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MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INSUMOS ESTRATEGICOS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
Setor Comercial Norte, Quadra 02, Projegdo C - Térreo
CEP: 70712-902 Brasilia— DF

Parecer Técnico n,® 47/2015/CGFPS/DECIT/SCTIE-MS

Brasilia, 11 de agosto de 2015.
Assunto: Parecer Técnico sobre o Projeto “Retratos da Mama®,

1. Trata-se da andlise do ~projeto “Retratos da Mama”, SIPAR
25000.069252/2015-79, submetido no 4mbito do PRONON pela Fundagfio Faculdade de
Medicina — Instituto do Céncer do Estado de S#io Paulo, CNPJ 56.577.059/0006-06, com
valor total de R$ 4.620.000,00 (quatro milhdes, seiscentos ¢ vinte mil reais) e prazo de
execuglio previsto de 36 meses. A proposta encontra-s¢ em consondncia com as areas
prioritérias do PRONON definidas pelo Ministério da Saude no artigo 6° da Portaria
GM/MS n° 1,550/2014, enquadrando-se no item “VII' - realizagio de pesquisa e
desenvolvimento de inovagdes, tecnologias e/ou produtos para prevengo, diagndstico e/ou
tratamento de céncer”, '

2. De acordo com a proposta apresentada, estdo definidos os seguintes
objetivos: a) Analisar as alteragdes moleculares do céncer de mama através de
sequenciamento do exoma completo; b) Correlacionar os achados moleculares com 0s
dados clinicos, epidemiol6gicos, caracteristicas histologicas ¢ imunohistoquimicas; ¢)
Estudar e selecionar potenciais marcadores moleculares com relevancia progndstica
(evolugdo clinica) ou preditiva (resposta ao tratamento); d) Estabelecer a padronizagio de
metodologia (pouco invasiva) no plasma (CTCs, VEs e ¢tDNA); €) Analisar os potenciais
marcadores moleculares encontrados no exoma no plasma para monitoramento do céncer
de mama; f) Desenvolver um sistema informatizado que integre os diferentes bancos de
dados dos pacientes com céncer de mama (molecular, clinico, anatomopatoldgico e de
imagem) para analises integradas,

3. Apbs andlise inicial, foi solicitada a institui¢do proponente a adequacgéo da
proposta ao anexo 111 da Portaria citada. O projeto com as alteragdes foi submetido a
avaliagio de dois consultores ad hoc, que assinaram termo de confidencialidade ¢
declaragiio de isencdio de interesses. Além dessa avaliagfo, também foi realizada uma
andlise financeira.

4. Com base nas observacdes, a proposta foi colocada em diligénceia,
solicitando-se adequag@o orgamentéria e metodolégica. A resposta da institui¢do, com as
alteragdes no projeto € os esclarecimentos, foi anexada a este processo.

5. Os consultores ad hoc avaliaram positivamente o Projeto “Retratos da
Mama”, reconhecendo o mérito e a relevéncia cientifica. Destacaram como pontos
positivos “a abrangéncia, a integragfio de dados clinicos ¢ laboratoriais, o entendimento da
biologia tumoral, a andlise sem hipéteses a priori (varredura exdmica) para identificagio
de potenciais biomarcadores de diagndstico ¢ o prognostico™,




6. Apesar da avaliagio positiva, foram questionados alguns aspectos " "

metodoldgicos da proposta, os quais se recomenda que sejam observados pelos executores.
A primeira questdo levantada refere-se 4 adequagéio dos objetivos gerais ao cronograma,
portanto foi recomendado que o recrutamento de pacientes e o processamento de materiais
deverd ocorrer sem quaisquer intercorréncias para garantir que as metas sejam cumpridas
nos prazos previstos no estudo. Ressalta-se ainda a necessidade da descri¢fio clara sobre o
processo filtragem dos dados do exoma e de selegfio de variantes relevantes para validagfo
posterior. Além das observages citadas, no parecer ad hoc foi destacado como aspecto
negativo o fato do projeto nfio esclarecer o tamanho da equipe, pois entende-se que um
unico bioinformata nfo serd suficiente para analisar os dados gerados a partir de 200
exomas de tumor e 200 exomas de sangue periférico. Em sintese, considera-se que as
recomendagdes apresentadas poderfio confribuir para o aperfeicoamento da proposta.

7. Com relagfio ao orgamento, apds as adequagGes solicitadas, o valor final foi
alterado para R$ 4.510.000,00, dos quais estdo previstos 14% pata recursos humanos de
apoio (R$ 660.000,00), 30% para servigos de terceiro-pessoa Juridica (R$ 1.290.000,00),
29% para material de consumo (R$1.350.000,00), 25% para equipamento e material
permanente (R$ 1.135.000,00), 1% para equipamentos de informatica (R$ 25.000,00) e 1%
com despesas para captagdo de recursos.

8. Diante do exposto, o Departamento de Ciéncia e Tecnologia APROVA o
projeto “Retratos da Mama”, baseado nos termos dispostos na legislagfio vigente e
fixando o montante de R$ 4.510.000,00 para sua execugio,

E o parecer.
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MINISTERIO DA SAUDE

PARECER TECNICO N° 5/2018-CGFPATS/DECIT/SCTIE/MS

Assunto: Parecer técnico referente a proposta de readequacao do projeto “Retratos da
Mama”, SIPAR 25000.069252/2015-79, submetido ao PRONON pela Fundacéo
Faculdade de Medicina — Instituto do Céncer do Estado de S&o Paulo.

1.Trata-se de resposta ao despacho 0930878/CPCN/CGPC/DESID/SE/MS com pedido
de anélise e emissdo de parecer técnico conclusivo sobre a proposta de readequacgéo
apresentada no ambito do projeto “Retratos da Mama”, SIPAR 25000.069252/2015-
79, submetido ao PRONON pela Fundacdo Faculdade de Medicina — Instituto do
Céncer do Estado de Séo Paulo, CNPJ 56.577.059/0006-06. O projeto de pesquisa com
prazo de execucdo previsto de 36 meses, apresentado no exercicio de 2015, foi
aprovado no valor de R$ 4.500.000,00.

2.A proposta tem como objetivos gerais: a) Analisar as alteragdes moleculares do
cancer de mama através de sequenciamento do exoma completo; b) Correlacionar os
achados moleculares com os dados clinicos, epidemioldgicos, caracteristicas
histologicas e imunohistoquimicas; c) Estudar e selecionar potenciais marcadores
moleculares com relevancia na tumorigénese; d) Estabelecer a padronizacdo de
metodologia (pouco invasiva) no plasma (VEs e ctDNA); e) Desenvolver um sistema
informatizado que integre os diferentes bancos de dados dos pacientes com cancer de
mama (molecular, clinico, anatomopatolégico e de imagem) para analises integradas.

3.A instituicdo solicitou a readequacao do Plano de Trabalho em virtude do processo
de captacdo de recursos ter superado as expectativas e alcancado o valor de
R$5.331.629,54, 0 que representou um acréscimo de 18,5% (R$ 831.629,54), diferenca
prevista na portaria GM/MS 1550/2014.

4.Ap6s analise técnica se identificaram as seguintes alteracoes:
Orgamento

- Mudanga no item “analises estatisticas”- 0 valor passou de R$ 100.000,00 para R$
245.495,00. Além disso, foi alterada essa rubrica - na versdo anterior apresentada como
servico de terceiro e na readequacdo como Recursos Humanos de apoio;

- O item “consumiveis / insumos / amostras”, antes dividido entre “terceiros” e
“material de consumo”, passou a uma Unica rubrica na readequacdo, “material de
consumo”, e teve o valor alterado de R$ 1.850.000,00 para R$ 2.749.059,00;

- Reducdo dos valores do item “pessoal/RH” nos servigos de “monitoramento e
registro’;

- Inclusdo de bens no item “equipamentos/material permanente” e alteragao dos valores
aprovados na proposta inicial;
- Exclusdo dos exames de imagem, antes previstos no valor de R$ 90.000,00;

- O item “contratacdo de empresa para captacdo de doagdes” apresentou reducdo de
88%, caindo de R$ 50.000,00 para R$ 6.000.00, sendo que a diferenca serd utilizada
para o pagamento de auditoria independente.



Metodologia/objetivo

- Verificaram-se mudancgas no objetivo e na metodologia - antes estava prevista a
incluséo de 200 pacientes com diagndéstico confirmado de cancer de mama de qualquer
idade. Na adequagéo foi alterada para 50 pacientes com triplo negativo e idade inferior
a 40 anos.

5.Com a finalidade de garantir maior transparéncia ao processo, foi solicitado que a
instituicdo esclarecesse e justificasse adequadamente as alteracGes apresentadas no
novo plano de trabalho. Também que apresentasse uma planilha discriminando e
comparando as etapas e suas respectivas atividades (proposta inicial e na readequacao),
0s equipamentos previstos (quantidades) e os valores necessarios para sua execugao.

6.Ap0s analise da resposta recebida, também foi pedido a instituicdo um detalhamento
do item “Consumiveis” no Plano de Trabalho no valor de R$ 2.207.059,44 ¢ a
justificativa técnica para a 0 tamanho da amostra.

7.Em resposta as diligéncias, a instituicdo fez os seguintes esclarecimentos:

- O valor e a rubrica das “analises estatisticas” foram alterados, pois serd contratado
um especialista com bolsa cientifica TT5 da FAPESP (http://www.fapesp.br/3162). O
valor inserido no projeto foi baseado na tabela FAPESP de dezembro/2016;

- O item “consumiveis”, registrado como material de custeio no valor de R$
2.207.059,44, sera utilizado para a realizacdo do sequenciamento das amostras das
pacientes selecionadas participantes do estudo e estdo detalhados conforme Quadro 1
apresentado a seguir.

Quadro 1: Descricdo por grupos dos Consumiveis

TIPO DE CONSUMIVEIS Valor — R$
Material para Coleta de Amostras 4.634,82
Plasticos e Reagentes para Processamento, Controle de Qualidade e Extracao 5076.24
de Acidos Nucleicos de Tecido T
Plasticos e Reagentes para Processamento, Controle de Qualidade e Extracéo 1037318
de Acidos Nucleicos de Sangue T
El)?g;[;(;os e Reagentes para Preparacéo dos Acidos Nucleicos para Analise por 1.918.817.48
Plasticos e Reagentes para Preparacéo dos Acidos Nucleicos para Analise de 60.032.02
Painel Por NGS e

Plasticos e Reagentes para Analise de DNA Circulante (Digital PCR) 90.268,73
Plasticos e Reagentes para Padronizagdo de Microvesiculas 117.856,97
TOTAL 2.207.059,44

- A redugao dos valores do item “pessoal/RH” ocorrera em fun¢do da contratacdo de um
profissional para atuagdo exclusiva no projeto nos servigos de “monitoramento e
registro”, portanto foi excluida a necessidade de pagamento de horas extras de
profissional da Instituicéo;

- Os exames de imagem antes previstos no valor de R$ 90.000,00, caso necessario,
serdo realizados na propria Instituicdo, razdo pela qual o valor foi retirado do projeto
na readequacao;

- Néo foi necessaria a contratacdo do servico para captacdo de doagbes, porém no
calculo do servigo de auditoria, a instituicdo considerou apenas 12 meses. Visto que a



Portaria n°® 1550/2014 prevé que os rendimentos financeiros podem ser utilizados no
projeto, foi proposto que o recurso para complementar o valor para 36 meses seja
utilizado dessa fonte;

- Além dos orcamentos incluidos no processo, a instituicdo esclareceu que a aquisicao
de “equipamentos/material permanente” sera pautada por suas regras de compras
vigentes que preza pela transparéncia e economicidade, conforme “Regulamento de

Compras e Contratagdes”, publicado no DOE de 24/06/2017 (N° SEI 2408201);

- Em relag&o as alteragdes nos objetivos e metodologia, conforme resposta anexada a
este processo (N° SEI 2408201), a institui¢gdo informou que o “principal ponto na
readequacao do projeto foi o enfoque dado a um subtipo de pacientes portadoras de
cancer de Mama. No projeto original seria feita analise molecular em mulheres com
cancer de mama, independente do seu subtipo. Na readequacéo, com o enfoque mais
preciso em um subtipo de cancer de mama (triplo negativo), relativamente menos
estudado que os demais subtipos, ¢ focando em mulheres jovens (< 40 anos)”,
acreditam “contribuir de maneira mais impactante com a geracdo de conhecimento
original”.

