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RESUMO

FAEDO, Raquel Roman. Perfil de esfingolipidios no cancer de cabeca e pescoco.
2021. 67f. Dissertagéo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Os esfingolipidios sdo uma classe de lipidios essenciais em eucariotos ndo apenas
por compor a membrana plasmética, mas por serem moléculas bioativas. Devido ao
grande numero de vias celulares que essas moléculas regulam, o desequilibrio no
metabolismo dos esfingolipidios pode levar a patologias, como o cancer. Em pacientes
com cancer de cabeca e pescoco, a reducdo nos niveis de ceramida foi associada
com a progressado e o pior prognostico, mas os demais esfingolipidios ndo foram
avaliados. No presente estudo, propomos determinar o perfil de diferentes
esfingolipidios em amostras de plasma e tecido (tumor e margem cirdrgica) de
pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢co (CECP) e possiveis
associacdes com parametros clinico-patolégicos. Além disto, avaliamos a relacdo da
proteina SET, que estd aumentada em CECP, com perfil de esfingolipidios em
linhagem de queratindcitos orais com superexpressdo de SET (NOK-SI/SET). Foram
incluidas amostras de plasma (n=56), fragmentos de tumores e margens cirurgicas
pareadas (n=84) de pacientes com CECP para extracdo dos esfingolipidios, assim
como amostras de plasma de individuos controle (n=58). A determinacdo e
quantificacdo dos esfingolipidios foi realizada por espectrometria de massas. O
acumulo da proteina SET em células NOK-SI induziu alteracbes no perfil de
esfingolipidios, sugerindo que tem impacto no metabolismo destes lipidios. Com
relacdo aos pacientes, confirmamos que alguns parametros, tais como estadiamento,
tamanho do tumor, metastase linfonodal, invasédo perineural e invaséo angiolinfatica
impactam na sobrevida do paciente. Nossos resultados revelaram que ha diferenca
entre os perfis de esfingolipidios plasméticos de pacientes com CECP em comparacao
com o grupo controle. Em plasma de pacientes e tecido tumoral identificamos tanto
niveis reduzidos quanto niveis aumentados de esfingolipidios que podem ser
potenciais indicadores de progndstico em CECP. Além disto, verificamos que ha um
gradiente e perfil especifico destas moléculas no microambiente tumoral e outro no
plasma dos pacientes. Por fim, identificamos esfingolipidios com potencial como
candidatos a marcadores de diagndéstico no plasma, sendo que a combinacdo de
alguns deles tem alta sensibilidade e especificidade. Desta forma, concluimos que: i)
a proteina SET pode modificar o metabolismo dos esfingolipidios, e ii) os
esfingolipidios identificados neste estudo tem potencial como candidatos a
marcadores diagndéstico e prognostico em CECP. Outros estudos serdo necessarios
para entender como os esfingolipidios identificados participam no processo de
progresséo do CECP.

Palavra chaves: Céancer oral; Plasma; Tecido neoplasicos; Marcadores tumorais;
Proteina SET



ABSTRACT

FAEDO, Raquel Roman. Profile of sphingolipids in head and neck cancer. 2021.
67f. Dissertagdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Sphingolipids are a class of essential lipids in eukaryotes not only by composing
the plasma membrane but because they are bioactive molecules. Because of the large
number of pathways that these molecules regulate, the imbalance in their metabolism
triggers a series of pathologies, such as cancer. In head and neck cell carcinoma
(HNSCC) patients, the reduction in ceramide level was associated with tumor
progression and worse prognosis, but other sphingolipids were not evaluated. In the
present study, we propose to determine the profile of sphingolipids in samples from
patients with head and neck squamous cell carcinoma and to search association with
clinical and pathological parameters. Moreover, we study the relationship between
sphingolipids and SET overexpression in oral keratinocyte cell lineage (NOK-SI), due
to this protein is accumulated in HNSCC. Samples of plasma (n=56), tumor and
surgical margin tissues (n=84) from HNSCC patients, plasma from control group (n=
58) and NOK-SI/SET cells were used for lipids extraction. The sphingolipids were
analyzed by liquid chromatography-mass spectrometry. As expected, we found that
stage, tumor size, lymph node metastasis, perineural invasion, and angiolymphatic
invasion affect HNSCC patient survival. Therefore, our results showed difference
between sphingolipids plasma profile of HNSCC patients compared to controls. Also,
alterations in some sphingolipid molecules in plasma may be indicators of worse
prognosis in HNSCC. In the tumor tissue, twelve sphingolipids were associated with
clinical and pathological parameters, being that the alterations of specific sphingolipids
were related to more aggressive parameters. Furthermore, we evaluated the potential
of these molecules as candidates for diagnostic markers in plasma, and six of them
showed promise, as well as the combinations of some of them have high sensitivity
and specificity. Finally, the accumulation of SET protein in NOK-SI cells induced
alterations in sphingolipids profile, suggesting a SET role in metabolism of
sphingolipids. In conclusion, we propose the altered sphingolipids as potential
candidates for diagnostic and prognostic markers in HNSCC. Further studies will be
needed to understand how the sphingolipids are related to head and neck cancer
progression.

Keywords: Oral cancer; plasma; neoplastic tissues; tumor markers; SET protein.
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1 Introducéo

1.1. Esfingolipidios

Os esfingolipidios sdo uma familia de lipidios, que atualmente contém mais de 4.858
membros, sendo 1.682 curados, segundo o banco de dados MAPS LIPID (MAPS, 2020).
A primeira molécula descrita foi a esfingosina (Sa) em 1884 por Johann LW Thudichum
e, posteriormente, caracterizada por Herb Carter (PRUETT, 2008). Estruturalmente, a
esfingosina é composta por uma regido hidrofilica e outra regido hidrofébica,
caracterizando uma molécula anfipatica (FUTERMAN, 2016).

A regido polar é formada por uma base de cadeia longa, conhecida como base
esfingoide, que em mamiferos normalmente é a esfingosina (figura 1) (RAO; ACHARYA,
2008). Na base esfingoide liga-se um &cido graxo por meio de uma ligagdo amida,
formando a ceramida (Cer), cuja cadeia pode variar de 14 a 26 carbonos (OGRETMEN,
2018; RAO; ACHARYA, 2008). A estrutura principal, juntamente com modificacdo no
grupo polar, variacdo no comprimento das cadeias carbbnicas ou na saturacéo, originam
a grande gama de esfingolipidios. Desta forma cada esfingolipidio pode exercer
diferentes funcgdes celulares.

OH

Esfingosina

N

CH.0 —R

NH
n
Acido Graxo
0
Substituinte (R) Esfingolipidio
H Ceramida
Fosfocolina Esfingomielina
Aclcar Glicoesfingolipidio

Figura 1 Estrutura esfingolipidica geral. Todos esfingolipidios contém uma base esfingdide por exemplo,
esfingosina (verde) que pode estar ligada a um acido graxo através de uma ligacdo amida (amarelo), formando a
unidade de ceramida. Adi¢do de fosfocolina ou carboidratos no radical livre leva a formagéo de esfingomielina ou
glicosfingolipidos, respectivamente (azul). Os esqueletos carb6nicos podem apresentar diferentes tamanho (n) e
saturacdes. Fonte: Propria (2021)

Inicialmente o papel dos esfingolipidios foi considerado apenas estrutural, sendo um
dos componentes principais has membranas dos eucariotos (BARTKE; HANNUN, 2009).
Posteriormente demais funcdes foram atribuidas a essas moléculas, dois mecanismos

gerais de atuacdo dos esfingolipidios sdo descritos: primeiramente, interacdes lipidio-
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lipidio, na qual devido as caracteristicas quimicas modulam as propriedades fisicas da
bicamada lipidica e atividades de proteinas transmembrana (BRESLOW; WEISSMAN,
2010). Processos celulares relacionados a membrana, como endocitose, trafico
intracelular e transducdo de sinal por receptores de membrana também estdo
relacionados aos esfingolipidios (BRESLOW; WEISSMAN, 2010). Como exemplo, a
estabilizacao de receptores de células B e T na membrana plasmatica, permitindo assim
que a sinalizacéo dessas células ocorra (LINGWOOD; SIMONS, 2010).

O segundo mecanismo, recentemente descoberto, foi a interagdo lipidio-proteina
(ZHOU; BLOM, 2015). Portanto, estes esfingolipidios sdo moléculas bioativas, capazes
de regular transducfes de sinais e modular respostas celulares (SIMONS; IKONEN,
1997). Essas moléculas funcionam como mensageiros intra e intercelulares em vias de
sinalizagdo que envolve receptores. Dentre a diversidade de vias que os esfingolipidios
tem sido associados destacam-se: proliferacdo celular, apoptose, senescéncia,

anfigénese, endocitose, transporte, migracao e inflamacao (HANNUN; OBEID, 2008).

1.2. Metabolismo dos esfingolipidios

O metabolismo dos esfingolipidios € altamente regulado e complexo, devido as
interconversdes dessas moléculas por mais de 40 enzimas diferentes (HANNUN;
LUBERTO; ARGRAVES, 2001). Além disso muitas dessas enzimas e seus produtos sao
compartimentalizados, restringindo o local de acdo (HANNUN; LUBERTO; ARGRAVES,
2001). Nas multiplas etapas da biossintese dos esfingolipidios, a ceramida é o
intermediario chave no metabolismo (Figura 2). Por meio da ceramida € possivel originar
desde esfingolipidios simples a complexos, por meio de inUmeras reacées enzimaticas
(PRALHADA RAO, 2013).

Existem trés vias biosintéticas conhecidas, a via de novo, a via de salvacao e a hidrolise
de esfingolipidios complexo (OGRETMEN, 2018). Em mamiferos, a via de novo (figura
2) é a principal via enddgena de sintese de ceramida, tendo inicio no reticulo
endoplasmatico (DON; LIM; COUTTAS, 2014). No reticulo a reacdo catalisada pela
enzima serina palmitoiltransferase (SPT) origina 3-ceto-esfinganina, a partir da
conjugacao do aminoacido serina com o acido graxo palmotoil-CoA (BARTKE; HANNUN,
2009). O produto desta reacao € reduzido em diidroesfingosina que ainda é convertido
em diidroceramida (DHCer) que por fim é desidrogenada em ceramida (BARTKE;

HANNUN, 2009). A ceramida pode ser fosforilada pela ceramida quinase (C1PP),
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glicosilada pela glucosilceramida (GCS), ou receber um grupo fosfocolina através das
esfingomielinas sintases (SMS) (HANNUN; OBEID, 2008).

A via de salvacéo (reciclagem) recicla ceramidas de cadeias curta (C2 a C4) de origem
exdgena, estas sdo permeaveis a membrana celular e no complexo de Golgi séo
desacetiladas gerando esfingosina livre, que podem ser reutilizada no metabolismo
(KITATANI; IDKOWIAK-BALDYS; HANNUN, 2008). Os esfingolipidios complexos, como
a glucosilceramida (GlcCer), também séo reciclados nestas via, no interior dos
endossomos tardios ou lisossomos essas moléculas sdo metabolizadas em ceramida e
posteriormente hidrolizadas em esfingosina, e esta é capaz de deixar a vesicula e ser
reutilizada (KITATANI; IDKOWIAK-BALDYS; HANNUN, 2008). Por fim, ha a sintese de
ceramida por hidrolise de esfingolipidios complexos, que utiliza, por exemplo a
esfingomielina (SM) para a geracdo de ceramida pela acdo de enzimas
esfingomielinases (SMase) (OGRETMEN, 2018).

