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RESUMO

Leucemias agudas sdo doencas onco-hematoldgicas que comprometem a medula 0ssea,
causando quadros clinicos graves, com alta mortalidade. Apresentam elevada incidéncia
na populacdo mundial, cujos tratamentos sdo iniciados a partir da definicdo diagnostica.
Atualmente, o diagnoéstico das leucemias exige uma série de exames que envolvem
analise da morfologia citoldgica, identificacdo de proteinas especificas das classes
celulares e alteragbes cromossdmicas e genéticas. Sao técnicas que necessitam de
grandes volumes de amostras de sangue periférico e medular e ainda demandam tempo
prolongado, preparos e reagentes especiais para serem executados. Este estudo teve
como objetivo determinar as diferencas espectrais entre amostras de sangue total e
plasma de sujeitos saudaveis e leucémicos, relacionar estas diferengas com as alteragdes
bioquimicas nestas amostras e realizar a analise discriminante das amostras (n = 38 de
sangue total e n = 40 de plasma) utilizando a espectroscopia Raman e modelos de
discriminacdo baseados em minimos quadrados parciais (PLS-DA) e analise de
componentes principais (PCA-DA) para a discriminacdo dos espectros nos grupos
saudavel e leucémico. Amostras de sangue e plasma obtidas de um laboratério de
andlises clinicas de um hospital de referéncia em doencas onco-hematoldgicas no Vale
do Paraiba foram submetidas a espectroscopia Raman (espectrémetro dispersivo com
830 nm e 280 mW de excitacdo acoplado a um cabo de fibras Opticas Raman probe),
com exposicdo total de 30 s para a coleta de cada espectro. A anélise exploratéria das
amostras sanguineas por PCA evidenciou componentes principais com picos especificos
atribuidos a moléculas bioguimicas como aminoacidos, proteinas, carboidratos, lipidios
e carotenoides. Os espectros de cada grupo amostral (saudavel e leucémico) foram
modelados por PLS-DA e PCA-DA pelo método de validacdo cruzada leave-one-out,
onde foram identificadas variaveis latentes e componentes principais com capacidade de
classificar os espectros nos grupos saudavel e leucémico. Os modelos obtiveram
sensibilidade de 91,9% (PLS-DA) e 83,9% (PCA-DA), especificidade de 100% (PLS-
DA e PCA-DA) e acuracia global de 96,5% (PLS-DA) e 93% (PCA-DA) para os
espectros de sangue total. No plasma, os modelos obtiveram sensibilidade de 95,7%
(PLS-DA) e 11,6% (PCA-DA), especificidade de 98% (PLS-DA) e 100% (PCA-DA) e
acuracia global de 97,1% (PLS-DA) e 64,1% (PCA-DA). O estudo demonstrou que 0
modelo utilizando PLS aplicado ao sangue total apresentou melhor desempenho quando
comparado ao plasma, sendo igualmente superior ao modelo baseado na PCA em ambos
os tipos de amostra. Os resultados demonstraram que a espectroscopia Raman é uma
técnica com potencial para ser aplicada no diagnéstico de leucemias agudas de forma
rapida, minimamente invasiva e ndo destrutiva as amostras.

Palvras-chave: espectroscopia Raman; diagnostico; leucemia aguda; sangue; plasma;
minimos quadrados parciais; analise de componentes principais.



