampali et al.,
2020).

A CD73 e a ADO demonstraram o potencial de regular a migragao, agressividade e
invasividade in vitro e em camundongos, levando a deformag¢ao do parénquima cerebral e a
acdo de metaloproteinases (MMP) que degradam a matriz extracelular e permitem a
disseminagdo das células tumorais (Azambuja et al., 2019; Yan et al., 2019).

A morte celular causada pela QT e RT pode causar um aumento no ATP extracelular e
ADO, com maior atividade de ectoenzimas (Wang et al., 2018). Alguns estudos indicaram
que a RT impulsiona um MAT imunologicamente reativo e combinado com o bloqueio de
CD73 pode aumentar a resposta inflamatdéria antitumoral e ajudar a combater canceres,
especialmente aqueles refratarios ao tratamento (De Leve, Wirsdorfer, Jendrossek; 2019).

Além da imunossupressdo, o CD73 desempenha um papel nos processos de
neoangiogénese, metastase e resisténcia a medicamentos (Arab, Hasannejad; 2021).
Metodologias de tratamento que visam componentes do eixo adenosinérgico demonstraram
resultados clinicos e pré-clinicos promissores na restauracdo da resposta antitumoral,

superando a quimiorresisténcia e aumentando as taxas de sobrevivéncia (Jin et al., 2021).
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Um ensaio com cultura de células de glioma C6 objetivou avaliar a atividade
antitumoral do Resveratrol, um composto polifendlico, por meio da moducdo da via
adenosinérgica. De fato, o polifenol induziu uma redugdo significativa da atividade de CD73,
entretanto, os mecanismos moleculares que levam a esta modulagdo ainda nao foram bem
elucidados (Sanchez-Melgar et al., 2021).

Em relacdo as terapias que visam bloquear o eixo adenosinérgico, hd uma caréncia de
estudos clinicos que comprovem a seguranca e eficacia desses anticorpos em GBM e tumores
do SNC em geral. O bloqueio concomitante da producao e acimulo de ADO (CD73) e sua
sinalizagao (A2AR, A2BR, A3R) estao sendo investigados clinicamente, principalmente em
tumores so6lidos, metastaticos ou irressecaveis (Willingham et al., 2020).

Em camundongos, foi demonstrado que uma menor atividade induzida de CD73 pode
impulsionar a resposta anti-PD-1 além de regular o crescimento tumoral, sugerindo o uso
dessa abordagem em estudos clinicos robustos que reforcem a eficicia dessa associagdo
(Azambuja et al., 2019; Goswani et al., 2020). Também pode intensificar a resposta a QT e

RT, superando a resisténcia terapéutica atual (Franco et al., 2021).

3.6 A IMUNOSSUPRESSAO E A RESISTENCIA TERAPEUTICA

A TMZ e a RT tém efeitos imunomoduladores no MAT, favorecendo a
imunossupressao no GBM. A morte celular local causa uma explosdo de ATP extracelular
que inicia a cascata purinérgica e, subsequentemente, a via adenosinérgica na mesma
intensidade (Scheffel et al., 2021). ADO extracelular pode desempenhar diferentes fungdes
no MAT que determinam a resisténcia terapéutica, representada por suas conexdes com oS
receptores A2B e A3 (Schékel et al., 2022).

No GBM, a maior expressao de A2B e A3 ¢ promovida pelo fator indutor de hipoxia
1 (HIF-1) (Torres et al., 2019). A ativacdo desses receptores pela ADO pode induzir a via de
sinalizacdo da proteina quinase ativadora de mitdégeno/quinase reguladora de sinal
extracelular (MEK/ERK), que desencadeia a transcricido de genes EMT, refletindo a
reconstituicdo da matriz extracelular, levando a sobrevivéncia do tumor e a resisténcia
terapéutica (Jia et al., 2023).

A hipdxia ¢ um fator importante na resisténcia terapéutica. H4 um estimulo para a
ativacdo de células iniciadas por glioma (GIC) e HIF-1, que aumentam a expressao de

MGMT, diminuindo o efeito potencial da TMZ em células GBM residuais (Shaw et al.,
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2024). O bloqueio combinado do HIF-1 pode representar um novo panorama a ser
considerado ao abordar o GBM (Alsafwai et al., 2021).

Recentemente, houve uma melhor compreensdo do papel da hipéxia como a chave
entre as vias adenosinérgica e dos ligantes de morte celular programada, desempenhando
papéis importantes na resposta bioldgica do tumor frente as alternativas terapéuticas
(Domeénech et al., 2022). De fato, a hipdxia desempenha um papel importante na resisténcia
terapéutica, indu¢do da imunossupressdo, angiogénese, ganho metabdlico, entre outras
funcgdes que favorecem o desenvolvimento tumoral (Bou-Gharios, Noél, Burckel; 2024).

Os mecanismos de resisténcia ao tratamento-padrao (QT e RT apos resseccao do
tumor) focam no reparo efetivo do DNA promovido pelas células de GBM, especialmente
através da ac¢do da enzima MGMT, que repara o dano alquilante causado pela TMZ
(Yalamarty et al., 2023). Um ensaio clinico de fase III encontrou que pacientes com GBM
com metilagdo na regido promotora da MGMT tiveram melhores taxas de sobrevivéncia
quando comparados a tumores ndo metilados, o que pode indicar um perfil de elegibilidade
de pacientes que podem se beneficiar melhor da imunoterapia (Reardon et al., 2020).

Tumores deficientes em genes de reparo de incompatibilidade (MMR) com
instabilidade de microssatélites (MSI) demonstraram regulacdo imunoldgica positiva com
maior infiltracdo de TIL, o que pode estar associado a maior presen¢a de neoantigenos
relacionados ao tumor (Leelatian, Hong, Bindra; 2021). Individuos com deficiéncia primaria
de MMR demonstraram melhor resposta a imunoterapia quando comparados a individuos
com deficiéncia de MMR apos exposicdo a agentes alquilantes, como TMZ; justificando a
razao de porque os tumores refratdrios ao protocolo Stupp, geralmente, apresentam menor

resposta ao ICI (Ulgen et al., 2020).
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo quantitativo transversal comparativo ndo-intervencional e esta
aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), na Plataforma Brasil sob niimero
CAAE - 65163722.0.0000.5564. Todos os pacientes foram consentidos e informados por
escrito através de um Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE), sendo o estudo
conduzido de acordo com as diretrizes da Resolugao n°466/12 do Conselho Nacional de
Saude e protocolos vigentes das institui¢des envolvidas.