Palmitoil-CoA - Serina

lspT
sipp
Esfinganina-1-Fosfato == Esfinganina
SphK
JCEfS ( Diidroesfingomielina )

Diidro-ceramida — Diidroglucosi]ceramida)

N

(Diidroceramida-] -fusfato)

cerk ' s
Ceramida |— Esfingomielina
Cers SMase

Ceramida-1-Fosfato  pp J DES

ﬁse acs || cease
Esfingosina
S1pP ﬂl SphK Glucosilceramida
Esfingosina-1-Fosfato l Les
S1P lyase I Lactosilceramida
Fosfoetanolamina + Aldeido

Figura 2. Metabolismo dos esfingolipidios. A via de novo (verde) sintetiza ceramida através da serina
palmitoiltransferase (SPT), (diidro) ceramida sintase (CerS) e diidroceramida desaturase (DES). A via de salvacdo
(roxo) gera ceramida pela hidrélise de glicoesfingilipidios. A ceramida também pode ser gerada pela hidrolise de
esfingolipideos complexos (amarelo), como esfingomielina, pela agédo das esfingomielinases (SMases). A ceramida
pode ser catabolizada para esfingosina e esfingosina-1-fosfato (azul) ou ainda para ceramida-1-fosfato (cinza
escuro). A diidroceramida pode ser transformada em outros diidroesfingolipidios (cinza claro). SPT - Serina
Palmitoiltransferase; CerS - (diidro)Ceramide Sintase; DES - Diidroceramide Desaturase; SMase -
Esfingomielinase; SMS - Esfingomielina Sintase; CerK - Ceramida Quinase; C1PP - Ceramida-1-fosfatase; Dase
— Ceramidase; SphK — Esfingosina Quinase; S1PP — Esfingosina-1-fosfatase; GCS - Glucosilceramida Sintase;
GCase — Glucosilceramidase; LCS - Lactosilceramida Sintase.
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A manutencéo do equilibrio bioquimico desses lipidios € de crucial importancia devido
as diversas vias metabdlicas que essas moléculas estdo envolvidas (TAMASHIRO;
FURUYA; SHIMIZU; IINO et al., 2013). No entanto, manter este equilibrio ndo é um
processo simples, devido a grande complexidade das interconexdes dessas moléculas,
onde o produto de uma enzima pode servir como substrato para outra (OGRETMEN,;
HANNUN, 2004). Como exemplo, a hidrdlise da ceramida gera esfingosina, que pode
atuar diretamente ou ao ser fosforilada produz esfingosina-1-fosfato (SolP), que tem
funcdes especificas (OGRETMEN; HANNUN, 2004; ZHANG; DESAI; OLIVERA; SEKI et
al., 1991). Logo, diversas doencas como diabetes, Alzheimer e cancer vem sendo
associadas a alterac6es no metabolismo de esfingolipidios (KOLTER, 2011; PRALHADA
RAO, 2013).

No processo de carcinogénese ja foi demonstrado que altera¢cdes no metabolismo dos
esfingolipidios estdo relacionados ao desenvolvimento e progressdao do cancer
(HANNUN; OBEID, 2008; LIANG; NAGAHASHI; KIM; HARIKUMAR et al.,, 2013;
NAGAHASHI; RAMACHANDRAN; KIM; ALLEGOOD et al., 2012). Em carcinoma
hepatocelular ha reducdo significativa dos niveis de ceramida, uma molécula pro-
apoptética, favorecendo desta forma a proliferacdo celular (PRALHADA RAO;
VAIDYANATHAN; RENGASAMY; OOMMEN et al., 2013). Portanto, o desequilibrio da
homeostase dos esfingolipidios resulta no favorecimento de fatores chave da
carcinogénese (ZHANG; DESAI; OLIVERA; SEKI et al., 1991). Neste cenario, trés
esfingolipidios vém se destacando nos processos de desenvolvimento e progresséo da
doenca, sendo eles: ceramida, esfingosina e esfingosina-1-fosfato (FURUYA; SHIMIZU;
KAWAMORI, 2011).

1.3. Ceramida: estrutura, funcéo e cancer

A ceramida é um esfingolipidio bioativo, composto por uma esfingosina ligada numa
cadeia de acido graxo (SADDOUGHI; SONG; OGRETMEN, 2008). Esta molécula é um
importante percursor metabdélico e estrutural de esfingolipidios complexos, como a
esfingomielina e a esfingosina-1-fosfato (SADDOUGHI; SONG; OGRETMEN, 2008). A
ceramida vem sendo associada a regulacéo da proliferacdo celular, apoptose e ciclo
celular (PATWARDHAN; LIU, 2011), em resposta a diversos estimulos extracelulares,
incluindo estresse oxidativo e fatores de necrose tumoral (DON; LIM; COUTTAS, 2014).

Os alvos mais comuns das ceramidas sao proteinas fosfatases e quinases, que regulam



20

importantes vias celulares, como proteina quinase B (AKT), proteina quinase C (PKC) e
proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (SADDOUGHI; SONG; OGRETMEN,
2008).

A localizagéo subcelular da ceramida é um fator que influencia na sua fungéo biol6gica
(SAHU; HANNUN; YAO, 2019). Moléculas de ceramida compartimentalizadas na
membrana celular influenciam vias de morte celular e inibicAo de crescimento
(SADDOUGHI; SONG; OGRETMEN, 2008). Ceramidas na mitocondria podem regular
proteinas da familia Bcl-2, propiciando a liberacdo do citocromo C e a permeabilidade da
membrana mitocondrial (SADDOUGHI; SONG; OGRETMEN, 2008). Desta forma, a
guantidade de ceramidas presente na mitocondria pode levar a célula a morte pela via
intrinseca da apoptose (SADDOUGHI; SONG; OGRETMEN, 2008). Em organelas como
os lisossomos, a ceramida pode levar a ativacdo induzida por clivagem de BID
(SADDOUGHI; SONG; OGRETMEN, 2008), uma proteina pro-apoptoética que favorece
a permeabilizacdo da membrana mitocondria externa, levando a ativacdo da via
apoptoética (BILLEN; SHAMAS-DIN; ANDREWS, 2009). No nucleo, a ceramida induz
splicing alternativo das proteinas pro-apoptéticas Bcl-x e caspase-9 (SADDOUGHI,
SONG; OGRETMEN, 2008). Além de ter funcdo importante na inibicdo da expressao de
enzimas transcriptase reversa da telomerase (hTERT), responsaveis por catalisar
alongamento e manutencdo dos teldmeros dos cromossomos (SADDOUGHI; SONG;
OGRETMEN, 2008).

As fungBes biologicas da ceramida também vem sendo associadas aos diferentes
comprimentos de cadeia de acido graxo (DON; LIM; COUTTAS, 2014). Tornando ainda
mais complexo o entendimento dessa molécula. Duas moléculas C16:0 Cer e C18:0 Cer
vem sendo descritas com funcdes divergentes na biologia celular. Niveis elevados de
C16:0 Cer estdo associados a fenotipos mais agressivos de cancer (DON; LIM;
COUTTAS, 2014). Enquanto, C18:0 Cer é descrita como molécula antitumoral, por sua
funcéo pré-apoptotica. Em carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) ja foi
descrito que niveis reduzidos de C18:0 Cer foram relacionados a maiores indices de
invasédo linfovascular e metastase (SADDOUGHI; SONG; OGRETMEN, 2008). Sendo
assim, a ceramida € um esfingolipidio que apresenta grande influéncia no destino celular
por estar relacionada com vias pro-apoptoticas e proliferativas (DON; LIM; COUTTAS,
2014).
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1.4. Esfingosina e Esfingosina-1-fosfato: Estrutura, funcao e
cancer

A esfingosina € um dos mais simples esfingolipidios. Esta molécula € sintetizada
principalmente pela hidrolise da ceramida. Suas fungdes celulares estdo relacionadas a
sensibilizacdo celular a apoptose e a senescéncia (ZHOU; BLOM, 2015). A esfingosina
pode também se ligar a diferentes proteinas atuando como supressor tumoral.
Mecanismos de regulacédo da via MAPK e ERK foram associados a esfingosina. Além
dessa molécula ser capaz de induzir caspases pré-apoptoticas (DON; LIM; COUTTAS,
2014).

A esfingosina-1-fosfato é produto da fosforilacdo da esfingosina pelas enzimas
esfingosina quinases (SphK) 1 e 2. Essa molécula, assim como a ceramida, apresenta
um grande potencial regulatorio em diversas vias celulares (DON; LIM; COUTTAS, 2014;
ZHANG; DESAI; OLIVERA; SEKI et al., 1991). Os principais processos bioldgicos
regulados por SolP séo proliferacdo e sobrevivéncia celular, adesdo, motilidade,
angiogénese e inflamacdo (CUVILLIER; PIRIANOV; KLEUSER; VANEK et al., 1996;
PULKOSKI-GROSS; DONALDSON; OBEID, 2015). As sinalizacbes ou acdes via
esfingosina-1-fosfato ocorrem principalmente por meio de cinco receptores acoplados a
proteina G, de maneira autdcrina, paracrina ou/e enddcrina (NEMA; VISHWAKARMA;
AGARWAL; PANDAY et al., 2016; TAKABE; SPIEGEL, 2014). No entanto também
podem ocorrer de maneira independente de receptor, ja foi descrito que no citoplasma a
esfingosina-1-fosfato pode ativar a sinalizacao de fator nuclear kappa B (NF-kB), descrita
por promover proliferacdo de células tumorais, angiogénese, suprime a apoptose e
facilita a metastase a distancia por induzir transicéo epitelial mesenquimal (XIA ; SHEN;
VERMA, 2014). O receptor y ativado por proliferador de peroxissoma também é alvo da
So01P, que é responsavel por regular a neo-angiogénese em células endoteliais humanas
(OGRETMEN, 2018). No nucleo este esfingolipidio estd associado ao bloqueio da
desacetilagéo de histona H3 na regidao promotora do proto-oncogene FOS (OGRETMEN,
2018).

Outras sinaliza¢cdes mediadas por S1P € a mobilizagéo de células T, B e natural killer
(PROIA; HLA, 2015). O recrutamento das células de defesa do organismo pode ocorrer
em resposta aos niveis de esfingosina-1-fosfato, pois este esfingolipidio atua como
mediador quimiotético (DON; LIM; COUTTAS, 2014). Na proliferacdo, esta associada ao

aumento do estimulo atransi¢ao do ciclo celular de G1 para fase S (ZHOU; BLOM, 2015).



22

A angiogénese, também pode ser regulada por meio da formacéo e ativacdo de caderina
do endotélio vascular e integrina, que séo fatores importantes na migracao de células
vasculares endoteliais. A migracdo celular é influenciada por esfingosina-1-fosfato por
interferir na dindmica do citoesqueleto por meio de Rac GTPase induzindo a montagem
de actina no cortex celular (MENDELSON; EVANS; HLA, 2014).

Portanto a esfingosina-1-fosfato exerce importante papel no microambiente tumoral,
principalmente por estar envolvida em processos criticos de progressdo do céancer,
sendo estes a sobrevivéncia celular, proliferagdo, migracédo, angiogénese e resposta
imune (TAKABE; SPIEGEL, 2014).

1.5. Carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco e
esfingolipidios

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) € um termo genérico que engloba neoplasias de
diferentes sitios anatémicos, os quais incluem cavidade oral, lingua, faringe, laringe,
glandulas salivares, cavidade nasal e seios paranasais (NEMA; VISHWAKARMA;
AGARWAL; PANDAY et al, 2016). Desses canceres aproximadamente 90% s&o
histologicamente classificados como, carcinoma espinocelular, e tem origem no epitélio
da mucosa oral (ELKASHTY; ASHRY; TRAN, 2019; TAHMASEBI; ALIKHANI;
YAZDANIAN; YAZDANIAN et al., 2020). Mais de 50% tem como o sitio primario a lingua
e assoalho da boca, seguidos pela gengiva, palato, mucosa bucal e labial (LI; SHEN;
BAVARIAN; YANG et al., 2020).

A estatistica € que no Brasil tenha aproximadamente 15 mil novos casos no ano de
2020, sendo o quinto cancer mais comum entre os homens (INCA, 2020). No cenario
mundial, neste mesmo ano, estima-se 371.638 novos casos, correspondendo ao décimo
sétimo cancer mais incidente (FERLAY; ERVIK; LAM; COLOMBET et al., 2018).0s
pacientes acometidos por essa doenca tem uma taxa de sobrevida de 50% em 5 anos
(LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2010). O agravante neste tipo de cancer &
gue uma grande parcela dos pacientes (50 a 60%) é diagnosticada em estagio Ill ou 1V,
sendo o0 estigio avancado da doenga. Destes aproximadamente 50% apresentam
recidivas locorregionais ou a distancia no primeiro ano de tratamento (AZAD; BAIRATI,
QIU; GIRGIS et al., 2016).

As terapias disponiveis atualmente limitam-se a cirdrgica, radioterapia e/ou

guimioterapia. Devido a localizacdo do tumor € comum ocorrer perda de grandes areas
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da regido afetada, levando desde prejuizos estéticos até o comprometimento funcional,
como perda da fala e degluticdo (BECKHAM; ELOJEIMY; CHENG; TURNER et al.,
2010). H&A um grande desafio em aumentar as taxas de diagndstico precoce e
desenvolver novas abordagens terapéuticas em CECP. Os esfingolipidios vem se
destacando como alternativas terapéuticas para o tratamento e diagnostico de canceres,
visto que o metabolismo de biossintese dos lipidios é alterado nestas condicdes
(HUANG; FRETER, 2015). A relacao entre os esfingolipidios e CECP ainda pouco
explorada.