ABSTRACT

Acute leukemias are onco-hematological diseases that compromise the bone marrow,
causing serious clinics conditions, with high mortality. They have a high incidence in the
world population, whose treatments are initiated from the diagnostic definition.
Currently, the diagnosis of leukemias requires a series of tests that involve analysis of
cytological morphology, identification of specific proteins of the cell classes, and
chromosomal and genetic alterations. These techniques requires a large quantity of
peripheral and medullary blood samples and still requiring too much time, preparations
and reagents to be executed. This study aimed to determine the spectral differences
between whole blood and plasma samples of healthy and leukemic subjects, correlate
these differences with the biochemical changes in these samples and perform the
discriminant analysis of the samples (n = 38 of whole blood and n = 40 of plasma) using
Raman spectroscopy and discrimination models based on partial least squares (PLS-DA)
and principal component analysis (PCA-DA) to discriminate spectra in the healthy and
leukemic groups. Blood and plasma samples obtained from a clinical laboratory of a
reference hospital in onco-hematological diseases in Vale do Paraiba, SP, Brazil, were
submitted to Raman spectroscopy (830 nm dispersive spectrometer and 280 mW
excitation coupled to a Raman probe fiber optic cable), with a total exposure of 30 s for
the collection of each spectrum. The exploratory analysis of the blood samples by PCA
reveal principal components attributed to specific biochemical molecules such as amino
acids, proteins, carbohydrates, lipids and carotenoids. The spectra of each sample group
(healthy and leukemic) were modeled by PLS-DA and PCA-DA with the leave-one-out
cross validation method, where latent variables and principal components were
identified with the capacity to classify the spectra in the healthy and leukemic groups.
The models obtained sensitivity of 91.9% (PLS-DA) and 83.9% (PCD-DA), specificity
of 100% (PLS-DA and PCA-DA) and overall accuracy of 96.5% (PLS-DA) and 93%
(PCA-DA) for the whole blood spectra. In the plasma, the models obtained sensitivity of
95.7% (PLS-DA) and 11.6% (PCA-DA), specificity of 98% (PLS-DA) and 100% (PCA-
DA) and overall accuracy of 97.1% (PLS-DA) and 64.1% (PCA-DA). The study
demonstrated that the PLS model applied to whole blood presented better performance
when compared to plasma, being also superior to the PCA in both sample types. The
results demonstrated that Raman spectroscopy is a technique with potential to be applied
in the diagnosis of acute leukemias in whole blood samples in a fast, minimally invasive
and non-destructive way.

Keywords: Raman spectroscopy; diagnosis; acute leukemia; blood; plasma; partial least
squares; principal components analysis.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Dicionario Michaelis da Lingua Portuguesa (2017) a hematologia
(palavra com radical grego haima: sangue e I6gos: estudo) é uma especialidade médica
que se dedica ao estudo da fisiologia do sangue, da medula e dos ganglios linfaticos e ao
tratamento das enfermidades que lhe sdo especificas, bem como daquelas que atingem os
demais 6rgdos hematopoiéticos. E também um setor dentro de um laboratdrio de anélises
clinicas responsavel pela realizacdo dos hemogramas, que compreendem o0 maior
volume testes dentre os exames solicitados devido as informacgdes qualitativas e
quantitativas sobre as células sanguineas que € capaz de fornecer, e que tém relacbes
diretas com os estados fisioldgico e patologico de um paciente (GROTTO, 2009).
Mesmo com todo o avanco tecnolégico que a hematologia clinica vem dispondo nos
ultimos tempos, o hemograma permanece como o0 ponto de partida para a triagem
diagnostica de varios distrbios da homeostasia (FAILLACE; PRANKE, 2004;
SOSSELA; ZOPPAS; WEBER, 2017). No entanto, toda informacdo oferecida pelo
hemograma ndo é suficiente para diagnosticar algumas patologias hematoldgicas como
as leucemias, linfomas e mielomas, entre outras neoplasias medulares e ganglionares,
que exigem técnicas ouro com maior sensibilidade e especificidade, como as analises
morfoldgicas, imunoquimicas e citogenéticas, as quais demandam tempo prolongado
para a definicdo do diagndstico e o inicio do tratamento (SILVA G et al.,, 2006;
SOSSELA; ZOPPAS; WEBER, 2017). Essas doengas sdo chamadas de onco-
hematoldgicas e sempre representam desafios aos clinicos, pois iniciam-se a partir de
uma proliferacdo neoplasica ou acimulo de células hematopoiéticas anormais
intramedulares, podendo ou ndo alcancar o sangue periférico, infiltrando-se por outros
Orgdos e tecidos e dificultando assim o diagndstico, pois em alguns casos (ainda que
inicialmente) ndo causam sinais ou sintomas especificos de uma neoplasia hematoldgica
(SILVA et al., 2006; HAMERSCHLAK, 2008).

