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RESUMO

Introducao: O cancer surge de uma multiplicacdo desordenada de células alteradas
que podem invadir tecidos adjacentes ou érgdos a distdncia. Nas criangas e
adolescentes, o cancer costuma dar sinais e sintomas que sao facilmente confundidos
com doencas tipicas da infancia, sendo o diagnéstico precoce um desafio. A analise
da morfologia citolégica via aspirado medular e a identificacdo de alteracbes em
proteinas especificas e alteragdes cromossémicas e genéticas sdo exames que
podem ser utilizados para identificar os canceres; no entanto, a liberacao do laudo
demora alguns dias, o que compromete o inicio do tratamento. Objetivo: Este estudo
teve como objetivo identificar as diferencas apresentadas no espectro Raman do soro
sanguineo de grupos de sujeitos normais comparados a grupos de pacientes
leucémico e com outros tipos de cancer e as diferencas entre os grupos leucémico e
outros tipos de cancer, correlacionando as diferencas espectrais com as
biomoléculas. Materiais e métodos: As amostras de soro sanguineo de criangas e
adolescentes (21 normais, 90 leucémicos e 75 outros tipos de céancer) foram
submetidas a espectroscopia Raman (830 nm, poténcia do laser 450 mW) e destas
amostras foram obtidos 566 espectros, sendo 72 normais, 269 leucémicos, 225 outros
tipos de céncer. A andlise exploratéria dos espectros da amostra de soro foi realizada
por meio da analise de componente principal (PCA) a fim de identificar as diferencas
espectrais entre os grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer e associar
essas diferencas aos constituintes bioquimicos e suas intensidades entre os grupos.
Em seguida foram desenvolvidos modelos de classificagdo baseados na analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) para classificar os espectros
em grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer; grupos leucémico e outros
tipos de cancer; grupos leucémico entre si (LLA e LMA); grupos leucémico e sarcoma,
e grupos leucémico e linfoma. Resultados e discussao: A andlise exploratéria
mostrou componente principal com picos relacionados a albumina, amino&cidos,
proteinas, lipidios e carotenoides, sendo as diferengas espectrais entre normal,
leucémico e outros tipos de cancer relacionadas principalmente a carotenoides,
aminoacidos e proteinas, com picos mais intensos no grupo normal. O modelo PLS-
DA classificou os espectros do grupo normal versus grupos leucémico e outros tipos
de cancer com sensibilidade de 98,5%, especificidade de 56,9% e acuracia de 66,4%.
O PLS-DA discriminou os espectros dos grupos leucémico e outros tipos de cancer
com sensibilidade de 72,5%, especificidade de 60,0% e acuracia de 66,8%. Modelos
comparando os espectros de LLA e LMA foram construidos e na classificagcao todas
as amostras de LMA foram classificadas como LLA. Resultado similar foi obtido
quando se comparou o grupo leucémico (LLA e LMA) com os pacientes com linfoma,
no qual todos os espectros de soro de pacientes com linfoma foram classificados
como do grupo leucémico. Conclusao: O estudo mostrou que a espectroscopia
Raman é uma técnica que pode ser utilizada na discriminagdo dos grupos com
leucemia e outros tipos de cancer comparados com o grupo normal utilizando soro.
No entanto, ainda € necessario construir uma grande biblioteca de espectros Raman
a partir de amostras de soro de normal, leucémico e outros tipos de céncer para
melhor compreender os achados.

Palavras-chave: espectroscopia Raman; céancer; soro sanguineo; analise de
componente principal (PCA); minimos quadrados parciais (PLS); analise
discriminante.



STUDY OF BLOOD CHANGES IN HEALTHY PEDIATRIC PATIENTS
AND ONCOLOGICAL PATIENTS AIMING FOR CANCER DIAGNOSIS
USING RAMAN SPECTROSCOPY

ABSTRACT

Introduction: Cancer arises from a disorderly multiplication of altered cells that can
invade adjacent tissues or organs from a distance. In children and adolescents, cancer
usually gives signs and symptoms that are easily confused with typical childhood
diseases, making early diagnosis a challenge. The analysis of cytological morphology
via medullary aspirate, identification of alterations in specific proteins and
chromosomal and genetic alterations are tests that can be used to identify cancers;
however, the release of the report takes a few days, which compromises the start of
treatment or as quickly and early as possible. Objective: This study aimed to identify
the differences presented in the Raman spectra of the blood serum of normal groups
compared to leukemic groups and other types of cancers and the differences between
the leukemic groups and other types of cancers, correlating the spectral differences
with the biomolecules. Materials and methods: Blood serum samples from children
and adolescents (21 normal, 90 leukemic and 75 other types of cancer) were
submitted to Raman spectroscopy (830 nm, laser power 450 mW) and from these
samples 566 spectra were obtained, 72 normal, 269 leukemic, 225 other types of
cancers. The exploratory analysis of the serum sample spectra was performed using
principal component analysis (PCA) in order to identify spectral differences between
the normal, leukemic and other types of cancer groups and to associate these
differences with biochemical constituents and their intensities between the groups.
Classification models based on partial least squares discriminant analysis (PLS-DA)
were developed to classify the spectra into normal, leukemic and other types of
cancers; leukemic groups and other types of cancers; leukemic groups among
themselves (ALL and AML); leukemic and sarcoma groups, and leukemic and
lymphoma groups. Results and discussion: The exploratory analysis showed a
principal component with peaks related to albumin, amino acids, proteins, lipids and
carotenoids, with spectral differences between normal, leukemic and other types of
cancer mainly related to carotenoids, amino acids and proteins, with more intense
peaks in the normal group. The PLS-DA model classified the spectra of the normal
group versus the leukemic and other types of cancer groups with a sensitivity of
98,5%, specificity of 56,9% and accuracy of 66,4%. The PLS-DA discriminated the
spectra of the leukemic groups and other types of cancers with a sensitivity of 72,5%,
specificity of 60,0% and accuracy of 66,8%. Models comparing ALL and AML spectra
were built and in the classification all AML samples were classified as ALL. A similar
result was obtained when comparing the leukemic group (ALL and AML) with patients
with lymphoma, in which all serum spectra of patients with lymphoma were classified
as from the leukemic group. Conclusion: The study showed that Raman
spectroscopy is a technique that can be used to discriminate groups with leukemia and
other types of cancer compared to the normal group. However, it is necessary to build
a large library of Raman spectra from serum samples from normal, leukemic and other
types of cancers to better understand the findings.

Keywords: Raman spectroscopy; cancer; blood serum; principal component analysis
(PCA); partial least squares (PLS); discriminant analysis.
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1. INTRODUCAO

O cancer surge de uma multiplicagdo desordenada de células alteradas
que podem invadir tecidos adjacentes ou 6érgdos a distancia. Comumente é
constituido de uma massa de limites imprecisos e de bordas irregulares, chamada de
tumor; a leucemia é uma doenca maligna dos glébulos brancos, geralmente de origem
desconhecida, e nao apresenta formacdo tumoral. As neoplasias podem ser
desencadeadas por fatores externos que estdo relacionados com as alteracées
ambientais e os habitos de vida, e os fatores internos que séo representados por um
conjunto de instabilidades genéticas heterogéneas unidas por alteragbes em mdltiplas
vias de sinalizagdo celular e por condigbes imunolégicas (ALLAHVERDIYEV et al.,
2018; INCA, 2022).

O céncer é um importante problema de saude publica no mundo e ja esta
entre as quatro principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos) na maioria
dos paises (BRASIL, 2017; SUNG et al. 2021). Ao contrario do cancer adulto, o
cancer infantil geralmente afeta as células do sistema sanguineo e os tecidos de
suporte. Por serem predominantemente de natureza embrionaria, os tumores em
criangas e adolescentes sdo constituidos por células indiferenciadas, o que
geralmente proporciona uma melhor resposta aos tratamentos propostos. No entanto,
o cancer em criancas € dificil de detectar e apresenta uma variedade de sinais e
sintomas, muitos dos quais sao confundidos com doengas comuns da infancia (INCA,
2022; OLIVEIRA, 2021; WHO, 2003).

O céancer é considerado um problema crénico de saude pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), assim como a hipertensdo e o diabetes, e por isso seu
tratamento busca a cura, a melhoria da qualidade de vida, o prolongamento da
sobrevida e a atenuagdo dos efeitos colaterais do tratamento e da instalagdo da
doenca (BRASIL, 2013; WHO, 2003). Em 2020 o cancer € a segunda causa mais
comum de morte entre criangas de 1 a 14 anos nos Estados Unidos. Em 2021, a
American Cancer Society estimou que 10.500 criangas (do nascimento aos 14 anos),
e 5.090 adolescentes (15-19 anos) serdo diagnosticados com cancer, e 1.190 e 590,
respectivamente, morrerdo da doenca (SUNG et al., 2021). De acordo com o Instituto
Nacional de Cancer (INCA), a previsao de incidéncia de cancer no Brasil para o triénio
de 2023 a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer, 483 mil se

excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma (INCA, 2022).



17

O céancer representa uma importante barreira para o aumento da
expectativa de vida no mundo (SUNG et al.,, 2021). O impacto da pandemia da
doenca do coronavirus (COVID-19) em 2019, bem como a sua extensdo em
diferentes partes do mundo, ainda é desconhecido, mas supbe-se que atrasos no
diagnostico e no tratamento, associados as preocupag¢fes dos individuos e ao
fechamento dos sistemas de saude, com cuidados reduzidos, provocou um declinio
de curto prazo na incidéncia de cancer, seguido por aumentos nos diagndsticos em
estagio avangado e mortalidade por cancer em alguns cenarios (SUNG et al., 2021).

Os principais tipos de cancer que ocorrem em criangas sao leucemias,
tumores do SNC e linfomas. A leucemia é o céancer infantil mais comum, sendo a
primeira maior causa de doengas malignas na infancia, representando 28% dos
casos, seguido por tumores cerebrais e outros tumores do sistema nervoso (27%). Os
tipos de cancer e sua distribuicdo em adolescentes diferem daqueles em criangas; por
exemplo, tumores cerebrais e outros tumores do sistema nervoso sao 0s mais
comuns, correspondendo a 21%, e destes, mais da metade sdo benignos/malignos
limitrofes, seguidos pelo linfoma (19%). Além disso, ha quase duas vezes mais casos
de linfoma Hodgkin do que ndo Hodgkin entre adolescentes, enquanto entre criangas
é o inverso (SUNG et al. 2021).

Os céanceres infantis sdo raros e ndo ha testes de rastreamento
amplamente recomendados para diagnosticar o cancer em criangas. O diagndstico
precoce geralmente € baseado em sintomas, historia clinica, exames laboratoriais e
de imagem (radiografias, tomografias e ressonancia magnética). A confirmacao é feita
por bidpsia incisional para seguimento anatomopatoldégico (GARCIA-MANERO,
CHEIN, MONTALBAN-BRAVO, 2020; INCA, 2022; SUNG et al., 2021). No caso de
leucemias e linfomas, além da analise histopatolégica do tecido (biépsia), € coletado
um aspirado de medula 6ssea, 0 que permite uma avaliagdo detalhada da morfologia
celular e da porcentagem de blastos. A bidpsia da medula 6ssea também permite a
determinacao da celularidade e arquitetura da medula 6ssea (BERTINETTO; ENGEL;
JANSEN, 2020; BRASIL, 2017; GARCIA-MANERO, CHEIN, MONTALBAN-BRAVO,
2020; INCA, 2022; SUNG et al., 2021).

Estudos tém sido feitos a fim de demonstrar técnicas Opticas como
ferramenta que possibilite diagnostico rapido e preciso do cancer, destacando-se a
espectroscopia Raman (EBERHARDT et al., 2020). A espectroscopia Raman é capaz
de determinar a composi¢gao bioquimica do tecido bioldgico e fluidos corporais com
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analises qualitativa (diferenciacdo na composicdo bioquimica) e quantitativa
(diferencas na concentracdo de marcadores bioquimicos teciduais selecionados)
(GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; HANLON et al., 2000; KONG et al., 2015; LIMA et
al., 2019), podendo ser usado para diagnostico de cancer (BAHREINI et al., 2019;
IKEDA et al., 2018; KAST et al., 2014; LIMA et al., 2019; PACHECO et al., 2021;
PLANTE et al., 2021; SILVA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2002; SILVEIRA et al.,
2015), sendo considerado promissor por mostrar as diferencas e usa-las para
discriminag&o tanto in vivo quanto ex vivo, entre tecidos benignos e malignos em
diferentes patologias, incluindo préstata (KAST et al.,, 2014; PLANTE et al., 2021),
estdbmago (BAHREINI et al., 2019; IKEDA et al., 2018), cancer de mama (PACHECO
et al., 2021) e pele (BODANESE et al., 2010; LIMA et al., 2019; SILVEIRA et al.,
2015;), entre outros canceres (GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; KONG et al., 2015;
SILVA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2015). A técnica Raman nao requer preparagao
complicada de amostras, é ndo invasiva e nao destrutiva, fornece informagdes sobre
os modos de energia vibracional das moléculas em tempo real, permitindo analises in
situ de tecidos biolégicos com alta precisdo (EBERHARDT et al., 2020; GONZALEZ-
SOLIS et al., 2014; HANLON et al., 2000; KONG et al., 2015; LIMA et al., 2019;) e
sem remocao de tecido (BARROSO et al., 2015; FENG et al., 2015; KONG et al.,
2015; LIMA et al., 2019; PARACHALIL et al., 2019). O uso de excitacdo baseada em
radiacdo proveniente de fonte laser no infravermelho préximo (entre 785 e 830 nm)
em espectrometros Raman aplicado em medidas de tecidos biolégicos tem como
vantagem a baixa emissdo de fluorescéncia devido a baixa absor¢cdo deste
comprimento de onda por esses tecidos (KONG et al., 2015; MITCHELL; ULRICH,
2020).

As caracteristicas espectrais do soro sanguineo apresentadas em
pacientes dos grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer combinadas com a
analise discriminante multivariada dos dados Raman usando andlise de componente
principal (PCA) foram capazes de mostrar as diferengas nos componentes principais
entre 0s grupos (normal, leucémico e outros tipos de cancer) e pode ser usado no
diagnéstico de leucemias e canceres por meio da espectroscopia Raman (ATKINS et
al., 2017; BRASIL, 2017; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014).

Em uma revisdo de literatura, Atkins et al. (2017) apresentaram estudos
que utilizaram a espectroscopia Raman para caracterizagdo bioquimica do sangue e

seus componentes. Em estudo com amostras de soro sanguineo, Gonzalez-Solis et
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al. (2014) usaram a espectroscopia Raman e PCA para diferenciar soro de normal e
leucémico pacientes e identificar os diferentes tipos de leucemia com base na
composicao bioquimica do soro. Silva et al. (2018) usaram amostras de sangue total e
plasma de individuos saudaveis e leucémicos com base em espectros Raman e PCA
para diferenciar pacientes leucémicos e ndo leucémicos de acordo com alteracoes
bioquimicas.

Gonzélez-Solis et al. (2014) e Silva et al. (2018) mostraram um aumento na
concentracdo de carotenoides plasmaticos no grupo normal (picos Raman de
carotenoides aumentados) e associaram este composto a um papel protetor contra
neoplasias. Martinez-Espinosa et al. (2009) coletaram espectros Raman de amostras
de soro de pacientes com leucemia e voluntarios saudaveis para discrimina-los e
usando PCA nos espectros Raman e foram capazes de diferenciar as amostras. Bai
et al. (2020) usaram a espectroscopia Raman para analisar as caracteristicas do
plasma sanguineo de pacientes com linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) e
leucemia linfocitica crénica (LLC) em comparagdo com o plasma de pacientes
saudaveis, e usando analise discriminante por minimos quadrados parciais ortogonais
(OPLS-DA), obtiveram boa discriminagao entre os grupos LDGCB, LLC e voluntarios
saudaveis (controle). Os autores também encontraram bandas Raman especificas

para pacientes com LDGCB e LLC.

1.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi identificar, por meio da espectroscopia Raman
(excitacao em 830 nm), as diferencas espectrais no soro sanguineo de criancas e
adolescentes saudaveis (grupo normal) do soro de pacientes leucémicos (grupo

leucémico) e com outros tipos de cancer (grupo de outros tipos de cancer).

