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Dbjetivo da Pesquisa:

Objetiva Primdrio:

Desenvolvimento da tecnologia de Biopsia Liquida em nosso meio a fim de permitir o diagndstico diferencial,
com baixo custo e de forma confiavel, de neoplasias de orofaringe & laringe, pulmao, cérebro e do tecido
linfoematopoiético através da estruturagio do Banco Integrado de Tumores no complexo hospitalar Albert
Einslein (HIAE & insliluiges pdblicas conveniadas).

Obijetivos Secundario:

1. Estruturagio do Banco de Tumores da Sociedade Beneficente Israelita Albert Einstein (SBIBAE) com
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(gliomas) e tecido linfohematoipoético (linfomas).

2. Obter os perfis de expressdo génica (transcriptoma) e de microRMNAs do material bioldgico presente no

inlerior das vesiculas extracelulares (VEs, exossomos), presentes tanio no plasma
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como nas plaquetas do sangue periférico dos pacientes portadores das neoplasias de inleressa.

3. Compilar & obler os perfis de expressdo génica (transcriptoma) e de microRMNAs que estejam mais
relacionados a cada tipo de neoplasia.

4. Realizar a andlise comparativa dos perfis de expressio génica e de microRNAs nos diferentes grupos
diagnasticos.

5. Validar os perfis de expressic dos RNAs (RMAmM e microRMAs) obtidos pela BxLig com os dos
respectivos lecidos lumorais FFEP, nos casos de carcinoma ndo pequenas células do pulmao e de CEC de
orofaringe & laringe.

6. Obter DMA tumeral livre e circulante em sangue perifénco ("DMNAcCL”) dos pacientes com cancer @ avaliar a
presenca das principais mulacies nas vias cantnicas de sinalizacdo celular (EGFR, RAS, BRAF), nos casos
de CHPC do pulmdo e de CEC de orofaringe & laringa.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Havera riscos relacionados a colela de sangue & perda de confidencialidade dos dados.

Beneficios: N&o havera beneficios direlos para os parlicipantes da pesquisa, mas o resultado deste estudo
podera contribuir com novos mélodos de diagnostico @ monitaramenta do cancer, @ assim beneficiar
pacientés no fuluro.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesquisador envia Emenda para solicilar a inclusdo de dois pesquisadoras parlicipantes e de suas
respectivas instituipdes: Dr. Jodo Morberio Stavale, da Escola Paulista de Medicina -UMIFESF e Dr. Rafael
De Cicco, do Instituto de Cancer Amaldo Vieira de Carvalho.

0= abjelivos do projeto permanecem os mesmos & foi incluido o documents projelo-pranon-cep-versao-3

para mencionar eslas nowvos membros e suas instiluigoas.

Apds andlise, ndo foram encanfrados impedimentos élicos e a Emenda foi aprovada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram apresentados os termos pertinentes 4 Emenda. Os termos de apresentacdo obrigatdria encontram-se
am acordo com as Resolugies vigentes.

Recomendacdes:

E atribuicio do CEP “acompanhar o desenvolvimenio dos projetos, por meio de relatdrios semestrais dos

pesquisadores e de oulras estralégias de moniloramento, de acondo com o risco inerenle a pesquisa”. Por
isso ofa pesquisadorfa responsavel deverd encaminhar para o CEP
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hitps/fwww_einstein.br/pesquisalservicos/comite-etica-em-pesquisalrelatorio-pesquisas-aprovadas

Segundo a Resolugdo CNS 466/2012 o pesquisador responsavel deve prever procedimentos que
assegurem a confidencialidade e a privacidade, a prote¢do da imagem e a ndo estigmatizagdo dos
participantes da pesquisa, garantindo a ndo utilizagdo das informagbes em prejuizo das pessoas efou das
comunidades, inclusive em termos de autoestima, de prestigio efou de aspectos econdmico-financeiros.