8.Apo0s analise técnica dos documentos enviados pela instituicdo, este Departamento

se manifesta favoravel as adequagfes solicitadas. Destaca-se que a utilizacdo dos
rendimentos para servico de auditoria devera ser solicitada antecipadamente.

9.N4o foi identificado no processo o parecer do Comité de Etica em Pesquisa. Portanto,
alerta-se que a execucao da proposta esta condicionada a obtencdo da aprovacao ética.

10.Diante do exposto, baseado nos termos dispostos na legislacdo vigente, o
Departamento de Ciéncia e Tecnologia APROVA a readequagdo do projeto “Retratos
da Mama”, SIPAR 25000.069252/2015-79, submetido ao PRONON pela Fundagéo

Faculdade de Medicina — Instituto do Céancer do Estado de Sdo Paulo,
CNPJ 56.577.059/0006-06, no valor R$5.331.629,54.
E o parecer.

GILIANA BETINI
Consultor Técnico

PATRICIA DE CAMPOS COUTO
Coordenadora-Geral de Fomento a Pesquisa e a Avaliacdo de Tecnologias em
Salde- Substituta

PATRICIA DE SOUZA BOAVENTURA
Diretora do Departamento de Ciéncia e Tecnologia - Substituta




Documento assinado eletronicamente por Camile Giaretta Sachetti,
Diretor(a) do Departamento de Ciéncia e Tecnologia, em 23/02/2018, as
13:34, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 19,
do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015; e art. 82, da Portaria n2 900 de
31 de Marco de 2017.
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Documento assinado eletronicamente por Patricia de Campos Couto,
Coordenador(a)-Geral de Fomento a Pesquisa e a Avaliagao de Tecnologias
em Saude, Substituto(a), em 22/03/2018, as 16:09, conforme horario oficial
de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de
outubro de 2015; e art. 82, da Portaria n? 900 de 31 de Marco de 2017.
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Documento assinado eletronicamente por Giliana Betini, Consultor, em
26/03/2018, as 11:37, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015; e art. 89, da
Portaria n2 900 de 31 de Marco de 2017.
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% A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
Fawsd http://sei.saude.gov.br/sei/controlador externo.php?acao=documento conferir&

Referéncia: Processo n? 25000.069252/2015-79 SEI n2 2409317
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1. Informag®es da Institui¢cdo

Instituic&o: Fundagéo Faculdade de Medicina — Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo

Endereco: Avenida Dr. Arnaldo, 251

Bairro: Cerqueira Cesar Municipio: Sao Paulo
CEP: 01246-000 Fone: (11) 3893-2727 Fax:
Email: direx@icesp.org.br CNES: 6123740

CNPJ: 56.577.059/0006-06

Representante Legal: Flavio Fava de Moraes

2. Areade atuacéo

() Prestacéo de servicos médico-assistencial
() Formacgdo, treinamento e aperfeicoamento de recursos humanos em todos os niveis

( X)) Realizagdo de pesquisas clinicas, epidemioldgicas e experimentais

3. Area Prioritaria

() I - prestagdo de servicos médico-assistenciais voltados & atengdo/cuidado da pessoa com cancer,

principalmente as ac¢fes voltadas ao diagnoéstico e estadiamento da doenca, ao tratamento cirdrgico,
guimioterapico e radioterapico, e aos cuidados paliativos;

() Il - prestacdo de servicos desenvolvidos em casas de apoio quando estes estabelecimentos tiverem

como publico-alvo as pessoas com cancer;

() Il - apoio a prestacdo de servicos de saude por meio da adequacdo da ambiéncia dos

estabelecimentos;

() IV - desenvolvimento de projetos de educag¢do permanente e formacdo de recursos humanos

direcionados a profissionais que atuem na area de salde em todos os niveis de atencéo, especialmente:
a) formacao técnica na area de radioterapia;

b) formacé&o de nivel superior na area de radioterapia (fisicomédico

e radioterapeuta);

c¢) educacao permanente na area de cuidados paliativos; e

d) educacéo permanente na area de oncologia pediatrica;

() V - realizacdo de pesquisas para o desenvolvimento de novos métodos custo-efetivos para
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diagnéstico e terapéutica em cancer;

() VI - realizac@o de pesquisas epidemioldgicas, descritivas e analiticas, dos varios tipos de cancer

existentes;

( X ) VIl - realizacdo de pesquisa e desenvolvimento de inovacdes, tecnologias e/ou produtos para

prevencdao, diagndstico e/ou tratamento de cancer;

( ) VIII - realizacdo de pesquisas basicas e pré-clinicas que levem ao desenvolvimento de novos

métodos diagndsticos ou terapéuticos em oncologia;
() IX - desenvolvimento de bancos de tumores;

() X - realizacdo de pesquisas para avaliacdo de politicas, servigos, programas e acfes de saude em

oncologia.

4. Informagdes Gerais do Projeto

Titulo do Projeto: Retratos da Mama

Pesquisador Principal

Nome: Roger Chammas

Professor Titular de Oncologia (area: Oncologia Basica)
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPq - Nivel 1B
Curriculo Lattes: http://lattes.cnpg.br/6888998874990744

Researcher Id http://www.researcherid.com/rid/A-8004-2011

Telefone: (11) 38932767

E-mail: rchammas@usp.br

Valor total do projeto: R$ 5.331.629,54

Periodo de Execucéo: 36 meses

5. Introducéao

O cancer de mama € a segunda neoplasia mais comum no mundo, e a primeira entre as mulheres. As
estimativas do GLOBOCAN mostraram que na América Latina tem-se aproximadamente 115.000 novos
casos de cancer de mama a cada ano (Ferlay, 2010) e no Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do

Céancer (INCA), estima-se a ocorréncia de cerca de 57.120 novos casos em 2014 (INCA, 2014).
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No Brasil, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas, muito provavelmente
porque a doenga ainda é diagnosticada em estadios avancados. A sobrevida média mundial apds cinco
anos é de 61%, sao relativamente raros antes da idade de 35 anos, acima desta faixa etaria sua incidéncia

cresce rapida e progressivamente (INCA, 2014).

O cancer de mama é uma doenca de grande heterogeneidade clinica e fenotipica, e seu
comportamento é apenas parcialmente explicado pelos dados clinicos e anatomopatolégicos usualmente
utilizados para tomadas de deciséo clinica como idade, antecedentes reprodutivos, tipo e grau histolégico,

tamanho do tumor, estadio, envolvimento do linfonodo nas axilas e outros (Curtis, 2015; Elston et al., 1999).

Os carcinomas sdo a maioria das neoplasias malignas da mama, representando aproximadamente
90% dos tumores malignos que acometem esse 6rgdo. Os carcinomas da mama séo divididos em
carcinomas invasivos do tipo ndo especial (mais comum, variando entre 40% e 75% dos casos) e o0s tipos
especiais, que compreendem mais de 15 subtipos, sendo o lobular o mais comum (5% a 15% dos casos).
(Lakhani - WHO Classification, 2012).

Na pratica clinica atual, na definicdo de tratamento do cancer de mama invasivo, além do tipo
histolégico, sdo utilizados 3 biomarcadores reconhecidos pela imunoistoquimica ou por Fluorescent in Situ
hybridization (FISH): Receptor de Estrogeno (RE), Receptor de Progesterona (RP) e Human Epidermal
Receptor (HER2) (Allred, 2010).

Mais recentemente, o cdncer de mama passou também a ser classificado de acordo com seu perfil
molecular, sendo reconhecidos 6 subtipos distintos: luminal A, luminal B, Her2+, basal-like e cloudin-low e

normal-like, que guardam alguma correlagcdo com os marcadores imunohistoquimicos (Prat e Perou, 2011).

Embora sO a classificacdo molecular ainda ndo seja aplicavel na pratica clinica por ndo estar
completamente padronizada e pelo seu alto custo, tem contribuido com informag8es importantes referentes
a biologia dos tumores e tem permitido um melhor entendimento sobre as vias de sinalizacdo de processos

da tumorigénese (Eroles et. al, 2012).

A definicdo de subtipos de céncer de mama tém importante implicagdo clinica, progndstica e no
desenvolvimento de terapias alvo (Perou et al, 2000; Munirah et al., 2011). Como um dos exemplos dessa
contribuicdo, é o maior entendimento sobre o Céancer de Mama Triplo Negativo, subtipo caracterizado pela
auséncia de expressao dos receptores de estrégeno e progesterona, e auséncia da hiperexpressao do fator
de crescimento epidérmico 2 (HER2) (Bauer, 2007; Nielsen, 2004). Esses tumores representam entre 10 e
15% de todos os casos de cancer de mama diagnosticados (Carey, 2010), ocorrem em mulheres mais
jovens (Dent, 2007), apresentam com maior frequéncia um comportamento mais agressivo, estando

relacionados a uma menor sobrevida (Bauer, 2007; Dent, 2007).

Apesar de ser geralmente abordado como um subtipo Unico, trata-se de um grupo heterogéneo do
ponto de vista da expressdo génica, composto em sua maioria por tumores basal-like e frequentemente
associados a mutacdo do gene Breast Cancer 1 (BRCAL) (Heitz, 2009). Apesar da alta sensibilidade a

quimioterapia, esse subtipo tem prognéstico desfavoravel quando comparado a outros subtipos, o que




DO ESTADO DE g_';
SAD PALLO

g Eoeoe Descrigéo do Projeto - PRONON = =
Retratos da Mama

parece decorrer da falta de terapias especificas (hormonal e anti-HER2), além do predominio de grau lll,

alto indice de proliferacéo e presenca de metastases frequente (Heitz, 2009).

O avanco na tecnologia de andlise de sequenciamento genémico de larga escala, incluindo o
sequenciamento paralelo em massa (MPS), tem permitido uma caracterizacdo detalhada de alteracbes
somaticas de tumores esporadicos, incluindo mutacbes, aberraces estruturais, nimero de cépias,
mudancas de transcricdo e modificaces epigenéticas (Banerji, 2012; Curtis, 2012; Curtis, 2015; Ellis, 2012;
Nik-Zainal, 2012a; Nik-Zainal, 2012b; Shah, 2012; Stephens, 2012; Cancer Genome Atlas Network, 2012). A
integracdo de perfis genéticos e transcricionais, tem levado a identificagcdo de novos subtipos de cancer de
mama, adicionando novas informa¢8es sobre a biologia da doencga, resultando em uma melhor taxonomia

molecular, que refina os esquemas de classificagéo existentes (Curtis, 2012).