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) e a Associacao Brasileira de Linfoma e
Leucemia (ABRALE) sub-classificam as leucemias agudas dentro da grande area da
oncologia, e as definem como células hematopoiéticas primitivas, principalmente os
globulos brancos, que sofrem transformacgdes malignas e passam a ser produzidos de
forma clonal e descontrolada mesmo sem demanda, com suas fun¢des e morfologias

geralmente alteradas e ainda com a sequéncia de maturacdo ndo escalonada, mantendo-
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as imaturas, sendo assim conhecidas por blastos leucémicos (ABRALE, 2017; INCA,
2018). A clonagem acelerada destes blastos leva a um aumento da populacdo celular
dentro da medula 6ssea, que resulta na infiltracdo de tecidos como figado, baco e
linfonodos (OLIVEIRA; MARCHIORI; SOUZA JUNIOR, 2004; PINO BLANCO et
al., 2014).

Apesar de registros de queda da mortalidade por leucemias, estima-se que 1/3
dos pacientes apresenta recidivas de suas doencas e taxa de sobrevida geral de
aproximadamente 35% em longo prazo. Esses dados motivam a busca por novos
métodos e técnicas diagnosticas que possam reduzir o intervalo de tempo entre a
hipotese e a conclusdo diagndstica, permitindo intervencGes medicamentosas mais
precoces em favor de melhores progndsticos para os pacientes. Neste contexto, a
utilizacdo de técnicas opticas tem sido propostas, a exemplo da espectroscopia Raman
que tem conquistado posicdo de destaque como uma possivel ferramenta para o
diagndstico e monitoramento de pacientes acometidos por leucemias (SILVA;
SILVEIRA; CALLERA, 2006; CHAN et al.,, 2008; BANKAPUR et al., 2010;
GONZALES-SOLIS et al., 2014; VANNA et al., 2014; LIMA et al., 2016).

A espectroscopia Raman é uma técnica optica que permite a medicao da energia
vibracional de determinada molécula obtida ap6s a troca de energia entre um féton
monocromatico incidente e os estados vibracionais de uma molécula polarizavel, sendo
que a diferenca de energia entre o estado fundamental e o estado excitado caracteriza o
espalhnamento Raman (HANLON et al., 2000). E também uma ferramenta dentro da
biofotdnica que vem ampliando seu campo de atuacdo dentre as varias areas de pesquisa
e aplicacdo do laser no diagndstico, uma vez que apresenta um elevado potencial de
detalhamento dos niveis de energias vibracionais das amostras estudadas, visando obter
informacBes sobre a composicdo biomolecular do material sob estudo e definindo-se
como uma “impressao digital” molecular (CROW et al., 2004; STONE et al., 2004).
Dentre uma infinidade de amostras e variaveis analisaveis no campo biomédico estdo
peptideos, aminoacidos, proteinas, carboidratos, microrganismos e até mesmo tecidos
como o sangue (WILKINSON, 1986; CAMPION, 2001; BANKAPUR et al., 2010;
OLIVEIRA; GIANA; SILVEIRA, 2012).

A amplificagéo de sinais vibracionais para a caracterizacdo de uma molécula em
uma amostra bioldgica tem sido observado em alguns estudos que tiveram o objetivo de

propor a espectroscopia Raman como uma ferramenta aplicavel na area de diagndsticos
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(SCHATZ; Van DUYNE, 2002; SEBALLOS et al.,, 2007; JUNG et al., 2013;
MITCHELL et al., 2008; PODSTAWKA; NIAURA, 2009; HOBRO et al., 2010).
Ademais, pesquisas vém sendo desenvolvidas no sentido de se conhecer as condigdes
ideais para a interacdo do laser com o tecido biolégico (WEI et al., 2008), além da
possibilidade de sua aplicagdo “in vivo” e “in vitro”, sugerindo estudos comparativos
com 0s métodos convencionais para fins de diagndstico e monitoramento de algumas
patologias (NAUMANN et al., 1995; HANLON et al., 2000; MAQUELIN et al., 2000;
MAGQUELIN et al., 2003).