Por favor, se ocorrerem eventos adversos graves, considerar as orientagdes presentes no link:
hitp:/lapps.einstein.br/forms/pesquisa/form-adve.html

Se ocorrer um evento relacionado ao procedimento do estudo ou medicagdo em uso, por favor, preencher o
Formuldrio de Evento Adverso Sério Préprio do CONEP:
http://lconselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/aquivos/FORMULARIO_EAS_CONEP_2011.doc

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Apods andlise, a Emenda submetida em 06 de Dezembro de 2019 foi aprovada, assim como o Projeto de
pesquisa em sua versdo 3, datada de Dezembro de 2019.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

EMENDA APROVADA PELO CEP DO HOSPITAL ISRAELITA ALBERT EINSTEIN EM REUNIAO
REALIZADA EM 17/12/2019.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo

Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_148503] 06/12/2019 Aceito
|do Projeto 2 E2.pdf 13:08:14

QOutros Carta_Emenda_2_CEP_InclusaoMembr| 06/12/2019 |denise pasqualin Aceilo

os.pdf 13:02:49
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RESUMO

DOS SANTOS DIAS, B. Quantificacdo de vesiculas extracelulares em plasma e avaliacéo
do seu contetdo quanto ao perfil de microRNAs como potenciais biomarcadores para a
bidpsia liquida de neoplasias de orofaringe e laringe. 2022. 114f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
Séo Paulo, 2022,

A biopsia tecidual é a técnica mais utilizada para o diagnostico e caracterizacéo
molecular do cancer. Entretanto, além de ser um procedimento invasivo, a bidpsia tecidual é
limitada a regido do tecido selecionada, pouco representando a heterogeneidade do tumor. A
necessidade de abordagens mais precisas e 0 avanco de tecnologias, impulsionam estudos que
avaliam componentes circulando em biofluidos, a chamada “biopsia liquida”. Neste estudo
foram avaliadas duas técnicas para deteccdo da presenca tumoral a partir do plasma: a
concentracdo e a variagdo no tamanho de vesiculas extracelulares circulantes e o perfil de
microRNAs circulantes. MicroRNAs sdo bons candidatos devido a sua estabilidade em
plasma, em associacdo com proteinas especificas ou no interior de vesiculas extracelulares. O
cancer de cabeca e pescoco é o sétimo tipo de cancer mais comum no mundo. Foram
selecionados portadores de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco nos subsitios laringe
e orofaringe. A técnica pulso resistivo ajustavel (TRPS) e citometria de fluxo foram utilizadas
para a caracterizacdo das vesiculas extracelulares e microRNAs circulantes foram detectados
utilizando a tecnologia nCounter, plataforma Nanostring. Adicionalmente, microRNAs e
MRNAs presentes em tecido tumoral foram analisados para inferir a origem dos microRNAS
circulantes e sua relagdo com a progressao tumoral. Observamos alteragfes na concentracao
de vesiculas celulares na presenca do tumor. A TRPS constitui uma técnica com bom
potencial para aplicacdo em laboratérios clinicos por ndo necessitar de processamento
complexo de amostras, entretanto os resultados demonstram que ajustes finos, dificilmente
padronizaveis com o atual estado de desenvolvimento da tecnologia, sdo necessarios para esta
aplicacao no futuro. O perfil de microRNAs no plasma mostrou diferencas significativas entre
as amostras coletadas antes e apds tratamento. A analise de expressdo diferencial indicou 10
microRNAs diferencialmente expressos, sete ja descritos em plasma ou soro de pacientes de
CEPC e diferencialmente expressos quando comparados pacientes e individuos saudaveis. Em
tecido, 79 microRNAs estavam diferencialmente expressos, sendo 48 com maior expressao e
31 com menor expressao em tecido tumoral. MicroRNAs com expressdo elevada em tecido
tumoral ndo refletiram nas moléculas mais expressdo em plasma, assim como também

encontramos microRNAS com menor expressao em tumor e maior expressao em plasma de