1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do estudo séo:
+ Avaliar as diferencas espectrais entre pacientes pediatricos com doenca
neoplasica e pacientes saudaveis;
» Correlacionar os principais picos espectrais das amostras com a

composicao quimica do soro sanguineo, conforme descri¢cao da literatura;
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+ lIdentificar os picos Raman que possibilitem a diferenciacdo entre
pacientes com leucemias e com outros tipos de céancer (sarcoma, blastoma,
carcinoma e linfoma) de pacientes saudaveis;

» Desenvolver modelos de classificagdo dos espectros das amostras de
soro sanguineo de pacientes saudaveis (grupo normal), leucémicos (grupo leucémico)
e com outros tipos de cancer (grupo outros tipos de céancer) por discriminagao

utilizando analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA).

1.3 Hipdtese

A hipbtese levantada nesta Tese € de que alteragbes na composi¢ao
bioquimica do soro sanguineo de criangas e adolescentes dos grupos leucémico (LLA
e LMA) e outros tipos de céncer (blastoma, carcinoma, linfoma e sarcoma), em
comparag¢ao com o grupo normal (pacientes saudaveis), podem ser identificadas pela
espectroscopia Raman, visto que esta técnica fotdnica vem demonstrando, de acordo
com a revisao de literatura, possibilidade de identificar estas diferengas bioquimicas

em fluidos biolégicos com significancia estatistica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer: aspectos gerais

Instabilidades genéticas heterogéneas unidas por alteragcdes comuns em
multiplas vias de sinalizagédo celular podem levar a uma multiplicacdo desordenada de
células e promover o desenvolvimento do cancer, que frequentemente esta associado
ao aparecimento de tumor (Figura 1). Ja a leucemia € uma doenga que atinge as
células do sangue cuja principal caracteristica € o acumulo de células doentes na
medula 6ssea, que substituem as células sanguineas normais e nao formam tumor
(ALLAHVERDIYEV et al., 2018; INCA, 2022).

O céancer é uma patologia complexa e multifatorial. Sua etiologia presume
mutagdes genéticas que conferem capacidade ilimitada de proliferacao celular, perda
de resposta a fatores de inibicdo de crescimento, evasao de apoptose, possibilidades
de invadir outros tecidos corpéreos (metastases) e producdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese) (ALTICE et al., 2016; INCA, 2022).

Inimeros marcadores tém sido apontados como importantes mediadores
em células cancerigenas, sendo a evasdo apoptética relatada como uma das
principais alteragdes que determinam o crescimento tumoral (MOROZOV, KARPQV,
2019). Além disso, outras caracteristicas podem ser incluidas, tais como:
autossuficiéncia na sinalizagdo de crescimento, desajuste da energia celular,
angiogénese sustentada, evasado da detecgao imune e metastase (ALLAHVERDIYEV
et al., 2018; VON WAGNER, VERSTRAETE, STOFFEL, 2019).

L) By

Multiplicagao Acumulo de Tumor
descontrolada de células cancerosas
células alteradas

Figura 1: Representacdo do surgimento do cancer a partir da multiplicacdo desordenada de
células alteradas. Fonte: adaptado de INCA, 2022.
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O céancer representa uma importante barreira para o aumento da
expectativa de vida no mundo. De acordo com a OMS, em 2019 o céancer foi a
primeira ou a segunda causa de morte antes dos 70 anos de idade, em 112 dos 183
paises. O impacto da pandemia provocado pela COVID-19, bem como sua extensao
em diferentes partes do mundo, ainda é desconhecida, mas presume-se que atrasos
no diagnéstico e tratamento, associados as preocupacdes dos individuos e
fechamento dos sistemas de saude, com redug¢ado dos cuidados, cause um declinio de
curto prazo na incidéncia de céancer, seguido por aumento nos diagndsticos em
estagio avangado e na mortalidade por cancer em alguns cenarios. Em 2019, houve
uma estimativa de 19,3 milhées de novos casos de cancer em todo o mundo, 18,1
milhdes excluindo o cancer de pele ndo melanoma, exceto o carcinoma basocelular
(SUNG et al., 2021).

De acordo com o INCA, as estimativas da incidéncia de cancer no Brasil no
triénio de 2023 a 2025 indicam a ocorréncia de aproximadamente 704.000 novos de
cancer, 483 mil se excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Estimativas
para o ano de 2023 das taxas brutas e ajustadas de incidéncia por 100 mil habitantes
e do numero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo primaria, sao
mostradas na Figura 2 e sao consideradas intermediarias e compativeis com as

apresentadas para paises em desenvolvimento (INCA, 2022).

Localizagdo Primdria Casos % Localizagao Primdria Casos %
Prostata 2.760 26,5% Homens Mulheres Mama feminina 2410 22 4%
Estomago 1.200 11,5% Colo do tero 1.980 18.4%
Tragueia, brinquio e pulmdo 880 B.5% Cdlon e refo 740 6,9%
Calon e reto 690 6,6% Traqueia, bronguio e pulmao 650 6,0%
Cavidade oral 440 4.2% Estémago 630 5,9%
Lewcemias 440 42% Leucemias 350 3,3%
Figado 430 41% Owvanio 30 3.2%
Sistemna nervoso cenfral 320 31% Figado 320 3,0%
Esdfago 270 2 6% Glandula tireide 320 3.0%
Laringe 260 2.9% Sisterna nervoso central 270 2.5%

*Mameros amedondados para maltiplos de 10

Figura 2: Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2023 por sexo, exceto cancer de pele ndo melanoma. Fonte: adaptado de INCA, 2022.

O céncer € considerado um problema crénico de saude pela OMS, similar a
hipertensdo e diabetes, e, portanto, os efeitos 6timos do tratamento envolvem
melhorar a qualidade de vida, prolongar o tempo de sobrevivéncia e aliviar os efeitos
colaterais. Dessa forma, o conceito de “sobrevivéncia com cancer” tem sido sugerido

(Ql et al., 2015). Agentes dietéticos naturais, em particular especiarias e ervas, tém
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atraido relevante atencao devido as suas varias propriedades na promocao da saude,
incluindo a supressao do cancer (VON WAGNER; VERSTRAETE; STOFFEL, 2019).

2.2 Etiologia do cancer infantojuvenil

O cancer na crianca e no adolescente (entre 0 e 19 anos), ou cancer
infantojuvenil, corresponde a um grupo de varias doengcas que tém em comum a
proliferacdo descontrolada de células anormais, que pode ocorrer em qualquer local
do organismo. Diferentemente do cancer do adulto, o infantojuvenil é
predominantemente de natureza embrionaria e, geralmente, afeta as células do
sistema sanguineo e os tecidos de sustentacdo. Nas ultimas quatro décadas, o
progresso no tratamento do cancer na infancia e na adolescéncia foi extremamente
significativo. Atualmente, cerca de 80% das criangas e dos adolescentes acometidos
pela doenca podem ser curados; no entanto, faz-se necessario diagnéstico precoce e
tratamento em centros especializados (INCA, 2022). Muitos estudos procuraram
identificar as causas do cancer infantil, mas muito poucos canceres em criangas sao
causados por exposicdo ambiental ou fatores de estilo de vida, e sim por fatores
genéticos. O cancer é causado por certas mudangas nos genes, as unidades fisicas
basicas de heranga genética, levando ao aumento indiscriminado no nuimero de
mitoses celulares (BAUER, 2017; OHTSURU et al., 2019). Os genes sao organizados
em longas fitas de DNA fortemente compactadas chamadas cromossomos (BAUER,
2017).

O cancer pode ser dificil de detectar em criancas, apresentando uma
variedade dos sinais ou sintomas, muitos dos quais sdo semelhantes a doencas
infantis comuns. Além disso, as vezes as criangas com cancer nao apresentam
nenhuma dessas alteragdes, ou a causa de um sintoma pode ser uma condigdo
médica completamente diferente que nao seja cancer (WON et al., 2018).

Quando identificado precocemente, o cancer tem maior probabilidade de
responder a um tratamento eficaz e resultar em uma maior probabilidade de
sobrevivéncia, menos sofrimento, e muitas vezes, um tratamento menos caro e
menos intensivo (BHAKTA et al.,, 2019; HONG et al., 2018). Melhorias significativas
podem ser feitas na vida de criancas com céancer a partir da deteccao precoce do
cancer, evitando atrasos no inicio do tratamento. Um diagnéstico correto é essencial

para tratar criangas com cancer porque cada cancer requer um regime de tratamento
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especifico que pode incluir cirurgia, radioterapia e quimioterapia (BHAKTA et al.,
2019).

2.3 Caracterizagao dos principais tipos de cancer infantojuvenil

A cada ano, cerca de 400 mil criancas e adolescentes sao diagnosticados
com cancer e 0s seus tipos mais comuns incluem leucemias, canceres cerebrais,
linfomas e tumores sélidos, como neuroblastoma e tumores de Wilms (BHAKTA et al.,
2019; STELIAROVA-FOUCHER et al., 2017).

A nomenclatura dos tumores €& baseada em sua histogénese e
histopatologia. Quando sua origem é nos tecidos de revestimento externo e interno,
os tumores sdo chamados de carcinomas. Quando o epitélio de origem é glandular,
sdo chamados de adenocarcinomas. Por outro lado, para tumores malignos
originarios de tecidos conjuntivos ou mesenquimais, o sufixo sarcoma € adicionado a
palavra que corresponde ao tecido. Por sua vez, os tumores originados de células
blasticas, que ocorrem com mais frequéncia na infancia, tém o sufixo blastoma
acrescentado a palavra que corresponde ao tecido original. Os tumores derivados do
tecido hemolinfopoietico, de acordo com a linhagem celular afetada, podem ser
leucemias ou linfomas (BRASIL, 2021).

De modo geral, entre criangas e adolescentes, os tipos mais comuns de
cancer sao leucemias, tumores cerebrais e do sistema nervoso central e linfomas.
Entre as criancas (de 0 a 14 anos), os tipos de céncer mais comuns sdo as
leucemias, seguidas de tumores cerebrais e outros do sistema nervoso central,
linfomas, neuroblastoma, tumores renais e tumores ésseos malignos (COOPER et al.,
2017). Entre os adolescentes (de 15 a 19 anos), os tipos mais comuns de cancer sao
tumores e linfomas cerebrais e outros do sistema nervoso central, seguidos por
leucemias, cancer de tireoide, gonadal (testicular e ovario), tumores de células
germinativas e tumores 6sseos malignos (ISAEVSKA et al, 2017; VAN MAELE-
FABRY; GAMET-PAYRASTRE; LISON, 2018).

2.3.1 Leucemias

A leucemia é um tipo de neoplasia maligna proveniente das células

hematopoiéticas. Essa patologia se inicia na medula-éssea, local onde as células
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sanguineas sao produzidas, e em seguida invadem o sangue periférico, podendo
atingir varios érgaos (NIH, 2014). A leucemia € a neoplasia mais comum na infancia,
responsavel por um terco de todos os canceres infantis (INCA, 2022).

Na leucemia, uma célula sanguinea que ainda nao atingiu a maturidade
sofre uma mutac¢ado genética que a transforma em uma célula cancerosa, que consiste
em uma célula anormal que nao funciona de forma adequada, multiplica-se mais
rapido e morre menos do que as células normais. Dessa forma, as células sanguineas
saudaveis da medula éssea vao sendo substituidas por células anormais, cancerosas
(INCA, 2022).

A leucemia €& geralmente descrita como aguda, que se dissemina
rapidamente, ou crénica, que cresce lentamente. A grande maioria das leucemias
infantis € aguda, e as leucemias crénicas sdo mais comuns em adultos do que em
criancas (VAN MAELE-FABRY; GAMET-PAYRASTRE; LISON, 2019).

Os trés subtipos principais de leucemia sao: leucemia linfoblastica aguda
(LLA), leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide crénica (LMC). A maioria
das leucemias infantis sdo LLA, com quase 80% dos casos. A maioria dos casos
restantes sdo LMA. As leucemias crénicas, como a LLC, sdo raras em criangas. Ha
muitos subgrupos de LLA e LMA, tais subgrupos apresentam caracteristicas
biologicas, progndéstico e tratamento variaveis. As criangas geralmente apresentam
citopenias ou infiltragdes leucémicas da medula 6ssea e de outros 6rgaos, como o
bago, figado, testiculos e sistema nervoso central (SNC) (KAPLAN, 2019).

Como citado acima, a forma mais comum de leucemia infantil é LLA, que
constitui entre 75 e 80% dos diagndsticos de leucemia infantil, sendo uma forma de
leucemia que afeta os linfécitos, um tipo de glébulos brancos que combate infecgdes.
Quando um paciente esta cometido por LLA, a medula 6ssea produz muitos glébulos
brancos imaturos e eles ndo amadurecem corretamente, comprometendo a produgao
de hemacias, plaquetas e neutréfilos. A células de origem desses blastos estd na
linhagem de desenvolvimentos dos linfocitos e podem infiltrar o SNC, sangue
periférico, linfonodos, baco, figado e rins. Esses globulos brancos também néao
funcionam corretamente para combater infeccoes (BORDBAR et al., 2021; KAPLAN,
2019).

A LLA é uma doenca de rapida progressao, que faz com que gloébulos
brancos em excesso e imaturas, os blastos, proliferem no osso a custa de células

hematopoiéticas normais. Dentro dos subtipos de LLA, a doenca precursora de
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células B (LLA-B) é mais comum do que a doencga de células T (LLA-T). A presenca
de leucocitose e massa mediastinal anterior em adolescentes com queixas de
dispneia em posicao supina, taquipneia e estridor pode sugerir o diagnéstico de LLA-
T. A LLA-B é tratada com quimioterapico em cinco fases: inducdo, manutencao
provisoria, intensificacdo tardia e manutengdo. Em termos de prognéstico, a LLA-T
apresenta pior desfecho (prognéstico ruim) em comparagdo com a LLA-B (KAPLAN,
2019).

Outro tipo de leucemia aguda é a LMA, que assim como a LLA, apresenta
rapida progressao, e é responsavel pela maioria dos casos restantes de leucemia em
criancas, compreendendo a cerca de 18% das leucemias infantis. Ocorre proliferagéo
de blastos na medula déssea e no sangue, e podem atingir varios sistemas do corpo.
As células de origem sao da linhagem mieloide: granulécitos, monécitos, eritrocitos e
megacariécitos podem originar a célula imatura, promovendo uma grande variacao
morfolégica para esse tipo de leucemia. Os cuidados de suporte sdo indispensaveis,
visto que as terapias propostas podem ser bastante toxicas e mielossupressoras,
culminando com longos periodos de dependéncia de transfusdo sanguinea e
neutropenia grave. A LMC é rara, e; quando diagnosticada, apresenta maior
prevaléncia em adolescentes (BROWN et al., 2021; KAPLAN, 2019; LABUHN et al.,
2019).

Além da observacéo clinica, o diagnéstico da leucemia baseia-se em um
conjunto de exames complementares, bem como investigacdo dos antecedentes
pessoais e familiares do doente. Dos exames laboratoriais, 0 hemograma completo
com contagem celular diferencial tem grande importancia, visto que a maioria dos
pacientes com leucemia tem mais de uma linhagem celular afetada. No caso de
neutropenia isolada, anemia ou trombocitopenia, o diagnéstico diferencial deve ser
considerado; j4 no caso de mais de uma linhagem celular atingida, o diagnostico de
leucemia deve ser fortemente considerado. Supressao viral, citopenia induzida por
drogas, purpura, anemia hemolitica autoimune ou neutropenia, Sindrome de Evan,
eritroblastopenia transitéria da infancia, anemia aplasica, sequestro esplénico e artrite
reumatoide idiopatica juvenil sdo diagnosticos que podem ser comumente
confundidos com leucemia (KAPLAN, 2019).

A citogenética convencional esta sendo amplamente utilizada para
diagnosticar e tratar neoplasias hematoldgicas. A aplicacdo de hibridizacao
fluorescente in situ (do inglés “fluorescence in situ hybridization” — FISH) associada a
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fita de DNA cromossdmico especifico auxilia a definir subclasses moleculares e
categorias de risco citogenético para essas doencas, além de proporcionar a analise
de células proliferativas e nao proliferativas, sendo importante para estabelecer a
porcentagem de células neoplasicas antes e apos terapéutica. Essa técnica pode
também permitir a identificacdo de anomalias cromoss6micas importantes no linfoma,
sendo esse um dos critérios para confidveis para a classificacdo dos linfomas
malignos segundo a OMS (DEWALD et al., 2003).