A populagdo de estudo foi composta de individuos diagnosticados com GBG ou
GBM, procedentes da microrregido oeste de Santa Catarina, que possuiam elegibilidade
cirirgica para a ressec¢ao do tumor. O processamento do calculo amostral foi realizado com o
auxilio do Software de Calculo Amostral Comentto. Foi determinado segundo parametros
definidos pelos pesquisadores que sdo: a) Média de cirurgias realizadas em Chapeco6-SC, nos
ultimos 3 anos (42); b) Nivel de confianga (95%); ¢) Erro amostral (5%); d) Distribui¢do
mais homogénea da populacao (80/20). Portanto, a amostra foi composta por 36 participantes
que foram divididos em 2 grupos: GBG (n=17) e GBM (n=19).

Foram incluidos no estudo pacientes adultos, maiores de 18 anos, de ambos os sexos,
diagnosticados por um médico especialista com GBG ou GBM, que foram submetidos a
procedimentos cirurgicos para retirada do tumor, e que nao tenham realizado algum tipo de
terapia neoadjuvante (quimioterapia ou radioterapia). Foram excluidos pacientes com
diagnodstico de cancer metastatico e/ou portadores de distirbios neurodegenerativos (doenca
de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica e esclerose multipla).

Foram coletadas informagdes obtidas a partir dos prontuarios médicos como idade,
sexo ¢ a Escala de Performance de Karnofsky (KPS, do inglés Karnofsky Performance
Status) cuja fun¢do ¢ determinar a funcionalidade pré-operatoria dos pacientes, de acordo

com os critérios definidos pelo pesquisador responsavel.

4.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DO TECIDO TUMORAL

A abordagem dos participantes ocorreu nas consultas de acompanhamento
pré-operatorio, onde os individuos foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo e

convidados a participar do mesmo, consentindo através de assinatura do TCLE. A coleta de
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tecido tumoral foi realizada em um Unico momento, durante a ressec¢do cirrgica por um
médico neurocirurgido responsavel.

Ap6s a coleta, uma parte das amostras foram armazenadas em microtubos com 1 ml
de solucao de estabilizadora de RNA (RNA later®) e armazenadas em congelador a -80°C

para posterior analise molecular, conforme protocolos previamente padronizados.

4.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR RT-gPCR

Para a extracdo do RNA, foi utilizado protocolo com o reagente Trizol para
1solamento de RNA em tecidos. Nisso, foi adicionado 1 ml de Trizol no microtubo contendo
o tecido, seguindo o protocolo de extracao de acordo com as especificagdes do fabricante
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Para melhor aproveitamento da amostra,
realizou-se um novo procedimento de lavagem com isopropanol e etanol 75%. Apos, foram
ressuspendidas em 20 pl de dgua livre de RNAse. As concentragdes totais de RNA foram
medidas pelo espectrofotdmetro Nanodrop® (Thermo Scientific, Wilmington, DE). Os
valores médios foram usados para calcular a entrada total de RNA para a sintese de cDNA. A
pureza do RNA foi estimada pela razao de absorbancia A260 /A280.

O RNA extraido (até 10 pg de RNA em 50 pL de reagdo) foi tratado com a enzima
DNase I (Ambion, Thermo Fisher Scientific) para remogao de possiveis fragmentos de DNA
gendmico contaminante, conforme orientagdes do fabricante. Para a retrotranscricao do RNA
em uma molécula de DNA complementar (¢cDNA), foi utilizado o kit High Capacity Reverse
Transcription (Applied Biosystems - Thermo Fisher Scientific). Em seguida, as reacdes foram
submetidas aos seguintes ciclos de temperatura: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos
e 85°C por 5 minutos.

As reagdes de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas no
equipamento termociclador QuantStudio™ 7 Pro (Applied Biosystems, Thermo Fisher Sci),
com o protocolo “SYBR Green”. Em cada poco da placa de PCR, foi adicionado uma mistura
de reagentes (1 puL de agua ultrapura; 0,5 pL/cada dos primers Forward e Reverse - vide
Quadro 01 - e 5 pL. do SYBR Green) somados a 3 pL de cDNA (30 ng). O controle negativo
continha 3 pL de 4gua ultrapura em vez de cDNA e o controle positivo, por sua vez,
representava a amostra ja expressando os respectivos genes e foi usado para validar o fluxo
de trabalho geral da manipulagdo. As reagdes foram realizadas em triplicatas. A placa de PCR
foi colocada no termociclador apds 40 ciclos: 02 minutos a 50 °C, 02 minutos a 95 °C, 15

segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C, seguido de avaliacdao da temperatura de melting
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Quadro 01 - Sequéncia dos primers forward e reverse para os genes alvos e de referéncia

Gene Direciio Sequéncia
Forward TGCCGACTACAAGCGAATTACTG
PDL1 (CD274)
Reverse CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG
Forward GCCTGGGAGCTTACGATTTTG
CD73 (NTSE)
Reverse TAGTGCCCTGGTACTGGTCG
Forward TCCCTGGAGAAGAGCTACG
ACTB
Reverse GTAGTTTCGTGGATGCCACA

A andlise da expressdao génica por Quantificagdo Relativa foi realizada pelo Método

do AACt. Nesta metodologia, a concentragdo relativa ¢ dada pelas formulas:

ACt = Ct gene alvo - Ct gene de referéncia

AACt = ACt - ACt amostra calibradora

A expressdo dos genes alvo na amostra em relacdo a amostra calibradora ¢ obtida pela

formula:

AN
2 Ct

Curvas-padrao para cada um dos genes (CD274 e NTSE) e do gene de referéncia
(actina B; ACTB) foram elaboradas para a andlise das eficiéncias de reacdo (E), necessarias

ao Método do AACt.

4.5 ANALISE DA EXPRESSAO DO PD-L1 (CD274) E CD73 (NTS5E) NA BASE DE
BANCO DE BIOPSIAS DO TCGA

Os dados de expressdao de mRNA do PD-L1 (CD274) e CD73 (NT5E) em pacientes
com GBM foram obtidos dos conjuntos de dados publicos do portal The Cancer Genome
Atlas (TCGA), disponivel no endereco https://tcga-data.nci.nih.gov/via (acessado em
Dezembro de 2024) via navegador Xena Functional Genomics Explorer desenvolvido pela

University of California, Santa Cruz (https://xena.ucsc.edu, acesso em Dezembro de 2024).
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Foram selecionadas as amostras do estudo “TCGA Glioblastoma (GBM)” (n=631) ¢
filtrados para tumores primarios (n=602) e excluidas as que ndo tinham informagdes
associadas ao CD274 e NTSE resultando num total de 154 amostras. Os grupos foram
estratificados de acordo com os niveis de expressao de CD274/NTSE em “-low” e “-high”,

usando valores de expressao medianos como ponto de corte.