paciente antes do tratamento. Como exemplo, 0 miR-150-5p visto mais expresso em plasma
de pacientes antes do tratamento enquanto teve menor expressao no tecido tumoral. Ao
analisar os dados de mMRNA do tecido, genes preditos como alvos deste microRNA estavam
mais expressos. Na literatura, 0 miR-150-5p ja foi descrito como um supressor tumoral em
CECP, porém encontrado em vesiculas extracelulares derivadas de linhagens celulares,
sugerindo um possivel mecanismo de encapsulamento seletivo deste miRNA que explicaria a
deteccdo elevada em plasma e ndo em tecido. A complexidade das interacdes que envolvem
microRNASs e processos de liberacdo destas moléculas no plasma sugerem que a utilizacéo de
um perfil de expressdo validado em diferentes coortes e ndo o uso de moléculas Unicas é mais
promissor para uma futura utilizagdo como biomarcador para o diagndstico e

acompanhamento de resposta terapéutica em cancer.

Palavras-chave: miRNA; CECP; bidpsia liquida; cancer; plasma.



ABSTRACT

DOS SANTOS DIAS, B. Extracellular vesicles quantification in plasma and its
microRNAs content as possible biomarkers in liquid biopsy for oropharyngeal and
laryngeal cancer. 2022. 114f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Currently, tissue biopsy is still the most used technique for diagnostic confirmation
and tumor characterization. However, it is an invasive procedure, and due to tumor
heterogeneity, it may represent only a limited part of the tumor, missing out important
molecular characteristics. For this reason, liquid biopsy is a promising alternative for
diagnostic and early detection of tumors. In this study we evaluated two techniques for the
detection of tumor using plasma: the concentration and sizes of extracellular vesicles and
circulating microRNAs. MicroRNAs are good candidates for molecular markers due to their
stability in plasma in association with proteins or encapsulated in extracellular vesicles. Head
and neck squamous cell carcinoma is the seventh most common cancer type worldwide.
Patients harboring cancer at the larynx and oropharynx subsites were selected for this study.
The tunable resistive pulse sensing technique was used for the characterization of
extracellular vesicles and circulating microRNAs were detected using the nCounter
technology (NanoString). This technology, based on the digital counting of molecules, detects
molecules even in low concentrations using specific probes. Additional analysis included the
characterization of extracellular vesicles using flow cytometry, and the evaluation of
microRNAs and mRNAs in tumor tissue in order to infer the origin of circulating miRNAs
and their association with tumor progression in the tissue. Alterations in the concentration of
extracellular vesicles were detected in the presence of tumors. The TRPS technology is an
interesting solution for clinical laboratories since there is no need for complicated sample
processing but results depend on fine settings hard to implement with the current state of
development. Circulating miRNA profiles showed marked differences between plasma
samples from HNSCC patients and those obtained when patients were tumor-free. Differential
expression analysis indicated 10 miRNA differentially expressed. Seven of these have been
previously detected in plasma or serum of HNSCC patients and differently expressed between
HNSCC patients and healthy individuals. In tissue, 79 miRNAs were differentially expressed,
with 48 upregulated in tumor tissue and 31 downregulated. miRNAs detected in high levels in
tissue did not reflect molecules most detected in plasma, as well, miRNAs with lower

expression in tumor tissue were found upregulated in plasma from patients with tumor. MiR-



150-5p was downregulated in tumor tissue but upregulated in plasma from patients with
tumor. When analyzing tissue data, mRNA from predicted miR-150-5p gene targets were
upregulated. In the literature, miR-150-5p has been described as an anti-tumor miRNA in
HNSCC, but enriched in extracellular vesicles from HNSCC-derived cell lines, suggesting a
selective sorting mechanism of miRNAs into vesicles that could explain its difference in
expression pattern in plasma from HNSCC patients and tumor tissue. Circulating miRNA
profiling may be a powerful tool to monitor tumor presence, although individual molecules or
a small set of miRNAs are unlikely to be directly used as biomarkers due to the variety of

processes modulated during tumor progression and that are readily reflected in plasma.

Keywords: miRNA; HNSCC; liquid biopsy; cancer; plasma.