Um estudo randémico avaliou os niveis de ceramida em 45 pacientes com cancer de
cabeca e pescoco, com diferentes sitios incluindo cancer de cavidade oral, laringe e
cavidade nasal, e identificou uma forte relagdo entre a reducao ceramida (especialmente
a C18:0 Cer) em tecidos tumorais, invasdo linfovascular e metastase (KARAHATAY;
THOMAS; KOYBASI; SENKAL et al., 2007). Em leucoplasia, cancer de laringe e de boca
foi descrito que ocorre uma diminuicdo progressiva de ceramida conforme o tecido
saudavel se transforma em maligno (BECKHAM; ELOJEIMY; CHENG; TURNER et al.,
2010). A reducgéo de ceramida contribui para a maior motilidade celular e diminuigéo de
sinalizacao por proteina fosfatase 2 (PP2A), que regula, por exemplo, a invasdo vascular
(KARAHATAY; THOMAS; KOYBASI; SENKAL et al., 2007). Essa sinalizacao pode estar
sendo favorecida pelo aumento da ligacdo de PP2A com seu inibidor, a proteina SET (LI;
MAKKINJE; DAMUNI, 1996). Uma vez que a SET é um alvo de ligacdo da ceramida,
essa interacdo inibe sinais mitdgenos e estimula fatores pro-apoptose, por ativacéo de
PP2A (KALEV; SABLINA, 2011; MUKHOPADHYAY; SADDOUGHI; SONG; SULTAN et
al., 2009). O conjunto de dados citados suportam a visdo que a ceramida desempenha
importantes funcbes na progressao do tumor, assim como sua desregulacdo esta
associada a piores parametros clinicos (KARAHATAY; THOMAS; KOYBASI; SENKAL et
al., 2007).

O esfingolipidio S1P vem sendo descrito alterado em cancer. Em cancer de eséfago,
gue possui uma taxa de sobrevivéncia menor de 20%, a S1P exerce grande influéncia
sobre 0 aumento da invasao celular e migracdo por ativar ERK, um membro da via
proliferativa de MAPK (BECKHAM; ELOJEIMY; CHENG; TURNER et al., 2010). Em
cancer de tireoide foi descrito que niveis maiores de S1P acarreta aumento da migracéao
das células, por meio de sinalizacdo autocrina e ativacdo da via MAPK (BECKHAM,;
ELOJEIMY; CHENG; TURNER et al., 2010). Existem dados sobre analises de tumores

de mama por espectrometria de massas que demonstraram que os niveis de esfingosina-



24

1-fosfato sdo maiores em tecidos tumorais quando comparados com tecidos normais de
mama (NAGAHASHI; TSUCHIDA; MORO; HASEGAWA et al., 2016). Pela primeira vez,
foi mostrado que pacientes com metéstase nos linfonodos apresentam maiores niveis de
esfingosina-1-fosfato quando comparados com pacientes com linfonodo negativo
(TSUCHIDA; NAGAHASHI; NAKAJIMA; MORO et al., 2016).

Alguns estudos sdo voltados para a analise da enzima esfingosina quinase, que é
responsavel por fosforilagdo da esfingosina transformando em esfingosina-1-fosfato. O
aumento da atividade desta enzima encontra-se envolvido na carcinogénese, invasao,
metastase e radiosensibilizacdo de tumores de lingua (NEMA; VISHWAKARMA,;
AGARWAL; PANDAY et al., 2016). Um estudo com 124 pacientes com cancer de
esOfago identificou uma correlagdo entre maior expressdo de enzima esfingosina
quinase 1 com piores taxas de sobrevivéncia e maior taxa de sobrevida com menores
expressdes da enzima (TAMASHIRO; FURUYA; SHIMIZU; IINO et al., 2013). Além disso
a maior expressao de esfingosina quinase apresentou correlacdo com a profundidade da
invasao tumoral e metastase nos linfonodos (TAMASHIRO; FURUYA; SHIMIZU; IINO et
al., 2013).

Mais recentemente um estudo in vivo, analisou o perfil de trés esfingolipidios (ceramida,
esfingosina e esfingosina-1-fosfato) (BAI; LIU; BIELAWSKI; HANNUN, 2019). Neste
estudo foram analisados, xenoenxerto de carcinomas de células escamosas de cabeca
e pescoco, e diferentes érgaos do modelo animal (pulmao, figado, cérebro, baco, bexiga,
rim, coracdo), além do plasma, para tracar o perfil de alguns esfingolipidios. Os
resultados mostraram que os niveis dos esfingolipidios analisados diferem entre os
orgaos analisados. No cérebro foram encontrados maiores niveis de ceramida do que no
rim, onde os niveis mais elevados eram de esfingosina. No plasma, foi possivel identificar
niveis de ceramidas, porém o esfingolipidio mais abundante foi a esfingosina-1-fosfato.

E evidente o potencial envolvimento dos esfingolipidios em CECP, principalmente pela
hipétese de estarem envolvidos nos mecanismos de desenvolvimento e progressao
tumorigénico. Desta forma, se torna necessario ampliar os conhecimentos sobre o perfil
destas moléculas nos pacientes com CECP e no microambiente tumoral. Possibilitando
um melhor entendimento do comportamento dessas moléculas em CECP e o potencial

dos esfingolipidios como candidatos a marcadores e alvos terapéuticos.
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2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo determinar o perfil dos esfingolipidios em
amostras de plasma e tecido (tumor e margem cirtrgica) de pacientes com CECP para
avaliar potenciais associacfes com parametros clinicos e patoldgicos, e comparar o perfil
do plasma com um grupo controle. Além de estudar a relacdo da superexpressao da

proteina SET com esfingolipidios em linhagem de queratindcitos orais (NOK-SI).



26

3. Materiais e Métodos

3.1. Delineamento experimental

Amostras de plasma e fragmentos pareados do tumor e da margem cirdrgica de
pacientes com CECP, e plasma de individuos controle foram utilizados nesse estudo
para obter o perfil de esfingolipidios. A quantificacdo dos esfingolipidios presente nas
amostras bioldgicas foi realizada por cromatografia liquida com fonte de ionizacdo por
eletronebulizacdo acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-ESI-MS / MS). A
partir dos dados obtidos foram analisados potenciais associa¢fes de esfingolipidios com
parametros clinicos e patologicos da doenca estudada. Para o estudo da potencial
relacdo dos esfingolipidios e da proteina SET, que estd aumentada em CECP
(LEOPOLDINO; SQUARIZE; GARCIA; ALMEIDA et al., 2012), foram utilizadas linhagens
celulares sem e com a superexpressao da proteina SET selvagem e a SET mutada.

3.2. Casuistica e amostras bioldgicas

No presente estudo foram incluidos: pacientes com diagnéstico de carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco e individuos controle que nao apresentavam nenhum
tipo de cancer (grupo controle). O projeto de mestrado e o projeto tematico foram
submetidos para analise e aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa em humanos
da FCFRP-USP, e pelas Instituicbes parceiras ICESP-FM-USP e EERP (CAAE:
90532318.1.0000.5403 e 90532418.6.0000.5403).

O primeiro grupo de amostras bioldgicas do estudo foi obtido por meio de colaboracéo
com os médicos Dr. Leandro Luongo de Matos, Dr. Marco Kulcsar e Dr. Luiz Paulo
Kowalski, Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo (ICESP), Faculdade de Medicina
de Sao Paulo, USP. As amostras de plasma (n=56), fragmentos de tumores (n=42) e
margens cirurgicas (n=42) pareadas estavam armazenadas no BioBanco do ICESP/FM-
USP, credenciado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), cujo
responsavel é o Prof. Dr. Roger Chammas, Faculdade de Medicina da Universidade de
Séao Paulo (FM-USP-SP).

O segundo grupo de amostras de plasma de individuos controle (n=58) foram
fornecidas pelo Prof. Dr. Ricardo Lacchini da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto -
USP (EERP-USP), cujas amostras estavam armazenadas em Biorrepositorio no seu
laboratorio no Departamento de Enfermagem Psiquiatrica e Ciéncias Humanas, EERP-

USP, sob sua responsabilidade.
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Os esfingolipidios foram extraidos de amostras de plasma (80 pL), fragmentos
congelados de tumores e de margem cirargica (aproximadamente 10 mg) para
determinar o perfil de esfingolipidios por espectrometria de massas. Foram também
incluidas amostras de plasma (80 pL) de individuos controle cujo critérios de inclusédo
foram maiores de 18 anos, ndo oncoldgico e sem diagndstico de doenca (controle, n=
58) para compararmos com 0s pacientes. Os critérios de inclusdo dos pacientes foram:
diagnostico de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoc¢o e disponibilidade de
amostras para as andlises propostas no projeto. Critérios de exclusdo para ambos os
grupos controle e pacientes: menores de 18 anos e portadores de HIV. Os parametros
clinicos e patolégicos dos pacientes (tipo de neoplasia, grau de diferenciacdo, tamanho
do tumor, metéstase, infiltrado inflamatdério, invaséo perineural, linfonodo comprometido,
entre outros) foram obtidos dos prontudrios e analisados para identificar potenciais
associacfes com os esfingolipidios analisados. A estimativa do niumero de individuos
para o estudo foi realizada com base em outros trabalhos publicados na literatura. Todo
o trabalho foi conduzido de acordo com as normas e conduta ética em pesquisa com
humanos, tal como o sigilo e respeito com relacdo aos pacientes e individuos do grupo

controle.

3.3. Preparacédo das linhagens celulares para extracdo de
esfingolipidios
As linhagens NOK-SI (queratindcito oral ndo tumoral imortalizado) com superexpressao
da proteina SET WT (selvagem) e SET com mutacdo em Ser9 foram obtidas e
selecionadas conforme protocolo ja estabelecido no laboratorio. As células com
superexpressao da proteina SET WT foram mantidas em meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino
(FBS) e 1% de antibiotico (Sigma - Aldrich, St Louis, MO, EUA), suplementado ou n&o
com piruvato na concentracdo de 1 mM (Pir), a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO2 por
24 horas. Ao final, o0 meio foi retirado e armazenado, sendo que 80 pl foram utilizados
para extracdo de esfingolipidios. Um total de 1x108 células foram coletadas, lavadas com
PBS 1x e submetidas a extracao de esfingolipidios.
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3.4. Identificacdo e quantificacdo de esfingolipidios a partir de

amostras biolégicas por espectrometria de massas

As amostras biologicas foram armazenadas em freezer -80C° em biorrepositério sob
responsabilidade da Profa. Andréia M. Leopoldino, na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). Os esfingolipidios foram extraidos e
analisados por espectrometria de massas (MS) para obtencéo do perfil de esfingolipidios
nas diferentes amostras biologicas (plasma, células, tecidos tumorais e margens
cirtrgicas). O protocolo utilizado foi o descrito por Shaner et al. (SHANER; ALLEGOOD;
PARK; WANG et al., 2009).

Em todas as analises por LC-ESI-MS/MS, incluimos uma curva de calibracéo, que foi
uma mistura de esfingolipidios comercial (Avanti Lipid) nas concentracdes 1000 nM, 500
nM, 250 nM, 100 nM, 50 nM, 10 nM, 5 nM e 1 nM. Apds a etapa de extracao, as amostras
foram ressuspensas na fase movel e analisadas por LC-ESI-MS/MS, conforme descrito
por Shaner et al. O MIX de esfingolipidios comercial (Avanti Lipid) é composto por 25 uM
de cada lipidio: Esfingosina (C17 base); Esfinganina (C17 base); Esfingosina-1-fosfato
(C17 base); Esfinganina-1-fosfato (C17 base); Lactosil(l) Cl12 Ceramida; C12:0
Esfingomielina; Glucosil(3) C12 Ceramida; C12:0 Ceramida; C12:0 Ceramida-1-fosfato.