Outro exame realizado é a bidpsia da medula 6ssea. Tal exame € doloroso
e realizado com anestesia geral, por meio de uma agulha introduzida no osso iliaco
do paciente escolhido para a realizagdo da aspiracdo de uma parte da medula éssea.
Dessa forma pode-se realizar o mielograma (analise morfolégica e a producao de
células sanguineas pela medula 6ssea) e a retirada de um pequeno fragmento ésseo,
normalmente o osso do quadril, podendo ser também do osso iliaco, esterno ou tibia,
esta Ultima mais utilizada em criancas. Esse fragmento 6sseo é encaminhado para
laborat6rio e um patologista pesquisa a presenca de células malignas que afetam os
glébulos brancos, vermelhos ou plaquetas. Com o material colhido para o
mielograma, pode ser realizada a imunofenotipagem, que analisa a linhagem celular
comprometida, auxiliando no diagndstico e no tratamento (KAPLAN, 2019).

2.3.2 Tumores cerebrais de sistema nervoso central

Os tumores do SNC incluem tumores nao malignos e malignos do cérebro
e da medula espinhal. Os tumores malignos primarios do SNC sdo a segunda maior
causa de doencas malignas na infancia, depois das malignidades hematolégicas, e
representam o tumor de 6rgao solido pediatrico mais comum (STOCCO et al., 2017).
Embora tenha havido progresso no tratamento de tumores infantis, ainda estao
associadas aos tumores cerebrais malignos elevadas mortalidade e morbidade
(LADRA; MACDONAL; TEREZAKIS, 2018).

Pouco se sabe sobre a patogénese da maioria dos tumores cerebrais em
criangas. Existem sindromes genéticas que podem predispor 0s pacientes a
desenvolver tumores cerebrais, como neurofibromatose tipo 1, esclerose tuberosa,
sindrome de Li-Fraumeni e outras condigcdes hereditarias menos comuns, como
sindrome de Gorlin ou sindrome de Turcot. Dados recentes demonstram que mais de

8% dos céanceres infantis e adolescentes surgem no contexto de sindromes de
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predisposi¢ao germinativa, e € provavel que esse numero aumente a medida que as
investigacbes aumentam. Além das sindromes hereditarias, o Unico outro fator de
risco ambiental uniformemente aceito que tem demonstrado consistentemente que
aumenta o risco de desenvolver tumores cerebrais é a exposi¢ao a radiacdo (UDAKA;
PACKER, 2018).

A distribuicdo geral dos tumores cerebrais infantis de acordo com sua
aparéncia histologica difere marcadamente do padrdo observado em adultos.
Meningiomas, tumores de células de Schwann, hipéfise e metastases de fora do
cérebro, relativamente comuns em adultos, sdo raros em criangas (LADRA;
MACDONAL; TEREZAKIS, 2018; UDAKA; PACKER, 2018). Os tumores
supratentoriais sdo mais comuns em lactentes e criangas até trés anos de idade e
novamente apos os 10 anos de idade, enquanto entre os quatro e 10 anos de idade
os tumores infratentoriais sdo mais comuns (BROWN et al., 2021; INDELICATO et al.,
2017/ UDAKA; PACKER, 2018).

Embora a taxa de mortalidade para essas neoplasias exceda as taxas de
muitos outros tumores infantis, os avangos terapéuticos recentes, juntamente com o
refinamento das técnicas de neuroimagem, que facilitaram o diagnédstico precoce e
melhoraram o planejamento do tratamento, aumentaram a porcentagem de criangas
afetadas que sobrevivem até a idade adulta (INDELICATO et al, 2017; UDAKA,;
PACKER, 2018).

O neuroblastoma é um tipo de cancer ocorre em lactentes e bebés e se
inicia precocemente nas células nervosas encontradas em um embrido ou feto em
desenvolvimento, correspondendo de 8 a 10% dos casos de canceres infantis.
Raramente é diagnosticado em criangas com mais de 10 anos. Esse tumor pode
comecar em qualquer local, mas geralmente é diagnosticado no abdome, sendo
percebido pelo aparecimento de inchago na regi&do. Também pode causar dor 6ssea e
febre (AHMED et al., 2017).

O neuroblastoma afeta as células neuroectodérmicas indiferenciadas que
estdo presentes na crista neural (Figura 3), que tem sua funcao alterada apesar de
ainda apresentar o neurotransmissor acetilcolinesterase em todas as células clonais
produzidas. Ainda possui como uma das principais caracteristicas extrema
heterogeneidade molecular, podendo ser derivada de diversas cristas, e diante disso,
tem-se um direcionamento de diagnéstico. Por essa pluralidade, alguns
pesquisadores levantaram a hipétese de que o neuroblastoma se origina de células
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tronco residuais malignas (AMANO; RICHELSON; NIRENBERG, 1972; SCHWAB et
al., 2003; WALTON et al., 2004).

Figura 3: Imagem de uma ressonancia magnética sagital T1W mostrando a presenca de um
manto de neuroblastoma em um paciente. Fonte: MEHTA; HALLER; LEGASTO, 2003.

Na questdo genética ha uma alteracdo cromossdmica quantitativa, que
esta diretamente interligada ao progndstico que o paciente pode vir a ter, em especial
aberracoes segmentares que afetam regides ligadas ao cancer ou focais, e que estao
ligados diretamente ao desenvolvimento do neuroblastoma (DEPUYDT et al., 2018).

Os neuroblastomas costumam apresentar dois tipos fenotipicamente
principais de células na sua formagdo, as mesenquimais indiferenciadas e as
adrenérgicas comprometidas. Além disso, a alta expressdo do gene fator
transcricional, o homeobox (segmentos de genes reguladores que codificam proteinas
nucleares, as quais atuam como fatores de transcricdo, regulando a morfogénese € a
diferenciagdo celular durante o desenvolvimento embrionario) estd relacionado ao
emparelhado 1 (PRRX1), o que faz com que as células adrenérgicas diferenciadas
tenham a capacidade de se transformar em células mesenquimais (VAN
GRONINGEN et al., 2017). Dentre as alteracées metabdlicas, se destaca a taurina,
por ser um dos metabolitos mais presentes nos tumores neuroblastoma embrionarios,
podendo esse aminoacido ser utilizado como um indicativo para diagnostico (KOHE et
al., 2018).

O diagnéstico precoce aumenta a probabilidade de o tumor ser operavel.
Particularmente no caso de tumores de baixo grau, podem se passar anos antes que

as dores de cabega, macrocefalia e deficiéncia de crescimento se juntem a outros
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sintomas, por exemplo, déficits enddcrinos ou deficiéncia visual (BARNHOLTZ-
SLOAN; OSTROM; COTE, 2018). Os sintomas inespecificos persistentes devem levar
ao exame por um médico com experiéncia em tumores do SNC e a investigacéo
oportuna de sintomas gerais e/ou locais persistentes pode facilitar o diagnéstico
precoce (BROWN, et al., 2021).

2.3.3 Linfoma

Em um parémetro epidemioldgico infantil, linfomas sdo classificados como
o terceiro cancer que mais afeta criancas com idade menor ou igual a 15 anos, com
um avango na melhora de progndstico com o passar dos anos, apesar de ainda se ter
diversos relatos de recidivas ou células refratarias, que acabam por deixar mais
dificeis e complexos os casos (BRADLEY; CAIRO, 2007).

A classificagdo inicial desse tipo de cancer foi realizada de forma
controversa, gerando grandes controvérsias sobre ele, porém em 1994 a criagédo do
Grupo Internacional de Estudos de Linfoma estabeleceu uma determinacgao especifica
no documento “Classificacdo Europeia-Americana Revisada de Neoplasias Linfoides”,
onde tem-se que fazer uma correlagdo morfolégica, imunofenotipica, genética e
anamnese clinica para a determinacao de diagndstico. Porém o grau de importancia
de cada um dos parametros € variavel de caso para caso, sendo todos indispensaveis
(HARRIS et al., 2000).

Um dos tipos de linfomas mais preocupantes € o Linfoma ndo Hodgkin, em
que se tem uma explosao clonal das células do tecido linfatico, que, por sua vez,
conseguem infiltrar na medula 6ssea ou em outros tecidos. Apesar de suas
classificagbes ja serem bem definidas, com procedimentos e diagnéstico ja
estabelecidos, a etiologia desta doenga ainda ndo foi bem esclarecida, havendo
algumas hipoteses de fatores genéticos, ambientas e diabetes estarem
correlacionadas com ela; por ter essa gama de possiveis fatores, sua deteccao
precoce é um fator crucial no prognostico (FREITAG; AMADUCCI; ORSO, 2019;
MiSSIO; SILVA, 2019).

Além do meétodo de diagnéstico, o acompanhamento dos casos em
tratamento também é feito por meio de exames, no caso, os exames de imagem sao
os mais utilizados para a sua realizagdo e a analise do estadiamento do cancer

(Figura 4). Esse monitoramento faz com que os tratamentos possam ser mais
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especificos e a fim de se instituir cuidados adicionais da forma mais rapida,

aumentando a possibilidade de sucesso no tratamento (LU, 2005).
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Figura 4: Exame de imagem feita pelo equipamento F-FDG PET mostrando diversos pontos
focais de linfomas no paciente. Fonte: LU, 2005.

A diferenciacao dos linfomas para os demais tipos de canceres é essencial,
em especial com as leucemias, com as quais sdo muitas vezes confundidos. A
determinacdo entre eles se da principalmente pela marcagdo com anticorpos
monoclonais, que conseguem detectar especificamente qual é o tipo celular que
apresentou a anomalia e consequentemente desenvolveu o cancer (FOON; TODD,
1986).

2.3.4 Rabdomiossarcoma e tumores 6sseos

O rabidomiossarcoma é um tipo de neoplasia que acomete os tecidos
moles, em especial o tecido conjuntivo (misculos esqueléticos). E o tipo mais comum
de sarcoma de partes moles em criancas, representando cerca de 4 a 5% dos
tumores malignos na faixa etaria pediatrica (INCA, 2022). Por se tratar de um tecido
de sustentagao para os 6rgaos, esse tipo de cancer pode aparecer em qualquer parte
do corpo. Os principais locais de acometimento sdo: cabega e pescogo, sistema
urindrio e extremidades, podendo ainda apresentar metastase no momento do
diagndstico (cerca de 15 a 25%) (INCA, 2022). O diagnéstico do rabdomiossarcoma
pode ser feito por tomografia computadorizada, ressonancia magnética, cintilografia
0ssea, tomografia por emissao de poésitrons (PET-TC) e/ou bidpsia incisional do tumor
para analise histologica (COSTA et al., 1990; SOUZA; SIQUEIRA, 2014).
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Os canceres 6sseos apresentam sua maior incidéncia em criangas devido
principalmente pela alta divisdo celular que ocorre durante o desenvolvimento dos
0SS0S, 0 que 0s torna mais propenso a alteragdes indesejadas na sua genética.
Existem diversos canceres, sendo o osteossarcoma e sarcomas de Ewing os mais
prevalentes (BIELACK et al., 2008). O osteossarcoma € o tumor maligno 6sseo mais
frequente na infancia e adolescéncia, comumente associado a dor local, como
também alteragbes O&sseas. Esse apresenta maior prevaléncia nos membros
inferiores, e a alteracdo na marcha é uma das principais queixas. O sarcoma de
Ewing é o segundo tumor 6sseo mais frequente na infancia e adolescéncia (INCA,
2022). O diagnédstico dos tumores ésseos € feito por meio de radiografia simples,
tomografia computadorizada, ressonancia nuclear magnética e/ou cintilografia 6ssea
(INCA, 2022). O diagnéstico histologico é feito principalmente através de biopsia
0ssea corada por duas metodologias, coloracdo com hematoxilina/eosina (H&E) e por
imunoistoquimica (NAWALE et al., 2016).

2.4 Espectroscopia Raman

Com o avango tecnoldgico alcangado nos dUltimos anos e o
desenvolvimento de ferramentas para auxiliar na medicina diagnostica, os laudos dos
exames tornaram-se mais precisos e sao liberados com maior rapidez e seguranca. A
implementacdo de métodos automatizados e padronizados na rotina laboratorial,
proporcionada pela modernizagdo e informatizagdo dos laboratérios, bem as
inovacdes tecnologicas, tém contribuido de forma significativa para auxiliar os
médicos nos diagndsticos (NUSSBAUM; McINNES; WILLARD, 2007). Essas
ferramentas tecnoldgicas de suporte a area da medicina favorecem, tanto para a
equipe médica quanto para o paciente, mais precisdo, uma vez que minimiza as
chances de erro, fornecem dados mais confiaveis e direcionam o clinico para o
tratamento mais adequado para cada tipo de doenga. Aplicagdes de espectroscopia
Optica, tais como fluorescéncia, refletancia e espalhamento Raman, podem fornecer
informagdes sobre a composicdo molecular dos tecidos de forma répida, precisa e
especifica, sem preparagdo das amostras ou com minima preparacdo, o que pode
encurtar o intervalo entre o diagnéstico e a instituicao do tratamento (HANLON et al.,
2000; LIMA et al. 2018; SILVA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2015).
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A partir da incidéncia de um feixe de luz monocromatico em um material,
podem ocorrer dois tipos de espalhamento: o espalhamento de natureza elastica, no
qual o féton espalhado tem frequéncia correspondente a frequéncia do feixe de luz
incidente, conhecido como espalhamento Rayleigh, e o espalhamento de natureza
inelastica, neste caso o féton espalhado tem frequéncia diferente da frequéncia do
feixe de luz incidente, conhecido como efeito Raman, e o espalhamento resultante
corresponde ao espalhamento Raman (AUNER et al., 2018; HANLON et al., 2000).

A luz espalhada é coletada por um espectrdmetro e exibida como um
espectro no qual sua intensidade é plotada em fungéo das frequéncias vibracionais da
amostra. O espectro Raman de uma amostra consiste em uma série de bandas com
picos caracteristicos. Dessa forma, a espectroscopia Raman é uma técnica Optica
conhecida por fornecer uma impressao digital molecular da amostra, fornecendo
informacdes tanto da composicao bioquimica de tecidos e fluidos biolégicos quanto
quantitativas, relacionadas a patologia estudada (AUNER et al., 2018; HANLON et al.,
2000; LIMA et al., 2019; SILVA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2015).

Na Biomedicina, a espectroscopia Raman tem aplicacdo recente, mas ja
apresenta grande utilizagdo na investigacdo da base molecular das patologias, e uma
grande vantagem no fornecimento de diagnésticos, que é feito por meio da analise
espectral, utilizando o conteddo completo das informacbes presentes no espectro
Raman, sendo sua analise realizada em trés niveis distintos: estatistica, bioquimica e
morfolégica (BARROSO et al, 2015; HANLON et al., 2000; SILVA et al., 2018;
SILVEIRA et al., 2015).

Outra vantagem da espectroscopia Raman que a diferencia das demais
técnicas de diagnostico € a liberagcao dos resultados de forma mais rapida, sendo
todas as deteccdes realizadas pelo espectrémetro. Ha também a possibilidade de
criagdo de um banco de dados, que pode ser utilizado tanto para a realizagdo de
diagnoéstico em tempo real de tecidos vivos, quanto para o auxilio durante os
procedimentos cirurgicos, através da analise in situ da amostra coleta durante o
procedimento (AUNER et al., 2012; AUNER et al., 2018).
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2.5 Diagnéstico de leucemias e canceres infantojuvenis por meio da

espectroscopia Raman

A fim de fornecer um diagnéstico de cancer de forma mais precoce e
precisa possivel, com testes com maiores valores de sensibilidade e especificidade,
muitos esfor¢os estdo sendo feitos visando o desenvolvimento de técnicas épticas
com essa finalidade. A espectroscopia Raman estd ganhando destaque em varias
areas da Medicina, com vantagens como rapidez, avaliagao in situ direta e auséncia
da necessidade de preparacao das amostras e utilizacdo de pequena quantidade
desta, além de ser um método nado invasivo. Essas caracteristicas, associadas a
capacidade de detectar alteragbes bioquimicas teciduais provocadas por lesdes
malignas, quando comparadas a tecidos normais, tornam a técnica Raman uma
ferramenta promissora para discriminar a progressao em diferentes patologias, tendo
aplicabilidade para o diagnéstico de doengas do soro sanguineo, podendo identificar
alteracdes nas células sanguineas e em seus constituintes bioquimicos (ATKINS et
al., 2017; BARROSO et al., 2015; HANLON et al., 2000; LIMA et al., 2019; SILVA et
al., 2018; SILVEIRA et al., 2015).