Considerando-se que as atuais técnicas reconhecidas como padrdo ouro para o
diagndstico de leucemias agudas exigem o preparo de amostras, a utilizagdo de reagentes
e a demanda de tempo para a liberacédo de resultados, este estudo se propde a aplicar a
espectroscopia Raman em amostras sanguineas de grupos de sujeitos leucémicos e
saudaveis, sob o ponto de vista hematoldgico, no intuito de estabelecer diferencas
estatisticamente significativas entre seus espectros a partir da aplicacdo do teste t de
Student (p < 0,05), correlacionar os principais picos Raman aos componentes
bioquimicos presentes nas amostras atraves da analise de componentes principais, e
elaborar um modelo de discriminacdo que possa classificar as amostras em grupos
saudavel e leucémico utilizando a andlise discriminante pelos minimos quadrados
parciais e analise de componentes principais, sugerindo a espectroscopia Raman como

uma ferramenta eficiente para o diagnostico de leucemias agudas.
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1.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicagcdo da espectroscopia Raman para a
definicdo de um padrdo espectral de amostras de sangue de individuos saudaveis e

leucémicos, visando o diagnoéstico das leucemias agudas.

1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:

- Aplicar a espectroscopia Raman em amostras de sangue total e plasma

isoladamente, para se obter diferencas espectrais entre saudaveis e leucémicos;

- Aplicar o teste t de Student nos espectros médios amostras de sangue total e
plasma de grupos de individuos saudaveis e leucémicos para identificar os picos com

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05);

- Correlacionar os principais picos espectrais das amostras com a composicao

quimica do sangue (total e plasma), conforme descri¢édo da literatura;

- Desenvolver um modelo de classificacdo dos espectros das amostras
provenientes de sujeitos saudaveis e leucémicos por analise discriminante através dos

minimos quadrados parciais (PLS-DA) e analise de componentes principais (PCA-DA).

1.3 Hipdteses

A hipétese que norteou esta pesquisa esta baseada na obtencdo e identificagdo de
fatores bioquimicos que diferenciem amostras de sangue total e plasma de sujeitos
saudaveis de amostras de sujeitos com leucemias agudas, sendo que a espectroscopia
Raman vem demonstrando, pela revisdo de literatura, possibilidade de identificar estas

diferengas bioquimicas com significancia estatistica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A medula 6ssea e o0 sangue

A medula 6ssea € descrita como um tecido de aspecto gelatinoso, composto por
fibrilas conjuntivas delicadas, fibroblastos, vasos e fibras nervosas localizados no
interior dos 0ssos, entre as trabéculas dsseas que formam o0s 0ssos iliacos, esterno,
costelas e partes das vértebras, mais especificamente no canal medular, onde se
localizam as células tronco que dardo origem as células hematopoiéticas. Nela ocorre a
producdo dos componentes celulares como hemacias (glébulos vermelhos), leucdcitos
(glébulos brancos) e trombdcitos em meio a um liquido rico em metabdlitos, sais e
eletrdlitos fundamentais para a formagdo do sangue (VERRASTRO; LORENZI;
WENDEL NETO, 2005).