A andlise dos esfingolipidios por MS foi realizada em colaboracado com o Prof. Noberto
Peporine Lopes e 0 p6s doutorando Rodrigo Moreira, na Facility de Espectrometria de
Massas da FCFRP-USP. Um total de 28 esfingolipidios foram analisados no presente
projeto: esfingosina (d18:1 So), esfinganina (d18:0 Sa), esfingosina-1-fosfato (d18:1
So01P), esfinganina-1-fosfato (d18:0 SalP), C16:0 ceramida-1-fostato (C16:0 CerlP),
C24:0 ceramida-1-fosfato (C24:0 CerlP), C16:0 ceramida (C16:0 Cer), C18:0 ceramida
(C18:0 Cer), C24:1 ceramida (C24:1 Cer), C24:0 ceramida (C24:0 Cer), C25:0 ceramida
(C25:0 Cer), C16:0 diidroceramida (C16:0 DHCer), C18:0 diidroceramida (C18:0 DHCer),
C24:1 diidroceramida (C24:1 DHCer), C24:0 diidroceramida (C24:0 DHCer), C16:0
glucosilceramida (C16:0 GlcCer), C18:0 glucosilceramida (C18:0 GlcCer), C24:1
glucosilceramida (C24:1 GlcCer), C16:0 diidroglucosilceramida (C16:0 DHGIcCer),
C18:0 diidroglucosilceramida (C18:0 DHGIcCer), C24:0 diidroglucosilceramida (C24:0
DHGlIcCer), C24:0 diidroceramida-1-fosfato (C24:0 DHCerl1P), C16:0 lactosilceramida
(C16:0 LacCer), C24:0 lactosilceramida (C24:0 LacCer), C18:0 esfingomielina (C18:0
SM), C24:0 esfingomielina (C24:0 SM), C18:0 diidroesfingomielina (C18:0 DHSM) e
C24:0 diidroesfingomielina (C24:0 DHSM).
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3.5. Analises estatisticas

As diferencas estatisticas entre as médias dos grupos foram testadas por ANOVA de
uma via, para todos os lipidios, seguida pela correcdo do teste multiplo de Benjamini-
Hochberg. A analise post-hoc foi realizada pelo teste de Tukey. O agrupamento
hierarquico (para amostras e metabolitos) foi realizado utilizando a medida de
dissimilaridade de Canberra e o método de agrupamento de Ward. A Andlise de
Coordenadas Principais foi criada usando distéancias euclidianas. Modelos de Regressao
de Riscos Proporcionais de Cox univariados e multivariados foram adotados neste
estudo para avaliar a correlacdo do tempo de sobrevivéncia global e do intervalo livre de
doenca com uma ou mais covariaveis. Modelos de regressdo de Cox foram
implementados usando o pacote de andlise Survival (v3.2-3) disponivel em R (R é
ambiente de software livre para computacdo estatistica e grafica). As curvas de
sobrevivéncia global e livre de doenca foram desenhadas pelo método de Kaplan-Meier
e comparadas aplicando o teste de Log-rank. O pacote de analise Survminer (v0.4.7)
disponivel em R foi utilizado para tracar as curvas de Kaplan-Meier. O pacote de analise
pROC (v1.16.2) disponivel em R foi usado para realizar a analise de Curva de
Caracteristica de Operacao do Receptor (ROC) e para calcular a area sob a curva (AUC).
Todas essas analises foram conduzidas utilizando RStudio (v1.3.959). Nas analises dos
dados dos pacientes, contamos com a colaboracdo do jovem pesquisador Dr. Ricardo
Roberto da Silva, FCFRP-USP, e do p6s doutorando Dr. Gabriel da Silva, do nosso grupo
de pesquisa na FCFRP-USP.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Perfil de esfingolipidios nas linhagens de NOK-SI com

aumento da proteina SET selvagem e SET com mutacao

Ao analisar os perfis obtidos por espectrometria de massa, observou-se que ha
diferenca entre o perfil obtido nas linhagens NOK-SI e nos meios de cultura das
respectivas células (figura 3). Os perfis dos meios de cultura foram agrupados em dois
grupos, meio da célula NOK Plenti @ (vetor vazio; controle) juntamente com a NOK/SET-
Ser9 e a NOK/SET na condi¢cdo com Piruvato. Sendo que os esfingolipidios com as
maiores concentragdes foram d18:0 SalP, seguida da C18:0 SM em todos 0s meios
analisados. Ja nas linhagens, o agrupamento ndo ocorreu da mesma maneira. Trés
grupos foram formados, o primeiro grupo incluiu a linhagem NOK plenti @ e a NOK/SET,
0 segundo das células em piruvato, e um terceiro NOK/SET-Ser9. A linhagem SET
comparada ao controle NOK plenti @ apresentou niveis mais elevados de C24:0 DHCer,
d18:1 So e d18:1 SolP. Estudos prévios j& mostraram que tanto a ceramida quanto o
FTY720 (um analogo da esfingosina) podem inibir a proteina SET e reativar a via PP2A
(OAKS; OGRETMEN, 2014). Enquanto, o aumento de esfingosina-1-fostato tem sido
associada a diversos mecanismos importantes no cancer, tais como migracao,
proliferacdo e estresse oxidativo (APOSTOLOPOULOU; GORDILLO; KOLIAKI,
GANCHEVA et al., 2018). O balanco entre S1P e ceramida tem impacto direto na
sobrevivéncia celular, o que sugere a SET ndo somente uma molécula alvo da ceramida,
mas como um potencial regulador desse balanco na célula.

No perfil da NOK-SET Piruvato encontramos menores concentragdes da maioria das
ceramidas, C16:0 LacCer e d18:1 SolP. Esses esfingolipidios foram associados ao
estresse oxidativo, por induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio, inibir a
cadeia respiratoria e sensibilizar a permeabilidade mitocondrial (APOSTOLOPOULOU;
GORDILLO; KOLIAKI; GANCHEVA et al., 2018). Portanto, a reducdo dessas moléculas
pode estar sendo favorecida pela condicéo anti-oxidante em que a linhagem foi cultivada,
reforcando um cross-talking entre estresse oxidativo e esfingolipidios (ABRAHAN;
MIRANDA; AGNOLAZZA; POLITI et al, 2010; ANDRIEU-ABADIE; GOUAZE;
SALVAYRE; LEVADE, 2001).

A linhagem NOK/SET-Ser9 apresentou a maioria dos esfingolipidios reduzidos e tem
um perfil completamente diferente das demais linhagens. Os dados indicam que as
modificacdes na linhagem NOK-SI foram capazes de alterar o metabolismo dos
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esfingolipidios, e que a proteina SET tem importante papel no metabolismo dos
esfingolipidios. Serdo necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos pelos
quais a SET pode afetar o metabolismo e a sinalizagdo celular dos esfingolipidios,
consequentemente, qual o papel desses em CECP.

C24:0 5M

d18:0 5al1P

C18:0 5M

C18:0 DHSM

dl18:1 501P

C24:0 DHCer1P

C24:0 CerlP

C18:0 GlcCer

di18:1 So

C16:0 Cer

C16:0 DHGIcCer

C24:0 DHSM

C24:0 DHGIcCer

C324:0 DHCer
C18:0 DHCer
C24:0 Cer
C25:0 Cer
C16:0 CerlP
C24:1 Cer
C24:1 GlcCer
C24:0 LacCer
C18:0 DHGIcCer
C18:0 Cer
C16:0 DHCer
C16:0 GlcCer
C16:0 LacCer

1 I 1 1 I I I
SET Flenti@ Firuvato Serg Meio Ser9 Meio Plenti® Meio SET Meio Piruvato

(v}

Figura 3 Mapa de calor mostra os niveis dos esfingolipidios das linhagens celulares. As
colunas representam as amostras NOK-SI com o vetor vazio (Plenti &), superexpressao
da proteina SET WT (SET), SET com mutacao Ser9 (Ser9) e superexpressao da proteina
SET WT com meio suplementado com piruvato (Piruvato), e os meios onde foram
cultivadas as mesmas linhagens, enquanto as linhas representam as espécies
esfingolipidicas.
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4.2. Caracteristicas demograficas e clinico-patolégicas dos

pacientes com CECP e individuos controle no estudo

No presente estudo foram utilizados dados pareados de caso-controle, tendo como
amostras biolégicas: plasma e tecido. Um total de 56 amostras de plasma caso, 58
plasma controle e 84 amostras de tecido, sendo pareados 42 fragmentos do tumor e 42
margens cirdrgica do mesmo individuo foram analisadas. As caracteristicas clinico-
patolégicas, assim como demograficas estdo apresentadas na tabela 1. A média de
idade dos pacientes encontra-se préximo a 60 anos, a maioria € do género masculino,
tabagistas e/ou etilistas. Nas caracteristicas patoldgicas, a maioria dos tumores (74%)
encontra-se no estadiamento IV. O sitio primario mais acometido € a lingua com 50%
dos pacientes, e a outra metade incluiu soalho, gengiva, mucosa jugal, area retromolar
e palato mole. O perfil encontrado é caracteristico deste tipo de carcinoma, visto que a
maioria dos pacientes € masculino de idade avancada tabagistas e/ou etilistas, que séo
fatores de risco bem descrito (VAN MONSJOU; WREESMANN; VAN DEN BREKEL;
BALM, 2013). O perfil do controle apresenta uma idade média de 52 anos, sdo do sexo
masculino, a maioria ndo € tabagista (59%) e 67% consome alcool, 0 que representa o
comportamento atual da populacdo. Neste grupo de individuos buscou-se perfis
semelhantes ao grupo caso, reduzindo os vieses dos resultados associados as

caracteristicas dos individuos, resultando em uma analise experimental mais robusta.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréfica e clinico- patoldgicas dos grupos caso e controle.

Caracteristicas Tecido CECP Plasma CECP Plasma Controle
N % Média N % Média N % Média

NUmero de amostras 42 56 58
Idade

<50 11 26 59,79 13 23 59,55 24 41 51,86

250 31 74 43 77 34 59
Género

Masculino 34 81 44 79 58 100

Feminino 8 19 12 21 0 0
Tagabista

Sim 35 83 47 84 24 41

Nao 7 17 9 16 34 59
Etilista

Sim 32 76 42 75 39 67

Nio 10 24 14 25 19 33
Estddio

I 1 2 1 2

] 4 10 5

n 6 14 9 16

v 31 74 41 73
pN

Positivo 22 52 32 57

Negativo 20 48 24 43
Metastase

Sim 5 12 6 11

Ndo 37 88 49 88
Invasdo Perineural

Positivo 32 76 39 70

Negativo 10 24 17 30
Sitio Primdrio

Mucosa Bucal 3 7 5 9

Soalho da Boca 9 21 16 29

Gengiva 6 14 6 11

Area retromolar 2 5 2 4

Palato Mole 1 2 1 2

Lingua 21 50 26 46

4.3. Associacdo entre os niveis de esfingolipidios do plasma

com caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes com CECP

O perfil dos esfingolipidios das amostras de plasma de pacientes com CECP, obtidos
por espectrometria de massa, foram comparadas com os dados clinico-patologicos. Essa
abordagem teve como propdsito entender as associagcdes entre 0s parametros
selecionados e o perfil dos vinte e oito diferentes esfingolipidios analisados. No plasma
foram encontrados oito diferentes esfingolipidios, pertencentes as classes das Cer,
DHCer, LacCer, SM e DHSM. Os fatores de risco, tabagismo e etilismo, foram
associados a menores concentracdes de C18:0 SM (figura 4). Essa reducao ja havia sido
mostrada em um estudo que comparou o plasma de individuos fumantes e ndo fumantes
(IONESCU; DE FREITAS; BUENO, 2013). Além disso a reducdo da enzima

esfingomielina sintetase, responsavel para transformacdo de ceramida em
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esfingomielina, foi relatado em estudos in vivo quando compararam a exposi¢ao ou nao
a fumaca (GUPTA; BAUMLIN; POON; AHMED et al., 2020). Ha evidencias que o abuso
crénico de &lcool estd associado a menores niveis de SM e ao aumento da enzima
esfingomielinase, responsavel pela hidrélise da esfingomielina (MUHLE; WEINLAND;
GULBINS; LENZ et al., 2018; REICHEL; HONIG; LIEBISCH; LUTH et al., 2015).

ANOVA, p= 0.0148 ANOVA, p=0.0353
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Figura 4. Concentracdo dos esfingolipidios (nM) do plasma de pacientes com CECP associados aos fatores de
risco, tabagismo e etilismo. Os niveis de C18:0 esfingomielina (C18:0 SM) no plasma foram determinados por
espectrometria de massa. Os valores médios sdo mostrados pelas linhas horizontais. P<0.05 foram considerados
diferentes estatisticamente.