4.6 ANALISE E INTERPRETACAO ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados foram tabulados e analisados primariamente utilizando o aplicativo
LibreOffice Calc, e apds, as andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad
Prism 8 (Prism 10.3.1, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os outliers foram
identificados aplicando o teste de Grubbs e foram removidos posteriormente. A distribuicao
de normalidade dos grupos foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk, sendo todos classificados
como nao-parameétricos.

As diferencas de expressdo génica entre os grupos foram avaliadas pelo Teste de
Mann-Whitney e aplicou-se o teste de Correlagdo de Spearman para avaliar a associacio
entre os marcadores analisados em cada um dos grupos (GBG ¢ GBM) e a magnitude da
forca de correlagdo foi classificado segundo indicado por Schober et a/ (2018).

Os resultados foram apresentados como mediana e intervalo de confianca (IC 95%).
As curvas de Kaplan-Meier foram empregadas para estimar o PFI e a SG ¢ o teste de log rank
(Mantel-Cox) foi utilizado para analisar as diferencas entre as curvas de sobrevida. Para todo
o estudo, foram consideradas estatisticamente significantes as diferencas em que a

probabilidade de rejeicdo da hipotese de nulidade foi menor que 5% (p<0,05).
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S RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra do estudo foi composta de 36 pacientes, sendo destes 17 pertencentes ao
grupo de GBG e 19 ao grupo de GBM. A Tabela 1 apresenta os dados das caracteristicas

demograficas, bem como o status funcional dos individuos por meio da KPS.

Tabela 01 - Caracteristicas gerais da amostra de pacientes dos grupos de GBG e GBM

Grupos
Total (n=36) p
GBG (n=17) GBM (n=19)

Sexo 0,709

Masculino 10 10 20 (55,6%)

Feminino 7 9 16 (44,4%)
Idade, em anos (xDP) 40,9 (+11,3) 63,9 (+8,8) 52,9 (£15,8) <0,0001
KPS 0,0002

<70 2 (11,8%) 14 (73,7%) 16 (44,4%)

270 15 (88,2%) 5(26,3%) 20 (55,6%)

Legenda: As comparagdes entre os grupos foram realizadas por meio do teste Qui-quadrado para variaveis sexo
e KPS (0,139 e 13,93, respectivamente) e pelo teste ¢ de Student para as médias de idade. Considerou-se
significancia estatistica para valores de p<0,05.

Em nossa amostra, foi observado uma predominancia masculino
(55,6%) em comparag¢dao com o sexo feminino (44,4%), com equilibrio
na distribuicdo dos sexos entre cada um dos grupos. Quanto a idade
dos individuos, a amostra total apresentou uma média de 52,9+15,8
anos, o grupo GBM foi composto de individuos com a idade mais
avancada (63,9%+8,8 anos) quando contrastado com o grupo GBG (40,9
+11,3 anos). A avaliacado da KPS revelou comprometimento funcional
mais acentuado (KPS <70) para o grupo GBM (73,7%) com sete vezes

mais individuos quando comparado com o grupo GBG (11,8%).
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5.3 EXPRESSAO GENICA DE PD-L1 (CD274) E CD73 (NT5E) EM GBG E GBM

As andlises de expressdo génica avaliaram a expressao relativa dos genes de interesse
(CD274 e NTSE), buscando as diferengas entre os grupos de GBG e GBM. As respectivas

analises estdo representadas na Figura 04.

Figura 04 - Analise comparativa da expressao génica em amostras de GBG e GBM
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Legenda: Expressdao relativa de mRNA dos genes CD274 (A) e NTSE (B) nos grupos GBG e GBM. A
comparacdo das medianas de expressdo de CD274 [GBG: 0,539 (IC95% 0,431-5,695) vs GBM: 1,856 (IC95%
0,298-7,360)] nao encontrou diferenca estatistica entre os grupos (p=0,922). A comparacdo das medianas de
expressao de NTS5E (GBG: 0,956; 1C95% 0,170-2,145 vs GBM: 0,252; 1C95% 0,066-0,641) ndo encontrou
diferenca estatistica entre os grupos (p=0,070). Realizado Teste de Mann-Whitney.

Na Figura 04A, estdo apresentados os resultados, indicados pelos valores medianos,
da expressdo génica relativa de CD274 para cada grupo, onde observa-se no grupo de GBG
(n=17) um valor de 0,539 (IC95% 0,431-5,695) e no grupo GBM (n=19) um valor de 1,856
(IC95% 0,298-7,360). A analise comparativa entre os grupos indicou ndo haver diferenca
estatisticamente significativaa entre eles (p=0,922).

Ademais, a Figura 04B apresenta os dados de expressao génica relativa de NT5E para
os grupos GBG e GBM, sendo encontrado um valor de 0,956 (I1C95% 0,170-2,145) vs 0,252
(IC95% 0,066-0,641), respectivamente. A diferenca entre os grupos nao atingiu significincia

estatistica (p=0,070).
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5.4 ANALISE DA CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO GENICA DE PD-L1 (CD274)
E CD73 (NT5E)

A correlagdo entre a expressao de CD274 e NTSE foi avaliada separadamente para
cada grupo utilizando o teste de Spearman. No grupo de GBG, a anélise de correlagdo entre
PD-L1 e CD73 resultou em um coeficiente de Spearman (r) de 0,340 (IC95%: -0,275-0,758),
indicando uma correlagdo positiva fraca e ndo estatisticamente significativa (p=0,255). Em
contraste, no grupo de GBM, foi observada uma correlagao positiva forte (r=0,714; 1C95%:

0,303-0,901) e estatisticamente significativa entre a expressao de PD-L1 e CD73 (p=0,003).