Outra aplicagdo para o sequenciamento de larga escala utilizando MPS tem sido a busca ativa de
novos genes que possam contribuir para o cancer de mama familiar, além dos genes BRCAL1 e BRCA2 ja
bastante conhecidos (Miki et al.,1994; Wooster et al., 1995). Genes de penetrancia elevada adicionais tém
sido identificados para esta doenca, tais como TP53, PTEN ou STK11 no entanto, 0 seu ndmero nao é
ainda tdo elevada como previsto originalmente (Borresen et al., 1992; Lynch et al., 1997; Giardiello et al,
2000). O sequenciamento MPS foi utilizado para analisar 7 familias BRCA1 / BRCA2 negativas, cada um
com pelo menos seis mulheres afetadas com cancer de mama diagnosticados com idade inferior a 60 anos
de varias geracoes. Apos estudos de filtragem extensa, valida¢@o por Sanger e co-segregac¢do, as variantes
foram priorizadas, quer através de estudos de controle populacional, incluindo até 750 individuos saudaveis,
ou ensaios de caso-controle, abrangendo 5237 amostras (2693 casos e 2544 controles de diferentes
origens etnicas vindos de varios centros de Consortium de cancer de mama). Como resultado, um grupo de
pacientes com uma variante conhecida de suscetibilidade moderada indel (CHEK2 1100delC) e com uma
lista de 11 variantes raras apresentaram alguma associacdo para o risco o cancer de mama (Gracia-
Aznarez et al., 2013). Todos 0s genes afetados estavam envolvidos em importantes mecanismos celulares
tais como reparo do DNA, proliferacdo e sobrevivéncia celular ou de regulacdo do ciclo celular (Gracia-
Aznarez et al., 2013). Esses autores sugeriram outros estudos com um nimero maior de familias, utilizando
a estratégia de analise de todo exoma (seqiienciamento do genoma inteiro), caso-controle, estudos de
associacgdo, incluindo milhares de amostras e resequenciamento de regides gendmicas que contenham
variantes raras para a confirmacéo dos resultados e para definir o perfil genético de familias negativas para
BRCA1 / BRCA2 (Gracia-Aznarez et al., 2013).

A identificacdo de novos biomarcadores moleculares permitira uma escolha mais precisa dos
recursos terapéuticos, aumentando os indices de resposta e evitando a exposicdo de pacientes que nado se
beneficiariam com o tratamento a medicamentos téxicos.

Esforcos estdo sendo feitos para o desenvolvimento de biomarcadores progndsticos e preditivos a
partir de andlises do tecido tumoral. O espectro de mutacBes de TP53 foi considerado de importancia

prognéstica em varios subgrupos, incluindo IntClust 1 (ER-positivo, luminal B), IntClust 4 (CNA-desprovido)

e IntClust 5 especifica do subtipo (HER2-positivos), mas ndo em pacientes com tumores luminal A e basal-
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like (Silwal et al., 2014). Foram analisados 0 espectro de mutagBes no gene TP53 e testados 50 genes
utilizados para identificar subtipos de cancer de mama baseados em risco de recidiva para este subgrupo
dentro de uma coorte Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium (METABRIC) (Parker,
20009; Curtis, 2012; Silwal et al., 2014).

No entanto, a andlise do tecido tumoral, costuma estar limitada a uma coleta Unica, em um
momento determinado, e esta sujeita ao erro de selecdo resultante da heterogeneidade intratumoral. Além
disso, no caso das metastases, geralmente de mais dificil acesso para bidpsias, essa analise fica ainda
mais prejudicada. Outro desafio ainda presente da oncologia é o desenvolvimento de métodos pouco
invasivos para o monitoramento do tumor de um mesmo paciente, ao longo do tempo. O estudo em
amostras de sangue periférico representa uma solucdo ideal para esses dois problemas, apresentando-se
como alternativa de facil implementagcdo e minimo risco para o paciente. Assim, a obteng&o do perfil
gendmico do sangue se tornou uma alternativa com abordagem pouco invasiva para detectar e monitorar a
progressdo da doenga em tempo real e, portanto, podera ter grande utilidade no tratamento do céncer de
mama (De Mattos-Arruda, 2013).

Os trés constituintes de derivados de plasma e/ou soro séo: células tumorais circulantes (CTCs),
vesiculas extracelulares (VE), fragmentos de DNA livres de células (ctDNA). Os ctDNA e CTCs sdo os mais
estudados, sendo que as VEs vém recebendo grande atencdo nas pesquisas em céancer (Bettegowda,
2014).

Os ctDNAs, fragmentos de DNA livres isentos de células, sdo eliminados na corrente sanguinea
pelas células apoptéticas ou com necrose. Portanto, ctDNA parece compreender um pool de DNA com uma
representativa heterogeneidade, sendo que os niveis de ctDNA tém sido relacionados ao estadiamento do
tumor e seu prognéstico (Bettegowda, 2014). Além disso, a detecgcdo ctDNA pode ser utilizado para prever
uma recidiva antes do exame clinico e radioldgico, permitindo uma avaliacdo da resposta ao tratamento
(Bettegowda, 2014; Newman, 2014). Outra aplicagdo do ctDNA que vem sendo testada é no monitoramento
do céncer de mama metastatico e controle do aparecimento de subclones resistentes a terapia alvo
(Dawson,2013; Murtaza, 2013). Além disso, o ctDNA vem sendo avaliado como um biomarcador em

diversas malignidades (Bettegowda, 2014).

Os avancos tecnolégicos que permitem a detecgéo sensivel de ctDNA em pequenas quantidades de
plasma reforcam a utilidade do método na deteccdo e monitoramento da dindmica clonal, em uma grande
variedade de doencas malignas (Newman, 2014).

A deteccdo e o numero de CTCs no sangue periférico de pacientes com céncer da mama
metastéatico tem se mostrado um marcador de prognéstico independente dos ctDNA (Wallwiener, 2013). As
contagens de CTCs em cancer de mama metastéatico confirmaram a validade clinica mas nédo identificaram
nenhuma associac¢éo significativa com qualquer subgrupo molecular dos tumores de mama primario (Bidard,

2014).

No contexto em que uma nova bidpsia ndo puder ser obtido, ctDNA pode fornecer informagdo
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molecular adicional em comparagdo com o DNA de tecido parafinado para determinar o estado atual do
cancer, por exemplo. Gevensleben et al. 2013, descreveram a otimizagdo de um método de PCR digital
para deteccdo da amplificacdo de HER2 em ctDNA de pacientes com cancer de mama metastatico,
utilizando uma coorte de analise (65 pacientes) e uma coorte de validacdo independente (58 pacientes). A
analise do estado de HER?2 foi realizado em pacientes com cancer de mama que nao tinham uma bidpsia de
tumor recorrente como parte de sua rotina. O estudo mostrou que trés pacientes com céancer de mama
metastatico adquiriram HER2-positivo na recidiva da doenca, apesar de serem previamente classificados

como HER2 negativo no tecido da bidpsia (Gevensleben, 2013).

A avaliacdo do estado de HER2 é fundamental para o seguimento do paciente no cancer de mama
e 0S métodos atuais para o avaliagho do conteutdo HER2 em tumores, principalmente por
imunohistoquimica e hibridizacéo fluorescente in situ, tem suas limitagdes (Shah, 2010). Os pacientes com
doenca metastética que forem identificados como HER2-positivo podem se beneficiar da terapia anti-HER2,

como o trastuzumab (Shah, 2010).

O estudo de perfis no ctDNA no mesmo paciente continua sendo um desafio. Os esfor¢os para a
identificacdo de biomarcadores circulantes que levem & deteccdo precoce da doenca agressiva, incluindo o
perfil molecular de VEs (exosomos e microvesiculas), estruturas de membranas liberadas por varios tipos
de células, que também possuem material genético, sdo importantes devido ao seu papel da comunicacao
intercelular na progressédo do céncer (Sun et al., 2014). Apés a separa¢cdo da membrana de origem, as VEs
tornam-se moveis e podem se deslocar do espaco extracelular para o sangue e outros fluidos corporais
(Sun et al., 2014).

As VEs podem ser divididos em trés classes principais: exossomos 30-a 100 nm, microvesiculas
(100-1000 nm), e corpos apoptoéticos (1-5 um) (Corrado, 2013). Exossomos contém uma grande variedade
de moléculas bioativas, incluindo sinal de peptideos, microRNA, lipidios e DNA. Sabe-se que, no céancer,
as células tumorais secretam grandes quantidades de exossomos para transporte de sinal paracrino ou para
contribuir para a interagdo do microambiente tumoral a distancia (Sun et al., 2014). Apesar do potencial
como biomarcador em cancer, a identificacdo e quantificacdo de VEs em amostras clinicas continua sendo
importante (Yoshioka, 2014). Os trabalhos que descrevem técnicas de analise de bidpsia liquida para
detectar sensibilidade de VEs circulantes especificos do tumor abrem novas perspectivas na medicina

translacional do ponto de vista de diagnéstico e terapéutica (Yoshioka, 2014).

Microvesiculas isoladas a partir de uma variedade de linhagens de células tumorais foram
analisadas quanto ao teor de exoRNA. O estudo permitiu propor que microvesiculas tumorais também
transportariam DNA, além de um conjunto de proteinas seletivas e RNAs, aumentando assim o teor de
acidos nucleicos incluindo niveis elevados de codificacdo especifica de RNA e DNA nao codificante, e as
sequéncias de oncogenes e elementos transponiveis. Assim, microvesiculas tumorais contém um repertério
de informacdo genética para transferéncia horizontal de genes, com potencial utilizagdo como

biomarcadores de cancer (Balaj et al, 2011). Van der Vos et al, 2011 caracterizaram o tamanho e

qguantidade de microvesiculas por Nanoparticle Tracking Analysis no modelo de tumor de cérebro (Van der
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Vos et al., 2011).

A Figura 1 mostra um exemplo de aplicagdo de monitoramento de alteragfes genéticas especificos
de tumores para detectar recidiva e resisténcia ao tratamento utilizado em cancer colorretal utilizando a

metodologia de analise nao invasiva de sangue (Crowley et al., 2013):

a b

Cirurgia Recidiva precoce Resisténcia
Tratamento

Tumor associado a
alteracdesgenética
- I

Figura 1. Monitoramento de alteracBes genéticas especificos de tumores para detectar recidiva e resisténcia ao
tratamento. A Figura representa dois cenarios clinicos hipotéticos em que: a) as alterages genéticas no plasma ou soro
sanguineo podem ser rastreados na sequéncia de uma cirurgia, para monitorar sinais de recidiva precoce e b) clones
resistentes podem ser reconhecidos durante o tratamento com terapia-alvo (tais como anticorpos monoclonais anti-
EGFR em céncer colorretal). "A" representa o tempo de recorréncia clinicamente detectavel ou recaida. A linha azul
representa uma mutagéo “fundadora” (que ocorrem mais cedo) que esta presente por toda a massa do tumor e reflete
carga global do tumor. As linhas vermelhas e verdes representam aberracdes genéticas associadas com o crescimento
e expansdo de clones resistentes (Crowley et al., 2013)

A analise de sequenciamento de genoma larga escala de DNA para identificar os diferentes perfis
moleculares do cancer de mama em nosso meio e a posterior andlise integrada aos dados hitolégicos e
imunoistoquimicos, achados de imagem e evolugdo clinica (compreendendo padrdo da apresentacao,
estadio ao diagndstico, evolucdo e resposta aos tratamentos) devem nos levar a identificacdo de fatores
preditivos e progndsticos especificos para os diferentes subtipos de cancer de mama (van de Vijver et al.,
2002; Paik et al.,, 2004; Wang et al.,, 2005). Essas informacdes permitirdo, em um futuro préximo,
estabelecermos a orientacdo terapéutica de cada paciente a partir da analise de seu painel molecular, além
de abrir espaco para o desenvolvimento de novos e mais eficazes tratamentos (Eroles et al., 2012).

Em paralelo, o desenvolvimento de técnicas altamente sensiveis e padronizados para analisar
biomarcadores circulantes sera importante para o melhor monitoramento da dindmica de tumor de mama de

maneira individualizada. Portanto, o desenvolvimento de um método padronizado de isolamento de VEs e
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ctDNA no plasma e a andlise dos genes envolvidos na tumorigénese e possiveis descobertas de potencial
marcadores prognostico e/ou preditivo de resposta a tratamento para monitoramento da evolugéo do tumor
sera importante ao paciente com cancer. A deteccdo de mutagfes associadas a tumores no sangue pode
ser usado na clinica apds o diagnéstico, incluindo a avaliacdo do prognéstico, a deteccdo precoce de
recorréncia da doenca, e como substitutos para biépsias tradicionais, com o objetivo de prever a resposta
aos tratamentos e o desenvolvimento de resisténcia adquirida (Crowley, 2013). Apds a padronizacéo destas
técnicas, sera preciso avaliar sua reprodutibilidade e seu custo-efetividade, bem como valida-la de forma

prospectiva em ensaios clinicos.

