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Introducéo

Resultados

O Glioblastoma Multiforme é o tumor primario do Sistema Nervoso
Central com pior prognoéstico e confere baixa taxa de sobrevida ao
paciente. A recente atualiza¢é@o da classificacdo molecular dos tumores
de SNC inseriu novas alteragBes genéticas e epigenéticas como
relevantes no diagndstico molecular e adjuvantes a histopatologia na
classificacdo tumoral. No entanto, a andlise de metabdlitos e suas
caracterizaces sdo uma abordagem promissora para o diagnéstico
clinico e de valor progndstico, entretanto sdo escassas em GBMs. Tais
andlises possibilitariam encontrar e indicar potenciais moléculas para
utilizacdo como novos alvos para uma intervengdo terapéutica ou
biomarcadores para o diagnéstico precoce. Assim, o objetivo deste
estudo foi caracterizar os metabdlitos diferencialmente encontrados em
GBM quando comparados a individuos saudaveis (CT) e inferir sobre a
relevancia destes marcadores em vias moleculares nesta patologia.

Casuistica e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu (n°. 3.491.414). Foram incluidos neste estudo,
50 doadores de sangue saudaveis (CT) e 24 pacientes acometidos por
GBM. O plasma foi separado e submetido a extracdo de metabolitos,
que foram ionizados e injetados diretamente em espectrometro de
massas (ESI-LTQ-XL- Thermo Scientific) para analise em modo de
ionizagdo positivo. As moléculas selecionadas foram analisadas por
espectrometria de massas in tandem para verificagéo estrutural. Para a
identificagcdo molecular foi consultada literatura cientifica e bases de
dados metabolémicos (METLIN, Human Metabolome Database, e LIPID
maps). Os dados espectrais foram submetidos a analise in silico
utilizando a plataforma MetaboAnalyst 5.0, com andlise de PLS-DA. Os
biomarcadores mais importantes para o grupo GBM foram obtidos
através do VIP score (Variable Importance in Projection) (> 2,5) e
verificados através de Fold Change (FC > 2,0) e T-test (p < 0,05). Com a
intencdo de verificar o potencial diagndstico dos marcadores, foram
construidas curvas ROC para os metabdlitos mais importantes e
frequentes no grupo GBM.

Resultados

O resultado da andlise multivariada PLS-DA dos conjuntos de dados
GBM e CT mostrou uma separagéo evidente entre os grupos, indicando
o conjunto de marcadores de acordo com sua relagdo massa/carga (m/z)
que poderiam diferenciar ambos os grupos quanto aos perfis metabdlicos
plasmaticos. Considerando a VIP score > 2,5, foram selecionados os 5
fons marcadores (m/z) mais abundantes e com maior poder
discriminante do grupo GBM: 143, 931, 111, 294, 819, 936, 982.

Os dados espectrais foram submetidos a andlise de Fold Change e Teste
T com a intengcdo de observar as caracteristicas m/z mais frequentes
para o grupo GBM em comparagéo com o CT. Assim foram observadas:
m/z = 931, 294, 112 (is6topo de m/z = 111), 936 e 982.

No gréfico de Volcano Plot, estdo representados os ions marcadores
(m/z) mais abundantes em GBM, a direita do gréafico (relagdo GBM/CT).
Os valores m/z destacados correspondem aos biomarcadores
selecionados conforme com os limiares de Log 2 FC (abundancia) e p-
valor (significancia estatistica) (Figura 1).

Em seguida, de acordo com as caracteristicas de m/z, as moléculas
foram identificadas em banco de dados metabolémicos disponiveis e
avaliadas pelo seu envolvimento em vias tumorigénicas.

Estas moléculas foram: m/z 294 = Arginil-Prolina, m/z 931 = 3-O-
Sulfogalactosilceramida (42:1), m/z 982 = NAPE, m/z 936 = 3-
Oxodecanoil-CoA, m/z 111 = Piruvato, m/z 143 = 5-Hidroximetiluracil e
m/z 819 = Fosfatidilserina (38:9) (Tabela 1).

A figura 2 ilustra o Heatmap dos marcadores de maior importancia
encontrados no grupo GMB em relacéo ao grupo CT.

A acuracia das andlises foi testada através da curva ROC e, os
metabélitos Piruvato (m/z 111) e 5-Hidroximetiluracil (m/z 143)
apresentaram resultados interessantes. O Piruvato apresentou AUC =
0,974 (Figura 3a), com sensibilidade = 99,2% e especificidade =
94,6%. Quando o Piruvato foi colocado junto com a 5-
hidroximetiluracil, a curva ROC mostrou um melhor desempenho com
AUC = 0,986 (Figura 3b), com sensibilidade = 98,3% e especificidade
=97,2%.

Figura 1. Volcano Plot dos de acordo com ancia e si estatistico
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Tabela 1. C fsticas dos i que 0 grupo GBM do grupo CT.
Welaton de
wi Metabsito FomulaMolocular  aodagdescom  Log#C! AUCROCH pvslos
cancer

2 Argniarolie CMaMO,  Clacercolomensl 27526 ™ 288216105
m 3.0 Sulfogalctoskeramica (42:1) CaNOS 241 ™ s016610
m pinwato 0 2 o 7001530
.2 NAPE CoMiaNOP Ll\!l:\(l 19059 0.690 1.2691€-53
96 J-Onodecanod-CoA CoHasN-0,P,S 0.79%4 2.56046-40

w 3. Hidrommetiiurach 238836134

#Log2 Fold Change = Razao de abundancia entre as amostras do grupo GBM e o grupo CT; Metabélitos com AUC> 0.8
séo i como bons ou i : alta ealta i *AUC = Area Sob a
Curva ROC (Receiver Operating Characteristic Curve).

Figura 2. Heatmap dos de maior
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Figura 3. Apresentagéo da Curva ROC executada com Piruvato e combinada com 5-Hidroximetiluracil.

no grupo GMB em relagéo ao grupo CT.
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Legenda: a. Andlise do desempenho da curva ROC com Piruvato; b.Curva ROC da associagéo de Piruvato com 5-
Hidroximetiluracil

Conclusodes

A andlise metabolomica, por representar a interagdo entre os diferentes niveis “6micos”, fornece um estudo sistematico de um organismo. Esta analise
fornece informacdes que contribuem para a compreenséo da patologia, inferindo sobre atividades bioquimicas provenientes das atividades celulares. Neste
estudo, alguns metabdlitos encontrados sdo inéditos para GBM, especialmente em amostras de plasma. Assim, este estudo se faz importante para a
compreenséo da fisiopatologia do GBM ao estabelecer correlagbes de vias bioquimicas sem precedentes associadas a esta doenga. Além disso, 0S N0Ss0S
dados abrem novas oportunidades para investigar a fisiopatologia do tumor cerebral, bem como novos alvos de interferéncia farmacoldgica. Portanto, o
presente estudo abre novos tépicos para uma investigacéo mais aprofundada, que podera inferir sobre o comportamento dos GBMs e permitird a avaliagdo e

desenvolvimento de estudos posteriores quanto ao emprego destes biomarcadores na medicina translacional.

Agradecimentos:

e Laboratério Innovare de Biomarcadores — UNICAMP;
* Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB/UNESP.
Financiamento: CAPES.

Contato

Aline Faria Galvani. Email. aline.galvani@unesp.br Tel. (14) 99604-2086.



mailto:aline.galvani@unesp.br