Figura 05 - Correlacdo entre a expressdo de CD73 e PD-L1 em amostras de GBG e GBM
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Legenda: Graficos de dispersdo representando a correlagdo entre a expressdo relativa de PD-L1 e CD73 em
amostras de GBG (A) e GBM (B). O coeficiente de correlacdo de Spearman para os grupos GBG e GBM foi de
r=0,340 e r=0,714, respectivamente. Para o grupo de GBG, ndo encontrou-se significancia estatistica (p=0,255)
e para o grupo GBM, por sua vez, encontrou-se correlagdo estatisticamente significativa (p=0,003). Realizado
Teste de Correlagdo de Spearman.

5.5 EXPRESSAO DO PD-L1 (CD274) E CD73 (NTSE) NA BASE DE BANCO DE
BIOPSIAS DO TCGA

Consideramos avaliar dados transcriptomicos com a expressao dos genes CD274 e
NT5E em biopsias de GBM disponiveis em bancos de dados internacionais. Assim,
realizamos uma andlise com as informagdes depositadas no TCGA com o objetivo de avaliar
o potencial papel preditor de prognostico desses marcadores no GBM, estratificando-os com

os niveis de expressao dos respectivos genes, conforme retratado na Figura 06.
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Encontramos que a maior expressao do CD274 esta associada a um menor PFI
(p=0,002). A analise da SG no CD274 nao apresentou diferenga estatisticamente significativa

(p=0,214) bem como os parametros de SG (p=0,370) e PFS (p=0,065) para o NTSE.

Figura 06 - Expressao de CD274/NTS5E e prognostico de pacientes com GBM
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Legenda: A expressdo de mRNA de CD274 (A, B) e do NT5E (C, D) foram correlacionadas com os desfechos
clinicos de SG ¢ SLP. As curvas de Kaplan—Meier foram criadas usando o banco de dados UCSC Xena, foram
utilizadas as medianas (log’[norm_count+1]) de expressio do CD274 (4,916) e NT5E (10,070) como pontos de
corte. A diferenca entre os grupos deu-se pelo teste de log rank (Mantel-Cox).
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6 DISCUSSAO

Os Gliomas e seus respectivos subgrupos, representam um conjunto de doengas com
um curso variavel, apresentagdo atipica e ruim progndstico, ndo apresentando melhorias
concretas tanto no diagnostico precoce quanto no manejo terapéutico nos tltimos anos.

Primeiramente, a mediana de idade dos pacientes com GBM (63,948,8 anos) foi
superior a do grupo com GBG (40,9£11,3 anos), o que estd de acordo com estudos que
apontam que os GBM sao mais comuns em individuos com idade mais avancada, com o pico
de incidéncia aos 80 anos, enquanto os GBG costumam afetar adultos jovens, normalmente
cerca de 50 anos ou menos (Ostrom et al., 2022; Schaff, Mellinghoft, 2023). Vale destacar
que a amostra foi composta de individuos com elegibilidade para a ressec¢do cirtirgica e,
neste caso, pode ndo contemplar idades mais avangadas ou pacientes com comorbidades
restritivas que, desta forma, ndo receberam indicacdo ou optaram por nao realizar o
procedimento cirargico.

Outrossim, pode-se verificar a predominancia do sexo masculino (55,6%) em ambos
0s grupos, o que também ¢ corroborado pela literatura, uma vez que estudos epidemioldgicos
mostram que os gliomas, sobretudo os de alto grau como o GBM, tém maior incidéncia em
homens, possivelmente por influéncias hormonais, genéticas e ambientais (Kim et al., 2021;
Schaf, Mellinghoff, 2023; Ostrom et al., 2022).

A avaliacao do KPS revelou que a maioria dos pacientes com
GBM (73,7%) apresentavam comprometimento funcional significativo
(KPS <70), enquanto a maior parcela dos casos de GBG (88,2%)
manteve boa capacidade funcional (KPS 270). Nesse sentido, é importante
destacar que a avaliagdo do KPS se estabelece de forma fundamentada na literatura como
fator prognostico para pacientes com Gliomas, sendo que um KPS baixo corresponde a um
risco de mortalidade em 2,3 vezes maior em compara¢do a um valor de KPS alto (Liang et
al., 2020; Weller et al., 2021).

Assim, a maior frequéncia de déficit funcional, somada a idade avangada, observada
nos pacientes com GBM estd associada com a biologia agressiva desse subtipo tumoral,
enquanto o comportamento do GBG pode ser bem visualizado uma vez que os pacientes
demonstraram majoritariamente uma boa capacidade funcional, o que demonstra o seu carater

menos invasivo (Liang et al., 2020; Weller et al., 2021).
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Ademais, os resultados deste estudo fornecem perspectivas importantes sobre a
expressdo génica de PD-L1 e CD73 em GBG e GBM, bem como a correlagdo entre esses
dois marcadores. Considerando a natureza mais agressiva do GBM, ha uma expectativa maior
de expressdao dos receptores de checkpoint imunoldgicos em tumores de alto grau. Assim
como, a literatura tem demonstrado variabilidade na expressao de PD-L1 em Gliomas, como
foi demonstrado por Mushir e colaboradores (2025), que encontrou expressao de PD-L1 em
75% dos casos de GBM e 66,7% em Gliomas, sugerindo uma heterogeneidade no padrao de
expressdao do PD-L1 em tumores do SNC.

A CD73 desempenha um papel crucial na produgao de ADO imunossupressora no
MAT. A literatura sugere que a expressdo de CD73 pode ser elevada em células de glioma,
independentemente do grau (Bedeschi et al., 2025), assim como ja foi demonstrado que
vesiculas extracelulares positivas para CD73 promovem a progressao do GBM (Wang et al.,
2021), e seu bloqueio em camundongos retardam o crescimento e progressao tumoral
(Azambuja et al., 2020). Embora ndo estatisticamente significativa em nosso estudo, uma
menor expressdo de CD73 em GBM merece investigacdo adicional para entender os
mecanismos compensatorios e as estratégias imunomodulatorias no contexto do GBM.

A analise de correlacdo entre PD-L1 e CD73 revelou correlagdo positiva forte e
estatisticamente significativa em GBM (r=0,714; p=0,003), enquanto em GBG a correlagao
foi fraca e ndo significativa (r=0,340; p=0,255). Esta diferenga sugere que, no contexto do
GBM, a expressao de PD-L1 e CD73 pode estar co-regulada atuando de forma associada. A
co-expressao desses marcadores pode indicar um MAT mais imunossupressor, onde a via da
adenosinérgica - mediada pela CD73 - e a via PD-1/PD-L1 atuam sinergicamente para evadir
a resposta imune antitumoral.