Enquanto a analise integrada dos marcadores moleculares e dados de evolugéo clinica e resposta
ao tratamento devem nos levar a identificacdo de novos possiveis biomarcadores (progndsticos e
preditivos), a combinagdo dos dados de imagem a essas andlises permitiriam correlacionar padrdes
radiol6gicos a expresséo de genes especificos, com informagfes sobre a patofisiologia celular subjacente
(Rutman e Kuo, 2009; Goyen, 2014).

A associacao de padrdes de expressao génica a imagens radioldgicas tem sido objeto de estudo da
Radiogen6mica, que busca avancar no diagnéstico das doencas de forma independente da andlise tecidual.
Os resultados dessa integracdo ja comecam a ser colhidos. Em estudos envolvendo hepatocarcinoma e
glioblastoma multiforme, achados de imagem puderam ser correlacionados com perfis genéticos distintos,
demonstrando potencial para indicacdo de progndstico da doenca (Rutman e Kuo, 2009), enquanto a
integracéo de dados de expressao génica de casos de cancer de mama a achados de ressonancia nuclear

magnética dessas pacientes parecem promissores (Yamamoto, 2012).

Aproximar as descobertas da biologia molecular dos achados clinicos para uma maior compreensao
das doencas é o objetivo da Pesquisa Translacional. O reconhecimento do possivel marcador preditivo e
prognostico nos achados moleculares, poderdo permitir estabelecer estratégias de tratamento mais eficazes
e menos toxicas para cada paciente baseado em seu perfil molecular, o que se convencionou chamar de

Medicina Personalizada (Tenenbaum et al., 2014).

O processamento do grande volume de informag8es proveniente da analise do genoma vem sendo
possivel pelo desenvolvimento tecnolégico das Ultimas décadas. Integrar esses dados aos achados de
imagem, anatomopatoldgicos e clinicos vem somando esfor¢os de varios grupos de pesquisa no mundo
(Tenenbaum et al., 2014).

O primeiro desafio a ser vencido € a coleta padronizada e o registro estruturado dos dados. Apesar
da progressiva adocdo de sistemas eletrdnicos de informacédo, o registro estruturado de dados clinicos se

mantém como rara exce¢ao nos servicos de saude em nosso pais (TIC Saude 2013).

No Brasil, mesmo os prontuarios eletrénicos de Ultima geracdo oferecem apenas campos livres para
o registro de dados anatomopatoldgicos e clinicos relevantes, 0 que costuma exigir registro complementar
(acessorio) de informacgbes para o desenvolvimento de pesquisas clinicas. Na busca de correlacdes

moleculares e clinicas, a estruturacao dessas informagfes se mostra fundamental para permitir as analises
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futuras (McDonald et al., 2014).

O passo seguinte € a integracao das diferentes bases de dados e analise exploratéria desse grande
volume de informacdo. Fundamentais para esse processo € a combinacdo de recursos computacionais aos
conhecimentos em bioinformatica, que tem permitido o processamento em larga escala e a aplicacédo de

técnicas analiticas de forma custo-efetiva (O’Driscoll et al., 2013).

Em resumo, o presente projeto tem como objetivos principais: a) analisar as alterac6es moleculares
do cancer de mama através de sequenciamento do exoma completo; b) correlacionar os achados
moleculares aos elementos de imagem, caracteristicas histolégicas e imunoistoquimicas, dados
epidemiolégicos e evolugdo clinica de cada paciente; c) estabelecer a padroniza¢do de metodologia (pouco
invasiva) no plasma (VEs e ctDNA), d) desenvolver ferramentas para andlise integrada das diferentes bases

de dados.

6. Justificativa

A andlise de sequenciamento do exoma permitird encontrar diferentes perfis moleculares do cancer
de mama em nosso meio. A associacdo desses perfis aos achados de imagem, padrdes histolégicos e
imunohistoquimicos e comportamento clinico (incluindo resposta aos tratamentos) dessas pacientes
permitira alcangar uma maior compreensdo dessa doenga, podendo levar a potenciais marcadores

preditivos e progndsticos especificos para os diferentes subtipos de cancer de mama.

Nos ultimos anos a incidéncia de cancer de mama em mulheres jovens (<40 anos) tem aumentado,
chamando a atencdo para uma populacdo anteriormente considerada de baixo risco para desenvolvimento
desse tipo tumoral. Esse projeto ira focar no estudo e busca de compreensdo dessa populacdo especifica,

comparando-a com a populacdo mais idosa, com énfase no subtipo molecular triplo-negativo.

Hoje o entendimento da formag¢do tumoral e heterogeneidade do tumor sdo provenientes de
amostras de biopsias ou de cirargia. Esse é um retrato Unico de uma dada regido do tumor. O
estabelecimento de metodologia (pouco invasiva) para monitoramento do cancer pela analise molecular de
material circulante no plasma (vesiculas extracelulares e DNA circulante), podera trazer informacgdes
relevantes sobre o processo da tumorigénese. Além disso, a identificacdo no plasma de potenciais
marcadores moleculares, tanto progndsticos quanto preditivos de resposta ao tratamento, abriria espacgo

para um novo modelo de acompanhamento da terapia oncoldgica no futuro.

Para obter o painel molecular de cada paciente, neste presente estudo, serdo coletadas amostras
suspeitas de seremtumorais provenientes de Biopsias no Instituto de Radiologia-Hospital das Clinicas
(Inrad-HC -FUMSP) e no Instituto do Céancer do Estado de S&o Paulo (ICESP) e de ressecgédo cirdrgica
tumoral no ICESP. Paralelamente serdo colhidas amostras de sangue das pacientes no momento da coleta
do tecido. Apos andlise histopatolégica, os tecidos com resultados positivos para cancer de mama serédo

armazenados no biobanco. Sera realizada entdo uma andélise molecular para os seguintes marcadores:
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Estrogeno, Progesterona e ERB-B2. Os tumores que apresentarem marcagdo negativa para o0s trés
marcadores (Triplonegativos) serdo incluidos nesse projeto, realizando as analises moleculares do tumor/
sangue e a padronizacdo de metodologia para andlise do contetdo no plasma (vesiculas extracelulares e
DNA circulante), de acordo com a sequéncia abaixo:

a) analisar as alterac6es moleculares do cancer de mama através de sequenciamento do exoma completo;
b) correlacionar os achados moleculares com os dados clinicos, epidemiolégicos, caracteristicas
histolégicas e imunohistoquimicas; c) estabelecer a padronizacdo de metodologia (pouco invasiva) no
plasma; e d) integrar e analisar os dados moleculares, clinicos, histoldgicos, imunoistoquimicos das
pacientes com cancer de mama.

Os demais tumores de mama que ndo se encaixarem no perfil serdo armazenados no biobanco
para futuros estudos em outros projetos.

Além dos resultados diretos desse estudo, a coleta de material fornecera subsidio para muitos
estudos a longo prazo, uma vez que pacientes com esse tipo de cancer apresentam alta taxa de

sobrevivéncia em compara¢éo a outros tumores, permitindo um extenso acompanhamento.

7. Hipotese

A andlise de sequenciamento do exoma permitira identificar diferentes perfis moleculares do cancer
de mama em mulheres jovens em nosso meio. A associacdo dessas informacdes aos achados de imagem,
padrbes histologicos e imunohistoquimicos e dados de evolugdo clinica, incluindo respostas aos
tratamentos, trara uma compreensdo Unica sobre a doenca, podendo levar a identificacdo de fatores

preditivos e progndsticos especificos para esse subtipo de cancer de mama.

Os painéis moleculares gerados tem potencial de se tornar no futuro, um guia importante para a

orientacao terapéutica, abrindo ainda espaco para o desenvolvimento de possiveis hovos tratamentos.

Em paralelo, o desenvolvimento de técnicas padronizadas para analise do contetdido no plasma abre
espaco para a implementacdo de um novo modelo para monitoramento da dindmica de tumor de mama
individualizado. No futuro, a identificacdo de alvos moleculares associados ao tumor de mama na circulagéo
vao trazer informagfes genéticas adicionais para o entendimento do processo de progressédo tumoral em

funcédo da facilidade com que o material pode ser obtido antes e depois do tratamento.

A integracdo de resultados moleculares, dados clinicos, histolégicos, imunoistoquimicos dos
pacientes com céncer de mama exigira a analise de um grande volume de dados, demandando
investimentos em infraestrutura computacional. A coleta padronizada, a estruturacdo e o armazenamento
dos dados em formato acessivel sdo desafios igualmente importantes a serem vencidos no processo. Sua
integracdo oferece uma oportunidade Unica para um melhor entendimento do cancer de mama, podendo

ainda gerar informacdes relevantes para a tomada de decisao clinica.
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8. Objetivo do Projeto

O objetivo da pesquisa seréa:
a) Analisar as alteragdes moleculares do cancer de mama através de sequenciamento do exoma completo;

b) Correlacionar os achados moleculares com os dados clinicos, epidemioldgicos, caracteristicas
histolégicas e imunohistoquimicas;

c) Estudar e selecionar potenciais marcadores moleculares com relevancia na tumorigénese
d) Estabelecer a padronizacédo de metodologia (pouco invasiva) no plasma (VEs e ctDNA);

e) Desenvolver um sistema informatizado que integre os diferentes bancos de dados dos pacientes com

cancer de mama (molecular, clinico, anatomopatolégico e de imagem) para andalises integradas.

Especifico:
Os objetivos especificos séo:

1) Coleta, congelamento e armazenamento de amostras de tumor de pacientes com alta probabilidade de
ter cancer de mama (bidpsia) no Instituto de Radiologia-Hospital das Clinicas (InRad-HCFUMSP) ou
Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo (ICESP) ou de tumores ja diagnosticados (resseccédo do
tumor primario) no ICESP obedecendo aos critérios de inclusdo (mulheres jovens <40 anos, sem
tratamento prévio, em qualquer estadio ou paciente em investigagdo no HC, ou j& admitida no ICESP,

com cirurgia para ressec¢ao primaria do tumor programada)

2) Coleta, processamento e armazenamento de amostras de sangue no InRad-HCFMUSP e no ICESP no

inicio do estudo e apds o tratamento para posterior andlise de plasma
3) Apbs o resultado positivo para cancer de mama triplo negativo:

a) Andlise de qualidade tecido coletado (percentagem do tumor, necrose, tecido normal) e uma vez

aprovado a qualidade, serdo extraidas DNA de tecido;
b) Separacéo de Buffy coat e armazenamento para posterior Extracdo de DNA de sangue
¢) Processamento de plasma

4) Sequenciamento do exoma de DNA (tumor/sangue)

5) Andlise dos resultados do sequenciamento (Bioinformética) e se necessério, validacdo

6) Padronizacdo do método de anélise do plasma (microvesiculas e extracdo de ctDNA) para utilizacdo em

futuros projetos de pesquisa translacional
7) Armazenamento dos dados moleculares gerados na base de dados do Biobanco
8) Integracéo de dados moleculares, patolégicos, imagem e clinicos, viabilizando as futuras analises

9) Correlagéo dos achados moleculares com dados clinicos das pacientes.
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9. Procedimentos Metodolégicos

Desenho do Estudo: Estudo translacional, observacional, analitico e prospectivo. As pacientes serdo
submetidas a tratamento padrdo da instituicdo ou conforme protocolos dos estudos clinicos nas quais

eventualmente forem incluidas.