O sangue é definido como um tecido fluido que percorre o sistema circulatorio,
perfundindo drgdos e sistemas com suas maultiplas funcbes, sendo a principal o
transporte de oxigénio dos pulmdes através de artérias para os demais tecidos que estao
com maior concentracdo de gas carbénico, onde realiza as trocas gasosas. A partir destas
trocas, 0 sangue retorna aos pulmdes por meio de veias, desta vez rico em gas carbénico,
para realizar novas trocas gasosas e reinicar o ciclo. Ainda na funcéo de transportador, a
porcdo liquida ou ndo figurada do sangue, chamada de plasma, contém componentes
bioquimicos como eletrélitos, proteinas, horménios, aminoécidos, lipidios. E também no
plasma onde se encontram as imunoglobulinas, que sdo proteinas especializadas na
funcdo de imunidade do organismo contra diversos antigenos. Ja na porcdo figurada
encontram-se os elementos celulares: eritrécitos, leucdcitos e trombdcitos. Cada grupo
celular tem as suas fungdes caracteristicas, sendo que os eritrécitos circulam em maior
quantidade no sangue periférico, com cerca de 5 milhdes de células por mm?®, e sdo os
responsaveis pelo transporte da proteina hemoglobina, que realiza as trocas gasosas com
os tecidos, 0s leucdcitos sdo responsaveis pela agdo imunologica, sendo considerada a
primeira linda de defesa do organismo contra qualquer agente imunogénico e 0S
trombdcitos, também conhecidos como plaquetas, com funcéo essencial no processo de

coagulagdo sanguinea. Um adulto saudavel possui cerca de 5 a 6 L de sangue, ou
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aproximadamente 60 mL por kg de peso corporal (VERRASTRO; LORENZI;
WENDEL NETO, 2005; GUYTON; HALL, 2017).

Os componentes celulares do sangue sdo labeis e, portanto, sdo renovados de
forma continua, sendo a medula 6ssea responsavel por esta renovacédo. Trata-se, portanto
de um tecido com grande atividade na proliferacdo celular uma vez que os eritrocitos
possuem vida média de 120 dias, os leucécitos possuem vida média de 12 h e as
plaquetas possuem vida média de 7 dias (GUYTON; HALL, 2017).

2.2 Leucemias agudas

Dé-se 0 nome de leucemia aguda ao conjunto heterogéneo de desordens clonais
das células precursoras hematopoiéticas com carater maligno, também definida como
uma neoplasia de células progenitoras do tecido hematopoiético que apresentam
importantes alteracdes morfoldgicas, moleculares e funcionais (HELMAN et al., 2011).
Tais desordens resultam na perda da funcionalidade e também da diferenciagdo celular,
levando a um actumulo de células anormais e indiferenciadas conhecidas como blastos,
vistos na Figura 1 (ESTEY; DOHNER, 2006; RIBAS, 2016), e assim a concentracao das
células maduras e normais na medula 6ssea torna-se insuficiente. O fato é conhecido por
infiltracdo medular, comprometendo o0s setores das trés linhagens de células:
leucocitario, eritrocitario e plaquetario, levando a neutropenia, anemia e plaquetopenia,
respectivamente, que resultam em queda da imunidade e predispGe as infecches e
sangramentos, com quadros clinicos importantes e por vezes letais, podendo inclusive
infiltrar outros 6rgdos ou tecidos, causando-lhes danos a anatomia e a fisiologia
(ESTEY; DOHNER, 2006).
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Figura 1 - Imagens de blastos em leucemia mieloide aguda
Fonte: RIBAS, 2016

Embora as leucemias agudas sejam consideradas doencas raras, seus efeitos a
salde sdo extremamente comprometedores e interferem também nas estatisticas de
sobrevida dos pacientes, sendo responsavel pelo 6bito em criancas e adultos com menos
de 39 anos de idade (DESCHLER; LUBBERT, 2006).

As causas das leucemias agudas ainda ndo sao claras, fato que tem dificultado a
prevencdo e tratamento, porém sabe-se que em alguns casos fatores genéticos podem
estar envolvidos (HAMERSCHLAK, 2008; CASTRO G; BRAGA; YEHIA, 2010). O
fator genético tem sido considerado como fator de risco, pois quando um individuo
desenvolve determinado cancer, outros membros da familia tornam-se mais predispostos
ao desenvolvimento da mesma doenga. Contudo, os fatores ndo genéticos sao variaveis
entre 0 meio ambiente e o individuo os quais frequentemente podem sofrer mudangas
(FENDER et al., 2008; SWERDLOW et al., 2016). Sobre os fatores ndo genéticos, 0s
ligados aos fatores ambientais, citam-se a dieta, exercicios fisicos e a exposic¢ao a certas
substancias presentes na vida cotidiana. Alguns desses fatores induzem a processos de
modificacbes nas células saudaveis, levando a uma proliferacdo com caracteristicas de
neoplasias, tais como a relagdo entre o tabagismo e o cancer pulmonar
(CHAUFFAILLE; BORRI; MARTINS, 2004; HAMERSCHLAK, 2008; SWERDLOW
et al., 2016).