A evolugao das doengas provoca alteragdes bioquimicas nas células e nos
tecidos, bem como alteracées do metabolismo, especialmente nas neoplasias; essas
alteragOes relacionam-se principalmente com proteinas, lipidios e acidos nucleicos, e
provocam significativas alteracées nos espectros Raman. Essa técnica pode ser
usada para o diagnéstico e para o prognéstico das doengas, bem como ser uma
ferramenta valiosa de auxilio na avaliagdo de novas terapias, sendo considerada
promissora para a discriminagdo das diferengas tanto in vivo quanto in vitro, entre
tecidos benignos e malignos em diferentes patologias, incluindo préstata, estbmago,
mama, cancer de pele, leucemias dentre outros, sem a necessidade de preparo da
amostra ou com minimo preparo (BODANESE et al., 2010; FENG et al., 2015;
HANLON et al., 2000; LIMA et al., 2019; SILVA et al., 2018).

Os estudos com espectroscopia Raman para investigacdes relacionadas
ao sangue tiveram inicio na década de 1970 quando Goheen et al. (1977)
compararam espectros Raman (excitacao de 514,5 nm) de membranas de eritrocitos
intactos com espectros de membranas das quais essencialmente todas as proteinas
periféricas foram extraidas. Varias doengas, como o diabetes, malaria, anemia

falciforme e céncer podem ser caracterizadas por mudangas bioquimicas
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apresentadas no sangue (ATKINS et al, 2017). Como resultado, muitos
pesquisadores vém usando a espectroscopia Raman para caracterizar o sangue e
seus componentes celulares, visto que estes conseguem analisar o sangue total e
seus componentes individuais, de forma rapida e ndo invasiva. Essa ferramenta vem
se destacando no diagnéstico dos diferentes tipos de leucemias (ATKINS et al., 2017;
MARTINEZ-ESPINOSA et al., 2009).

Martinez-Espinosa et al. (2009) utilizaram amostras de sangue de seis
pacientes com leucemia e seis pacientes saudaveis para realizar medi¢ées por meio
da microscopia Raman confocal, e, utilizando métodos estatisticos multivariados de
analise de componente principal (PCA) e andlise discriminante linear (LDA),
conseguiu obter alteracbes na intensidade de algumas bandas espectrais que
correspondem a proteinas, fosfolipidios e polissacarideos. Com estes resultados, os
autores sugerem a espectroscopia Raman como uma técnica para estudos da medula
6ssea por meio de amostras sanguineas.

Bai et al. (2020) estudaram as caracteristicas do plasma sanguineo de
pacientes com linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) e leucemia linfocitica
cronica (LLC) por espectroscopia Raman com o objetivo de detectar LDGCB e LLC de
maneira nao invasiva. Foi analisado o plasma sanguineo de 33 pacientes com
LDGCB, 39 pacientes com LLC e 30 voluntarios saudaveis. Por meio da analise
discriminante por quadrados minimos parciais ortogonais (OPLS-DA), foi
desenvolvido um modelo no qual se conseguiu boa discriminagdo entre os grupos
LDGCB, LLC e os voluntarios saudaveis (controle), com sensibilidade e especificidade
acima de 80% para LDGCB e LLC, além de que foi possivel a identificagdo de bandas
espectrais especificas para os canceres.

Outros autores também avaliaram a espectroscopia Raman visando analise
qualitativa e quantitativa do sangue humano, bem como dos seus elementos
bioquimico, objetivando encontrar diferencas espectrais entre amostras de pacientes
leucémicos e saudaveis por meio de alteracbes apresentadas no espectro Raman e
analise estatistica associada (FERE et al., 2019; LASCH, 2012; SILVA et al., 2018).

Os espectros Raman do soro sanguineo apresentam caracteristicas
espectrais provenientes das proteinas albumina e globulinas, visto que essas sao as
biomoléculas mais abundantes neste fluido corporal. Tais caracteristicas podem
representar uma dificuldade na visualizagdo espectral de outros biomarcadores, por

estarem presentes em menor concentragdo e por isso possuirem menor intensidade



36

espectral (MARTINEZ-ESPINOSA et al., 2009; PARACHALIL et al., 2019). Importante
destacar que no soro, as posicoes dos picos Raman das globulinas sdao muito
semelhantes as da albumina (ANASTASIA; DMITRY; BRATCHENKO, 2017; DINGARI
et al, 2012; PARACHALIL et al, 2019). Picos Raman que correspondem a
aminoacidos, proteinas, lipidios e carotenoides sao visualizados no espectro do soro
humano, sendo imprescindiveis para a discriminagao dos grupos normal, leucémico e
outros tipos de céancer, e foram referenciados de acordo com a literatura
(ANASTASIA; DMITRY; BRATCHENK, 2017; BAI et al., 2020; GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014; HU; SMITH; SPIRO, 1986; MARTINEZ-ESPINOSA et al., 2009; SILVA et
al., 2018; SIQUEIRA et al., 2018; SIOBERG et al., 2014).

2.6 Analise estatistica dos dados

2.6.1 Analise de componente principal (PCA)

A PCA é um método matematico que reduz a dimensionalidade dos dados
e preserva o maximo de variabilidade possivel dentro do conjunto de dados, sendo
considerada ideal para trabalhar com dados grandes e de natureza multivariada. A
PCA determina novas variaveis que sao funcdes lineares do conjunto de dados
original e maximiza sucessivamente a variancia, ndo correlacionando as variaveis
entre si. As novas variaveis dependem da variancia do conjunto de dados em vez de
serem funcgdes predefinidas e, portanto, sdo adaptativas em sentido amplo
(JOLLIFFE; CADIMA, 2016; RINGNER, 2008).

Cada componente principal pode ser interpretado como um eixo que possui
maior variancia que o0 eixo anterior, e que por isso possui uma direcdo nao
correlacionada com o0s componentes anteriores, sendo a PCA capaz de identificar
dire¢cdes de maior variacdo, e ndo as diregdes mais relevantes para discriminar as
amostras (a técnica PLS em maior capacidade de determinar as variancias
correlacionadas com o0s grupos), possibilitando a andlise dos dados de diferentes
aspectos. O primeiro componente principal corresponde a dire¢ao ao longo da qual as
amostras apresentam a maior variancia espectral; o segundo componente principal é
a direcdo nao correlacionada com o primeiro componente ao longo do qual as

amostras apontam para a segunda maior variancia, e assim por diante. A PCA é uma
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ferramenta descritiva e pode ser usada em dados numéricos de varios tipos
(JOLLIFFE; CADIMA, 2016; RINGNER, 2008).

A PCA extrai as informacdes mais importantes do conjunto de dados e gera
duas novas variaveis: os Escores dos componentes principais, que se assemelham
ao espectro Raman, e os componentes principais (PCs), que indicam a intensidade de
cada Escore presente nos dados originais. A partir da analise dessas duas variaveis,
as diferencas e semelhancgas entre os grupos estudados podem ser identificadas. O
primeiro componente principal (de fato o par de variaveis Escore1 e PC1) apresenta a
maior variagdo espectral, sendo seguido pelos demais componentes principais, até o
componente de menor variancia, sendo todos os pares Escores e PCs ortogonais
entre si (JOLLIFFE; CADIMA, 2016; LASH, 2012; RINGNER, 2008; SILVA et al,
2018).

Na PCA, as variagdes intragrupos sao diferentes das variagcdes intergrupos,
e a discriminacao é realizada concentrando-se na observagao das variagcoes entre 0s
grupos, resultando na identificacdo das diferengas mais relevantes nas amostras de
soro sanguineo, e usando essas diferencas para discriminar os espectros de
pacientes dos grupos leucémico e outros tipos de cancer das amostras saudaveis.
Dessa forma, os componentes gerados a partir dessas diferengcas podem ser usados
como parametros de diagnostico ou classificagdo (JOLLIFFE; CADIMA, 2015).
Importante observar que a determinacdo de quais variaveis (PCs) indicam essas
diferencas intergrupos € feita por métodos estatisticos como por exemplo, teste
analise de variancia — ANOVA aplicada nas variaveis.

2.6.2 Analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)

A analise discriminante linear por minimos quadrados parciais (PLS-DA) &
uma ferramenta estatistica de discriminacao amplamente utilizada para classificacao
devido a sua capacidade de adequacao para lidar com matrizes com um grande
namero de varidveis, muitas vezes altamente correlacionadas, e com a possibilidade
de operar com muitas variaveis correlacionadas (BARKER; RAYENS, 20083;
BEVILACQUA; MARINI, 2014; STAHLE; WOLD, 1987).

Para a realizacdao da regressdao PLS, as variaveis conhecidas devem
possuir relagdo direta com as variaveis que se deseja treinar. Este procedimento

ocorre em duas etapas: calibracdo e validacdo. Na etapa de calibracdo, ha uma
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decomposicao entre a matriz X (variaveis independentes) e matriz Y dependente
(amostras). A partir da decomposicao destas matrizes, ha reducdo do conjunto de
dados da qual se obtém as variaveis originais e 0s componentes principais, capazes
de determinar o quanto uma variavel original contribui para um determinado
componente principal, conhecidos como variavel latente. Na etapa de validacéo, as
variaveis latentes, obtidas da decomposicdo das matrizes durante a calibracao,
servem de base para o modelamento das amostras a serem treinadas. A fim de se
realizar a validacao destes dados, utiliza-se a validagao cruzada do tipo “deixa uma
amostra de fora” (em inglés leave-one-out), indicada para amostras pequenas, na
qual uma amostra do conjunto de calibracao € extraida e as demais amostras formam
um novo modelo, em seguida, a amostra inicialmente extraida é inserida no conjunto
de dados para se definir sua correlagdo com os demais dados, e assim calcular o erro
de previsdo. Para uma validacdo completa, todas as amostras devem ser excluidas,
uma a uma, e posteriormente reinseridas para formacao dos modelos de classificacdo
(ANDRIES; HEYDEN, 2021; GELADI; KOWALSKI, 1986).

A PLS-DA cria um modelo no qual qualquer correlacdo entre as variaveis
preditas (grupos: normais, leucémico e outros tipos de céncer) e preditoras
(intensidades espectrais Raman) no conjunto de dados espectrais sdo estimadas e
maximizadas e, portanto, usadas para prever a saida (classes: normal, leucémico e
outros tipos de cancer) de uma nova amostra, determinando a qual classe esta
amostra pertence. Isso significa que as variagdes “dentro dos grupos” sao
diferenciadas das variagbes “entre grupos” e a discriminacdo é alcancada
concentrando-se nas variagdes “entre grupos” (ANDRIES; HEYDEN, 2021).

2.6.3 Andlise de variancia (ANOVA)

A analise de variancia (ANOVA) é uma técnica estatistica utilizada para
comparar as variancias entre as meédias de trés ou mais grupos diferentes,
fornecendo uma estimativa de variancia entre as variaveis analisadas. Essa analise
busca investigar se existem diferengas significativas entre as médias dos grupos
estudados e se os fatores analisados exercem influéncia em alguma variavel
dependente (BERTINETTO; ENGEL; JANSEN, 2020).

Um valor do nivel de significancia p no teste ANOVA € a razéo da

variabilidade entre grupos com a variabilidade das observagdes dentro dos grupos.
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Um valor p significativo do teste ANOVA indica que para pelo menos um par, a
diferenca da média foi estatisticamente significativa. Para identificar esses pares
significativos é utilizado um teste post-hoc (comparacdes multiplas entre pares). Antes
de aplicar o teste post-hoc, primeiro é preciso testar a homogeneidade das variancias
entre os grupos (teste de Levene). A maioria dos testes paramétricos tem um teste
nao paramétrico alternativo, o teste nao paramétrico ANOVA mais utilizado € o
Kruskal-Wallis. Existem dois tipos de teste ANOVA: a ANOVA de uma via (one-way
ANOVA), no qual apenas uma variavel € independente, e a ANOVA de duas vias
(two-way ANOVA), sendo usadas duas varidveis independentes. A ANOVA de duas
vias é uma extensdo da ANOVA de uma via e é usada para entender se existe
alguma relagdo entre as duas variaveis independentes em uma variavel dependente
(FERREIRA; ROCHA; MEQUELINO, 2012).

Se as variagdes sdo homogéneas (p > 0,05), seleciona-se qualquer método
de comparacao multipla de diferenca menos significativa, como teste de Bonferroni,
Tukey-Kramer, dentre outros. Se as variagdes ndao forem homogéneas (p < 0,05),
seleciona-se qualquer método de comparacao multipla como teste de Games-Howell,
T2 de Tamhane, Dunn, dentre outros. O nivel de significAncia de cada um dos
métodos de comparagcdo multipla varia de outros métodos, conforme situagao
especifica em que cada teste utilizado para analise (FERREIRA; ROCHA,;
MEQUELINO, 2012).

2.6.4 Tabela de contingéncia

Em Medicina, ao se desenvolver novos métodos diagndsticos, a validagao
destes métodos busca identificar seu poder discriminativo em relagéo a patologia ou a
condicdo a qual se procura discriminar. Tal avaliagdo objetiva determinar se um
procedimento ou método é adequado ou ndo a determinada analise, com certa
chance de erro. A quantificagdo dessas chances de erro €, basicamente, o objetivo
destes métodos estatisticos (MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2008S;
SABBATINI, 1995). O desempenho de um teste diagnostico depende da auséncia de
viés e da precisao, correspondendo, respectivamente, a validade e reprodutibilidade
do teste (MOREIRA et al., 2011).

A fim de validar um teste diagnéstico, compara-se os resultados do teste
com os de um teste padrao que sirva de referéncia a fim de determinar, quantitativa e
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qualitativamente, se tal teste é apropriado para diagnosticar um evento ou para
predizé-lo (MOREIRA et al, 2011). Tal comparacdo € feita através da tabela de
contingéncia ou matriz de confusao (Tabela 1), isto é, uma tabela com duas entradas,
cada entrada relativa a uma das variaveis, a fim de testar a existéncia de relacao
entre elas. Os melhores testes diagndsticos sado aqueles com poucos resultados falso-
positivos e falso-negativos. Considera-se verdadeiro positivo| (VP) os individuos onde
o teste é positivo em pacientes doentes; verdadeiro negativo |( VN) os individuos onde
o teste € negativo em paciente saudaveis; falso positivo (FP) os individuos onde o
teste é positivo em pacientes saudaveis; e falso negativo (FN) representa os
individuos onde o teste é negativo em pacientes doentes (MOREIRA et al., 2011;
VIEIRA, 2011).

Tabela 1: Tabela de contingéncia para validacdo de teste diagnéstico com duas
variaveis.

Resultado verdadeiro Resultado esperado (teste diagnostico)

(padrao ouro)

Positivo Negativo
. VP FN
Positivo . " -
(verdadeiro positivo) (falso negativo)
_ FP VN
Negativo . : .
(falso positivo) (verdadeiro negativo)

As tabelas de contingéncia mais simples sao tabelas com duas amostras,
que contam as respostas por duas variaveis. No entanto, pode-se categorizar os
dados por trés ou mais varidveis, cruzando-as. Uma analise de correspondéncia
simples pode detectar associacoes em tabelas de contingéncia que categorizam
dados por mais de duas variaveis (AGRESTI, 2007).

Da comparacdo dos resultados da Tabela 1, obtém-se os seguintes
indicadores:

. Sensibilidade (S): é definida como a probabilidade do teste ser positivo
dado que o paciente examinado € doente. Mede a capacidade de reacao do teste em
um paciente doente.

G__ VP
VP + FN
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o Especificidade (E): é definida como a probabilidade do teste ser negativo
dado que o paciente examinado nao é doente, ou seja, o teste é especifico para a
patologia em questao.

E= VN
VN + FP
o Acuracia (A) ou precisao: é a proporgao de predi¢coes corretas, ou seja, 0

total de verdadeiramente positivos e verdadeiramente negativos, em relagdo a
amostra estudada. Informa se os resultados representam a “verdade” ou o quanto se
afastam dela (MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003; VIEIRA, 2011).

B VP +VN
VP+VN + FN + FP
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de ética

O protocolo utilizado neste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Anhembi Morumbi — UAM, com Certificado de Avaliagéo e
Apreciacdo Etica (CAAE) No. 23457019.9.0000.5492 seguindo as diretrizes
brasileiras para pesquisa em seres humanos. Todos os pacientes submetidos a
pesquisa assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que
informava todo o procedimento a ser realizado, bem como os riscos e beneficios da

pesquisa.

3.2 Selecao dos pacientes

Para o estudo foram avaliadas 186 amostras de soro: 21 amostras do
grupo normal (72 espectros), 90 amostras do grupo leucémico (233 espectros de LLA
e 36 espectros de LMA, totalizando 234 espectros do grupo leucémico) e 75 amostras
do grupo outros tipos de cancer (81 espectros de sarcoma, 81 espectros de blastoma,
36 espectros de carcinoma e 27 espectros de linfoma, totalizando 225 do grupo outros
tipos de céncer) (Tabela 2). Tais amostras de soro sanguineo de criangas e
adolescentes foram selecionadas no laboratério de anadlises clinicas do Centro de
Tratamento Infantojuvenil Fabiana Macedo de Morais (CTFM) em Sao José dos
Campos, SP e do Hospital Municipal Infantil Menino Jesus em Sao Paulo, SP.