Participantes de pesquisa e tamanho amostral:
Meta de incluséo:
e 50 pacientes triplo negativos ao longo dos 3 anos.

e Pacientes com cancer de mama positivo, mas que ndo s&o triplo negativo terdo seu material

armazenado no biobanco.
Critérios de Incluséo:
e Pacientes do sexo feminino com cancer de mama sem tratamento prévio, em qualquer estadio;
¢ Mulheres jovens com <40 anos
e Paciente em investigacdo no Hospital das Clinicas ou ja admitida no ICESP;

e Paciente com cirurgia para ressecc¢do primdria do tumor programada ou possibilidade de bidpsia
dentro das condi¢des do Projeto;

e Pacientes acima de 18 anos;
Critérios de Excluséo:
e Tecido sem confirmag&o de cancer de mama
e Qualidade do tecido coletado ruim (pouca representatividade tumoral)

e HIV, hepatite

Aproximadamente 1.300 novas pacientes com cancer de mama sao atendidas no ICESP, com mais de 180
casos com resultado positivo de cancer de mama em bidpsias de mama sendo realizadas aproximadamente

600 cirurgias (resseccao cirtrgica) com pré e pos-tratamento (quimioterapia/radioterapia) por ano.

Descric&o do local do estudo:

1) Exames de imagem - Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas e Instituto do Cancer do Estado
de S&o Paulo.

2) Coleta de Bidpsia do tumor primario e de sangue — Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas e

Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo (Mastologia).

3) Coleta de Ressecc¢do de tumor primario em Centro Cirdrgico - Instituto do Cancer do Estado de Sao

Paulo (Mastologia).
4) Avaliacdo Anatomopatolégica:

Diagnéstico histolégico e imunoistoquimico do material;




DO ESTADO DE 2;
SAD PAULOD

g Eoeoe Descrigéo do Projeto - PRONON =M=_
Retratos da Mama

Registro de tipo histologico, receptores hormonais (Estrégeno, Progesterona), Ki67, HER2 e outros;

Teste de FISH — Patologia (ICESP).
5) Analise da qualidade do material coletado — Patologia (ICESP) e Biobanco / Processamentos — Centro de
Investigacdo Translacional em Oncologia — ICESP.
6) Coleta de sangue — ICESP.
7) Processamento e armazenamento de amostras coletadas — Biobanco / Centro de Investigacao
Translacional em Oncologia — ICESP.

8) Pesquisa — Centro de Investigacdo Translacional em Oncologia — ICESP e utilizacdo de Rede
Premium (Sequenciamento de larga escala — CTO-ICESP ou Laboratério SELA da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo) ou outras Instituicdes/empresas.

Planejamento do estudo:

I. Sequéncia do Estudo

1) Recrutamento e sele¢éo de pacientes.

2) Exames de imagem complementares aos pacientes

3) Coleta, congelamento e armazenamento de amostras de tumor de pacientes com alta probabilidade de
ter cancer de mama (bidpsia) com os critérios de inclusdo mencionados no Instituto de Radiologia-
Hospital das Clinicas (InRad-HCFUMSP) ou ICESP ou de tumores ja diagnosticados (ressecc¢do do

tumor primario ou nova biépsia) no ICESP.

4) Coleta, processamento e armazenamento de amostras de sangue no InRad-HCFUMSP e/ou no ICESP

no inicio do estudo e ao longo do tratamento para posterior anélise de plasma.
5) Apés o resultado positivo para cancer de mama triplo negativo seréo realizadas:

a) analise de qualidade tecido coletado (percentagem do tumor, necrose, tecido normal) e uma vez

aprovado a qualidade, serdo extraidas DNA de tecido tumoral;
b) Separacdo e armazenamento de Buffy coat para posterior Extracdo de DNA de sangue;
¢) Processamento de plasma de cada coleta.

6) Sequenciamento do exoma de DNA

7) Estudar os resultados do sequenciamento (Bioinformética) e se necessario, fazer a validagao

8) Padronizacédo do método de analise do plasma (microvesiculas e de ctDNA).

9) Construcdo de um sistema para integracdo os bancos de dados moleculares, patolégicos, clinicos e de
imagem.

10) Armazenamento dos dados moleculares gerados no Biobanco do Centro de Investigacdo Translacional
em Oncologia- CTO — ICESP.

11) Andlise dos bancos de dados integrados, buscando estabelecer correlagdes entre os achados

moleculares e as demais informacdes das pacientes.
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Il. Casuistica e Métodos
1) Casuistica

Seréo selecionados 50 pacientes com diagnéstico confirmado de céncer de mama triplo negativo,
durante 3 anos. Seréo coletados, congelados em N: liquido e armazenados amostras de tumor de pacientes
com alta probabilidade de ter cAncer de mama (bidpsia), tendo como critérios de inclusdo: estarem sem
tratamento prévio, em qualquer estadio ou em investigacdo no Hospital das Clinicas (HC), ou ja admitida no
Instituto do Cancer do Estado de Sado Paulo (ICESP), com cirurgia para ressec¢ao primaria do tumor
programada ou possibilidade de biépsia dentro das condicBes do projeto no Instituto de Radiologia-Hospital
das Clinicas (InRad-HCFUMSP) ou no ICESP. Serdo coletados também tumores ja diagnosticados
(resseccdo do tumor priméario) no ICESP. Apds assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) do Biobanco e terem respondido o Questionario Epidemiolégico do Biobanco, serdo coletadas
amostras de Tumor primario fresco através de bidpsia ou de ressecg¢édo cirdrgica, e sangue. As amostras
tumorais e de sangue de pacientes que confirmarem o diagnéstico de cancer de mama serao incluidas no
estudo. Para manter o anonimato das pacientes, as amostras serdo identificadas por nimeros arébicos. No
entanto, ndo haverd dissociacdo irreversivel dos dados. Sera cadastrado no Mddulo Tasy chamado
Biobanco, que tem como objetivo o cadastro e controle de material biolégico humano dos participantes do
Biobanco integrando com os dados clinicos para os Projetos de pesquisa com acesso restrito. O sistema
permitira o cadastro de participantes do Biobanco que terdo suas amostras coletadas para estudos e cada
participante tera um cédigo identificador Unico no sistema. Além disso, o material que sobrar sera
armazenado por tempo indeterminado no Biobanco da Rede Académica de Pesquisa do Cancer da
Universidade de S&o Paulo localizado no CTO-ICESP.

2) Coleta
a) Sangue Periférico

O participante é convidado a fazer parte do projeto através da obteng¢édo de TCLE e um Questionério
Epidemiolégico do Biobanco. Apds obtencéo do TCLE, a amostra de sangue (15mL) é coletada por meio de

puncdo de veia periférica e processada (plasma) podendo ter coletas e processamento de plasma ao longo
do tratamento .

b) Tumor Primario

Serao coletadas fragmentos de tumor provenientes do procedimento de biopsia ou de resseccao
cirrgica que serdo congeladas imediatamente no N2 liquido. Os setores do InRad -HC-FMUSP, Centro
Cirtrgico e Patologia do ICESP serdo comunicados e orientados quanto a coleta do Biobanco e o
Formulario correspondente serd entregue para preenchimento do controle dos tempos (primeira e Ultima
ligadura, congelamento e chegada na Patologia). Os fragmentos de tecidos congelados em N: liquido de

tecido tumoral sdo armazenados em freezer a -80°C.

Todo o tecido coletado passard por analise de qualidade de tecido tumoral coletado de acordo
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Procedimento Operacional Padrdo (POP) de Analise de qualidade de material coletado do Biobanco da
Rede Académica de Pesquisa do Cancer da Universidade de S&o Paulo localizado no CTO-ICESP.
Resumidamente, a qualidade de amostras de tecidos coletados sera analisada através de confeccao de
laminas Hematoxilina-Eosina (HE) de tecido congelado seguindo os critérios de qualidade estabelecidos
pelo Patologista e pesquisadores responsaveis. O armazenamento s6 sera realizado se as amostras
preencherem os critérios de qualidade estabelecidos. Todos os detalhes de coleta, armazenamento e
gualidade serdo registrados no Médulo Tasy Biobanco Processamentos. Todas as coletas e processamentos
serdo realizados seguindo a padronizacdo de materiais plasticos e POPs e adotado identificagdo numérica
ou alfanumérica para manter o sigilo e confidencialidade do participante do estudo. O processamento de

amostras é realizado de acordo com os POPs do Biobanco.
3) Extracdo de DNA
a) Sangue Periférico
O DNA de leucécitos periféricos sera extraido pelo método de Salting Out Procedure (Miller et al,

1988). Serdao extraidos DNA somente de casos que necessitarem de confirmagdo se a mutacdo é

germinativa ou somética.

Para a eluicdo do DNA, serdo utilizadas o tampé&o Tris-EDTA (TE-4). Uma aliquota de cada amostra
sera avaliada qualitativamente pelo Equipamento 2200 TapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA
EUA) e quantitativamente utilizando NanoPhotometer® P-Class (Implen, Alemanha) e as amostras serdo
armazenadas a -20°C.

b) Tecido tumoral

Para a extracao do DNA de tecido tumoral de bidpsias, sera utilizado o All Prep DNA/RNA Mini Kit
(Qiagen) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Uma aliquota de cada amostra sera avaliada
gualitativamente pelo Equipamento 2200 TapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA EUA) e
guantitativamente utilizando NanoPhotometer® P-Class (Implen, Alemanha), também utilizado para avaliar a
pureza da amostra em relacdo as proteinas (a relacdo 260/280 nm deve estar em torno de 1,8). Este
mesmo controle seré utilizado nas amostras de DNA de sangue destas pacientes. As amostras de DNA

serdo armazenadas no freezer -20°C até o sequenciamento.
4) Sequenciamento do Exoma

Sera realizado sequenciamento do exoma do DNA de tecidos tumorais de Biopsias coletadas e de
sangue periférico dos pacientes confirmados com cancer de mama de acordo com os subtipos escolhidos.

Para o sequenciamento completo do exoma de DNA de tecidos tumorais de Bidpsias e de leucdcitos

periféricos, utilizaremos o Nextera Rapid Capture Expanded Exome (lllumina). Este kit nos permite
sequenciar todos os exons, regides 5’ e 3' UTR e mRNAs. Este Kit consiste nas seguintes etapas:
a) Fragmentacao do gDNA

A primeira etapa desta reacdo consiste na fragmentacdo do DNA e a ligacdo de adaptadores nas

extremidades. Para isso, serdo utilizados 10 pl de gDNA a 5 ng/ul de cada amostra em uma placa de 96
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pocos. Serdo adicionados 25 pl de Tagment DNA Buffer e 15 pl Tagment DNA Enxime 1 em cada amostra. A
placa sera colocada no shaker a 1800 rpm por um minuto, centrifugada a 280 g por um minuto e incubada a
58°C por 10 minutos. Em seguida, serdo adicionados 15 pl de Stop Targment Buffer. A placa sera colocada
no shaker a 1800 rpm por um minuto, centrifugada a 280 g por um minuto e incubada a temperatura
ambiente por 4 minutos.
b) Purificac@o da fragmentacdo do gDNA

Seréo adicionados 65 ul de Sample Purification Beads, a placa sera colocada no shaker a 1800 rpm
por um minuto, incubada a temperatura ambiente por 8 minutos, centrifugada a 280 g por um minuto e
colocada na estante magnética por 2 minutos. Cuidadosamente 130 pl do sobrenadante serdo descartados
e em seguida seréo adicionados 200 pl de etanol 80%, no qual serd removido ap6s 2 minutos. Novamente
serdo adicionados 200 ul de etanol 80% e removido ap6s 2 minutos. A placa sera incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos e, em seguida, retirada da estante magnética. Serdo adicionados 22.5 pl de
Ressuspension Buffer, a placa sera colocada no shaker a 1800 rpm por um minuto, incubada a temperatura
ambiente por 2 minutos e centrifugada a 280 g por um minuto. A placa sera colocada novamente na estante
magnética e serdo transferidos 20 ul do sobrenadante para outra placa.
¢) Primeira amplificagéo