Na analise dos esfingolipidios em relacdo aos parametros referentes a classificacdo do
tumor (cT) e o tamanho (cm), identificamos duas moléculas com menores concentracdes
guando havia um pior prognadstico, ou seja, tumores maiores (cT 3-4 e tamanho de tumor
>4 cm) (figura 5). Ceramida de cadeia longa, como a encontrada alterada no nosso
trabalho, foi descrita como importante fator para regular senescéncia e induzir apoptose
em células-tronco mesenquimais primarias da medula Ossea (KHAYRULLIN;
KRISHNAN; MARTINEZ-NATER; MENDHE et al., 2019). Além disso, existem evidencias
que analogos de ceramida podem reduzir significativamente o volume e peso em
xenoenxerto de cancer de mama (PONNAPAKKAM; SAULSBERRY; HILL; ODOM-HILL
et al., 2018). Alguns estudos mostraram que a DHCer também pode apresentar um papel
antitumoral, assim como a Cer. Um estudo com células T demonstrou que C24:0 DHCer
apresentava citotoxidade neste tipo celular (HOLLIDAY JR; COX; KANG; MAURER,
2013). A inibicdo da enzima Des, responsavel pela transformacdo de DHCer em Cer,
demonstrou-se em varios estudos como responsavel por desencadear a apoptose e
necrose. Além de inibir crescimento por parada de ciclo celular em GO/G1 em linhagens
de neuroblastoma (FABRIAS; MUNOZ-OLAYA ; CINGOLANI; SIGNORELLI etal., 2012).

Aparentemente, esses esfingolipidios exercem um papel antitumoral, portanto a
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diminuicao das suas concentracfes pode estar favorecendo o crescimento e progressao
do tumor CECP.

ANOVA, p = 0.0346
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Figura 5. Concentracéo dos esfingolipidios (nM) do plasma de pacientes com CECP associados a classificacdo
clinica do tumor (cT) e tamanho do tumor (cm). Os niveis de C25:0 ceramida (C25:0 Cer) e C24:0 diidrocermida
(C24:0 DHCer) no plasma foram determinados por espectrometria de massa. Os valores médios sdo mostrados
pelas linhas horizontais. Letras diferentes (a, b) indicam diferencas significativas (P<0.05) entre as categorias.

Concentragbes menores de C18:0 SM e C24:0 SM tiveram associacdo com
estadiamento, nossos dados mostram que ha uma reducdo de ambas esfingomielinas
no estagio grau lll (figura 6). Na literatura, encontramos evidéncia que em céancer
colorretal a reducdo da C24:0 SM esta associada ao estagio IV (SEPAROVIC; SHIELDS;
PHILIP; BIELAWSKI et al., 2017). N6s propomos que essa diminui¢do das SM no estagio
lIl pode estar relacionada as alteracdes celulares necessarias para a progressao do
CECP, visto que a partir deste estadiamento sdo encontradas metastases linfonodais.
Um estudo in vitro mostrou que proteinas de adeséao célula-célula, como E-caderina, -
catenina e a-catenina, necessitam de SM para o processo de adesao e diferenciacao
celular correta (FAVALE; SANTACREU; PESCIO; MARQUEZ et al., 2015). Outro estudo
mais recente mostra que a diminuicdo de SM leva a menor diferenciacao de células de
osteoclastos (YOSHIKAWA,; YOSHIZAWA; DOMAE; HIRAI et al., 2019). Esses dados
indicam que provavelmente as C18:0 SM e C24:0 SM exercem um papel importante no

processo de diferenciacao celular, e possivelmente, na transigéo epitélio-mesenquimal.
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ANOVA, p = 0.0046 ANOVA, p = 0.0279
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Figura 6. Concentracéo dos esfingolipidios (nM) do plasma de pacientes com CECP associados a estadiamento.
Os niveis de C18:0 esfingomielina (C18:0 SM) e C24:0 esfingomielina (C24:0 SM) no plasma foram determinados
por espectrometria de massa. Os valores médios sdo mostrados pelas linhas horizontais. Letras diferentes (a, b)
indicam diferengas significativas (P<0.05) entre as categorias.

Alguns esfingolipidios ainda sdo pouco estudados, devido as suas acdes como
bioativos serem descobertas recentes, como as LacCer e os diidroesfingolipidios. Nas
nossas analises, a C16:0 LacCer e C24.0 LacCer foram associadas a invaséo perineural
(figura 7). H& evidencias que o aumento de LacCer leva ao aumento da proliferagédo
celular e angiogénese, por ativacédo de AKT e mTOR (CHATTERJEE; HOU; BANDARU;
PEZHOUH et al., 2019). Identificamos também o aumento de C18:0 DHCer associado
tanto a invasao perineural quanto a metastase (figura 7). Essa alteracao, juntamente com
aumento de C18:0 DHSM que foi associado com metéastase (figura 7), poderia sugerir
uma tentativa das células de reduzirem os niveis de ceramidas, que poderiam agir como
inibidoras de crescimento. Como mencionado antes, o desequilibrio da homeostase de
ceramidas (reducdo) pode levar a célula a processos tumorigénicos (CHATTERJEE;
HOU; BANDARU; PEZHOUH et al., 2019; HARTMANN; LUCKS; FUCHS; SCHIFFMANN
et al., 2012).
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Figura 7. Concentracdo dos esfingolipidios (nM) do plasma de pacientes com CECP associados a invasao
perineural e metastase a distancia. Os niveis de C18:0 diidroceramida (C18:0 DHCer), C16:0 lactosilceramida
(C16:0 LacCer). C24:0 Lactosilceramida (C24:0 LacCer) e C18:0 diidroesfingomielina (C18:0 DHSM) no plasma
foram determinados por espectrometria de massa. Os valores médios sdo mostrados pelas linhas horizontais.
P<0.05 foram considerados diferentes estatisticamente.

Em suma, propomos que niveis reduzidos de C25:0 Cer, C24:0 DHCer, C24:0 SM e
niveis aumentados de C18:0 SM, C18:0 DHCer, C18:0 DHSM, C16:0 LacCer e C24:0
LacCer podem ser candidatos a indicadores de pior prognéstico em pacientes com
CECP.

4.4. Comparacéao entre o perfil de esfingolipidios do plasma de
pacientes CECP e plasma do grupo controle
Os perfis plasmaticos de esfingolipidios do grupo controle e caso obtidos nas analises
de espectrometria de massa foram dispostos em um mapa de calor, afim de entendermos
de maneira mais clara como essas moléculas estdo se comportando nesses dois grupos.
Os esfingolipidios se reuniram em trés grupamentos hierarquicos principais, dois deles
continham plasma controle e o terceiro plasma paciente. O perfil sugere que o plasma

dos pacientes com CECP é diferente do controle (figura 8).
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Figura 8 Mapa de calor mostra os niveis dos esfingolipidios de plasmas controle e paciente CECP. As colunas
representam as amostras de plasmas dos pacientes com CECP e o controle, enquanto as linhas representam as
espécies esfingolipidicas. O aumento dos niveis é representado pelo aumento da intensidade da cor azul.

Analises estatisticas identificaram diferencas significativas entre plasma de controle e
dos pacientes em 23 dos 28 esfingolipidios estudados. Destes, C24:0 CerlP, C18:0
GlcCer e d18:1 So tiveram niveis maiores no plasma dos pacientes (figura 9). CerlP de
cadeia longa, como a encontrada alterada nesse estudo, foi associada a estimular a
proliferacdo, inibir morte celular e promover migragao e invasao em diferentes tipos de
canceres. Os mecanismos celulares que levam a essas alteracdes € a ativacéo das vias
MEK/ERK e PI3K/AKT (A, 2018; RIVERA; ORDONEZ; PRESA; GANGOITI et al., 2016).
Dois estudos descreveram a relagdo da glucosilceramida sintase, responsavel por

converter ceramida em glicosilceramida, em CECP. Ha evidencias que essa enzima esta
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superexpressa em aproximadamente 70% dos canceres espinocelular de cavidade oral
e esta associada a pior prognostico e fenotipos mais agressivos. Principalmente por
facilitar a progresséo, metéstase e a resisténcia a medicamentos, como a cisplatina (KIM;
PARK; ROH; CHO et al., 2016; ROH; KIM; PARK; KIM, 2015).

ANGVA, p =0.0199 ANOVA, p - 0.0198 ANOYA, p - 0.0099
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Figura 9: Concentracao dos esfingolipidios (nM) do plasma de individuos controle e pacientes com CECP. Os
niveis de C24:0 ceramida -1-fosfato (C24:0 CerlP), C18:0 glicosilceramida (C18:0 GlcCer) e esfingosina (d18:1
So) no plasma foram determinados por espectrometria de massa. Os valores médios sao mostrados pelas linhas
horizontais. P<0.05 foram considerados diferentes estatisticamente.

Os demais esfingolipidios tiveram seus niveis reduzidos no plasma de pacientes, sendo
eles: Sa, SalP; C16:0 Cer, C24:0 Cer e C24:1 Cer; C16:0 DHCer, C18:0 DHCer, C24:0
DHCer e C24:1 DHCer; C16:0 CerlP; C16:0 GlcCer e C24:1 GlcCer; C16:0 DHGIcCer e
C24:0 DHGIcCer; C16:0 LacCer e C24:0 LacCer; C18:0 SM e C24 SM; e C18:0 DHSM
e C24:0 DHSM.

45. Associacdo dos niveis de esfingolipidios com

caracteristicas clinico-patoldgicas do tecido de pacientes com CECP

Assim como no plasma, o perfil dos esfingolipidios das amostras de tecidos (tumor
versus margem cirargica) de pacientes com CECP foram associados as caracteristicas
clinico-patolégicas, e doze esfingolipidios foram identificados com niveis alterados. Entre
eles estéo representantes das classes SalP, Cer, DHCer, CerlP, GlcCer, LacCer.

O tabagismo foi relacionado a oito moléculas esfingolipidicas. Uma delas é a SalP, que
apresentou-se em concentragcdes maiores em individuos fumantes (figura 10). Nao se
tem relatos na literatura dessa alteragao relacionada ao tabagismo, no entanto esta
elevacdo dos niveis de SalP foi observada em amostras de saliva de pacientes com
cancer oral quando comparadas com individuos controle. As demais sete moléculas
tiveram uma relacdo oposta, quando os individuos eram tabagistas os niveis de C16:0
Cer; C18:0 Cer; C24:1 Cer; C25:0 Cer; C16:0 DHCer; C24:0 DHCer; e C24:1 DHCer

foram menores (figura 10).
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A relacao da ceramida com o tabagismo é bem descrita em doencas pulmonares, como
exemplo o cancer de pulméao, devido ao epitélio pulmonar ser afetado diretamente pela
fumaca do cigarro. Neste tipo especifico de tecido, o tabagismo pode promover a
elevacdo das concentracdes de C16:0 Cer e vem sendo associada a morte celular por
estresse oxidativo, por diversas vias, como apoptose, mitofagia e necroptose. As C16:0
DHCer, C24:0 DHCer e C24:1 DHCer foram associadas em células pulmonares com o
aumento de autofagia pro-sobrevivéncia (MIZUMURA; JUSTICE; SCHWEITZER,;
KRISHNAN et al., 2018; TAYLOR; THATCHER; CARR; GIBBS et al., 2017). Todavia os
resultados obtidos no nosso trabalho, indicam que em CECP a relacdo do tabagismo
com essas duas classes de esfingolipidios € negativa. Indicando que o tabagismo exerce
uma resposta distinta em CECP, reduzindo significativamente os niveis de Cer e DHCer
no tecido tumoral, o que pode favorecer o desenvolvimento e a progressao do cancer e

confirma o papel do tabaco e alcool como fatores de risco.
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Figura 10: Concentracdo dos esfingolipidios (nM) do tecido tumoral de individuos com CECP associados ao
tabagismo. Os niveis esfinganina (d18:0 Sa), C16:0 Ceramida (C16:0 Cer), C18:0 Ceramida (C18:0 Cer), C24:1
Ceramida (C24:1 Cer), C25:0 Ceramida (C25:0 Cer), C16:0 diidroceramida (C16:0 DHCcer), C24:0 diidroceramida
(C24:0 DHCcer) e C24:1 diidroceramida (C24:1 DHCcer) no tecido foram determinados por espectrometria de
massa. Os valores médios sdo mostrados pelas linhas horizontais. P<0.05 foram considerados diferentes
estatisticamente.
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Assim como no tabagismo as C18:0 Cer; C24:0 Cer; C16:0 DHCer; C24:0 DHCer, além
da C24:1 GlcCer e C16:0 LacCer foram encontradas reduzidas quando associadas ao
etilismo (figura 11). Ainda ndo se tem estudos que esclarecam essas relagdes, no
entanto em ensaios in vivo especula-se que ha uma relagéo entre a reducao de C18:0
Cer e C24:0 Cer no cérebro de animais que consumiam alcool e a sua abstinéncia levou
ao aumento dessas moléculas (BAE; BANDARU; PATEL; HAUGHEY, 2014). Um outro
estudo in vivo mostrou que o consumo de alcool esta relacionado a redugéo do perfil de
ceramidas tanto no tecido cerebral como cardiaco (GODFREY; JEANGUENIN;
CASTRO; OLNEY et al., 2015). A reducéo da GlcCer também foi associada ao consumo
de alcool em linhagens celulares cerebrais (SAITO; COOPER; VADASZ 2005). Esses
dados sugerem que possivelmente esses dois fatores de risco podem levar a um
distarbio no metabolismo dos esfingolipidios, como a reducao significativa dessas

moléculas.
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Figura 11: Concentracdo dos esfingolipidios (nM) do tecido tumoral de individuos com CECP associados ao
etilismo. Os niveis C18:0 Ceramida (C18:0 Cer), C24:0 Ceramida (C24:0 Cer), C16:0 diidroceramida (C16:0
DHCcer) C24:0 diidroceramida (C24:0 DHCcer), C16:0 lactosilceramida (C16:0 LacCer) e C24:1 glucosilceramida
(C24:1 GlcCer) no tecido foram determinados por espectrometria de massa. Os valores médios sdo mostrados
pelas linhas horizontais. P<0.05 foram considerados diferentes estatisticamente.