O estudo incluiu amostras de soro sanguineo de criancas e adolescentes
com idade entre 0 e 19 anos (9,81 + 6 anos — criangas e adolescentes), submetidos a
tratamento oncoldgico (leucemias — LLA e LMA, sarcoma, blastoma, carcinoma e
linfoma) e cirurgico, de patologias oncoldgicas e ndo oncolégicas, e soro sanguineo
de criangas sabidamente saudaveis sob o ponto de vista hematoldgico, provenientes
de cirurgias eletivas sem processo infeccioso e inflamatorio estabelecido e atendidos
no CTFM e no Hospital Municipal Infantil Menino Jesus.
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Tabela 2: Nimero de amostras e numero de espectros Raman em cada grupo
histopatolégico e o tipo de cancer diagnosticado.

Classificagéo Numero de amostras Ndmero de espectros
histopatoldgica Raman
Normal 21 amostras 72 espectros
Leucémico LLA — 78 amostras LLA — 233 espectros
LMA — 12 amostras LMA — 36 espectros
Outros tipos de cancer Sarcoma — 27 amostras Sarcoma — 81 espectros
Blastoma — 27 amostras Blastoma — 81 espectros

Carcinoma — 12 amostras Carcinoma — 36 espectros
Linfoma — 9 amostras Linfoma — 27 espectros

Foram excluidas do estudo as amostras de soro sanguineo de pacientes
que nao possuiam material em condi¢gdes adequadas para analise e em quantidade
suficiente para andlise e amostras de soro do grupo normal que apresentavam
doenca infecciosa associada.

A obtencdo das amostras se deu por coletas sanguineas realizadas de
veias periféricas de criancas e adolescentes pelo método de sistema fechado a vacuo
em tubos de ensaio sem anticoagulante e com ativador de codgulo contendo gel. Um
volume de 5 mL de sangue periférico foi coletados e entdo centrifugados a 3.000 rpm
por 15 minutos para obtencao do soro. No CTFM, as amostras foram avaliadas pelos
métodos tradicionais de andlises e foram identificadas como saudaveis (grupo normal)
ou oncoldgicas (grupos leucémicas ou outros tipos de cancer).

Estas amostras foram acondicionadas em caixas térmicas (temperatura
entre 2 e 8 °C) de forma a evitar interferéncia da temperatura nas amostras
sanguineas e em seus elementos bioquimicos, e estas amostras foram enviadas ao
Laboratorio de Espectroscopia Raman do Centro de Inovagdo, Tecnologia e
Educacdo (CITE), associado a Universidade Anhembi Morumbi (UAM) no Parque
Tecnologico de Sao José dos Campos-SP, para a realizagdo dos experimentos. No
CITE as amostras foram armazenadas em freezer (temperatura entre -25°C e -18°C)
para evitar alteracdes na constituicdo bioquimica sérica devido as variacdes de
temperatura, mantendo as amostras integras.

No dia da aquisicao dos espectros Raman, as amostras de soro sanguineo
foram descongeladas em temperatura ambiente e foram separadas em trés grupos:

grupo normal (pacientes higidos), grupo leucémico (pacientes com leucemia
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linfoblastica aguda — LLA e leucemia mieloide aguda — LMA) e grupo outros tipos de
cancer (pacientes com sarcoma, blastoma, carcinoma e linfoma), de acordo com os
diagndsticos anatomopatolégicos (método diagnostico convencional) extraidos dos
prontudrios.

Para a coleta do espectro Raman e analise das amostras foram utilizados
80 uL de soro sanguineo, sendo usada uma micropipeta monocanal de volume até
200 pL (modelo P200, Bio-Rad Laboratoérios Brasil Ltda., SP, Brasil) com ponteira
descartavel. As amostras foram depositadas em um porta amostras de aluminio com

orificios de 80 uL, sendo limpo antes de cada uso.

3.3 Espectrémetro Raman

Os espectros das amostras de soro sanguineo foram obtidos utilizando-se
um espectrébmetro Raman dispersivo no infravermelho proximo (modelo Dimension
P1, Lambda Solutions Inc., MA, EUA), como mostrado na Figura 5. O espectrobmetro
utiliza laser de diodo em 830 nm como fonte de excitacdo, acoplado a uma sonda
Raman por um cabo de fibras épticas (modelo Vector Probe, Lambda Solutions Inc.),
obtendo-se 400 mW de poténcia laser na saida de excitacdo da sonda Raman. O
espectrometro possui uma grade de difracdo que promove a dispersdao da luz
espalhada na faixa espectral (faixa de comprimento de onda) entre 400 e 1800 cm™, e
a direciona ao detector back thinned, deep-depletion CCD (charge coupled device) de
1340 x 100 pixels, refrigerada por Peltier a -75 °C, fornecendo resolucao espectral de

aproximadamente 2,5 cm’™.

Figura 5: Espectrébmetro Raman com “Raman probe” (modelo Dimension P1, Lambda
Solutions Inc., MA, EUA).
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A verificacao da calibragdo do deslocamento Raman foi realizada no inicio
do experimento tomando o espectro de naftaleno, e a correcdo da resposta espectral
do espectrébmetro e sonda foi realizada utilizando uma lampada de tungsténio com

intensidade calibrada, procedimentos descritos em Silveira et al. (2002).

3.4 Coleta dos espectros

Os espectros Raman foram obtidos a partir de amostras de soro sanguineo
sem qualquer preparacao. O volume de 80 uL do soro armazenado no tubo de ensaio
foi pipetado, colocado em um porta amostras e submetido a espectroscopia Raman.
O tempo de exposi¢cdo da amostra para a obtengdo de cada espectro foi de 3 s com
10 acumulagdes (30 s de tempo total de exposi¢ao), e o espectro de cada amostra foi
tomado de trés (amostras dos grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer) a
seis repeticbes (amostras do grupo normal) movendo-se o porta amostras
lateralmente em diferentes pontos, para fins estatisticos.

Os espectros Raman coletados foram submetidos a pré-processamento
para remocao da fluorescéncia e espalhamento de fundo (sinal de background
Raman), ajustando e subtraindo um polinbmio de ordem seis em toda a faixa
espectral de 400 a 1800 cm™; a cada espectro uma rotina foi implementada no
software MatLab 7.01 (versao 2007a, The MathWorks Inc., MA, EUA). Picos de raios
coésmicos foram removidos manualmente e entdo os espectros foram normalizados
pela area sob a curva (LASH, 2012). O pré-processamento € importante para diminuir
possiveis interferéncias coletados durante a aquisicao dos espectros, maximizando o
sinal obtido para analise. Ap6s o processamento, um espectro do grupo leucémico foi
excluido devido a baixa relagcao sinal-ruido, totalizando 233 amostras neste grupo. O
conjunto de dados final correspondeu a um total de 566 espectros Raman de 186
amostras de soro, ja descritos na Tabela 2.

3.5 Analise estatistica e analise exploratéria por PCA

Neste estudo, a analise exploratéria foi realizada com a PCA para
identificar quais Escores (Escore 1 a Escore 8) apresentaram diferengas espectrais
entre os grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer e quais componentes

principais (PC) apresentaram diferencas estatisticamente significativas em suas
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intensidades entre os grupos. O software Chemoface (versao 1.65, UFLA, MG, Brasil)
foi utilizado para realizar a PCA.

Os picos mais intensos no espectro Raman médio dos grupos normal,
leucémico e outros tipos de cancer foram marcados. O teste ANOVA de uma via (one
way ANOVA, p < 0,05) foi aplicado aos picos com distribuicdo gaussiana, e o teste de
Kruskal-Wallis (p < 0,05) foi aplicado aos picos com distribuicdo ndo gaussiana a fim
de avaliar os picos estatisticamente significativos (picos descritos na Tabela 3). Esses
picos foram atribuidos aos elementos bioquimicos do soro sanguineo, de acordo com
a literatura publicada (ANASTASIA; DMITRY; BRATCHENKO, 2017; BAI et al., 2020;
GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; HU; SMITH; SPIRO, 1986; MARTINEZ-ESPINOSA et
al., 2009; SILVA et al., 2018; SJIOBERG et al., 2014).

Para PCs com distribuicAo gaussiana (PC4 e PC6) foi aplicado o teste
ANOVA, e para PCs com distribuicao nao gaussiana (PC1, PC2, PC3, PC5, PC7 e
PCB8), foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Para aceitar a hipétese nula foi utilizado

valor de p > 0,05, e para rejeitar a hipétese nula foi considerado o valor de p < 0,05.

3.6 Analise discriminante por PLS

Neste estudo, a PLS foi usada para discriminar os espectros em grupos:
normal, leucémico e outros tipos de cancer (ANDRIES; HEYDEN, 2021). O software
Chemoface (versdo 1.65, UFLA, MG, Brasil) foi usado para construir modelos de
discriminacao baseado em PLS-DA aplicado a espectros Raman com validacao
cruzada dos espectros do tipo “deixe um de fora” (leave-one-out) e em alguns
modelos foi utilizado normalizacdo dos dados por variagcdo normal padréo (standard
normal variate — SNV) (NUNES et al., 2012).

Foram desenvolvidos sete modelos de discriminagdo baseados em PLS-
DA para classificar os dados Raman: modelo no qual foram usados os espectros de
soro sanguineo de todos os grupos e criadas duas classes: normal e leucémico +
outros tipos de cancer, sem processamento € com cinco varidveis latentes (VLs);
modelo com trés classes: normal, leucémico e outros tipos de cancer, utilizando SNV
com seis variaveis latentes (VLs); modelo em que foram usados os espectros de soro
sanguineo de todos os grupos e criadas sete classes: normal, LLA, LMA, sarcoma,
blastoma, carcinoma e linfoma, sem nenhum processamento e com oito VLs; modelo

em que foram utilizados os espectros de soro sanguineo dos grupos leucémico e
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outros tipos de cancer, com duas classes, sem processamento SNV e com cinco VLs;
modelo no qual se propds a discriminacdo dos espectros do grupo leucémico, com
duas classes, LLA e LMA, sem processamento e uma VL; modelo no qual foi usado
0s espectros do grupo leucémico e espectros de sujeitos com sarcoma, sem
processamento e quatro VLs e modelo que propés a diferenciagdo dos espectros do
grupo leucémico e sujeitos com linfoma, sem processamento e com trés VLs.

Com os resultados obtidos a partir das discriminagbes do soro sanguineo,
seis matrizes de confusdo foram criadas; em seguida, e a partir dos modelos de
discriminagdo construidos, a sensibilidade, a especificidade e a acuracia foram
calculadas para cada modelo. As comparagbes realizadas em cada modelo
desenvolvido foram:

» Grupo normal x grupo cancer (leucémico + outros tipos de cancer) — 2
classes;

» Grupo normal x grupo cancer (leucémico + outros tipos de cancer) — 3
classes;

* Grupo normal x grupo cancer (LLA + LMA + carcinoma + blastoma +
sarcoma + linfoma) — 7 classes;

» Grupo leucémico x outros tipos de cancer

* LLA x LMA;

» Grupo leucémico x sarcoma;

» Grupo leucémico x linfoma.
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4. RESULTADOS

4.1 Espectros Raman

A Figura 6 apresenta os espectros Raman médios obtidos do soro dos
grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer e os espectros da diferenca:
normal — leucémico e normal — outros tipos de cancer; estes espectros estdo
deslocados no eixo y para melhor visualizagdo. Os picos mais intensos foram
marcados nos espectros médios e nos espectros da diferenga e suas significancias

estatisticas foram analisadas.

— Média Normal

— Média Leucémico

— Meédia outros tipos de cancer
— Diferenga normal - leucémico
— Diferenca normal - outros tipos de cancer

1004
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0.0065
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-0.0035
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-0.0055 -

-0.0075
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Figura 6: Espectros Raman médio do soro dos grupos normal, leucémico e outros tipos de
cancer e espectros da diferenca, normal — leucémico e normal — outros tipos de cancer. Os
espectros foram deslocados para melhor visualizacao.

Analisando os espectros médios do soro sanguineo dos grupos normal,
leucémico e outros tipos de cancer apresentados na Figura 6, verificou-se que eles
sdo dominados por picos caracteristicos das proteinas: albumina e globulinas. Essas
proteinas estdo representadas pelos picos: 829 e 852, 943, 1004, 1343, 1452 e
1659 cm™.

No espectro da diferenga normal — leucémico (Figura 6) foram marcados os
picos mais intensos e realizada a andlise estatistica. Os picos em 622 cm’
(fenilalanina), 1002 cm™ (fenilalanina e PB-caroteno), 1004 cm™ (fenilalanina e P-
caroteno) e 1443 cm' (proteina, fosfolipidios e aminoacidos) apresentaram

intensidade com distribuicdo gaussiana, sendo utilizado o teste ANOVA (p < 0,05);
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todos esses picos apresentaram diferenca estatisticamente significativa na média das
intensidades. O pico 645 cm™ apresentou distribuicdo ndo gaussiana, sendo utilizado
o teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05) e apresentou diferenca estatisticamente
significativa. Analisando o espectro da diferenga, observou-se que 0s picos em 622 e
1004 cm™ sdo mais intensos no grupo normal e os picos em 1002 cm™ e 1443 cm’
sao mais intensos no grupo leucémico.

No espectro da diferenga normal — outros tipos de cancer também foram
marcados e 0s picos mais intensos e suas significancias estatisticas foram avaliadas.
Os picos em 619 cm™ (fenilalanina), 640 cm™ (tirosina), 645 cm™ (tirosina), 755 cm’
(triptofano), 1165 cm™ (B-caroteno), 1215 cm™ (triptofano, fenilalanina, amida IIl,
adenina e timina) e 1446 cm™ (proteinas, fosfolipidios e amino&cidos) apresentaram
distribuicdo gaussiana e o teste ANOVA (p < 0,05) foi aplicado, sendo que todos eles
apresentaram diferenca estatisticamente significativa. Os picos em 622 cm’
(fenilalanina), 1000 cm™ (fenilalanina), 1006 cm™ (B-caroteno) e 1227 cm™ (proteinas
e fosfolipidios) apresentaram distribuicdo n&o gaussiana, sendo utilizado o teste de
Kruskal-Wallis (p < 0,05) e com todos eles apresentando diferenga estatisticamente
significativa. Os picos em 622, 645, 1006, 1165 e 1215 cm™ foram mais intensos no
grupo normal e os picos em 619, 640, 755, 1000, 1227 e 1446 cm™ foram mais
intensos no grupo outros tipos de cancer.