Esta etapa consiste na amplificacdo dos fragmentos de DNA purificados. Antes disso, sdo utilizados
index 1 (i7) e index 2 (i5), para possibilitar a formacao de pools, e adaptadores (P5 e P7) necessérios para a
geracéo de clusters e sequenciamento. Inicialmente serdo adicionados 5 pl de Index primer 1 (A) e 5 pl de
Index primer 2 (B) em cada amostra (Figura 1). Serdo adicionados 20 pl de Nextera Library Amplification
Mix, a placa sera colocada no shaker a 1200 rpm por um minuto, centrifugada a 280 g por um minuto e
levada ao termociclador e submetida a 72°C por 3 minutos; 98°C por 30 segundos, 10 ciclos com variacao
de temperatura: 98°C por 10 segundos; 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, finalizando em
72°C por 5 minutos e a 10°C por tempo indeterminado.
d) Purificacdo da primeira PCR

A placa sera centrifugada a 280g por um minuto e, em seguida, 50ul do sobrenadante seréo
transferidos para outra placa. Seréo adicionados 90 ul de Sample Purification Beads, a placa sera colocada
no shaker a 1800 rpm por um minuto, incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, centrifugada a 280
g por um minuto e colocada na estante magnética por 2 minutos. O sobrenadante sera descartado
cuidadosamente e em seguida serdo adicionados 200 pl de etanol 80%, no qual sera removido apés 30
segundos. Novamente serdo adicionados 200ul de etanol 80% e removido apés 30 segundos. A placa sera
incubada a temperatura ambiente por 10 e, em seguida, retirada da estante magnética. Serdao adicionados
27 ul de Ressuspension Buffer, a placa sera colocada no shaker a 1800 rpm por um minuto, incubada a
temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugada a 280 g por um minuto. A placa sera colocada
novamente na estante magnética e serdo transferidos 25 pl do sobrenadante para outra placa. Apos esta

etapa, todas as amostras serdo quantificadas no Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen).
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e) Primeira Hibridizacéo

Nesta etapa ocorre a formacdo do pool de amostras e a utilizagdo de sondas, desenhadas nas
regides de interesse. Serdo formados dois pools com oito amostras cada. Inicialmente todas as amostras
serdo diluidas para 500 ng, dos quais 5ul de cada amostra serdo utilizadas. Serdo adicionados em cada
pool 40 ul de DNA library sample or library pool from NLS plate, 50 ul de Enrichment Hybridization Buffer e
10 pl de Expanded Exome Oligos. A placa sera colocada no shaker a 1200 rpm por um minuto, centrifugada
a 280 g por um minuto e levada ao termociclador e submetida a 95°C por 10 minutos; 18 ciclos de 1 minuto,

comecgando a 94°C e diminuindo 2°C por ciclo; 58°C de 90 minutos a 24 horas.
f) Primeira Captura

Este processo utiliza estreptavidina para capturar as sondas hibridizadas com as regifes de

interesse. Esta etapa consiste em periodos de ligacdo, lavagem e eluicao.

Na primeira ligacdo a placa serd centrifugada a 280 g por um minuto e, em seguida, 100 pl do
sobrenadante serdo transferidos para outra placa. Serdo adicionados 250 ul de Streptavidin Magnetic
Beads, a placa sera colocada no shaker a 1200 rpm por 5 minutos, incubada a temperatura ambiente por 25
minutos, centrifugada a 280 g por um minuto, colocada na estante magnética por 2 minutos,

cuidadosamente serd descartado o sobrenadante e em seguida a placa sera retirada da estante magnética.

Na primeira lavagem seréo adicionados 200 pl de Enrichment Wash Buffer, a placa sera colocada
no shaker a 1800 rpm por 4 minutos e os “pools” serdo ressuspendidos com o auxilio da pipeta. Em seguida
serdo incubados a 50°C por 30 minutos, e imediatamente colocados na estante magnética por 2 minutos,
cuidadosamente todo o sobrenadante sera descartado. A placa sera removida da estante magnética e todo

este processo sera repetido.

Na primeira eluicdo serdo adicionados em tubos de 1,7 ml 28.5 pl de Enrichment Eluition Buffer 1 e
1,5 pl de 2N NaOH, no qual serdo vortexados e utilizados 23 pl para ser adicionado em cada pool. A placa
sera colocada no shaker a 1800 rpm por 2 minutos, incubada a temperatura ambiente por 2 minutos e
centrifugada a 280 g por um minuto, colocada na estante magnética por 2 minutos e serdo transferidos 21 pl
do sobrenadante para outra placa. Serdo adicionados 4 ul de Elute Targuet Buffer, a placa sera colocada no
shaker a 1200 rpm por um minuto e centrifugada a 280 g por um minuto.

Q) Segunda Hibridizac&o
Esta etapa € necessaria para assegurar elevada especificidade das regides capturadas. Para isso,
serdo adicionados 15 pl de Resuspention Buffer, 50 pl de Enrichment Hybridization Buffer e 10 pl de

Expanded Exome Oligos. A placa sera colocada no shaker a 1200 rpm por um minuto, centrifugada a 280 g
por um minuto e incubada a 58°C de 14,5 a 24 horas.

h) Segunda Captura
Conforme a primeira captura, este processo também utiliza estreptavidina e consiste em etapas de
ligacéo, lavagem e eluicéo.

Na segunda ligagdo a placa serd centrifugada a 280 g por um minuto e, em seguida, 100 pl do
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sobrenadante serdo transferidos para outra placa. Serdo adicionados 250 pl de Streptavidin Magnetic
Beads, a placa sera colocada no shaker a 1200 rpm por 5 minutos, incubada a temperatura ambiente por 25
minutos, centrifugada a 280 g por um minuto, colocada na estante magnética por 2 minutos,
cuidadosamente sera descartado o sobrenadante e em seguida a placa sera retirada da estante magnética.

Na segunda lavagem serdo adicionados 200 ul de Enrichment Wash Buffer, a placa sera colocada no
shaker a 1800 rpm por 4 minutos e 0s pools serdo ressuspendidos utilizando a pipeta. Em seguida serao
incubados a 50°C por 30 minutos, imediatamente colocados na estante magnética por 2 minutos e
cuidadosamente sera descartado todo sobrenadante. A placa serd removida da estante magnética e todo

este processo sera repetido novamente.

Na segunda eluigdo serdo adicionados em tubos de 1,7 ml 28.5 pl de Enrichment Eluition Buffer 1 e 1,5
pl de 2N NaOH, no qual serdo vortexados e utilizados 23 pl para ser adicionado em cada pool. A placa sera
colocada no shaker a 1800 rpm por 2 minutos, incubada a temperatura ambiente por 2 minutos e
centrifugada a 280 g por um minuto, colocada na estante magnética por 2 minutos e serao transferidos 21 pl
do sobrenadante para outra placa. Serdo adicionados 4 ul de Elute Targuet Buffer, a placa sera colocada no
shaker a 1200 rpm por um minuto e centrifugada a 280 g por um minuto.

i) Purificag8o captura

Esta etapa envolve a purificacdo das etapas de capturas. Serdo adicionados 45 pl Purification Beads
em cada pool, a placa serd colocada no shaker a 1800 rpm por um minuto, incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos, centrifugada a 280 g por um minuto e colocada na estante magnética por 2
minutos, cuidadosamente sera descartado o sobrenadante e em seguida serédo adicionados 200 pl de etanol
80%, no qual sera removido apds 30 segundos. Novamente serdo adicionados 200 pl de etanol 80% e
removido apds 30 segundos. A placa serd incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, em seguida,
retirada da estante magnética. Serdo adicionados 27,5 ul de Ressuspension Buffer, a placa sera colocada
no shaker a 1800 rpm por um minuto, incubada a temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugada a 280
g por um minuto. A placa serd colocada novamente na estante magnética e serdo transferidos 25 ul do
sobrenadante para outra placa.

j) Segunda amplificacdo PCR

Esta etapa amplifica toda etapa anterior. Serdo adicionados 5 pl de PCR Primer Cocktail e 20 pl de
Nextera Enrichment Amplification Mix em cada pool, a placa sera colocada no shaker a 1200 rpm por um
minuto, centrifugada a 280 g por um minuto e levada ao termociclador e submetida a 98°C por 30 segundos;
10 ciclos com variacdo de temperatura: 98°C por 10 segundos; 60°C por 30 segundos e 72°C por 30

segundos, finalizando em 72°C por 5 minutos e a 10°C por tempo indeterminado.
k) Purificacdo da Segunda PCR

Este processo utiliza beads para purificar a biblioteca removendo produtos néo utilizados. A placa sera
centrifugada a 280 g por um minuto e, em seguida, 50 pl do sobrenadante serdo transferidos para outra

placa. Serdo adicionados 90 pl de Sample Purification Beads, a placa sera colocada no shaker a 1800 rpm
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por um minuto, incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, centrifugada a 280 g por um minuto e
colocada na estante magnética por 2 minutos. Cuidadosamente serd descartado o sobrenadante e em
seguida serdo adicionados 200 pl de etanol 80%, no qual sera removido apds 30 segundos. Novamente
serdo adicionados 200 pl de etanol 80% e removido apds 30 segundos. A placa sera incubada a
temperatura ambiente por 10 min, em seguida, retirada da estante magnética. Serdo adicionados 32 pl de
Ressuspension Buffer, a placa sera colocada no shaker a 1800 rpm por um minuto, incubada a temperatura
ambiente por 2 minutos e centrifugada a 280 g por um minuto. A placa sera colocada novamente na estante
magnética e serdo transferidos 30 pl do sobrenadante para outra placa. As amostras serdo armazenadas

em tubos de 0,2 pl, identificadas e armazenadas a -20°C.

Os produtos dessa reacdo serd analisado no aparelho de sequenciamento HiSeq 2500 (llumina, San
Diego, CA, EUA) do Laboratorio de Sequenciamento SELA, Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o

Paulo ou em outras Instituicdes e/ou empresas que fazem o servi¢co de sequenciamento.