Quanto as leucemias, por se tratar de doencgas de incidéncia mundial e com
importante taxa de mortalidade, é crescente o interesse pela obtencdo de informacdes

quanto a prevencdo, investigacdo diagnostica, tratamento e monitoramento (CASTRO
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M, VIEIRA; ASSUNCAO, 2004, OMS, 2018). Nesse sentido, a sociedade cientifica
declara que ao se tratar de cancer € melhor preveni-lo, mas caso ndo seja possivel, faz-se
necessario detecta-lo precocemente para aumentar as possibilidades de tratamento. No
entanto, segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), em paises de renda média ou
baixa, 0 diagnostico geralmente se faz tardiamente e servicos paliativos ndo estdo
disponiveis a populagcdo (BRANCO, 2005; BRITO-SILVA et al., 2014; OMS, 2018).

2.2.1 Epidemiologia das leucemias

O céancer é a doenca responsavel pelo 2° maior numero de mortes no mundo,
alcancando a marca de 8,8 milhdes de mortes por ano (OMS, 2018). As leucemias estdo
entre as 11 doencas oncoldgica em incidéncia, sendo a 10 em mortalidade,
considerando-se suas apresentacdes nas formas Linfoide e Mieloide e ainda em suas
atividades Agudas e Cronicas (GONZALES-SOLIS et al 2014; OMS, 2018). No Brasil,
estima-se que ocorram 10.800 novos casos no ano de 2018, sendo a 92 doenga
oncoldgica mais frequente nos homens e a 102 nas mulheres (INCA, 2018).

Segundo as Estimativas de Incidéncia de Cancer no Brasil para o ano de 2018,
publicadas pelo INCA, as leucemias atingirdo 5.940 homens e 4.860 mulheres, cujas
distribuicdes estéo dispostas nas Tabelas 1 a 3 (INCA, 2018).

Tabela 1 - Estimativas do nimero de casos novos de leucemias para 2018, em homens e
mulheres, segundo localizagdo primaria, exceto pele

Doenga Homens Mulheres Total
Leucemia 5.940 4.860 10.800
Total de 324,580 310.300 634.880
Neoplasias
Percentual 2,80% 2,40% 1,70%

Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2018
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Tabela 2 - Estimativa do numero de casos novos de leucemias para 2018, em homens e
mulheres, e suas taxas de incidéncia, por regides

Casos de Casos de
Regides leucemias Taxa de leucemias leucemias Taxa de leucemias
Homens Homens (%) Mulheres Mulheres (%)
(Absoluto) (Absoluto)

Norte 390 4,17 310 3,29
Nordeste 1.380 4,90 1.090 3,66
Centro- 390 4,88 320 3,93

QOeste
Sudeste 2.500 5,79 2.160 4,86

Sul 1.280 8,67 980 6,50

Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2018

Tabela 3 - Estimativas para 0 ano de 2018 do nimero de casos novos de leucemias para
cada 100 mil habitantes, por Estado da Federal e por sexo

NUmero de casos para cada

Estados ~ola 100.000 habitantes do sexo Numero_ de casos para cadq 1_00.000
Federagéo . habitantes do sexo feminino
masculino