A Tabela 3 apresenta as posi¢des dos picos Raman do soro sanguineo, a
constituicdo bioquimica e as atribuicbes conforme pesquisa da literatura publicada
(ANASTASIA; DMITRY; BRATCHENK, 2017; BAI et al., 2020; GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014; HU; SMITH; SPIRO, 1986; MARTINEZ-ESPINOSA et al., 2009; SILVA et
al.,2018; SIQUEIRA et al., 2018; SIOBERG et al., 2014), bem como a significancia
estatistica (valor de p) das intensidades dos picos entre grupos normal, leucémico e
outros tipos de cancer. No Apéndice A € apresentada figura com marcagdes coloridas
para melhor visualizagdo, com as posi¢gées dos picos das principais bandas Raman
do soro sanguineo, atribuicdo de acordo com a literatura publicada e significancia
estatistica (valor de p) das intensidades dos picos entre os grupos normal, leucémico

e outros tipos de cancer.
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Tabela 3: Posicdo dos picos das principais bandas Raman do soro sanguineo,
atribuicdo de acordo com a literatura publicada e significancia estatistica (valor de p)
das intensidades dos picos entre os grupos normal, leucémico e outros tipos de

cancer.
Posicao Atribuicao Referéncias Significancia
do pico estatistica
(cm™) (valor de p)
622 Fenilalanina (BAl et al., 2020; p < 0,0001**
[t(C—C)] MARTINEZ-ESPINOSA
et al., 2009)
643 Tirosina [8(anel aromatico)] ~ (GONZALEZ-SOLiS et  p <0,0001*
al., 2014; SUOBERG et
al., 2014)
717 Polissacarideos (C—H); DNA  (GONZALEZ-SOLiS et  p <0,0003*
— adenina [8(anel aromatico)]  al., 2014; SILVA et al.,
2018)
758 Triptofano [§(anel aromatico)], (GONZALEZ-SOLiS et  p <0,0212*
[8(esqueleto)] al., 2014; SILVA et al.,
2018; SUIOBERG et al.,
2014)
829 Triptofano/tirosina (anel (GONZALEZ-SOLiS et p <0,00126*
aromatico); glutationa al., 2014, SILVA et al.,
[Y(CrH)] 2018)
852 Prolina (estiramento C—C); (BAI et al., 2020; NS*
proteinas (colageno) GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014)
901 Triptofano/tirosina (anel (SILVA et al., 2018; NS*
aromatico); glutationa SJOBERG et al., 2014)
(estiramento C—C); DNA
[8(anel aromatico)]
943 Lipidios (estiramento C—C)  (ANASTASIA; DMITRY; NS*

BRATCHENKO, 2017;
SILVA et al., 2018)

(Continua)
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(Continuacao)

1004

1033

1085

1106

1128

1159

1178

1320

1343

Fenilalanina (respiragao do
anel); p-caroteno
(estiramento C—C do anel
aromatico)
Fenilalanina;
Triptofano/tirosina (anel
aromatico)
Fosfolipidios (vibracao C-C),
DNA (O-P-0)

Fenilalanina (respiracao do
anel); triptofano/tirosina (anel
aromatico)
Proteinas (estiramento C-C);

fosfolipidios

B-caroteno [6(C—C—H)]

Tirosina (anel aromatico);
fenilalanina [(respiragdo do
anel, v(meio do anel de
pirrol)assim)
Triptofano (anel aromatico);
lipidios (fosfolipidio) [t(C—H)]

Coléageno; lipidios (CH3/CHy)

(GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014; HU; SMITH;
SPIRO, 1996

(GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014)

(GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014; SIOBERG et
al., 2014)
(GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014)

(GONZALEZ-SOLIS et

al., 2014; SILVA et al.,

2018; SIOBERG et al.,
2014)

(BAl et al., 2020;
GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014; SJOBERG et

al., 2014)
(GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014; HU; SMITH;

SPIRO, 1996)

(BAl et al., 2020;
GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014)

(BAl et al., 2020;
GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014; SILVA et al.,
2018)

p <0,0001™

NS*

p <0,0001*

NS*

NS*

p <0,0001**

p <0,0001*

p <0,0001*

p <0,0002**

(Continua)
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(Continuacao)
1452 Proteina [6(CH>)]; (GONZALEZ-SOLIS et  p<0,0113*

fosfolipidios [t(CH2/CHs)]; al., 2014; SILVA et al.,
aminoécidos [§(C-N-H)] ~ 2018; SIOBERG et al.,

2014)
1526 B-caroteno [v(C—N)] (BAI et al., 2020; p < 0,0022**
SJOBERG et al., 2014)
1555 Triptofano (anel aromatico);  (GONZALEZ-SOLIS et  p <0,0001*
amida Il [v(C-N)], [B(N-H)]  al.,, 2014; SIOBERG et
al., 2014)
1659 Proteinas, colageno, [d(anel)]; (BAI et al., 2020; p <0,0001**
amida | [v(C=O)] GONZALEZ-SOLIS et
al., 2014; SIOBERG et
al., 2014)

Abreviaturas: DNA — acido desoxirribonucleico, NS* — estatisticamente ndo significativo com
distribuicdo gaussiana (teste ANOVA), NS** — estatisticamente nao significativo com
distribuicao ndo gaussiana (teste Kruskal-Wallis).

Simbolos para vibragbes: v — estiramento, t — tor¢do, 8 — deformacao, y— forte, B — flexao.
Simbolos: * distribuicdo gaussiana (teste ANOVA), ** distribuicdo ndo gaussiana (teste
Kruskal-Wallis).

Analisando estatisticamente os picos marcados nos espectros medios e
apresentados na Tabela 3, foram observadas diferengas estatisticamente
significativas para os grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer nos
seguintes picos: 643 cm (tirosina), 717 cm™ (adenina), 758 cm™ (triptofano), 829 cm’
(triptofanof/tirosina, glutationa), 1085 cm™ (tirosina e fenilalanina), 1178 cm™ (tirosina,
fenilalanina), 1274 cm™ (proteinas — amida Ill), 1320 cm™ (triptofano e fosfolipidios),
1452 cm™ (proteinas, fosfolipidios e aminoacidos), 1555 cm™ (proteinas — amida Il e
triptofano) e 1659 cm™ [proteinas — colageno (a-hélice, e amida 1)] (teste ANOVA, p <
0,05), e nos picos: 622 cm™ (fenilalanina), 1004 cm™ (fenilalanina, p-caroteno), 1159
cm™" (B-caroteno), 1209 cm™ (proteinas — amida lll, fenilalanina e triptofano, adenina e
timina), 1343 cm™ (triptofano, fosfolipidios, adenina e guanina) e 1526 cm™ (B-
caroteno) (teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05); todos esses picos no espectro do grupo
normal foram mais intensos quando comparados aos grupos leucémico e outros tipos

de cancer.
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Os picos em 1085 cm™ (pds-teste de comparacdes mdltiplas de Tukey-
Kramer; normal versus leucémico p > 0,001; normal versus outros tipos de cancer p >
0,001 e leucémico versus outros tipos de cancer p > 0,001) e 1178 cm™ (pds-teste de
comparacoes multiplas de Tukey-Kramer; normal versus leucémico p > 0,001; normal
versus outros tipos de cancer p > 0,001 e leucémico versus outros tipos de cancer p >
0,05) apresentaram distribuicdo gaussiana e possibilitaram diferenciar os trés grupos:
normal, leucémico e outros tipos de cancer, sendo mais intensos no grupo normal. O
pico em 1159 cm™ (pds-teste de mudltiplas comparagdes de Dunn, normal versus
leucémico p > 0,001; normal versus outros tipos de cancer p > 0,001 e leucémico
versus outros tipos de cancer p > 0,05) apresentou distribuicdo ndo gaussiana e
possibilitou diferenciar os grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer, com
maior intensidade no grupo normal. Os picos com distribuicdo gaussiana em 643,
1320, 1452 cm™ (p6s-teste de comparacdes mdltiplas de Tukey-Kramer, p < 0,05)
apresentaram diferenca estatisticamente significativa na discriminacdo dos grupos
normal versus leucémico e normal versus outros tipos de cancer. Os picos em 1004,
1209 e 1343 cm™ (pods-teste de miuiltiplas comparagcdes de Dunn, p > 0,05) também
possibilitaram diferenciar os grupos normal versus leucémico e normal versus outros
tipos de cancer com diferenga estatisticamente significativa. Ja os picos em 758 e
1274 cm™ com distribuicdo gaussiana (p6s-teste de comparagdes multiplas de Tukey-
Kramer, p > 0,05) e o pico em 1526 cm™ com distribuicdo ndo gaussiana (pds-teste de
multiplas comparagdes de Dunn, p > 0,05) apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos leucémico versus outros tipos de cancer.

Os picos em 852, 901, 943, 1033, 1106 e 1128 cm™' (teste ANOVA, p
>0,05) e o pico em 508 cm™ (teste de Kruskal-Wallis, p > 0,05) ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos, sugerindo que nao sao

significativos para diferenciar os grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer.

4.2 Analise exploratéria dos espectros do soro sanguineo por PCA

A técnica de PCA foi utilizada para identificar as caracteristicas espectrais
que apresentavam diferencas entre os grupos normal, leucémico e outros tipos de
cancer. A PCA extrai as informacdes mais significativas (com base na variancia) de
um conjunto de dados original, gerando duas novas variaveis: 0s componentes

principais PC e Escore. Os PCs indicam as intensidades de cada carregamento que
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esta presente nos dados originais € os Escores representam os eixos de variancia
espectral e se assemelham aos espectros Raman. As diferengcas espectrais podem
estar correlacionadas as alteragdes bioquimicas em amostras de soro sanguineo de
pacientes com leucemias e com outras neoplasias (grupo outros tipos de cancer) em
relacdo as amostras dos sujeitos normais. A Figura 7 mostra o grafico de PCs e
Escores de amostras de soro; sdo apresentadas as primeiras oito variaveis de PCA.
Essas variaveis representam cerca de 98,8% da variancia total observada nos dados
espectrais (96,8%, 0,71%, 0,48%, 0,33%, 0,19%, 0,12%, 0,09% e 0,07 % para Escore
1 a Escore 8, respectivamente).

Foram identificadas diferengcas estatisticamente significativas entre os
grupos normal, leucémico e outros tipos de cancer em alguns PCs. Os PC1, PC2,
PC3 e PC7 (teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05) e PC6 (teste ANOVA, p < 0,05)
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, enquanto os PC4 (teste
ANOVA, p < 0,05), PC5 e PC8 (teste de Kruskal-Wallis, p > 0,05) ndo apresentaram

diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 7: Graficos das variaveis: componentes principais PCs e Escores do conjunto de
dados do soro Raman para andlise exploratéria. A letras sobrescritas a, b € ¢ nos PCs
indicam significancia estatistica [teste de Kruskal-Wallis (teste nao paramétrico) para PC1,
PC2, PC3, PC5, PC7 e PC8 e teste ANOVA (teste paramétrico) para PC4 e PC6 (p < 0,05)]
entre 0os grupos normal, leucémico e outros tipos de céancer, respectivamente. NS:
estatisticamente n&o significativo (p > 0,05).
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O Escore 1 (Figura 7) apresentou picos positivos caracteristicos da
albumina sérica (852, 1452 e 1659 cm™) (IVANOV et al., 2002; SAHA; YAKOVLEV,
2010) com diferencas estatisticamente significativas no PC1, sugerindo que as
quantidades de albumina sao diferentes nos grupos; o PC1 sugeriu que o soro de
amostras do grupo normal tinha maior quantidade de albumina do que o soro de
amostras leucémicas e dos outros tipos de cancer (p6s-teste de comparacdes
multiplas de Dunn, normal versus leucémico, p < 0,01, normal versus outros tipos de
cancer, p < 0,001). Nao houve diferenga estatisticamente significativa no PC1 do
grupo leucémico versus o grupo outros tipos de cancer (pos-teste de comparagdes
multiplas de Dunn, normal versus leucémico, p > 0,05), sugerindo que tal componente
nao foi relevante para diferenciar os grupos de cancer.

No Escore 2 da Figura 7, ocorreu o “deslocamento para o azul”
(deslocamento para alta energia vibracional) nos picos em 1004 cm™ (picos invertidos
em 1002 e 1006 cm™) e em 619 e 640 cm™ (picos invertidos em 619/625 e 640/646
cm™) das amostras do grupo leucémico e outros tipos de cancer em relagdo ao grupo
normal. No PC2, ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos normal e
leucémico (teste de Dunn, p < 0,001), no entanto os dados apresentados pelo grupo
leucémico foram considerados zero, € observa-se também diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos normal e outros tipos de cancer (teste de Dunn, p <
0,001).

O Escore 3 (Figura 7) apresentou pico positivo em 1635 cm™ nos grupos
normal e leucémico e € atribuido a aminodcidos (tirosina e triptofano); os picos
negativos em 942 cm™ (atribuido a lipidios) e em 1002, 1308 e 1450 cm™ (atribuidos a
proteinas e aminoacidos) estao presentes no grupo outros tipos de cancer. No PC3,
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos normal e outros tipos de
cancer (teste de Dunn, p <0,01) e entre os grupos leucémico e outros tipos de cancer
(teste de Dunn, p < 0,05). Na comparagao entre os grupos normal e leucémico, nao
houve diferenca estatisticamente significativa (teste de Dunn, p > 0,05).

A informacéao espectral apresentada no Escore 4 (Figura 7): picos positivos
em 624, 645, 1004, 1034, 1134 e 1453 cm™ e picos negativos em 617, 640, 1002,
1030 e 1650 cm™, Escore 5: picos positivos em 508, 571, 677, 755, 945, 1004, 1033,
1130, 1226, 1344, 1402, 1566 e 1622 cm™' e picos negativos em 843 e 1440 cm™, e
Escore 8: picos positivos em 1360, 1504 e 1608 cm™ e picos negativos em 697, 1004,
1157, 1223, 1435 e 1523 cm’', podem ser associados aos picos de proteinas e



57

aminoacidos nas amostras de soro; embora presentes em quantidades diferentes no
soro dos trés grupos analisados, esses compostos ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa nas intensidades de PC4, PC5 e PC8 (teste ANOVA, p =
0.7849; teste de Kruskal-Wallis, p = 0.0600; e teste de Kruskal-Wallis, p = 0.6082,
respectivamente), portanto, tais picos ndo foram relevantes para a diferenciagéo dos
grupos estudados.

O Escore 6 (Figura 7) apresentou picos positivos em 1003, 1157, 1523 e
1655 cm™ e picos negativos em 756, 1226, 1304 e 1440 cm' com diferenca
estatisticamente significativa no PC6 (teste ANOVA, p < 0,05). Os picos positivos
podem ser atribuidos a carotenoides (BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-SOLIS;
ESPINOSA; ROMAN; ANDA, 2014; MARTINEZ-ESPINOSA et al., 2009), sugerindo
que esses compostos sdo maiores no grupo normal quando comparado ao grupo
outros tipos de cancer, com diferenca estatisticamente significativa (PC6, pds-teste de
comparacoes multiplas de Tukey-Kramer, p < 0,001); os picos negativos sdo maiores
no grupo outros tipos de cancer e podem ser atribuidos a aminoacidos e proteinas,
apresentando diferenga estatisticamente significativa quando comparado ao grupo
normal (PC6, pbs-teste de Tukey-Kramer, p < 0,001). Foi considerando que os dados
apresentados pelo grupo leucémico sao zero.

O Escore 7 (Figura 7) apresentou picos positivos em 502, 1002, 1245,
1412, 1502 e 1683 cm™ nos grupos normal e outros tipos de cancer, os quais podem
ser atribuidos a proteinas e aminoacidos; e picos negativos em 753, 1006, 1159,
1302, 1453 e 1622 cm™' que estdo presentes no grupo leucémico e também podem
ser atribuidos a proteinas e aminoacidos; PC7 mostrou diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos normal e leucémico (pOs-teste de comparagdes
multiplas de Dunn, p < 0,001) e entre os grupos leucémico e outros tipos de cancer
(p6s-teste de comparagdes multiplas de Dunn, p < 0,001). Os picos negativos de
proteinas e aminoacidos presentes no SC7 sdo mais intensos no grupo normal,
sugerindo que esses compostos sdo mais frequentes em individuos saudaveis do que

em individuos com cancer (grupos leucémico e outros tipos de cancer).

4.3 Analise discriminante dos espectros do soro sanguineo por PLS

Os resultados dos modelos de discriminagdo dos espectros do soro

sanguineo foram tabulados nas tabelas de contingéncia (Tabelas 4 e 5), nas quais
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foram calculadas a sensibilidade, especificidade e acuracia para cada modelo
construido.

A Tabela 4 apresenta a discriminacdo baseada em PLS-DA com todos os
grupos (normal, leucémico e outros tipos de céancer), usando duas classes (normal e
leucémico + outros tipos de céncer), sem processamento e com cinco variaveis
latentes (VLs); usando trés classes (normal, leucémico e nao leucémico) com
normalizacdo SNV e seis VLs e usando sete classes, usando trés classes (normal,
leucémico e outros tipos de cancer), com normalizacdo SNV e seis VLs e usando sete
classes (normal, LLA, LMA, sarcoma, blastoma, carcinoma e linfoma), sem nenhum
processamento e com oito VLs. Com duas classes (cinco VLs e sem processamento),
a sensibilidade foi de 99%, a especificidade foi de 67% e a acuracia foi de 95%, com
trés classes (seis VLs e SNV) a acuracia maxima (sucesso de classificacdo) foi de
66,4%, com sensibilidade de 98,5% e especificidade de 56,9%. Com sete classes
(oito VLs e sem processamento) a acuracia maxima foi de 59,5%, com sensibilidade
de 88,0% e especificidade de 81,9%.
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Tabela 4: Tabela de contingéncia com os resultados da discriminagdo baseada em
PLS (PLS-DA) aplicada aos espectros Raman de grupos normal, leucémico e outros
tipos de cancer usando duas classes (normal e leucémico + outros tipos de cancer),
com cinco VLs e sem processamento, usando trés classes (normal, leucémico e
outros tipos de cancer) com seis VLs e usando SNV e com sete classes (normal, LLA,
LMA, sarcoma, blastoma, carcinoma e linfoma) com oito VLs e sem processamento.