Para a validag&o das principais mutacdes encontradas no sequenciamento do exoma utilizaremos o
sequenciamento de Sanger ou AmpliconSeq na plataforma MiSeq (llumina, San Diego, CA, EUA) do
Laboratério de Sequenciamento do Centro de Investigacdo Translacional em Oncologia — ICESP ou em

outras InstituicBes e/ou empresas que fazem o servico de sequenciamento .
[) Quantificacéo das bibliotecas de DNA

A quantificacdo das bibliotecas de DNA sera realizada por qRT-PCR e o controle de qualidade e
determinagédo do tamanho médio pelo equipamento 2200 TapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) utilizando o Kit High Sensitivity diluindo a Biblioteca 1/10, a fim alcancar a mais alta qualidade de dados
na plataforma de sequenciamento lllumina, criando densidades de cluster ideais através de cada lane de
cada flow cell. A gRT-PCR seré realizado utilizando o equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems,
Foster City, EUA), seguindo as instru¢cbes do Kit de Quantificacdo de Bibliotecas (Kapa Library
Quantification Kit - lllumina, KAPA Biosystems, Woburn, EUA). Resumidamente, triplicatas de diluicdes de
1/16:000,1/ 32:000,1/ 64:000 com TrisHCI 10mM 0,05% Tween20 de cada biblioteca serdo aplicadas na
placa de 96 pocos em paralelo com os seis padrdes de concentragdo do Kit (20pM; 2pM; 0,2pM; 0,02pM;
0,002pM; 0,0002pM). A reacgdo serd desnaturado a 95°C durante 5 min seguido por condi¢bes de
amplificac&o durante 35 ciclos a 95°C para 30s e 45s para 60°C. A concentracdo do DNA ligado adaptador
foi calculada utilizando a seguinte formula: [quantidade em pM obtida pela curva padrédo] x [tamanho padréao
DNA 452bp] x [fator de diluicdo] / tamanho de fragmento amplificado verificado obtido a partir de
eletroforese em gel de agarose a 2%. Os valores de concentracdo obtidos a partir de qRT-PCR serdo
selecionados para determinar o volume de cada amostra para a misturas ou pool de bibliotecas para obter
2nM a 4 nM equimolar de concentragcdo. Em seguida seré adicionado 0,1N NaOH fresco em volumes iguais
das bibliotecas de DNA para a denaturacdo do DNA, seguido de diluicdo com tampao de hibridizacao pré-
HT1 gelada para se obter bibliotecas de DNA na concentragédo de 20pM. Depois foram ainda diluidos para a
concentracdo 6tima através do tampéao pré-HT1 refrigeradas de acordo com a padronizagdo (para MiSeq

13pM e HiSeq 16pM). Sera adicionado um por cento Phix Control v3, que € uma biblioteca ligado ao
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adaptador que é utilizado como um controle de corridas de sequenciamento. Esta biblioteca Phix Control v3
€ derivado da pequeno genoma Phix bem caracterizado, que oferece varios beneficios para
sequenciamento e alinhamento. Phix desnaturado foi utilizado como controle interno, adicionada na solucao
de biblioteca de DNA denaturado para observar a eficacia de incorporacdo do DNA durante o
sequenciamento de DNA. As bibliotecas serdo colocados dentro do cartucho adequado, e sequenciados
como multiplex com ciclos de acordo com o protocolo do fabricante e carregado em Sequenciador HiSeq
(lumina, San Diego, CA, EUA).
m) Validacédo

Sera realizada andlise do exoma, e as altera¢gdes genéticas encontradas poderdo ser validadas pelo
sequenciamento de Sanger ou pelo sequenciamento de larga escala no equipamento MiSeq (llumina, San
Diego, CA, EUA).
n) Acompanhamento das altera¢gfes genéticas

As alteracBes genéticas identificadas no exoma mais relevantes poderdo ser utilizadas quanto a
presenca no conteddo do plasma uma vez padronizado a metodologia, contribuindo para as pesquisas
posteriores futuras
0) Correlagéo

As principais alteracbes genéticas identificadas que possam estar relacionadas a tumorigénese de
cancer de mama serdo correlacionadas com o0s dados de imagem, clinicos, histoldgicos,
imunohistoquimicos, idade ao diagndstico, sobrevida livre de doenca, sobrevida global, estadiamento inicial
e resposta a quimioterapia neoadjuvante e outros.

5) Padronizagdo de método para analise gendmica em cultura de células

Cultura de linhagens estabelecidas de tumores serdo utilizadas para padronizacdo dos métodos
(sera escolhido uma linhagem estabelecida de tumor) e cultivadas de acordo com os protocolos
estabelecidos na literatura.

a) Isolamento de microvesiculas de cultura

Apos o procedimento de cultura de células, é retirado o sobrenadante da cultura de células e transferido
para o tubo de centrifuga, depois é centrifugado a 300 g por 10 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, retirar o sobrenadante, transferi-lo para um novo tubo de centrifuga e descartar o pellet, centrifugar
a 2000 g por 10 minutos a temperatura ambiente.

Retirar o sobrenadante, transferi-lo em novo tubo de centrifuga e centrifugar a 10.000 g por 30 minutos a
4°C. Retirar 0 sobrenadante, transferir para o tubo de ultracentrifuga e descartar o pellet.

Ultracentrifugar a 100.000 g por 2 horas a 4°C, descartar o sobrenadante, ressuspender o pellet em PBS
filtrado e ultracentrifugar a 100.000 g por 2 horas a 4°C.Descartar o sobrenadante e armazenar o pellet em

PBS ou em meio de cultura a -70°C até o momento do uso.

b) Caracterizacdo do tamanho e quantidade de vesiculas extracelulares utilizando Nanoparticle Tracking
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Analysis (NTA).

A técnica de rastreamento de nanoparticulas observa diretamente o ponto de luz, que é a sua
nanoestrutura "aumentada" pela iluminacdo, e acompanha o movimento browniano destas particulas. O
célculo do tamanho é feito pela equacao de Stokes-Einstein, na qual o didametro hidrodinamico é calculado,
uma vez que se obtenha a informacdo do Coeficiente de Difusdo por meio do NTA e temperatura e
viscosidade (normalmente da dgua) do meio sdo pardmetros conhecidos. A concentracdo e distribuicao de
tamanho de particulas coletadas em fracdes serdo medidas com NTA, equipado com camara EMCCD e um
laser 488 nm. Silica beads (100 nmdiameter; Microspheres-Nanospheres, Cold Spring, NY) serdo utilizadas

para configurar e calibrar o instrumento.

As aliquotas serdo diluidas em PBS para reduzir o nimero de particulas no campo de visdo abaixo de 200
por imagem, e a cada fragdo, 10 videos, cada um com duracédo de 30 segundos, serdo capturados com o
obturador da camera fixada em 33,31 ms e o0 ganho da camara fixada em 400. Todas as fracbes serao
analisadas utilizando o mesmo limiar, o qual sera calculado pelo software de medida (MATLAB v.7.9.0.529).

A andlise sera realizada pelo software do instrumento (NTA 2.3.0.15).

¢) Padronizacdo de método de isolamento de microvesiculas sendo que os exosomos tem 40-100nm e

microvesiculas 50-1000 nm possuem um tamanho menor que uma célula
Apéds padronizac@o em cultura de célula prosseguiremos com:

6) Padronizacdo do método de andlise do conteldo em plasma (vesiculas extracelulares e DNA livre

circulante)
a) Caracterizagdo do tamanho e quantidade de vesiculas extracelulares utilizando Nanoparticle Tracking
Analysis (NTA).
b) Padronizacdo de método de isolamento de microvesiculas para utilizacao por pesquisadores em projetos
de pesquisa translacional futuros
7) Estruturacdo da informacéo para integracdo dos dados moleculares e clinicos
7.1. Dados Clinicos
a) Perfil das pacientes
Idade
Peso
Altura
Naturalidade
Antecedentes reprodutivos
Contracepgéao
Terapia de reposi¢do hormonal

Quimioprofilaxia
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Outros antecedentes pessoais relevantes
Antecedentes familiares de cancer de mama ou ovario
b) Diagndsticos
Data do diagnostico do cancer de mama
TNM / Estadio
Sitios de metéstases
Comorbidades
c) Caracteristicas da Imagem
Aspecto mamografico
Apresentacdo USG
Apresentacdo RNM
d) Intervencgbes ou Tratamentos
Cirurgia
Tipo
Data
Quimioterapia
Objetivos: Neoadjuvante / Adjuvante / Paliativo
Protocolos
Linhas de Tratamento
Periodos
Terapia Hormonal
Objetivos: Neoadjuvante / Adjuvante / Paliativo
Medicamento
Periodo
Radioterapia
Area Irradiada
Periodo
Tratamento de suporte (paliativo) exclusivo
e) Resultados
Resposta tumoral
Tempo para progressao da doenca
Sobrevida

Dor
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Performance Status (ECOG / Karnofsky)
Parametros laboratoriais
Toxicidades

Complicacbes

7.2. Caracteristicas do Tumor (Anatomopatol6gico)
Tipo histoldgico
Imunoistoquimica (Receptor de Estrégeno, Receptor de Progesterona, HER2, Ki67 e outros)
FISH
7.3. Achados moleculares
Exoma
8) Andlise de dados

Andlises exploratérias das bases de dados integradas

Materiais e equipamentos:

Todas as coletas de bidpsia/resseccao cirlrgica e sangue serdo realizadas no Instituto de
Radiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina (FMUSP) e Instituto do Cancer do Estado de
Sdo Paulo e o processamento das amostras no Biobanco Processamentos do Centro de Investigacdo

Translacional em Oncologia (CTO), Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo (ICESP).

Inaugurado em 2008, o Instituto do Céncer do Estado de S&o Paulo possui atualmente 414 leitos de
internacéo, 85 de UTIs e 16 salas cirdrgicas. Além disso, conta com 103 consultérios médicos e 107

poltronas para atendimento ambulatorial.

Nesse espago, médicos de diferentes especialidades clinicas e cirargicas trabalham de forma cooperada

com equipes multiprofissionais especializadas na atencao oncoldgica.
O Biobanco de tumores do ICESP esta equipado com:
05 Freezers -80C Thermo Scientific Revco Value PLUS
01 QIACube

01 Nanofotdometro P-Class P330 - IMPLEN

01 Centrifuga Thermo Scientific - Sorvall 16R1

01 Criostato Hyrax c 25 - Zeiss

01 Centrifuga Fanem 2410

01 Centrifuga 5415R Eppendorf

01 Thermostat Plus 2mL Eppendorf

01 Agitador Vortex Vixar
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01 Balanga Eletrénica Toledo

01 Centrifuga Mini Spin Prism de centrifuga
01 StepOne Plus Real Time

01 2200 TapeStation

A corrida de sequenciamento em larga escala sera realizada nos equipamentos MiSeq e HiSeq 2500, no
Servico de sequenciamento de DNA (CTO-ICESP), Laboratério de Sequenciamento em Larga Escala
(SELA) da FMUSP, respectivamente ou em outras Instituicdes / empresas. As andlises do sequenciamento
serdo realizadas por bioinformatas.

Esse projeto prevé a compra de dois novos equipamentos essenciais para a execu¢do do mesmo:

- Ultracentrifuga

- Sistema de Caracterizagc&o de Nanoparticulas

A descrigdo técnica dos equipamentos encontram-se no anexo 2.

Todos os reagentes necessarios para coleta e processamento das amostras extragdo de DNA, Kit para
sequenciamento, cartuchos, reagentes para quantificacdo de Biblioteca, materiais plasticos para
ultracentrifugacdo, materiais plasticos e reagentes para analise de genoma, reagentes para cultura,

andlise de qualidade de DNA ser&o adquiridos neste projeto.

Analise dos dados:
a) Os resultados do sequenciamento do exoma serdo analisados pelo Bioinformata.
b) Os dados de PCR em tempo real sera analisado pelo préprio programa de analise do equipamento.
c) Integracéo de Bancos de Dados:
Patologia;
Centro de Investigagdo Translacional em Oncologia;
Oncologia Clinica / Mastologia / Radioterapia;
HC/MED.
d) Integracdo dos bancos de dados moleculares, anatomopatolégicos, de imagem e clinicos.

Analises de correlagdo dos dados moleculares com os dados clinicos, realizadas por um

bioinformata/estatistico.

10. Resultados esperados

A geracao de grandes quantidades de dados possibilitada pelo sequenciamento do exoma completo
ajudara no maior entendimento quanto a natureza e formas de apresentacdo do cancer de mama, bem

como sua evolugao clinica, de acordo com seu perfil molecular.
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O sequenciamento do exoma ajudara a reconhecer diferentes perfis moleculares do cancer de
mama, enquanto a analise integrada desses dados com os achados de imagem, padrdes histolégicos e
imunohistoquimicos e dados de evolugdo clinica poderdo contribuir para a identificacdo de fatores

preditivos e/ou progndsticos especificos para os diferentes subtipos de cancer de mama.

Esses novos conhecimentos deverdo contribuir no futuro para a construcao de novos guias para
melhor orientacdo ao paciente. Além disso, 0 projeto podera abrir espaco para pesquisas de

susceptibilidade genética para resposta aos tratamentos no futuro.