Nossos resultados mostraram que ha associacdo de metastase linfonodal com aumento
nas concentragcbes de C24:0 Cer (figura 12). Em estudo prévio de carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco foi observada uma tendéncia ao aumento dos niveis
de C24:0 Cer associado a linfonodo positivo (KARAHATAY; THOMAS; KOYBASI,
SENKAL et al., 2007). Essa mesma relacdo também vem sendo observada em cancer
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de mama com status de linfonodo positivo (SCHIFFMANN; SANDNER; BIROD; WOBST
et al., 2020). Os nossos dados mostram que ha uma forte correlacéo entre C24:0 Cer e
0 parametro patologico estudado.

A C18:0 ceramida é um esfingolipidio bastante estudado, principalmente pelo seu papel
antitumoral, e a sua reducao tem sido associada a tecidos tumorais quando comparados
com nao tumorais. Em CECP, a reducdo de C18:0 Cer foi associada com invasao
angiolinfatica e metastase em linfonodo (KARAHATAY; THOMAS; KOYBASI; SENKAL
et al., 2007). Nossos dados evidenciam a reducdo de C18:0 Cer no tecido tumoral e
mostram associacao da diminuicdo dos niveis com a presenca de invasao perineural
(figura 12), que é um fator relacionado a piores prognoésticos e baixa sobrevida (YILMAZ,
HOSAL; GEDIKOGLU; ONERCI et al., 1998).

A C16:0 Cer apresentou uma regulacdo negativa das suas concentragcdes associada a
ocorréncia de recidiva locorregional (figura 12). Na literatura, alguns trabalhos
descrevem o aumento de C16:0 Cer em diferentes tipos de tecidos tumorais, como
mama, colorretal e CECP (CHEN; CHEN; LI; LI et al., 2015; KOYBASI; SENKAL,;
SUNDARARAJ; SPASSIEVA et al., 2004; SCHIFFMANN; SANDNER; BIROD; WOBST
et al., 2009). Além disto, em tecidos tumorais de CECP foi descrita uma potencial relacao
entre 0 aumento dos niveis de C16:0 Cer e a reducéo de C18:0 Cer, quando comparados
a tecidos ndo tumorais, no entanto, essa modulacdo nado foi associado a nenhum
parametro clinico analisado (KARAHATAY; THOMAS; KOYBASI; SENKAL et al., 2007).

Nossos dados mostraram que a reducéo das concentragdes teciduais de C24:0 CerlP
estdo relacionadas a presenca de metastase (figura 12). Entretanto, ha evidencias de
gue um receptor especifico de CerlP é capaz de estimular o potencial de
migracgao/invasao celular, por meio da ativacéo das vias de sinalizacdo MEK / ERK1-2 e
PI3K / Akt, e da regulacdo positiva do fator de transcricio NF-kB (GOMEZ-MUNOZ,
2018). Essas observacdes foram obtidas tanto em células leucémicas quanto em células
de cancer pancreatico. Outros autores também citam o papel como molécula como
quimioatraente, o que pode estar favorecendo o desenvolvimento tumoral (RIVERA;
ORDONEZ; PRESA; GANGOITI et al., 2016). Cabe ressaltar, que apesar das
concentracbes de C24:0 CerlP no tecido tumoral serem menores do que na margem
cirdrgica, identificamos altos niveis no plasma dos pacientes quando comparado ao
grupo controle, sugerindo um cenario tumor-especifico com niveis diferentes no
microambiente tumoral versus sangue. Sendo assim, propomos que a C24:0 Cer tem um

papel mais relevante no microambiente tumoral para a progressao do CECP do que a
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C24:0 CerlP, mesmo porque em pacientes com CECP a taxa de metastase linfonodal é

muito mais alta do que metastases em outros tecidos (Tabela 1).
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Figura 12: Concentragdo dos esfingolipidios (nM) do tecido tumoral de individuos com CECP associados linfonodo
positivo (pN+), invasédo perineural, recorréncia locorregional e metastase a distancia. Os niveis de C25:0 ceramida
(C24:0 Cer), C18:0 ceramida (C18:0 Cer). C16:0 ceramida (C16:0 Cer) e C24:0 ceramida-1-fostato (C24:0 CerlP)
no tecido foram determinados por espectrometria de massa. Os valores médios sdo mostrados pelas linhas
horizontais. P<0.05 foram considerados diferentes estatisticamente.

Por fim, no tecido tumoral foram encontrados onze esfingolipidios relacionados com o

etilismo ou/e tabagismo. Destes apenas a SalP teve uma correlacéo positiva, as demais
Cer (C16:0, C18:0, C24:0, C24:1 e C25:0), DHCer (C16:0, C24:0 e C24:1), C24:1 GlcCer
e C16:0 LacCer apresentaram uma relacdo negativa. Além disso, niveis reduzidos de
C24:0 CerlP, C16:0 Cer e C18:0 Cer, e aumento de C24:0 Cer foram associados a

parametros tumorais mais agressivos.

4.6. Analise comparativa do perfil esfingolipidico do tecido

tumoral e da margem cirurgica de pacientes com CECP

Posteriormente, as analises do tecido tumoral com os dados clinico-patoldgicos, os

resultados dos esfingolipidios de tecidos tumorais foram comparados com os dados de
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tecidos da margem cirurgica. Esses resultados permitem compreender de maneira mais
clara como os esfingolipidios podem estar se comportando quando ha a presenca do
cancer. Dois esfingolipidios foram encontrados em concentragdes significativamente
maiores em tecido tumoral, a Sa e SalP (figura 13). Como os niveis de SalP estdo bem
mais elevados do que os de Sa, acreditamos que se deve ao fato do fluxo metabdlico
estar convertendo Sa em SalP. Portanto, € interessante analisarmos o papel da SalP
em cancer, assim como das esfingosina quinases que séo responsaveis pela fosforilacdo
da Sa e So. Em carcinoma hepatocelular foi descrito o aumento de SalP, onde os niveis
séricos foram analisados (GRAMMATIKOS; SCHOELL; FERREIROS; BON et al., 2016).
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Figura 13: Concentracéo dos esfingolipidios (nM) com niveis alterados entre tecido tumoral e margem cirtrgica de
pacientes com CECP. Os niveis de esfinganina (d18:0 Sa) e esfinganina-1-fosfato (d18:0 SalP) no tecido foram
determinados por espectrometria de massa. Os valores médios sdo mostrados pelas linhas horizontais. P<0.05
foram considerados diferentes estatisticamente.

4.7. Esfingolipidios plasmaticos e no tumor podem ser

indicadores de progndstico em pacientes com CECP

As curvas de sobrevida global dos pacientes com CECP incluidos no presente estudo
de esfingolipidios em plasma e tecido tumoral estdo mostradas na figura 14. No grupo
de pacientes do estudo com plasma foram avaliados 56 pacientes, sendo que destes 20
vieram a Obito, com sobrevida de 26,9 meses (figura 14-A). No grupo de pacientes do
estudo com tecido tumoral/margem foram avaliados 42 pacientes, com 15 6bitos e uma
média de 25,19 meses de sobrevida (figura 14-B). A sobrevida encontrada foi a
esperada, visto que em CECP a maioria das recorréncias e mortes ocorre nos primeiros
dois atrés anos da doenca (DU; MAZUL; FARQUHAR; BRENNAN et al., 2019; RIBEIRO;
CARAMELO; ESTEVES; MENOITA et al., 2017).
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Figura 14: Grafico de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes com CECP. Dados de sobrevida referente
aos 56 pacientes utilizados nas analises de plasma (A). Dados referentes aos 42 pacientes utilizados nas analises
de tecido (B).

Posteriormente, a taxa de risco ou Hazard Ratio (HR) foi estimada usando os dados de
esfingolipidios tanto para plasma quanto para tecido tumoral, e indica a taxa de risco de
morte. Portanto, para valores maiores que 1 a taxa de risco de morte associado ao
esfingolipidio em CECP € maior e quando for inferior a 1 a taxa de risco € menor.

Nas amostras de plasma, quatro moléculas apresentaram significAncia neste teste
estatistico (p<0,05), sendo que a C24:1 Cer; e C24:1 GlcCer tiveram um valor de HR
maior que 1, indicando um risco maior de 6bito (Figura 15). E outros dois esfingolipidios,
C24:0 Cer e C25:0 Cer tiveram HR menor que 1, indicando um menor risco. Nas
amostras de tecido tumoral as C16:0 e C24:0 Cer; C16:0 DHCer; e C24:0 DHSM foram
identificadas com maior risco (figura 15). Esses resultados mostram que esses
esfingolipidios podem estar associados a um desfecho favoravel ou ndo em CECP,

dependendo das suas concentracdes no plasma e no tecido tumoral.
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Modelos de Regressio de Riscos Proporcionais de Cox Modelos de Regressio de Riscos Proporcionais de Cox
univariados do plasma de pacinetes com CECP univariados do tecido de pacientes com CECP
HR 95% CI  Valor-p HR 95% CI  Valor-p
dl8.1.S0 >3 199 0.72-552 0.8 d18.1.S0 > 0 1.02 033319 097
d18.1.S01P > 100 169 0.66-428 026 d18.0.5a > 10 048 0.11-2.17 034
d18.0.SalP > 10 0.77 029201 059 dl18.1.S0lP > 5 187  0.59-597 0.9
Cer.1P.C16.0 > 30 062 025151 029 d18.0.SalP > 180 069 022-219 0.3
Cer.1P.C24.0>5 071 0.28-181 048 Cer.1P.C16.0 > 50 046 0.12-1.73 025
Cer.C16.0 > 79 2.82 0.99-8.05  0.053 Cer.1P.C24.0>3 093 0.29-2.92 09
Cer.C18.0>18 0.89 036-221 079 Cer.C16.0 > 20 319  1.14-896 0.027
Cer.C24.1> 250 246  1.01-599 0.047 Cer.C18.0>2 109 038317 086
Cer.C24.0 > 765 039 0.16-097 0.043 Cer.C24.1>2.5 147 049435 048
Cer.C25.0 > 44 037 0.15-092 0.032 Cer.C24.0>2.5 35 11111 0.033
DHCer.C16.0 > 6.8 1.78  0.72-439 021 Cer.C25.0> 0.2 1.14 036-3.64 082
DHCer.C18.0 > 3.9 095 0.39-229 0.9 DHCer.C16.0 > 2 335 1.05-10.77 0.042
DHCer.C24.1> 15 062 026-152 029 DHCer.C18.0 > 0.1 091 032264 087
DHCer.C24.0 > 30 048 018122 012 DHCer.C24.1> 0.2 089 028-284 085
GlcCer.C16.0 > 95 124  051-3.04 063 DHCer.C24.0 > 0.15 056 0.18-1.71 031
GlcCer.C18.0 > 30 085 032224 074 GlcCer.C16.0 > 10 12 039364 074
GlcCer.C24.1>180 282 116687 0022 GlcCer.C18.0 > 3 183  059-558 029
DHGIcCer.C16.0>1.0 055 022-136 0.19 GlcCer.C24.1> 5 0.94 0.33-2.68 0.91
DHGIcCer.C18.0>1.0 106 035321 092 DHGIcCer.C16.0 > 0.4 14 0.49-390 053
DHGIcCer.C24.0>4.0 138 0.57-334 047 DHGIcCer.C18.0 > 0.3 031 008123 0.096
DHCerIP.C240>3.6 061: 023-154 029 DHGIcCer.C24.0>0.3 066 021212 049
LacCer.C16.0 > 250 144 059349 042 DHCerlP.C24.0 > 0.3 149 053418 045
LacCerC24029. 134 054336° 053 LacCer.C160>30 196 065-598 023
SM.C18.0> 1200 12 049292 1089 LacCer.C24.0>2 166 058471 034
SM.C24.0 > 1500 042 0.16-1.07 0.07 SM.C18.0 > 20 096 033270 094
DHSM.C12.0> 0.5 052  0.19-144 021 SMLC24.0 > 27 1.94 0.67-5.6 022
DHSM.C18.0 > 100 0.56 0.19-1.55 0.26 DHSM.C18.0 > 5 062 020-188 039
DHSM.C24.0 > 35 0.75 031-1.82 052 DHSM.C24.0 > 2 366 128-1045 0015

Figura 15: Taxa de risco (HR) para esfingolipidios em CECP (plasma e tumor). Andlise regressédo de Hazard
proporcional a Cox univariada para as concentracdes de esfingolipidios (nM) no plasma e no tecido tumoral de
pacientes com CECP. Intervalo de confianca (CI) de 95% e valor de p<0.05.