A compreensdo dessa correlagdo ¢ importante para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas combinadas que intervenham em multiplas vias, visando uma melhor resposta ao
tratamento e a redugdo de efeitos colaterais sist€émicos. A pesquisa sobre a interacdo entre
diferentes vias imunossupressoras em Gliomas ¢ uma area ativa, e nossos dados reforcam a
necessidade de explorar a relevancia clinica da co-expressdao de PD-L1 e CD73 no GBM.

Os dados que correlacionam a expressao de mRNA do CD274 e NT5E com a SG nao
revelaram diferenca estatistica. Na literatura, tem-se encontrado que uma maior expressao de
PD-L1 esta associada a uma menor sobrevivéncia, representando cerca de 150 dias a menos
na estimativa (Sobhani et al., 2023; Zhu et al., 2020). Assim como, amostras in silico de
GBM que apresentaram aumento da expressao de NT5E tiveram SG significativamente mais

curta quando comparado com o controle (Braganhol et al., 2024).
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J& os dados de progressdo, por sua vez, indicaram que a superexpressao génica do
CD274 (PD-L1) esta associada a um menor SLP em pacientes com GBM. Em uma
meta-analise anterior, observou-se que pacientes com perfil de baixa expressdao de PD-L1 e
aumento da populacao de células TCD8+, nao expostos a terapias, demonstraram melhores
SLP quando comparados com pacientes com PD-L1 elevado (Shadbad et al., 2021).

Entretanto, a andlise dos grupos de expressdo aumentada e diminuida do NT5E para a
SLP nao apresentou diferenca estatistica entre eles. Um estudo de Wang e Matosevic (2019)
indicou que a expressao elevada de NT5E/CD73 esta associada a piores desfechos de SLP e
pode desempenhar um papel importante na agressividade do tumor e em sua resisténcia ao

tratamento.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados de expressao génica, embora com algumas limitagdes em termos de
significancia estatistica para as diferencas entre os grupos, destacam a complexidade da
imunobiologia dos GBG e GBM. A forte correlacdo entre PD-L1 e CD73 no GBM aponta
para um potencial sinergismo entre essas vias imunossupressoras, sugerindo que abordagens
terapéuticas combinadas que visem ambos os marcadores podem ser mais eficazes no
tratamento do GBM, superando a resisténcia terap€utica.

Estudos futuros com um numero maior de amostras e andlises funcionais sdo
necessarios para validar esses achados e explorar suas implicagdes clinicas, especialmente no
desenvolvimento de novas estratégias de imunoterapia para o GBM.

A andlise dos desfechos clinicos (SG e SLP) através do banco de dados do TCGA
auxiliam na compreensao dos fenomenos associados ao GBM. Nesse sentido, podem ser
realizadas meta-andlises que busquem aprofundar e diversificar o perfil dos pacientes, de
forma a representar de maneira mais fidedigna a realidade.

No geral, nossos dados e as evidéncias experimentais atuais fornecem uma forte
justificativa para ensaios clinicos que investiguem a eficacia do bloqueio combinado do
PD-L1 e CD73 no GBM. Em tempo, experimentos adicionais sobre a expressao de receptores
e analises no tecido tumoral sdo necessarios para corroborar com os resultados encontrados
no presente estudo, a fim de que a modulacao do eixo adenosinérgico possa integrar a base de

novos farmacos e protocolos terapéuticos eficientes no controle da progressao do GBM.
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ANEXO 1

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS
Rodovia SC 484 - Km 02, Fronteira Sul, 89815-899 (49) 2049-6428
sec.ppecb@uffs.edu.br

- |

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
“NEOPLASIAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL:
ANALISE DO SISTEMA PURINERGICO E ESTRESSE OXIDATIVO”

Prezado participante,

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Neoplasias do
Sistema Nervoso Central: analise do sistema purinérgico e estresse oxidativo”. Desenvolvida
pela Prof* Dr* Débora Tavares de Resende e Silva, pesquisadora responsavel e docente do
curso de Medicina, Enfermagem e do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Biomédicas
(PPGCB) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Chapec6-SC.

O objetivo central da pesquisa ¢ avaliar a atividade e expressao dos componentes do
sistema purinérgico, que representam uma importante forma de comunicagdo de partes do
organismo com outras e, além disso, buscamos examinar o estresse no metabolismo
resultante dos distirbios que a doenga causa por meio de parametros do perfil oxidante e
antioxidante e marcadores tumorais, presentes no sangue, em pacientes com diagnostico de
Neoplasia no Sistema Nervoso Central.

Portanto, estudos como este servem de base cientifica para mais pesquisas clinicas de
diagndstico e tratamento sobre o sistema purinérgico e o estresse oxidativo nas Neoplasias do
Sistema Nervoso Central, o que acarreta possiveis diminuigdes de custos no sistema publico
de saude, melhorias na qualidade de vida dos pacientes e uma reducao dos efeitos adversos
decorrente dessa doenca.

O convite a sua participag¢do se deve porque identificamos o seu diagnostico de uma
classe de Neoplasia do Sistema Nervoso Central e por submeter-se a um procedimento

cirtirgico de retirada desse tumor. E, também, por possuir mais de 18 anos de idade e sem
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histérico de doenga cronica associada e, por esta razao, adequa-se aos critérios de inclusao
estabelecidos para este estudo.

Vale refor¢ar que a sua participacdo ndo ¢ obrigatoria e vocé tem plena autonomia
para decidir se quer ou ndo participar, bem como desistir da colaboracdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo e sem nenhuma forma de
penalizagdo. Voc€ ndo sera penalizado de nenhuma maneira caso decida ndo consentir sua
participagdo, ou desista da mesma. Contudo, ela ¢ muito importante para a execucdo da
pesquisa.

Vocé nao recebera remuneragdo e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa, sendo
sua participagdo voluntdria. Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das
informagdes por vocé prestadas. Qualquer dado que possa identifica-lo serda omitido na
divulgacdo dos resultados da pesquisa e o material armazenado em local seguro. Os
resultados serdo divulgados em eventos e/ou publicacdes cientificas mantendo sigilo dos
dados pessoais.