Acre 5,46 3,59
Alagoas 3,30 3,61
Amapa 3,69 4,14
Amazonas 5,25 4,11
Bahia 4,34 3,09
Ceara 5,73 3,55
Distrito Federal 6,91 5,25
Espirito Santo 5,68 4,06
Goias 5,82 4,10
Maranhdo 4,45 3,24
Mato Grosso 3,74 4,47
Mato Grosso do Sul 5,19 4,48
Minas Gerais 5,03 4,21
Para 3,85 3,81
Paraiba 4,54 4,35
Parana 8,05 5,53
Pernambuco 4,60 3,24
Piaui 572 411
Rio de Janeiro 5,64 4,36
Rio Grande do Norte 6,80 3,79
Rio Grande do Sul 8,72 571
Rondbnia 5,43 3,64
Roraima 7,19 2,02
Santa Catarina 8,30 5,41
Sao Paulo 5,85 4,64
Sergipe 4,31 3,52
Tocantins 4,56 4,09

Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2018
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2.2.2 Etiologia das leucemias

O surgimento da leucemia aguda ainda ndo tem etiologia definida, mas alguns
estudos relacionam o desenvolvimento da doenca com alguns fatores indutores como a
exposicdo prolongada a radiacdo ionizante, ao benzeno e algumas quimioterapias
consideradas citotoxicas (ESTEY; DOHNER, 2006). Gestantes etilistas ou usuarias de
drogas e algumas sindromes como Down, anemia de Fanconi e a neurofibromatose,
também foram associadas a ocorréncia de leucemias agudas em criancas (CHENG;
SAKAMOTO, 2005), e ainda a neutropenia congénita também esta ligada a um aumento
da incidéncia de sindrome mielodispléasica e leucemia mieloide aguda (VARDIMAN,
2002).

A leucemia mieloide aguda (LMA) familiar € um tipo raro de leucemia herdada,
a qual se transmite um cromossomo ndo sexual de maneira dominante. Certas condi¢fes
genéticas podem aumentar o risco para LMA como em gémeos idénticos, filhos de
pessoas que tiveram ou tém LMA, possivelmente manifestardo a doenca no primeiro ano
de vida acometendo a um ou a ambos. No entanto, apds o primeiro ano de vida, 0s
gémeos idénticos, filhos de pacientes com LMA, apresentardo apenas um pequeno
aumento do risco de manifestar LMA quando comparados com a populagdo em geral,
sugerindo que os fatores ambientais sdo muito mais importantes que os fatores genéticos
para a manifestacdo da LMA. Porém curiosamente, pode ocorrer o fato de apenas um
gemelar de gémeos idénticos vir a desenvolver leucemia, admitindo-se que a genética é
idéntica e as exposi¢es ambientais sdo similares ou até iguais (SILVA; SILVEIRA;
CALLERA, 2006; HAMERSCHLAK, 2008).

2.2.3 Formas clinicas das leucemias

A medula 6ssea produz uma célula hematopoiética pluripotente chamada de
célula-tronco, a qual da origem as diferentes células sanguineas ao se diferenciar de
acordo com as duas linhagens: linfoide e mieloide. As leucemias sé@o inicialmente
classificadas, seguindo a nomenclatura destas linhagens, orientadas pelo acometimento
celular, sendo portanto conhecidas as leucemias linfoide e mieloide, e ainda

considerando-se o tempo de desenvolvimento para cada distdrbio, sendo as de
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desenvolvimento rapido e mais agressivo, chamadas de leucemias agudas e aquelas que
se desenvolvem mais lentamente e com menor agressividade aos pacientes, sdo
chamadas de leucemias cronicas (BROWMAN; NEAME; SOAMBOONSRUP, 1986;
INCA, 2018).