Em seguida, definimos as curvas de sobrevida global com os esfingolipidios analisados
no plasma e no tecido, sendo que dez moléculas mostraram significancia estatistica
(p<0.05), podendo ser indicador de progndstico em pacientes com CECP (figura 16 e
17). No plasma foram identificadas seis diferentes moléculas (C16:0 Cer; C24:0 Cer;
C24:1 Cer; C25:0 Cer; C24:0 DHCer; e C24:1 GlcCer) associadas a uma redugédo na
probabilidade de sobrevida dos pacientes. As Ceramidas C16:0 e C24:1 apresentaram
uma reducédo da taxa de sobrevida quando suas concentracfes foram maiores que 80 e
250 nM, respectivamente. A GlcCer também apresentou a mesma associa¢ao, quando
a concentracdo foi superior a 180 nM. As outras trés moléculas tiveram uma
probabilidade de sobrevida reduzida quando o valor era menor que o de referéncia, que
foram definidos para Cer C24:0>764 nM; Cer C25:0>44 nM e DHCer C24:0>31 nM.
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Figura 16: Grafico de Kaplan-Meier de sobrevida global para esfingolipidios nos plasmas dos pacientes com CECP.
Linha preta valores abaixo e linha vermelha valores acima do valor estabelecido para o esfingolipidio. Foram
considerados significativos Log-rank<0.05.

Nas amostras de tecidos tumorais, duas Ceramidas (C16:0 Cer e C24:0 Cer) e dois

diidroesfingilipidios (C16:0 DHCer e C24:0 DHSM) foram associados com a redu¢édo na

probabilidade de sobrevida dos pacientes (figura 17). As maiores concentracdes das

quatro moléculas foram associadas a menor probabilidade de sobrevida. Sendo o valor
de referéncia da C16:0 Cer>20 nM; C24:0 Cer>2,5 nM, da C16:0 DHCer e C24.0

DHSM>2.776 nM.
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Os graficos de sobrevida global também foram analisados baseados nos fatores clinico-
patoldgicos (figura 18). O estadiamento clinico refere-se a localizacdo e a extenséo do
cancer e é classificado de | a IV. Em nossas analises, agrupamos 0s trés primeiros
estagios em um grupo e o estagio IV em outro, afim de obtermos um numero mais
robusto para a analise. Os resultados mostram que no estagio mais avancado da doenca
(IV) a probabilidade de sobrevida é reduzida. Sendo que a sobrevida média reduz de
34,6 meses para 23,9 meses de um grupo para o outro. Este resultado esta de acordo
com outros trabalhos da literatura em CECP (ABRAHAO; PERDOMO; PINTO;
CARVALHO et al., 2020)

O tamanho do tumor é outro parametro que influencia na sobrevida (BUDACH,;
TINHOFER, 2019). Identificamos uma relacdo inversamente proporcional entre o
tamanho do tumor e a taxa de sobrevida. Isso significa que quanto maior o tumor, menor
€ a sobrevida global, sendo que a diferenca da média entre cada grupo foi de 10 meses.

A presenca de metastase linfonodal, invasdo perineural e angiolinfatica foram
relacionadas a taxas de sobrevida menores em comparacao a individuos que nao tinham
estas caracteristicas. A sobrevida média apresentou uma queda significativa quando o
paciente era positivo para os 3 parametros analisados, dos quais a invasao angiolinfatica

teve o pior prognéstico, alterando de 30,4 para 16,6 meses a sobrevida.
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4.8. Avaliacdo do potencial diagndstico dos esfingolipidios no

plasma

Com base nos nossos dados de esfingolipidios das amostras de plasma dos pacientes

e do grupo controle buscamos identificar o potencial diagnéstico de cada metabolito

analisado por MS. Para isso realizamos a andlise de ROC (Caracteristica de Operacao

do Receptor), aonde buscou-se concentracdes lipidicas que reduzissem o falso positivo

(1 - especificidade) mantendo o0 maximo possivel de sensibilidade (verdadeiro positivo).

Seis esfingolipidios se enquadraram nos critérios estabelecidos, apresentando um grau
de separabilidade (AUC) acima de 80%. A SalP apresentou um AUC de 0,975 para
concentragbes <70 nM, a C16:0 Cer em concentragdo <125 nM obteve um AUC de
0,931, C16:0 CerlP <5000 nM AUC de 0,846, C16:0 LacCer <20 nM AUC de 0,949,
C18:0 DHSM < 300 nM AUC 0,855, C24:0 DHSM <100 nM AUC 0,918 (figura 19).
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Figura 19: Curva ROC referente aos esfingolipidios dos plasmas dos pacientes com CECP.

Para propor um potencial teste diagnostico mais robusto, as moléculas foram

combinadas (figura 20). De forma inédita, identificamos duas combina¢des que tiveram

um modelo perfeito com AUC de 1, sendo elas SalP combinado com C24:0 DHSM e

SalP combinado com C16:0 CerlP. As demais combinacdes apresentaram AUC

superior a 0,95 demonstrando serem 6timas alternativas para o diagnostico também.
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Figura 20:Curva ROC referente as combinag8es dos esfingolipidios dos plasmas dos pacientes com CECP.

Com base nesses resultados, é possivel sugerir que os esfingolipidios selecionados no
nosso estudo, podem auxiliar no diagndéstico, acompanhamento e prognostico do CECP
utilizando amostras de plasma. Esses resultados trazem maior esclarecimento sobre o

potencial envolvimento dos esfingolipidios em CECP.
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5. Conclusdes

Esse estudo € o primeiro no Brasil analisar 28 esfingolipidios por espectrometria de
massa, em amostras de plasma e tecido de pacientes com CECP, em controles (plasmas
de individuos saudaveis e tecido de margem cirdrgica de pacientes). No total foram
analisadas 198 amostras, sendo 42 de tecido tumoral, 42 de margem cirlrgica, 56
plasmas de pacientes com CECP e 58 plasmas de individuos saudaveis. Até o momento,
nado tem um estudo como esse, que agrupou tanto um nimero de amostras relevantes
de plasma e tecido tumoral, quanto analisou uma grande diversidade de esfingolipidios.

Concluimos que o presente trabalho contribuiu de forma significativa para um melhor
entendimento dos esfingolipidios no CECP, revelando quais esfingolipidios podem ter
potencial valor para diagndstico, acompanhamento e prognostico dos pacientes. Além
disto, nossos resultados revelaram ndo somente como € o metabolismo destes lipidios
em CECP, mas quais esfingolipidios podem ter papeis importantes no desenvolvimento
e progressdo deste tipo de cancer. Alteracdes no metabolismo dos esfingolipidios
também foi encontrado associado a superexpressdo da proteina SET em linhagem
celular de queratindcitos, certamente essa proteina exerce um papel fundamental no
processo de tumorigénese. Os dados aqui encontrados poderéo contribuir no estudo dos
esfingolipidios a fim de fornecer novas perspectivas e estratégias terapéuticas o cancer

de cabeca e pescoco.
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Anexo A - Parecer de aprovacdo CEP do projeto tematico: SET e
esfingolipideos em cancer de cabeca e pescoco: sinalizacdo, alvos e

terapia antitumoral.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: SET e esfingolipidess em cincer de cabega e pescogo: sinalizagio. alvos e terapia
anfitumaoral.

Pesquisador: Andreia Machado Leopoldino

Area Temdtica:

Versao: ©

CAAE: 804532418.6.0000.5403

Instituigio Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USF

Patrocinador Principal: Financiamento Propric
DADODS DO PARECER

Himero do Parecer: 3.418.563

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de apreciagio & resposta de pendéncias no parecer anterior.
Objetive da Pesguisa:

ldem parecer anteror.

Awvaliagdo dos Riscos e Beneficios:

ldem parecer anteror.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

ldem parecer antenor.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Apresentou os seguintes documentos:

(%) PE_INFORMAGOES_BASICAS_1228285_E1

(2) resposta_parecer_WE

{3) TCLEv3

(4] formulario SAME_HC_FMRP

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Versio nimero & do referide protocolo em resposta 4s pendéncias apontadas no parecer emitide em

15/04M19 (Considerado pendente "ad referendum”), onde foram apontadas as seguintes

Enderegn:  Avanida do Cafe sin®

Balmo:  Momie Alegre CEP: 14.040-303
UF: 5P Municiplo: RIEEIRAD PRETD
Talefone: (1633154212 Fax: [16)3315-4852 E-mall: capdhfotpesp b
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Contnuaglio do Parecer: 3.416 553

pendéncias:

(1) Consideracdes sobre o TCLE:

Remover a seguinte sentenga: "Confirmo também que entreguei uma via deste documento para o
participante & mantersi uma via sob a responsabilidade do pesguisador responsavel”.

Esta informagio ja esta contida na sentenca final do TCLE (Viocé assinara este documento em duas vias
sendo que uma ficara com voof e & outra com o pesquisador responisavel).

(2) Consideragfes sobre o Formularic SAME - Servigo de Arguivos Médicos do HCIFMRP:

Apresentar nove Formulario SAME com a assinatura e carnmbo do orentader/pesquisador responsavel e

assinatura e carimbo do Docente FMRP da Area Especifica.

Em resposta, a pesguisadora informou que as modificagies solicitadas foram realizadas na nova vers3o do
TCLE (TCLEw3) & tambem anexaram novo formulanio do SAME do HC-FMREF/USP assinado pela Profa.
Andreia Leopolding (como pesquisadora responsavel pelo estude) e pelo Prof. Hilton Marcos Alves Ricz
(Chefe da Divis&o de Cirurgia de Cabeca e Pescogo do HC-FMRF). O pericdo de autorizagdo para pesquisa
nos prontuanios foi estabelecido de 0SDS/2019 a 3000652023,

Ma emenda, ndo ha qualguer alteragic da metodologia cientifica aprovada pelo CEP nas avaliagdes
prévias, onde o projeto propde estabelecer o papel dos esfingolipidics no cincer de cabega e pescogo
(CCP), com énfase em carcinoma epidermaide, bem como investigar o papel da proteina SET no processo
de sinalizacio dos esfingalipidios. O's ensaies envolvendo a participagSo de individuos ufilizardo amostras
de soro de participantes com cancer e fragmenios de tumor & da margem cirlrgica obtidas de biohancos. As
amgostras biclogicas serdo submetidas aos testes de espectrometria de massas para a caracterizagio do
perfil dos esfingolipidios. Mos tumores também serdo analisadas, por meio de imuno-histoguimica, as
proteinas Sphk1 e SphK2, e por PCR em tempo real, os niveis de RMNAmM para os respectivos genes
incluindo S1P liase. Tambeém ser3o utilizados os dados clinico-patologicos presentes nos prontuarios dos

participantes das guais as amostras serdo advindas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Aprovado ad referendum do Comité de Efica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP) em 26/06/2019. Em atendimento 4s Resolugdes vigentes, devera ser
encaminhado a0 CEP/FCFRP, através da Flataforma Brasil, o relatorio final da pesquisa conforme modelo
de Relatoric aprovado pelo CEP, bem come comunicada qualquer

Enderego:  Avenida do Cafe sin®

Balma: Monte Akgre CEP: 14.04a0-303
UIF: SR Municiplo: RIEEIRAD PRETO
Talefone: [163315-4213 Fax: [1E)3315-4882 E-mall: capdiifetp uspbr
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Confnuaglo do Parecer: 3.416.553