Em paralelo, a padronizagao de técnicas de analise do contetdo no plasma podera ser utilizado em
estudos futuros de biomarcadores circulantes de monitoramento da dindmica de tumor de mama ou em
outros tipos de tumores. Os projetos futuros de identificacdo de alvos moleculares associados ao tumor em
plasma poderdo contribuir trazendo informacdes genéticas adicionais quanto ao entendimento da evolugéo
do processo de tumorigénese principalmente da evolugéo, uma vez que o0 acesso ao material € facilitado e

pode ser extraido em diferentes tempos, promovendo mudangas no cuidado aos pacientes.

Sera desenvolvido um sistema para integracéo e analise dos dados moleculares e clinicos.

11. Aspectos éticos

O Biobanco do Instituto do Cancer do estado de S&o Paulo possui aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) e Comité nacional em Pesquisa (CONEP) de outubro de 2014 e seguird a
regulamentacéo para o uso de materiais biolégicos humanos para pesquisa, especialmente a Resolu¢ao
do Conselho Nacional de Salde no. 441 de 12 de maio de 2011, e a Portaria do Ministério da Saude no.
2.201 de 14 de setembro de 2011 que estabelecem as Diretrizes Nacionais para Biorrepositorio e
Biobanco de Material Biolégico Humano com Finalidade de Pesquisa. Toda a coleta e Processamento
seguira os Procedimentos Operacionais Padrdo do Biobanco. O Projeto passara para aprovacao do
CEP.

12. Cronograma das atividades

Anexo 1
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14. Resultados anuais esperados

1° ano:

Aquisicdo dos equipamentos;

Contratacdo da enfermeira de pesquisa;

Inclusdo de ao menos 20 casos no estudo;

Processamento de ao menos 40 amostras incluidas no estudo.

2° ano:

Inclusdo de ao menos 20 casos no estudo;

Processamento de ao menos 40 amostras incluidas no estudo;
Ao menos 20 casos serdo sequenciados;

Inicio do desenvolvimento de integragdo dos dados clinicos e moleculares.
3°ano

Se necessério inclusdo de amostras para completar o N amostral,
Processamento de ao menos 20 amostras incluidas no estudo;
Ao menos 20 casos serdo sequenciados e analisados;

Sistema integrado dos dados clinicos com os dados moleculares;

15. Produtos

Mapa de correlagdes genéticas vs. fenotipicas vs. clinicas.
Biomarcadores moleculares
Padronizacdo do método de andlise do contelldo em plasma em pacientes oncoldgicos para 0s

pesquisadores

Indicadores:
Numero de pacientes incluidas no estudo.
Numero de alterac8es genéticas encontradas de relevancia para a tumorigénese por paciente.

Numero de correlagdes genéticas vs. fenotipicas vs. clinicas geradas.

Metas:

Ao menos 50 casos incluidos no estudo.

Padronizacéo da técnica de andlise do contedo em plasma

Gerar uma metodologia para integrar os diferentes bancos de dados clinicos, histologicos,
imunohistoquimicos, de imagem e moleculares.

Fornecer subsidios (amostras e dados) para futuras pesquisas submetidas ao biobanco.

16. Monitoramento e Avaliacao

Monitoramento
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e Equipamento e insumos
Solicitagdo mensal do status da compra para o setor de compras e importacao
Solicitagdo quinzenal do status do recebimento
Solicitagéo semanal do status de instalagdo do equipamento
e Coletas
Numero de casos coletados no ano
Numero de casos incluidos no estudo no ano
e Processamento
Numero de sequienciamentos realizados
Numero de seqlienciamentos analisados
e Integracdo do banco de dados

Reunides trimestrais para acompanhamento do desenvolvimento do sistema integrado

Obs: As atividades referentes ao monitoramento e avaliac@o do projeto sdo a¢des internas, as

quais ndo irdo gerar custos ao Projeto.

17. Indicadores

Numero de pacientes incluidas no estudo.
Numero de alterac8es genéticas encontradas de relevancia para o tumor

Numero de correlagdes genéticas vs. fenotipicas vs. clinicas geradas.

18. Avaliagdo dos Resultados

Para avaliar os resultados do projeto devemos analisar o numero de pacientes que foi possivel

associarem um perfil molecular definido a um perfil de progresséo tumoral no cancer de mama.

19. Abrangéncia do projeto

Populacédo e/ou Instituicdo beneficiada:

No curto prazo os pesquisadores que utilizarem o Biobanco-USP terdo um material biol6gico humano de
alta qualidade para desenvolvimento de novos projetos, além de ja terem dados moleculares disponiveis
para trabalho.

Padronizacdo da técnica de analise de conteddo no plasma, que podera ser utilizado por qualquer

pesquisador que utilizar o Biobanco-USP
O sucesso desse projeto pode servir de base para analises similares em outros tipos de céncer.

No longo prazo os dados gerados poderdo ser utilizados para planejamento do tratamento de pacientes

portadores de cancer de mama.
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Dimensao geografica: Sao Pau

lo/SP

Vagas ofertadas: nédo se aplica

20. Disseminacédo dos Resultados

Os dados obtidos serdo publicados como artigo cientifico em revistas indexada com seletiva politica

editorial, divulgadas em congressos e eventos.

21. Projetos multicéntricos

N&o se aplica

22. Organograma

Coordenacdo do Projeto
Prof. Roger Chammas e Prof. Paulo Hoff

Aquisi¢oes
José Eduardo/ Denise Kerr/
Antonio Miranda

Atividade Médico —
Assistencial

Coordenagéo Institucional:
Dr. Claudio Ferrari

Importacdode
i Equipamentos
DECI, Compras e FFIM

Compra de
equipamentos em
mercado nacional

DECI e Compras

Importagaode
— Insumos
CTO, Compras e FFM

Compra de Insumos
em mercado
nacional
CTO e Compras

Amostras Humanas

Bioldgicas
Profa. Maria Aparecida Nagai/
dra. Miyuki Uno

Imagem
| InRad—Prof. Dr. Nestor
deBarros

Patologia
| ICESP —Prof. Dr. Evandro
Sobrosa

Oncoclinica
] ICESP — Prof. Dr. Max
Mano

Mastologia
HC e ICESP — Prof. Dr. José
Roberto Filassi

Radioterapia

ICESP —Dra. Karina
Moutinho

Gestdo de bancos de
dados e analises

Coordenagao Institucional: Dr.
Claudio Ferrari

Coleta de amostras
— Biohanco

Processamento de
1 amostras
Biohanco

Andlise dos dados

gerados
Biobanco e Colaboragio
externa

Criagdo/
aprimoramento do
i Banco de Dados
DOTI e terceiros

Gestdo de Banco de
Dados
Consultoria Externa e GIS

Gestdo de Banco de
Dados

Consultoria Externa e GIS
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23. Quadro de AtribuicBes

DECI — José Eduardo Lopes da Silva
DFPC - Ricardo Mongold
Diretoria Executiva - Joyce Chacon Fernandes

Assistente Direx — Dra.Silvia Takanohashi Kobayashi

CTO - Prof. Dr. Roger Chammas
Biobanco USP — Dra. Miyuki Uno

Compras - Anténio Miranda Pereira / Denise Barbosa

Henriques Kerr

Radiologia — Prof. Dr. Nestor de Barros
Mastologia — Prof. Dr. José Roberto Filassi
Oncologia Clinica — Prof. Dr. Max Mano
Gestao de Informacao — Natalia

Nicola

DOTI - Dr. Kaio Jia Bin

Pesquisa Clinica — Dr.

Roberto Jun Arai

Radioterapia — Dra.

Karina Moutinho

Patologia - Dr.

Evandro Sobrosa

Responsavel

Atividade
Aquisicdo de Equipamento P P Rv
Instalagdo dos equipamentos P P
Compras de insumos P P Rv
Recrutamento | | P | | R R R P |
Biopsia do Tumor Primario P [ | | | | | R P |
Ressec¢do do Tumor Primario P [ | | | | R | P |
Processamento espécime para Banco de Tumores | I I I I | | | R P
Coleta, processamento e congelamento do sangue | | | | | | | | R P
Avaliacao histolégica e imunohistoquimica do tecido | R | | | | | | | | |
Analise molecular das amostras biolégicas | | | | | | | | P R
Seguimento / tratamento clinico | | P R | | | |
Seguimento / tratamento mastologia | | P | R | | |
Seguimento / tratamento radioterapia | | P | | | | |
Registros complementares P P P P P P R |
Monitoramento de banco de dados P P R P P P P |
Analises integradas P P R P P P P |
Legenda

R Responsavel | Somente um responsavel pela entrega

Rv | Revisédo Responsavel pela revisdo

A Aprovagao Responsavel pela aprovagao

C Consultado Pessoa a ser consultada antes que a decisdo seja tomada

I Informado Pessoa a ser informada sobre a decisdo tomada

P Participante Pessoa que participa da execucao

Obs: Formacéo e experiéncias da equipe executora no anexo VIII.
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24. Plano de Atividades

Descricdo da Duracéo Descricao Unidade Metas Valor
atividade do de Quantitativas Estimado
indicador medida R$

Captacéo de 36 R$
recursos e meses 779.276,50
estruturagdo de
pessoal
Aquisicéo e 8 meses Avaliacéo de % 85
instalacdo  dos desempenho
equipamentos da duracéo

em meses.
Compra de 36 Avaliacéo de % 85
insumos meses desempenho

da duracéo

em meses.
Selegéo, coleta e 32 NUimero de Numero 200
processamento meses amostras
das amostras coletadas e

processadas R$

4.552.353,04
Analise de dados 24 NUimero de NUmero 96
meses sequéncias

analisadas
Aquisicdo de 12 Avaliacao de % 85
software para meses desempenho
gestdo de banco da duracao
de dados em meses.
Desenvolvimento 18 Avaliagcéo de % 85
do sistema meses desempenho
integrado de da duracéo
dados em meses.

. R$
TOTAL: 5.331.629,54

25. Observacéao
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ANEXO VI

Planilha Or¢amentaria

DEMONSTRATIVO DA PROJEGCAO DAS DESPESAS - PRONON

Titulo do Projeto:

Valor total do projeto:

RETRATOS DA MAMA
RS 5.331.629,54

CUSTOS DIRETOS DO PROJETO
% SOBRE O
NATUREZA DESCRICAO PREVISAO DE DESPESAS (R$) | VALOR TOTAL
DO PROJETO
CUSTEIO Recursos humanos de apoio
(Enfermeira; Monitoramento e registro
complementar e Analises Estatisticas e
Bioinformatica) 779.276,50 15%
Servigo de terceiros - Pessoa Juridica
(Criagdo Banco de Dados complementar
(Desenvolvimento Tl); Gestdo de Banco de Dados e
analises (software + operador); Auditoria
Independente; Manutengdo preventiva e corretiva
dos equipamentos (ultracentrifuga e Nanosight)) 606.000,00 11%
Material de Consumo
(Insumos) 2.749.059,44 52%
CUSTOS INDIRETOS DO PROJETO
% SOBRE O
NATUREZA DESCRICAO PREVISAO DE DESPESAS (R$) | VALOR TOTAL
DO PROJETO
CAPITAL Equipamentos e Material Permanente
(Detalhamento abaixo) 1.148.673,60 21%
Equipamentos de Informatica
Detalhamento abaixo) 48.602,00 1%
TOTAL 5.331.629,54 100%
Investimento Item Valor estimado
Ultracentrifuga 522.854,64
Nanosight 555.000,00
Canister de nitrogénio 5.083,00
Equipamentos e Material Permanente Agitador Vortex 6.143,96
Sistema de Aspiracdo a Vacuo (QLAVAC) 23.270,00
Detector 02 6.280,00
Mdquina de Gelo 30.042,00
Nobreak 10.000,00
Equipamentos de Informatica Servidor dedicado 28.000,00
Computadores 10.620,00