A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé podera solicitar do
pesquisador informacdes sobre sua participacao e/ou sobre a pesquisa, o que podera ser feito
através dos meios de contato explicitados neste Termo. Essas amostras bioldgicas e os dados
coletados nos prontudrios ficardo sob a guarda do pesquisador responsavel na Universidade
Federal da Fronteira Sul e serdo utilizados exclusivamente para o desenvolvimento dessa
pesquisa e em conformidade com o projeto de estudo. Desse modo, elas somente poderado ser
utilizadas em pesquisas futuras mediante ao incremento de nova autorizagdo do participante.

Sua participacdo consistird em consentir com o0 acesso ao prontudrio eletronico do
paciente para caracterizacdo da amostra, e com o aproveitamento e armazenamento do
material tumoral removido durante a cirurgia. Sobre a neurocirurgia, ¢ importante salientar
que essa pesquisa ndo impactara no ato de resseccao cirurgica, pois sera aproveitado e
armazenado unicamente o material bioldgico tumoral que foi removido no procedimento
cirurgico. Esse material ¢ composto por tecido retirado, pelo neurocirurgido, da lesdo ou
tumor do tecido nervoso do cérebro ou da medula espinhal e ndo compromete a amostragem
especifica de analise do material para conduta médica e terapéutica pos-cirurgica pelo fim de
coleta para a pesquisa. Além disso, permitir a coleta de sangue por meio de uma puncao
venosa realizada por uma equipe de enfermagem devidamente qualificada e seguindo o rigor
metodoldgico, coletara 30 ml de amostra sanguinea que sera acondicionada em tubos de
coletas de materiais biologicos (tubo com citrato, tubo sem anticoagulante e tubo com

EDTA).
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Todo o material biolodgico coletado, serd devidamente acondicionado e encaminhado
imediatamente para as dependéncias da Universidade, utilizado exclusivamente dentro dos
laboratérios da UFFS para fins de pesquisa.

Estas as amostras coletadas, Instituicao hospitalar parceira de referéncia na cidade de
Chapeco6, serdao condicionadas imediatamente, pelos pesquisadores, em refrigeracdo nas
caixas térmicas de isopor, até o término das coletas do dia. Assim, as baixas temperaturas, do
ambiente interno da caixa, serdo controladas por intermédio de um termometro e placas de
gelo e serdo mantidas adequadamente para preservar as propriedades biologicas da amostra,
as quais serao encaminhadas, de forma que o transporte seja rapido e agil, até os laboratorios
da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS. Nesse local, as amostras serdo separadas
em soro, por meios automatizados, para que entdo ocorram as andlises. Igualmente, no
laboratorio dessa instituicdo de ensino, as amostras biologicas serdo armazenadas em
refrigeradores por tempo necessario para a realizagao do estudo descrito no cronograma de
desenvolvimento do projeto. Apds esse periodo, sera realizado o descarte das amostras
conforme protocolos estabelecidos para tal procedimento. Além disso, o descarte dos tubo de
coleta e dos demais materiais infectantes e perfurocortantes serd realizado pelos
pesquisadores na UFFS de acordo com orientagdes descritas nos protocolos institucionais.

A presente pesquisa tem o proposito de promover a ampliagdo do conhecimento
bioldgico e do desenvolvimento das ciéncias médicas. Dessa forma, os pesquisadores
estimam que, no decorrer da andlise dos resultados laboratoriais caracterizados, existem
possibilidades de obterem dados os quais podem fornecer uma base cientifica para a
estruturagdo de procedimentos médicos inovadores e a ampliacdo e especificacdo de novas
intervengdes médicas no combate as neoplasias. De tal forma, evidencia-se que, esses
conhecimentos podem resultar em novas informagdes ou na confirmag¢do de estudos ja
registrados na literatura, que sdo primordiais para o desenvolvimento tecnologico cientifico e
para a facilitacdo do diagnostico e do tratamento médico das neoplasias do sistema nervoso
central. Tais eventos resultam no aumento da capacidade cientifica promover a prevencao em
saude, o combate ao cancer e o alivio do sofrimento dos pacientes, de modo que isso pode
trazer beneficios posteriores a sociedade. Ademais, pode elencar que os principais beneficios
imediatos aos contribuintes da pesquisa estdo na colaboragao deles com os avangos médicos
que podem proporcionar resultados uteis no combate a doenga e trazer maior qualidade de
vida para as pessoas e comunidade.

Assim, os beneficios relacionados com a sua colaboragdo nesta pesquisa sdo,

contribuir diretamente para o avanco cientifico nas areas da progressdo de tumores e no
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controle, prevengdo e tratamento para as Neoplasias do Sistema Nervoso Central,
colaborando com os avang¢os da medicina ¢ trazendo bem-estar, conforto e comodidade a
diversas pessoas. A participacdo na pesquisa podera causar riscos, principalmente na extracao
do material biologico, quanto a coleta sanguinea pode ocorrer sao dor, extravasamento de
fluidos intravenosos, edema e hematoma no local da pungao, ja na coleta do material tumoral,
por sua vez, os riscos estdo associados ao procedimento cirurgico conforme sinalizado pelo
médico cirurgido anteriormente. Vale destacar que esses potenciais riscos serdo amenizados,
pois serdo realizados por um profissional qualificado e com experiéncia para desempenhar a
atividade.

Igualmente, dentre as medidas reparatorias, caso os riscos fisicos venham a se
concretizar, estdo a aplicagdo de técnicas cabiveis e adequadas para a reparagdo do dano, por
profissional qualificado, e orientagdes, com bases cientificas, aos participantes para mitigar e
reparar a lesdo ocasionada a esses contribuintes na coleta de material bioldgico. Além disso,
essa atencdo profissional e atendimento sera gratuito. Os pesquisadores também informarao a
instituicdo envolvida e o servigo/local de coleta dos dados e material biologico sobre a
intercorréncia e contribuirdo impreterivelmente com medidas necessarias cabiveis a essa
institui¢do hospitalar.

E importante ressaltar que existe a possibilidade de vazamento e quebra de sigilo dos
dados coletados, pelos pesquisadores, nos prontudrios dos participantes da pesquisa. Tais
intercorréncias podem ocorrer na coleta, processamento e armazenamento desses dados
sigilosos. Os pesquisadores tomarao medidas cabiveis para minimizar a possibilidade desses
riscos. Fardo isso com o principio de respeitar os preceitos éticos sigilosos das informagdes
coletadas nos prontudrios e com a prerrogativa de resguardar esse sigilo. Para isso, os
pesquisadores respeitardo o anonimato dos participantes no decorrer da coleta dos dados, de
modo que os participantes nao serdo identificados pelo nome no instrumento de coleta.
Igualmente, o processamento € o armazenamento das informagdes serdo realizados de forma
cautelosa. Para isso, os dados serdo manipulados e arquivados nas dependéncias dos
laboratérios da Universidade Federal da Fronteira Sul de forma mais segura possivel. Essa
protecao serd feita com a imposicao de senhas para acessos a esses dados em computadores e
garantir que somente pesquisadores desse projeto terdo acesso a essas informagdes restritas.