Grad

alteragso, intercoméncia ou interrupgdo da mesma. Informamos que, de acordo com a Resolugdo 466/12,

item IV.5, letra d, o TCLE dewve “ser elaborado em duas vias, rubricadas em ftodas a5 suas paginas e

assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim

como pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (5) por ele delegada (=), devendo as paginas de

assinaturas estar ma mesma folha”. O TCLE deve ser apresentado ao participante da pesquisa em

documento impresso frente & verso e as assinaturas ndo devem ficar em folhas separadas do texto do

TCLE. Cabe a0 pesquisador responsavel manter os dados da pesquisa em arguivo, fisico ou digital, sob sua

guarda e responsabilidade, por um pericde de § anos apos o temino da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documenis Arguivo Postagem ALitor Shuagao |
Informages Basicas | PE_INFORMACOES BASICAS_ 122823  17/04/2018 Aceito
do Projeta O E1.pdf 16:48:55
Cutros resposta_parscer_wd. pdf 17042018 |Andreia Machado Aceito
154716 || eopolding

TCLE ! Termos de  |[TCLEW3 pdf 17042018 |Andreia Machado Aceito

Assentimento [/ 15:46:30  |Leopoldino

Justificativa de

Auséncia

Cutros formulario_SAME_HC_FMRP._pdf 171042018 |Andreia Machado Aceito
15:46:11 Leopoldino

Declaragio de termocompromissowd . pdf 04042018 [Andreia Machado Aueito

Pesguisadores 13:20:46 | Leopoldino

Cutros respostia_parecerV'd. pdf 04042018 | Andreia Machado At
13:20:08 |l eopolding

Cutros aficio_emenda_CEP1. pdf 0022018 |Andreia Machado Aceito
17-00:01 Leopoldino

Projeto Detalhado /| projeto. pdf 05022018 |Andreia Machado Aueito

Brochura 18:48:45 |Leopolding

Investigador

TCLE ! Termaos de  |TCLE_HC 1.pdf 05022018 | Andreia Machado Aceito

Assentimento [ 108:46:21 Leopalding

Justificativa de

Auséncia

Declaragio de Declaracac_HC. pdf 01022018 |Andreia Machado Apeito

Pesguisadores 11:56:45 || eopolding

Cutros Parecer_Pl_pdf 121272018 |Andreia Machado Aceito
11:44:03 | Leopolding

Cutros Lipidomics_analysis_WCLUAndreia. 11122018 |Andreia Machado Aueito

Endersgn:  Avenida do Cafe sin®

Balma: Montz Alegre
UF: SP
Talefona:

CEP. 14.D40-503

Municiplo:  RIESIRAC PRETO
(1633154213

Fax: (1623154852

E-mall: capdifcSp usp.br
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rad

Cutros pdf 14:56:35 |Leopoldino Aceibo

Cutros resposta_parecer CEP pdf 2208/2018 |Andreia Machado Aceiio
168:52:-51 Leopaolding

Folha de Rosto Folha_de_rosio versaoc_1.pdf 15/052018 |Andreia Machado Aceita
122138 |l ecpoldino

Declaragdo de Dieclaracao_pesguisador_wersao_ 1 pdf 15/05/2018 |Andreia Machado Aceito

Fesguisadores 1215:580 |Leopoldino

Declaragdo de Bicbanco_|MT_Paulo_Assinade_versac | 15/052018 |Andreia Machado Acaito

Manuseio Matenal (_1.pdf 1215:30 |Leopoldino

Biolagico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaracdo de Biobanco_|CESP_Roger_assinado_wers| 15052018 |Andreia Machado Aceiio

Manuseio Materdal (ao_1.pdf 121514 |Leopolding

Biolagico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaragdo de Declaracao_infraestruiura_versac_1.pdf| 15052018 |Andreia Machado Aeito

Instituigio e 1213:17  |Leopoldino

| Infraestnuotura

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

MEo

RIBEIRAC PRETO, 28 de Junho de 2018

Enderego: Avenida oo Cafe sin®

Balmo: Moniz Alagre
UF: 5P
Talelons:

Fam:

Assinado por:
Cleni Mara Marzocchi Machado
{Coordenador|a))

CEP:

Municiplo: RIBEIRAD PRETO
(16j3315-4213

(1633154352

14.040-502

E-mall: cRpghictpusp.or
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Anexo B — Parecer de aprovacao CEP do projeto de mestrado: Perfil de

esfingolipidios no cancer de cabeca e pescoco.

- USP - FACULDADE DE
5 CIENCIAS FARMACEUTICAS € Qe orma
’ DE RIBEIRAO PRETO DA USP-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Perfil de esfingolipidios no cincer de cabega e pescogo.
Pesquisador: Andreia Machads Leopolding

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: B0532318.1.0000.5403

Instituigao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirio Preto - USP

Patrocinador Principal: Financiaments Propric
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3418670

Apresentagao do Projeto:

O projeto pretende avaliar o potencial impacte dos niveis de esfingolipidios no cancer. Para isso, os
pesquisadores pretendem determinar o perfil dos diferentes esfingolipidics em amostras de pacientes com
cancer de cabega e pescogo para avaliar possiveis associaglies com parametros clinicos e patologicos.
Serao utilizadas amaostras de plasma, sangue & saliva bem como de fragmentos de tumores & margens

cirlrgicas dos pacientes com CCF para extragde dos esfingolipidios.

Mesta vers3o serd analisada emenda ao protocolo ja aprovado, conforme justificativa apresentada pela

pesquisadora.

Objetive da Pesquisa:

O objetive do presents trabalho & determinar o perfil dos esfingolipidios em amostras de pacientes com
cancer de cabega e pescogo para avaliar potenciais associagbes com parametros clinicos e patologicos.
Espera-se que ao final deste estudo, seja possivel estabelecer uma relagdo entre os niveis de
esfingolipidios em tecidos tumorais versus saudaveis para um melher entendimento da fungdo dessas

moléculas nos aspectos clinicos e patolégicos das neoplasias selecionadas no estudo.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Enderego: Avenida do Cafe sin®

Balrro: Monie Alegre CEP: 14.040-903
UF: 5P Municiplo: RISEIRAC PRETO
Telsfone: [16)3315-4213 Fax: (15)3315-4392 E-mall: CepEfcip. usp.br
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Mao existen riscos associados a pesguisa porgue serao utilizadas amostras de biobancos.

Beneficios:
Oz resultados obtidos apartir do estudo proposto podera identificar esfingelipidios associados com
parametros clinicos e patologicos dos pacientes

com cdncer de cabega e pescogo que auxiliaram no progndstico.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma solicitagio de emenda, justificada pela necessidade de inclusio de outro centro

colaborador para obtengdo de amostras de doadores no projeto de pesquisa.

Mo presente estudo serdo incluidos pacientes com cincer de cabega & pescogo (n=100). O protocolo sera
submetido a analise pelo Comité de Etica em Fesguisa em humamnos da FCFRP-USP. Todas as amostras
que serdo utilizadas fazem parte do BioBanco USP - Instituto do Cancer do Estado de 530 Paulo (ICESP)
cujo responsavel & o Dr Roger Chammas, USP-SP e do Hospital de Clinicas de Ribeirdo Preto — USP cujo o
responsavel & o Prof. Dr. Luiz Carlos Conti de Freitas, que serio colaboradores neste estudo. As amostras
de individuos saudaveis (n=50) serdo fornecidas pelo Instituto de Medicina Tropical de S3o0 Paulo-USP e do

EERP-USP, cujo responsavel & o Prof. Dr. Riccardo Lacchini.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Os pesguisadores apresentaram os seguintes documentos:

- Carta de justificativa para a emenda com solicitagdo de dispensa de TCLE no nove cenftro coparticipante;
- nova versao do projeto de pesquisa;

- Autorizagio para uflizagdo de amostras guardadas em biomepositdrio no novo centro coparticipante;

- Parecer projeto | (Farecer CEP da EERP-USP sobre projeto de CAAE n? 51408515.9.0000.5383)

- TCLE projeto | (TCLE do referido projeto que prevé coleta & armazenamento de material)

- Parecer projeta |l (Farecer CEFP da EERP-USP sobre projeto CAAE n® 33001414.1.0000.5353)

- TCLE projeto Il (TCLE do referido projeto que prevé coleta & armazenamento de material).

Recomendagoes:

Mada consta.

Enderego:  Awenida do Care sn®

Balmre: Monie Alegre CEP: 14 .040-903
UF: 5P Municiplo: RISBEIRAD PRETO
Talsfons:  [16)3315-2213 Fax: (156)3315-4892 E-mall: cepdicip usp.br
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Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

DA USP-

& documentagio apresentada estd de acordo com as normas Sticas vigentes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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Rerar ™

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEF) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirio

Preto (FCFRP/USP) em sua 186 reunido ordinaria. Em atendimento &s Resolugdes vigentes, devera ser

encaminhade ao CEP/FCFRP, afraves da Plataforma Brasil, o relatorio final da pesquisa conforme medela

de Relatdrio aprovado pelo CEF. bem como comunicada qualguer alteragdo, intercoméncia ou interupgdo

da mesma.

Este parecer foi elaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Docurnentos Arquivo Fostagem Autor Situagio
Informagies Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_130785 18/03/2018 Apeito
do Projeto 1_E2 pdf 18:45:55
Clutros Emenda. pdf 18/03/2018 | RAQUEL ROMAMN Aieito

18:41:33 |FAEDD
Projeto Detalhado /| Projeto_Mestrado_Raguel_fev2018_CE | 0M/D32018 | RAQUEL ROMAM Aeito
Brochura P.pdf 14:08:20 | FAEDO
| Investigador
Clutras TCLE_projeto_|l pdf 01/03/2018 | RAQUEL ROMAN Aceito
11:18:36 | FAEDO
Clutras TCLE_projeto_|.pdf 01/03/2018 | RAQUEL ROMAM Aceito
11:168:20 | FAEDD
Clutros Parecer_projeto_|l pdf 01/032018 |RAQUEL ROMAMN Aceito
11:15:45 |FAEDO
Clutras Parecer_projeto_|.pdf 01/03:2018 | RAQUEL ROMAN Apeito
11:14:30 |FAEDO
Declaragio de Auforizacao_biomepositono. pdf 01/03/2019 | RAQUEL ROMAMN Biceito
Pesguisadores 11:13:57 |FAEDD
Cuiras Parecer_PI_ICESP pdf 28/M1 12018 | RAQUEL ROMAM Aceito
16:33:15 | FAEDO
Declaragdo de Infrasstrutura_versac_1.pdf 23052018 |RAQUEL ROMMAMN Aceito
Instituigdo e 11:11:15 FAEDC
Infraestrutura
Declaragdo de Declaracao_pesquisador_versao_1.pdf 23052018 |RAQUEL ROMMAMN Aceito
Pesguisadores 11:10:54 FAED
Felha de Rosto Folha_de_rosto_wersao_1.pdf 23052018 |RAQUEL ROMAMN Aceito
11:08:52 |FAEDD
Clutros Pafolegia_Evandro_wersao_1.pdf 18/05/2018 | RAQUEL ROBMAMN Aceito
11:38:44 |FAEDD
Declaragio de Biobanco |MT_Paulo_wversac_1.pdf 18/05/2018 | RAQUEL ROMAMN Biceito
Manuseio Matenal 11:37:47 | FAEDO
Enderego:  Avenkda do Care st
Balrro: Monie Alegre CEP: 14.040-903
UF: 59 Municiplo: RIBEIRAC PRETO
Telesfone: [16)3315-2213 Fax: [15)3315-4300 E-mall: cepfcip.uspbr
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Biologico /
Biorepositaric /

Biobanco

Biologico / Biobanco_|MT_Paulo_versac_1_pdf 18/05/2018 | RAGQUEL ROMAN Apceito
Biorepositario / 113747 FAED

| Biobanco

Declaragdo de Bicbanco_|CESP_Roger_wersac_1_pdf 18/05/2018 | RAQUEL ROMAN Aceito
Manuseio Matenal 11:37:38 FAEDOC

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagac da CONEP:

Maao

Enderago:
Balmmo: Monie Alegre
UF: 5P

Talefome: [16)3315-49213

RIBEIRAC PRETO, 26 de Junho de 2019

Awvenida do Cafe sn®

Assinado por:
Cleni Mara Marzocchi Machado
(Coordenador(a))

CEP:
Municiplo: RIBEIRAD PRETO
Fax:

{15)3315-4302

14.040-003

E-mall: cep@fchp.usp.br
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