Diagnéstico (método

convencional)

Diagnéstico Raman (PLS-DA) com cinco VLs sem

processamento

Leucémico +
Normal . X
Outros tipos de cancer

Normal (n=72)
Leucémico (n = 269)
+ Outros tipos de
cancer (n=225)
Sensibilidade*
Especificidade*
Acuracia

48 24

3 491

99,3%

67,6%
95,2%

Diagnéstico (método

Diagnéstico Raman (PLS-DA) com seis VLs usando SNV

Outros tipos de

convencional) Normal Leucémico .
cancer

Normal (n=72) 41 14 17
Leucémico (n = 269) 3 199 67
Outros tipos de

2 87 136
cancer (n=225)
Sensibilidade* 98,5%
Especificidade* 56,9%
Acurécia 66,4%

(Continua)
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(Continuacao)

Diagnéstico Raman (PLS-DA) com oito VLs sem

Diagnéstico (método processamento
convencional) Leucémico Outros tipos de cancer
Normal
LLA  LMA Sarc Blast Carc Linf
Normal
59 9 0 4 0 0 0
(n=72)
LLA
. 6 202 0 18 7 0 0
Leucémico (n=233)
(n=269) LMA
4 27 0 5 0 0 0
(n=36)
Sarc
6 35 0 33 7 0 0
(n=81)
. Blast
Outros tipos 15 49 0 6 11 0 0
. (n=281)
de cancer
Carc
(n=225) 7 18 0 9 2 0 0
(n=36)
Linf
0 19 0 4 4 0 0
(n=27)
Sensibilidade* 88,0%
Especificidade* 81,9%
Acuracia 59,5%

Abreviaturas: LLA — Leucemia linfoide aguda; LMA — Leucemia mieloide aguda; Sarcoma —
Sarc; Balstoma — Blast; Carcinoma — Carc; Linfoma — Linf; SNV — standard normal variate.
Simbolo: * Sensibilidade e especificidade calculadas com base na comparagdo do grupo
normal versus grupo cancer (leucémico + outros tipos de cancer).

A Tabela 5 apresenta a discriminagcdo baseada em PLS-DA entre os
canceres, sendo processadas discriminagdes entre os grupos leucémico e outros
tipos de cancer (duas classes, com cinco VLs e sem processamento), entre 0 grupo
leucémico, separando-o em duas classes, LLA e LMA (duas classes, com uma VL e
sem processamento), entre o grupo leucémico e individuos com linfoma (duas
classes, com trés VLs e sem processamento) e entre o grupo leucémico e individuos

com sarcoma (duas classes, com quatro VLs e sem processamento).
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Tabela 5: Tabela de contingéncia com os resultados da discriminacao baseada em
PLS (PLS-DA) aplicada aos espectros Raman dos grupos leucémico e outros tipos de
cancer (duas classes, cinco VLs e sem processamento), discriminagdo entre o grupo
leucémico, LLA e LMA (duas classes, uma VL e sem processamento), entre o grupo
leucémico e sujeitos com sarcoma (duas classes, com quatro VLs e sem
processamento) e entre o grupo leucémico e sujeitos com linfoma (duas classes, com
trés VLs e sem processamento).

Diagnéstico Raman (PLS-DA) com cinco VLs sem

Diagnéstico (método

, processamento
convencional) — . -
Leucémico Outros tipos de cancer
Leucémico (n = 269) 195 74
Outros tipos de cancer
(n = 225) 90 135
Sensibilidade 72,5%
Especificidade 60,0%
Acuracia 66,8%
, e 3 Diagnéstico Raman (PLS-DA) com uma VL sem
Diagnéstico '(metodo processamento
convencional
LLA LMA
LLA (n=233) 233 0
LMA (n = 36) 36 0
Sensibilidade 100,0%
Especificidade 0,0%
Acuracia 86,6%
_ . 3 Diagnéstico Raman (PLS-DA) com quatro VLs sem
Diagnostico (método processamento
convencional —
Leucémico Sarcoma
Leucémico (n = 269) 250 19
Sarcoma (n = 81) 45 36
Sensibilidade 92,9%
Especificidade 44,4%
Acuracia 81,7%
, o i Diagnéstico Raman (PLS-DA) com trés VLs sem
Diagndstico (método processamento
convencional) — .
Leucémico Linfoma
Leucémico (n = 269) 269 0
Linfoma (n=27) 27 0
Sensibilidade 100,0%
Especificidade 0,0%
Acuracia 90,9%

Abreviaturas: LLA — Leucemia linfoide aguda; LMA — Leucemia mieloide aguda.
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Na discriminagdo entre o grupo leucémico e outros tipos de céancer foi
obtida acuracia maxima nas primeiras cinco VLs, sem nenhum processamento de
66,8%, sensibilidade de 72,5% e especificidade de 60,0%. Na discriminacao entre o
grupo leucémico, estratificado em duas classes, LLA e LMA, obteve-se acuracia
maxima de 86,6% com uma VL, sem processamento, sensibilidade de 100,0% e
especificidade de 0,0%. A discriminacdo entre o grupo leucémico e pacientes com
sarcoma tem acuracia de 81,7% com quatro VLs, sem processamento e sensibilidade
de 92,9% e especificidade de 44,4%. A discriminagdo entre o grupo leucémico e
sujeitos com linfoma tem acuracia de 90,9% com trés VLs, sem processamento e
sensibilidade de 100,0% e especificidade de 0,0%.
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5. DISCUSSAO

5.1 Comparacédo dos dados dos espectros Raman do soro sanguineo
com outros trabalhos

O soro sanguineo humano é um fluido corporal complexo, composto por
uma faixa dindmica de biomoléculas, como agua, proteinas (principalmente albumina
e a- e B-globulinas), aminoéacidos, lipoproteinas, horménios, vitaminas, glicose e sais
inorganicos (MESCHER, 2016). Sabe-se que a andlise molecular do soro sanguineo
pode fornecer informagbes sobre os processos metabdlicos que ocorrem no
organismo, e ha um interesse crescente em utilizar a espectroscopia Raman para
desenvolver sensores soro-especificos para biomoléculas para diagnéstico e
monitoramento (MARTINEZ-ESPINOSA et al., 2009).

De acordo com dados da literatura publicada, os espectros do soro séao
dominados por caracteristicas espectrais proprias das proteinas do soro sanguineo,
principalmente, albumina e globulinas (MARTINEZ-ESPINOSA et al, 2009;
PARACHALIL et al, 2019), fato este observado nos espectros Raman do soro
sanguineo obtidos no presente trabalho e apresentados na Figura 6. Martinez-
Espinosa et al. (2009) também observaram tais caracteristicas em seu trabalho, no
qual obtiveram espectros Raman provenientes do soro sanguineo de pacientes com
leucemia e de voluntarios saudaveis e perceberam que a presenca dessas proteinas
dificulta a visualizacdo das caracteristicas espectrais de compostos menos
abundantes e pequenas moléculas que podem funcionar como biomarcadores, fato
este também constatado neste estudo.

A literatura cientifica publicada mostra que as posi¢cées dos picos Raman
das globulinas sdo semelhantes as da albumina e estdo descritas nas seguintes
posicdes: 828 e 850 cm™ (dubleto da tirosina); 950 cm™” (lipidio — modo de
estiramento C—C); 1002 cm™ (fenilalanina — §(=CyH.)4, 0 triptofano pode dar uma
pequena contribuicao para a intensidade desta banda); 1350 cm™ (lipidios e proteinas
— modo de deformagdo CH,); 1450 cm™ (proteinas — modo de deformacgdo CH,); e
1650 cm™ (proteinas — amida |, conformagdo o-hélice) (ANASTASIA; DMITRY;
BRATCHENKO, 2017; DINGARI et al., 2012; PARACHALIL et al., 2019). Tais picos

apresentam correspondéncia aos encontrados no presente estudo, sendo marcados
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0S seguintes picos relacionados a albumina e globulina nos espectros médios: 829 e
852, 943, 1004, 1343, 1452 ¢ 1659 cm™".

Em estudo com amostra de soro sanguineo de individuos saudaveis e
leucémicos, GONZALEZ-SOLIS et al., (2014) verificaram que os picos Raman em
1338 cm™ (triptofano, proteinas — a—hélice, fosfolipidios), 1447 cm™ (lipidios), 1523
cm™ (B-caroteno), 1556 cm™ (triptofano), 1587 cm™ (proteinas, tirosina), 1603 cm™
(tirosina, fenilalanina) e 1654 cm™ (proteinas — amida |, a-hélice, fosfolipidios) foram
menos intensos nos leucémicos em comparacao aos individuos saudaveis. Esses
achados corroboram com os deste estudo, visto que os picos em 1343, 1452, 1555 e
1659 cm™ do presente estudo foram mais intensos no grupo normal (saudaveis) em
comparacao ao grupo leucémico.

SILVA et al, (2018) aplicaram a espectroscopia Raman em amostras de
sangue total e plasma para identificar diferencas espectrais entre individuos
saudaveis e pacientes com leucemia aguda com base em seus componentes
bioquimicos (proteinas, aminoacidos, carboidratos, lipidios e carotenoides).
Diferencas estatisticas foram observadas nos picos em 510 cm™ (triptofano), 721 cm™
(polissacarideos), 760 cm™ (tirosina), 837 cm™ e 947 cm™ (tirosina, triptofano e
glutationa), 1004 cm™ (fenilalanina), 1132 cm™ (proteinas), 1160 cm™ (B-caroteno),
1210 cm™ (triptofano, fenilalanina, tirosina e proteinas — amida Ill), 1269 cm
(proteinas — amida Ill), 1334 cm™ (triptofano), 1344 cm™ (proteinas e triptofano), 1407
cm™ (glutationa), 1448 cm™ (proteinas), 1455 cm™ (proteinas), 1525 cm™ (B-caroteno),
1630 cm' (tirosina e triptofano), 1659 cm™ (fosfolipidios) e 1666 cm™ (fosfolipidios) e
todos os picos do espectro do grupo normal foram mais intensos quando comparados
ao grupo leucémico. Esses picos foram semelhantes aos encontrados no presente
estudo e sdo atribuidos a proteinas, aminoacidos e B-caroteno sendo mais intensos
no grupo normal (saudavel) quando comparados aos grupos leucémico e outros tipos

de cancer.

5.2 Analise exploratéria por PCA comparada a outros trabalhos

No Escore 1 apresentado na Figura 7 foram observados picos
caracteristicos de albumina com diferengas estatisticamente significativas no PC1, o
que sugere que as quantidades de albumina sao diferentes nos trés grupos

analisados, estando em maior quantidade no soro de amostras do grupo normal
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quando comparada as amostras dos grupos leucémico e outros tipos de cancer. Tang
et al. (2012), relataram que individuos com cancer apresentam comprometimento dos
sistemas de defesa, associados a processos inflamatérios que se instalam no
organismo, o0 que culmina na reducdo da quantidade de albumina plasmatica.
Parachalil et al., (2019) relataram que uma concentracdo normal de albumina nos
fluidos corporais é considerada um sinal de boa saude. Pesquisadores mostraram que
baixos niveis de albumina sérica afetam adversamente o prognéstico do cancer (BAI
et al., 2020; IVANOQOV et al., 2002). A albumina é a proteina sérica de fracdo de alto
peso molecular mais abundante no corpo humano e é sintetizada no figado (IVANOV
et al, 2002). A principal funcdo fisiologica da albumina é manter a pressao
coloidosmotica, mas nos ultimos anos muitas outras funcdées foram reconhecidas,
incluindo ligagdo de ligantes e transporte de varias moléculas, além de aces
antioxidantes e anti-inflamatérias (ARROYO, 2002; LEE, 2012; PARACHALIL et al.,
2019). Varios estudos demonstraram que as fungdes da albumina, como ligacdo de
ligantes e transporte de varias moléculas, podem ser aplicadas no tratamento de
pacientes cirréticos (que podem evoluir para cancer) e pacientes que sofrem de
outras doengas hepaticas em estagio terminal (PARACHALIL et al., 2019).

No Escore 2 (Figura 7), observou-se “deslocamento para o azul” nos picos
em 1004 cm™ e em 619 e 640 cm™ com diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos normal e leucémico no PC2. Os picos em 625 e 1002 cm™" sdo atribuidos &
fenilalanina (ARROYO, 2002; SJOBERG et al., 2014), um amino&cido aromatico com
picos de assinatura Obvios em um espectro Raman devido a vibragdo do anel
benzénico. Chen et al. (2014) e Sjoberg et al. (2014) descrevem que o “deslocamento
para o azul” pode ser devido a alteracdo conformacional da fenilalanina proxima ao
anel aromatico. As frequéncias das bandas Raman pertencentes as cadeias laterais
dos residuos de aminoacidos sao frequentemente deslocadas para o azul em relagao
as bandas correspondentes dos aminodacidos livres, especialmente no caso dos
aminoacidos aromaticos. Este achado sugere que tanto a variedade de espécies de
proteinas quanto a conformacdo das proteinas mudam em amostras de soro de
grupos com canceres (CHEN et al., 2014), o que pode ter ocorrido no presente estudo
no grupo outros tipos de cancer devido a observagédo do “deslocamento para o azul”
nas amostras desse grupo.

Os achados observados no Escore 3/PC3 podem indicar que a
conformacao e a variedade de espécies de proteinas estdo alteradas em amostras de
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soro de pacientes com cancer (grupo outros tipos de cancer), como ja sugerido no
Escore2/PC2 (CHEN et al., 2014; SANDRI, 2016; VANNA et al., 2014) e o aumento
nos niveis de aminodacidos pode ser explicado pela alteragdo no metabolismo
energético de pacientes com cancer, levando a sintese de proteinas musculares e
teciduais esqueléticas (gliconeogénese hepatica derivado do catabolismo muscular
para producdo de energia) e consequente liberacdo de aminoacidos no soro
sanguineo, como observado nas amostras do grupo outros tipos de cancer e
predispondo ao desenvolvimento da caquexia comumente observada em pacientes
com cancer, comprometendo o prognéstico e a qualidade de vida desses pacientes
(SANDRI, 2016).

No Escore 6/PC6, os picos atribuidos a carotenoides apresentam-se
maiores no grupo normal quando comparado aos grupos com canceres (leucémico e
outros tipos de cancer); de acordo com a literatura, os niveis mais altos de
carotenoides no sangue (soro/plasma) estao associados a uma diminuicao do risco de
surgimento de cancer, doencas cardiovasculares, doencas cardiacas e outras causas
de mortalidade conforme descrito em outros estudos (GONZALEZ-SOLIS et al., 2014;
PARACHALIL et al., 2019; SILVA et al., 2018). Gonzalez-Solis et al. (2014) usaram a
espectroscopia Raman para diferenciar o soro sanguineo normal e leucémico e
identificar os diferentes tipos de leucemia com base nos compostos bioquimicos do
soro. No espectro do grupo normal (individuos saudaveis) foi demonstrada a presenca
de maiores quantidades de carotenoides (picos em 1003, 1157 e 1523 cm™). Em um
estudo com amostras de plasma sanguineo para diferenciacdo entre individuos
leucémicos e saudaveis, Silva et al. (2018) encontraram picos caracteristicos de
carotenoides em concentragées mais altas no grupo normal (1004, 1159/1160 e
1520/1525 c¢cm™) com diferenca estatisticamente significativa, principalmente nos
SC2/PC2 e SC4/PC4. Tais achados concordam com o0s encontrados no presente

estudo.
5.3 Andlise discriminante por PLS-DA comparada a outros trabalhos
Modelos de discriminagdo baseados em PLS (PLS-DA) aplicados a dados

espectrais tém sido usados como preditores para a discriminacao ou diferenciacao
entre tecidos saudaveis e neoplasicos (BARKER; RAYENS, 2003; FENG et al., 2015;
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HARRIS et al., 2000; NGUYEN; ROCKE, 2002; PARACHALIL et al., 2019; SILVA et
al., 2018).

Modelos de discriminacdo associados aos calculos de sensibilidade,
especificidade e acuracia foram utilizados a fim de realizar a discriminacdao das
amostras de soro sanguineo dos grupos analisados. A sensibilidade é a probabilidade
de que o teste classifique corretamente os individuos com a doenca (resultados
positivos). A especificidade € a probabilidade de que o teste classifique corretamente
individuos saudaveis (resultado negativo). Ao aplicar um teste diagnéstico, existe a
possibilidade de classificar incorretamente os individuos, por exemplo, pessoas
supostamente doentes que sdo saudaveis (falsos positivos) e pessoas supostamente
saudaveis que estdo doentes (falsos negativos). Por isso, os exames diagnésticos
devem estar sempre associados a avaliagdo da histéria clinica do paciente,
investigacdo da semiologia como os sinais e sintomas presentes no exame fisico e
resultados de exames complementares (laboratoriais, procedurais ou de imagem)
para determinar a presenca ou auséncia de uma doenca (PEREZ et al., 2021).