Ademais, os dados coletados de forma fisica, em papel, serdo armazenados em
ambientes protegidos por chaves que permanecerdo sobre os cuidados restritos dos
pesquisadores. Os dados dos prontudrios serdo arquivados pela equipe de pesquisa e

eliminados posteriormente ao tempo de guarda (5 anos). Os dados de arquivos digitais serdo
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padronizados no formato de planilhas e estardo dispostos em um sistema de “nuvem” o qual
possuirda os dados de acesso “e-mail” e “senha” somente os responsaveis pela pesquisa,
também serdo acondicionados em um HD externo sob responsabilidade da pesquisadora
principal, sendo que apés o periodo de 5 anos o grupo de pesquisadores irdo realizar a
exclusao desses arquivos digitais como forma de descarte deste, com relagao aos documentos
fisicos, os mesmos serdo acondicionados em pastas de arquivos especificando a pesquisa e o
tipo de material disposto nesta, os mesmos serdo armazenados em armario com chave na
Universidade Federal da Fronteira Sul sob responsabilidade da pesquisadora principal, os
mesmos apos o periodo de 5 anos serdao fragmentados através de maquina especifica e apos
realizado o descarte em lixo descartavel.

Se o vazamento dos dados ocorrer, os pesquisadores tomardo todas as medidas legais
cabiveis para resguardar o direito ao anonimato dos participantes e garantir a apuragdo legal
de tal intercorréncia, com a finalidade de evitar danos e resguardar os direitos dos envolvidos
e participantes.

Ressalta-se que, caso algum dos riscos mencionados neste termo se concretize, a
institui¢do envolvida sera informada sobre o ocorrido.

No final da pesquisa o grupo de estudo desenvolvera um relatorio cientifico com
todos os principais dados, resultados e conclusdes deste trabalho. Tal descricdo cientifica sera
entregue de forma presencial e eletronica a Instituicdo hospitalar parceira de referéncia na
cidade de Chapeco. Igualmente, sera enviado um e-mail com a devolutiva dos resultados do
estudo aos participantes da pesquisa. Ademais, ¢ importante ressaltar que os resultados serdo
divulgados em eventos e/ou publicagdes cientificas mantendo sigilo dos dados pessoais. Caso
concorde em participar, uma via deste termo ficard em seu poder e a outra sera entregue ao
pesquisador. Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o

Comité de Etica em Pesquisa da UFFS nos enderegos:

Numero do CAAE: 65163722.0.0000.5564

Telefone: (049) 2049-3745 e/ou E-Mail: cep.uffs@uffs.edu.br

Universidade Federal da Fronteira Sul/UFFS - Comité de Etica em Pesquisa da UFFS
Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul, Chapec6-SC — Brasil, CEP 89815-899

Desde ja agradecemos sua participacao!
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Declaro que entendi os objetivos e condi¢cdes de minha participacdo na pesquisa e concordo

em participar.

Eu, (Nome completo do(a)

participante) autorizo a coleta do material bioldgico, o depdsito, o armazenamento, a

utilizacdo e o descarte conforme especificado no presente do documento.

Data:
E-mail para a devolutiva do relatorio final da pesquisa ao
participante:

Assinatura do(a) participante Assinatura do(a) pesquisador

Em caso de davidas:

Telefone: (49) 998969097 e/ou E-Mail: debora.silva@uffs.edu.br.

Universidade Federal da Fronteira Sul/UFFS - Prof* Dr* Débora Tavares de Resende e Silva
(pesquisadora responsavel).

Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul, Chapecd-SC — Brasil, CEP 89815-899.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Neoplasias do sistema nervoso central: analise do sistema purinérgico e estresse
oxidativo

Pesquisador: Débora Tavares de Resende e Silva

Area Tematica:

Versdo: 9

CAAE: 65163722.0.0000.5564

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.746.802

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de apresentagdo de emenda ao protocolo de pesquisa intitulado "Neoplasias do sistema nervoso
central: analise do sistema purinérgico e estresse oxidativo", para o qual a pesquisadora responsavel
encaminhou a seguinte justificativa:

Justificativa da Emenda:

Justificativa para ampliacdo do cronograma: Diante do "Relatério Parcial de Pesquisa para o Comité de
Etica; ¢, descrito na parte 1 desse documento, o qual detalha o desenvolvimento do projeto, ressalto que os
tumores do Sistema Nervoso Central sdo classificados em varios tipos histolégicos, os quais devem ser
agrupados de acordo com a linhagem a que eles pertencem (tipos de tumores) para realizagéo do estudo
proposto no projeto. Igualmente, cada tipo de tumor agrupado exige analise separadas e especificas, ou

seja, as andlises devem ser pertinentes as especificidades de cada linhagem tumoral do grupo. Por

Enderego: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

Bairro: Area Rural CEP: 89.815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (49)2049-3745 E-mail: cep.uffs@uffs.edu.br
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UFFS

UNIVERSIDADE FEDERAL DA
FRONTEIRA SUL - UFFS

Continuacéo do Parecer: 6.746.802

suporte Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

gzt

Contate a ;jcentral de suporte; da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina

eletronica da Plataforma Brasil. O atendimento € online.

Boa pesquisa!