Na Tabela 4 foram apresentados os resultados dos modelos PLS-DA
aplicados aos espectros de soro sanguineo quando se discriminam trés classes
(normal, leucémico e outros tipos de céncer) e sete classes (normal, LLA, LMA,
blastoma, sarcoma, carcinoma e linfoma). De acordo com os modelos criados,
observou-se que com maior numero de classes (sete classes) a especificidade
apresentou-se melhor, com 81,9%, e com duas classes a especificidade foi de 67,6%,
e com trés classes a especificidade foi de 56,9%; isto pode ser justificado pelo fato de
que, com mais classes, consegue-se minimizar a variancia dentro dos grupos e
maximizar as diferengas entre 0s grupos.

Na tentativa de discriminar os canceres entre si, alguns modelos foram
desenvolvidos e apresentados na Tabela 5. Quando se prop6s a discriminacao entre
os espectros Raman do soro de criancas e adolescentes com LLA e com LMA,
observou-se que a especificidade foi de 0,0%, sendo todas as amostras de LMA
classificadas com LLA; isso sugere que ha uma grande semelhanca entre os
espectros de soro sanguineo dessas amostras, sendo os espectros de soro de LMA
muito parecidos com os de LLA. Vale ressaltar que nas leucemias agudas ha um
blogueio completo da maturacdo das células do sangue, de modo que as células
indiferenciadas (blastos) predominam no sangue do paciente. As leucemias agudas

das linhagens mieloide e linfoide se originam de mutagdes em células indiferenciadas
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que seriam precursores de linfécitos e de células mieloide (hemacias, plaquetas,
neutrofilos, entre outros). No entanto, o soro sanguineo nao contém células
(HOFFBRAND; MOSS, 2018; MESCHER, 2016), o que pode dificultar a discriminacao
dessas leucemias por avaliagcao de espectros Raman obtidos a partir de soro.

Na discriminagcdo entre o grupo leucémico (LLA e LMA) e criangas com
sarcoma, a maior confusdo aconteceu entre os sujeitos com diagnostico de sarcoma,
em aproximadamente 55,6% da amostra (45 espectros Raman) classificados como
grupo leucémico. Na discriminacao entre o grupo leucémico (LLA e LMA) e criangas
com linfoma, obteve-se resultados similar ao obtido com o grupo leucémico, sendo
todas as amostras de linfoma classificadas como pertencentes ao grupo leucémico.
Os linfomas sao doencas semelhantes as leucemias agudas, exceto que a célula que
sofre as mutagdes (linfécito) € mais madura do que os precursores acometidos no
caso das leucemias agudas (blastos). Com isso, a proliferacdo nao sera de células
indiferenciadas, mas sim de linfécitos maduros. No entanto, por derivarem da mesma
célula progenitora e por apresentarem alteragdes funcionais, elas deixam de exercer
sua fungdo normal na defesa, além de crescerem de forma descontrolada
(HOFFBRAND; MOSS, 2018).

A literatura disponivel até o momento ainda é escassa em publicacées que
comparam, por meio de espectroscopia Raman e analise discriminante, pacientes
saudaveis e pacientes com diferentes tipos de neoplasias, analisados por meio de
SOro sanguineo, assim como sao poucas as publicagbes em que 0s canceres se
diferenciam entre si pela analise no sangue, plasma ou amostras de soro. Silva et al.
(2018) utilizaram a espectroscopia Raman no plasma sanguineo de individuos
saudaveis e leucémicos e obtiveram acuracia de 97,1%, sensibilidade de 95,7% e
especificidade de 98,0% nas amostras por meio da discriminacdo PLS-DA. Esse
resultado € superior ao encontrado neste estudo, porém o conjunto de amostras
utilizado no presente estudo é mais heterogéneo, os agrupamentos foram realizados
entre pacientes saudaveis, pacientes com leucemias (LLA e LMA) e pacientes com
outros tipos de céancer, categorizados de acordo com ao tecido que originou a
neoplasia (histologia) em sarcoma, blastoma, carcinoma e linfoma.

Bai et al. (2020) estudaram as caracteristicas do plasma sanguineo em
pacientes com linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) e leucemia linfocitica
cronica (LLC) por espectroscopia Raman com o objetivo de desenvolver um exame de
sangue simples para detecgédo ndo invasiva de DLBCL e LLC. Para a discriminagao,
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foi utilizada a andlise discriminante por minimos quadrados ortogonais parciais
(OPLS-DA), que consegue construir dois agrupamentos com quase nenhuma
sobreposicao entre DLBCL/CLL e normal. Para o modelo com LLC, a sensibilidade foi
de 92,9% e a especificidade de 100%, enquanto para o modelo com DLBCL, a
sensibilidade foi de 80,0% e a especificidade de 92,3%. Este modelo construido por
Bai et al. (2020) nao agrupa os tipos de cancer para analise de discriminacao, apesar
de utilizar andlise estatistica semelhante ao presente estudo.

Alguns estudos com sangue ou fragmentos de sangue utilizaram PCA-DA
(ATKINS et al, 2017; GONZALEZ-SOLIS et al, 2014; MANAGO et al, 2018;
MARTINEZ-ESPINOSA et al., 2009; SUIOBERG et al., 2014) em vez de PLS-DA para
analise discriminante dos espectros Raman. No entanto, a PLS-DA se destaca por
identificar as diferencas entre os grupos e reconhecer as variancias obtidas dentro de
cada grupo; portanto, a PLS-DA pode levar a um melhor desempenho na
classificagdo das amostras quando comparado a PCA-DA (BEVILACQUA; MARINI,
2014).

Ao comparar a espectroscopia Raman com as técnicas convencionais e
atualmente disponiveis para o diagndstico de céancer, podem ser observadas
vantagens significativas na analise do padrao espectral. A avaliacdo pode ser
realizada de forma ndo invasiva ou minimamente invasiva, sem preparo de amostra,
sem uso de reagentes e utilizando apenas uma pequena quantidade de soro
sanguineo (GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; LIMA et al., 2019; SILVA et al., 2018).
Com isso, é possivel gerar um espectro Raman e diferenciar entre pacientes
saudaveis e pacientes com cancer (grupos leucémico e outros tipos de cancer) com
base nas diferengas na composicdo bioquimica das amostras. De acordo com
estudos ja disponiveis na literatura, a espectroscopia Raman em amostras de sangue
€ uma técnica promissora, tanto para diagnéstico quanto para acompanhamento
terapéutico (GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; HARRIS et al., 2000; LIMA et al., 2019;
MARTINEZ-ESPINOSA et al., 2009; SILVA et al., 2018).

O presente trabalho reforca a utilidade da espectroscopia Raman e abre
novas perspectivas para seu uso na obtencdo de informacdes sobre alteracdes
biomoleculares que ocorrem no corpo humano a partir do soro sanguineo. O método
pode ter uma ampla aplicagdo na compreensao da bioquimica basica de doencas
relacionadas a doencgas do sangue como LLA, LMA, sarcoma, blastoma, carcinoma e

linfoma. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias com um ndamero maior de
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amostras de individuos saudaveis para construir um banco de dados espectral grande
o suficiente para minimizar erros de classificacédo, tornando os dados fornecidos pela

espectroscopia Raman mais robustos para uso na pratica clinica.

5.4 Estudos futuros e perspectivas da técnica Raman

O presente trabalho reforca a utilidade da espectroscopia Raman como
ferramenta médica para caracterizacao e diferenciacdo de processos oncoldgicos e
abre novas perspectivas para seu uso, visto que possibilita a obtengdo de
informacdes acerca das alteracdes biomoleculares que ocorrem no corpo humano em
resposta ao céncer, do ponto de vista do soro sanguineo. No entanto, ainda séo
necessarias mais pesquisas, nas quais amostras com maior numero sejam utilizadas,
principalmente de individuos saudaveis (controle), a fim de se construir um banco de
dados espectral grande o suficiente para minimizar erros de classificagéo; tornando as
informagdes fornecidas pela espectroscopia Raman mais robustas para assim serem
implementada na pratica clinica.

A industria vem se empenhando em desenvolver espectrdbmetros Raman
cada vez mais compactos e de facil utilizagdo e manutencdo, no entanto faz-se
necessario equipamentos de alta sensibilidade e resolugdo espectral que sejam
financeiramente acessiveis aos laboratérios e equipes médicas, mantendo a
qualidade da coleta dos espectros e facilidade no processamento do sinal coletado.
Outro importante fator a ser considerado € a simplificacdo da interpretacdo dos
resultados, visto que a partir da analise dos dados colhidos por meio espectroscopia
Raman, os laudos diagnésticos poderao ser liberados de forma rapida, segura e
produzidos a partir de amostras minimamente invasiva, e que pode conter informacéao
bioquimica fornecida pela interpretagdo dos picos Raman e ser mais uma informagao

auxiliar ao diagnéstico do tipo de cancer.
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CONCLUSAO

Neste estudo, a espectroscopia Raman foi aplicada em amostras de soro
sanguineo de criancas e adolescentes para identificar as diferengas espectrais
apresentadas nos grupos normal (saudavel), leucémico (LLA e LMA) e outros tipos de
cancer (sarcoma, blastoma, carcinoma e linfoma). Os espectros Raman médios dos
grupos apresentaram picos caracteristicos de albumina e globulinas, que sao
constituintes do soro humano e conferem caracteristicas espectrais marcante do soro
humano. Picos de proteinas, aminoacidos e -caroteno também foram identificados e
estes foram mais intensos no grupo normal.

A andlise exploratoria por PCA aplicada aos espectros revelou que no
Escore 1 existem picos caracteristicos de albumina sérica (852, 1452 e 1659 cm™),
corroborando com os achados na marcagao feira nos espectros médio; no PC1,
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos normal e leucémico e
normal e outros tipos de céancer (teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05); no Escore 2,
observou-se “deslocamento para o azul” nos picos em 1002 e 1006 cm™, em 619/625
e em 640/646 cm”' em amostras de soro do grupo outros tipos de cancer;
carotenoides foram identificados no Escore 6 (picos em 1004, 1159 e 1526 cm™) que
sdo significativamente mais evidentes no grupo normal em comparacdo com o0s
grupos leucémico e outros tipos de cancer (teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05).

O modelo PLS-DA aplicado aos espectros de soro sanguineo com maior
nuamero de classes (sete classes) apresentou maior especificidade, de 81,9%, ja com
duas classes a especificidade foi de 67,6%, e com trés classes a especificidade foi de
56,9%. Quando o PLS-DA foi aplicado objetivando a discriminagéo entre os canceres,
constatou-se que os espectros de soro de pacientes com LMA e linfoma foram
100,0% confundidos com os espectros de soro dos sujeitos com LLA, o que sugere
similaridade nas caracteristicas espectrais destes grupos. A discriminagdo entre os
grupos leucémico e outros tipos de cancer apresentou acuracia de 66,8%,
sensibilidade de 72,5% e especificidade de 60,0%.

De acordo com os dados obtidos, constatou-se que a espectroscopia
Raman pode ser uma ferramenta com potencial para diagnostico diferencial entre as
leucemias e os outros tipos de cancer (sarcomas, linfomas, blastomas e carcinomas)

por meio de amostras de soro sanguineo.
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APENDICES

APENDICE A: Figura com marcagdes coloridas para melhor visualizag&o,
com as posicdes dos picos das principais bandas Raman do soro
sanguineo, atribuicdo de acordo com a literatura publicada e significancia
estatistica (valor de p) das intensidades dos picos entre 0s grupos

normal, leucémico e outros tipos de cancer.

Posicdo Adribuigao Referéncias Significancia
do pico estatistica
fem™) (vakor de g)
@ Fenilalanina (BAI ef al., 2020; p < 0.0001—
[tC-Cll MARTINEZ-ESPINOSA
af al., 2008)
Tirosina [B{anel aromstico)]  (GONZALEZ-SOLIS et p <0.0001°
al. 2014: SIOBERG et
al., 2014)
@ Polissacarideos (C-H); DNA  (GONZALEZ-SOLIS et p <0.0003°
— adening [#(anel sromatice)]  al, 2014; SILVA ef &l
2018)
Triptofane [5{anel (GONZALEZ-SOLIS ¢ p<0.0212°
arométicn]), [3{esqueleto)] al., 2014; SILVA ef &l
2018; SJOBERG &f al,
2014)
Triptofanoftirosing (anel  (SOMZALEZ.SOLIS et p<0.001268°
aromatico); glutstions al, 2014, SILVA ef 5.,
[(CaHI 2018)
852 Prolina {estiramento C-C); (BAl ef @l 2020; NE*
profeinas (coldgenao) GOMZALEZ-SOLIS af
al., 2014)
801 Tripdcfanctirosinag (anel (SILVA ef &I, 2018; NE*
aromatico); glutationa SJOBERG et al, 2014)
(estiramernto C—-C); DA
[&{=nel aromsatico))
843 Lipidics (esiramento C-C)  (ANASTASIA; DMITRY; NS
BRATCHENKO, 2017;
SILVA ef al., 2018)
| Fenilslanina (respiracio do  (GOMZALEZ-SOLIS &f  p <0.0001~
anel). B-caroteno al., 2014; HU: SMITH:
{estiramento C-C do anel SPIRO, 1906)
sromatico) :
1033 Fenitalanina (GONZALEZ-SOLIS et NS
Tripiofancftirosing (anel al., 2014)
aromatico)

(Continua)
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Fosfolipidios (vibraglo C-C),
DNA (O—P-0)

Fenilaslanina (respiracéo do
anel); triptofano/brosing (S|
aromiatico)
Proteinas [estiraments C=C);
fosfolipidios

B-carotens [B{C-C—H)]

Tircsing (anel aromatico);
fenilalanina [(respiracso do
anel, vimaio do anal de
Firmal fessen]
Triptofanatiresinag (anel
aromatico); fenilalanina
(respiracéo do anel);

metioning [H{CH.)]
Amida Il [EB{MH]]; proteins
W=

Triptofano (anel aromatico);
lipidios (fosfolipidio) [HC=H)]
Colégens; lipidios (CH./CH:)

Predeina [SCH:):
fosfolipidios [HCHCH. )L
arrunadedes [ C-M-H])]

B-caroteno [vC=M)]

Triptafans (anel aromética);
amida 11 [v(C—M)]. [BIN-H)]

Proteinas, colégeno,
[Z{znel)]; amida | W=}

(SOMNZALEZ-SOLIS of

sl 2014 SIOBERG ef
al, 2014)

(GOMNZALEZ-S0OLIS et
al, 2014)

(GOMZALEZ-SOLIS &t

gl 2014, SILVA ef gl

2018 SIOBERG ef al,
2014)

(BAl &f al, 2020;
GOMNZALEZ-SOLIS af
al. 2014 SIOBERS &f

al., 2014)
(GOMZALEZ-SCOLIS af
al, 2014; HLU, SKITH:

SPIRO, 1008)

(GONZALEZ-SOLIS et
al.. 2014; SILVA ef af.,
2018)

(BAl &f al, 2020

GOMIALES-SOLIS ef

al, 2014; SllvVAa et al
2018)

{BAI et af, 2020
GONIALES-SOLIS af
al., 2014)
(BAIl &t &, 2020;
GOMNZALEZ-SOLIS af
o, 2014, SILVA af o,
2018)
(GOMZALEZ-SOLIS ef
al, 2014; SILVA et sl ,
2018 SIOBERG atf al,
2014)
(BAl ef al., 2020;
SJOBERG et al, 2014)
(GOMZALEZ-S0LIE &t
al.. 2014: SIOBERG af
al., 2014)

(BAl et al., 2020;
GOMZALEZ-Z0LIS af
.. 2014;: SIOBERG of
al., 2014)
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(Continuacao)
g < 0.0001*
NS

NE

p = 0.0001=

p < 0.0001

p < 00001~

p < 0.0403"

p < 0.0001*

B = 0,000

g <0.0113~

p < 0.0022=

p < 0.0001

p <0.0001>

Legenda: Significancia estatistica: p* = ANOVA e p** = Kruskal-Wallis

Elipse vermelha: diferenca estatistica para os 3 grupos (normal, leucémico e outros

tipos de cancer) e mais intensos no grupo normal.

mais intensos no normal.

Quadrado azul: consegue diferenciar os grupos normal x leucémico e 0s grupos

normal x outros tipos de cancer.

Quadrado verde: consegue direnciar os grupos leucémico x outros tipos de cancer.