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_230286| 14/03/2024 Aceito
do Projeto 3 E4.pdf 08:03:16
Cronograma CRONOGRAMAAMPLIADO.pdf 14/03/2024 | ADINEI ABADIO Aceito

07:52:50 | SOARES
Projeto Detalhado / |ProjetodePesquisa_ NSNC_marcodoismi| 14/03/2024 | ADINEI ABADIO Aceito
Brochura Ivintequatro.pdf 07:49:16 |SOARES
Investigador
Outros PedidodeEmendaaoProtocolodePesquis| 14/03/2024 | ADINEI ABADIO Aceito
a_reenviado.pdf 07:43:57 |SOARES
Qutros cartaemendamarcodoismilvintequatro.pd| 14/03/2024 | ADINEI ABADIO Aceito
f 07:39:45 |SOARES
TCLE / Termos de |Emenda3_TCLE_relato_de_caso.pdf 03/02/2024 | ADINEI ABADIO Aceito
Assentimento / 15:49:32 | SOARES
Justificativa de
Auséncia
Qutros Emenda3_PEDIDO_DE_EMENDA_AO_| 03/02/2024 | ADINEI ABADIO Aceito
PROTOCOLO_DE_PESQUISA.pdf 15:48:52 | SOARES
Qutros Cartaderespostaaoparecernumero65372| 12/12/2023 | ADINEI ABADIO Aceito
00.pdf 08:43:27 |SOARES
Projeto Detalhado / |PROJETONSNCCEP6537200.docx 12/12/2023 | ADINEI ABADIO Aceito
Brochura 08:37:53 |SOARES
Investigador
Qutros cartadeaceite.pdf 12/12/2023 | ADINEI ABADIO Aceito
08:35:23 | SOARES
Qutros EMENDACEPFLUORESCENCIA. pdf 31/10/2023 | ADINEI ABADIO Aceito
22:30:14 | SOARES
TCLE / Termos de | TCLEacessoprontuario.pdf 03/07/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
Assentimento / 11:12:15 | KOSOSKI
Justificativa de DALAGNOL
|Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEajusteemenda.pdf 03/07/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
Assentimento / 11:10:44 |KOSOSKI
Justificativa de DALAGNOL
Auséncia
Endereco: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar
Bairro: Area Rural CEP: 89815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (40)2049-3745 E-mail: cep.uffs@uffs.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA g Plataforma
FRONTEIRA SUL - UFFS asil
UFFS
Continuacéo do Parecer: 6.746.802
QOutros Cartaderespostaemenda.pdf 03/07/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
11:10:13 | KOSOSKI
DALAGNOL
Qutros Deferimento.pdf 12/06/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
10:46:45 |KOSOSKI
DALAGNOL
Qutros ProntuarioPacientesEmenda.pdf 12/06/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
10:46:36 |KOSOSKI
DALAGNOL
Qutros TCLEUNIMEDemenda.pdf 12/06/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
10:46:23 |KOSOSKI
DALAGNOL
Folha de Rosto Folharostoatuizada.pdf 16/03/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
19:57:06 |KOSOSKI
DALAGNOL
Qutros SEGUNDACARTADEPENDICIAS. pdf 16/03/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
16:32:00 |KOSOSKI
DALAGNOL
Brochura Pesquisa |PROJETOPESQUISACORRIGIDO.pdf 16/03/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
16:31:02 |KOSOSKI
DALAGNOL
TCLE / Termos de  |tclepessoassaudaveiscorrigido.pdf 16/03/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
Assentimento / 16:19:58 |KOSOSKI
Justificativa de DALAGNOL
Auséncia
TCLE / Termos de |tclepacientescorrigido.pdf 16/03/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
Assentimento / 15:40:59 |KOSOSKI
Justificativa de DALAGNOL
Auséncia
Qutros Carta_pendencias.docx 02/01/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
12:38:49 |KOSOSKI
DALAGNOL
Cronograma CRONOGRAMA_CORRIGIDO.docx 02/01/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
12:37:24 |KOSOSKI
DALAGNOL
Outros declaracaodr_marcelo.pdf 02/01/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
12:36:46 |KOSOSKI
DALAGNOL
Qutros INSTRUMENTO_DE_COLETA_DE_DA | 02/01/2023 |ANGELA MAKELI Aceito
DOS.docx 12:31:58 |KOSOSKI
DALAGNOL
Projeto Detalhado / |Projeto_de_Pesquisa_ NSNC_corrigido.d| 02/01/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
Brochura ocx 12:30:54 |KOSOSKI
Investigador DALAGNOL
Qutros TCLE_Pessaos_Saudaveis_Corrigido.dol 02/01/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
cX 12:28:59 |KOSOSKI
DALAGNOL
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Bairro: Area Rural CEP: 89815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (40)2049-3745 E-mail: cep.uffs@uffs.edu.br
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Continuacéo do Parecer: 6.746.802
TCLE / Termos de |TCLE_Pacientes_corrigido.docx 02/01/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
Assentimento / 12:27:05 |KOSOSKI
Justificativa de DALAGNOL
Auséncia
Outros Termo_de_Compromisso.pdf 02/01/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
12:26:39 |KOSOSKI
DALAGNOL
Qutros Termo_de_Confidencialidade.pdf 02/01/2023 | ANGELA MAKELI Aceito
12:25:44 |KOSOSKI
DALAGNOL
Outros declaracao_uffs.pdf 03/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
10:30:55 |KOSOSKI
DALAGNOL
Qutros Declaracaodrmarcelo.pdf 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
16:42:53 |KOSOSKI
DALAGNOL
Qutros declaracaoluanlucena.pdf 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
16:42:00 |KOSOSKI
DALAGNOL
Declaracgdo de aceite.pdf 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
Instituicéo e 16:35:12 |KOSOSKI
Infraestrutura DALAGNOL
Declaragdo de 202209230802.pdf 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
Pesquisadores 16:21:45 |KOSOSKI
DALAGNOL
Orgamento Orcamento.pdf 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
16:20:08 |KOSOSKI
DALAGNOL
Projeto Detalhado / |ProjPesquisa_NSNC2.pdf 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
Brochura 16:19:13 | KOSOSKI
Investigador DALAGNOL
Qutros TCLE_Pacientes.docx 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
15:58:28 |KOSOSKI
DALAGNOL
Cronograma Cronograma.pdf 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
15:56:54 |KOSOSKI
DALAGNOL
TCLE / Termos de | TCLE_Controle.docx 01/11/2022 | ANGELA MAKELI Aceito
Assentimento / 15:28:11 KOSOSKI
Justificativa de DALAGNOL
Auséncia

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Endereco:
Bairro: Area Rural
UF: SC

Telefone: (49)2049-3745

Municipio:

CHAPECO

Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar
CEP: 89815-899

cep.uffs@uffs.edu.br
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Continuacéo do Parecer: 6.746.802
Nao
CHAPECO, 05 de Abril de 2024
Assinado por:
Renata dos Santos Rabello
(Coordenador(a))
Endereco: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar
Bairro: Area Rural CEP: 89815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (40)2049-3745 E-mail: cep.uffs@uffs.edu.br
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