Embora tenham suas causas ndo esclarecidas, foram observadas algumas
caracteristicas que se mantém para cada linhagem, como exemplo, a leucemia linfoide
aguda (LLA) é mais prevalente em criancas, ao passo que a leucemia mieloide aguda
(LMA) é mais comum em adultos e geralmente com células da linhagem granulocitica,
podendo raramente acometer células eritréides e megacariociticas (LOWENBERG;
BURNETT, 2003; ESPARZA; SAKAMOTO, 2005). No entanto, podem apresentar
semelhangcas em seus quadros clinicos, tais como linfadenopatias, hepatomegalia,
esplenomegalia e febre, ainda que a linfadenopatia seja mais evidente em LLA
comparada a LMA, apresentam acumulacgdes celulares sélidas extra-medulares como o
cloroma. Devido ao comprometimento do setor megariocitico, ambas as formas clinicas
de leucemias podem promover aos pacientes sinais como petéquias, epistaxe, equimoses
e sangramento gengival e intestinal, sendo também comprometido o setor eritrocitario,
com a ocorréncia de anemia, astenia e fadiga (ESPARZA; SAKAMOTO, 2005;
CHENG; SAKAMOTO, 2005).

2.2.4 Classificacdo das leucemias

Atualmente existem dois sistemas de classificacdo para as leucemias, ficando a
critério do hematologista a opgdo por um deles; no entanto, vale ressaltar que a
classificacdo padronizada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem sido mais
amplamente utilizada (HAFERLACH et al., 2007).

O sistema de classificagdo mais antigo, chamado Franco-Americano-Britanico
(FAB) faz a divisdo das classes e sub-classes de leucemias agudas, avaliando
caracteristicas morfologicas e citoquimicas, no qual ha como critério fundamental para
se definir o diagndstico a presenca de mais de 30% de blastos em relacdo as células
nucleadas da medula 6ssea (HAFERLACH et al., 2007; ZERBINI et al., 2011).

Pelo FAB, a LLA é classificada em 3 tipos, a saber: L1, L2 e L3.

Epidemiologicamente, L1 € a classe mais comum em criangas, sendo a L2 a mais
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comum em adultos e L3, chamada de linfoma de Burkitt, também de maior prevaléncia

na infancia. No entanto, no que se refere a aspectos clinicos e tratamento, ndo existem

diferencas entre as classes. Para melhor visualizagdo e organizacao, as classes de LLA e

suas caracteristicas morfologicas estdo apresentadas na Tabela 4 (FARIAS; CASTRO,

2004; HAFERLACH et al., 2007).

Tabela 4 - Classificacdo Franco-Americano-Britanica (FAB) das leucemias linféides

agudas
Classificacdo L1 L2 L3
Tamanho da célula Pequenas Variavel Grandes
(predominantemente) (predominantemente)
Padrdo de cromatina Heterogéneo Variavel Variavel
Forma nuclear Regular Irregular com  Irregular, geralmente
clivagem ovalado
frequente
Nucléolo Ausente ou pouco Proeminentes Proeminentes e
visivel e maltiplos maltiplos
Relacéo Elevada Variavel Baixa
Nucleocitoplasmatica
Basofilia de citoplasma Fraca Variavel Intensa
Vacuolizagdo Variavel Variavel Proeminente

Fonte: FARIAS; CASTRO, 2004

Para a LMA, doenca que apresenta maior variedade citologica e clinica, o

sistema de classificagdo FAB sub-classifica 8 subtipos, de M0 a M7 que sao
apresentadas na Tabela 5 (BENNETT et al., 1976; HAFERLACH et al., 2007; ZERBINI

etal., 2011).
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Tabela 5 - Classificacdo Franco-Americano-Britanica (FAB) das leucemias miel6ides

agudas

Sub-classes de LMA

Critérios para a diferenciacéo

MO - LMA com diferenciagdo minima
M1 - LMA sem maturacao
M2 - LMA com maturagéo

M3 - Leucemia promielocitica aguda
M4 - Leucemia mielomonocitica aguda

M5 - Leucemia monocitica aguda
M6 - Leucemia eritroide aguda

M7 - Leucemia megacariocitica aguda

MPO+ por método imunolégico ou ultra strutural;
CD13+ ou CD33+ ou CD11b+

MPO+ em mais de 3% de blastos; blastos mais de
90% das células nucleadas da MO

Blastos entre 30 e 90% das células nucleadas da MO;
componente monocitico < 20%

Predominio de promieldcitos anormais

Blastos entre 30 e 90% das células nucleadas da
MO; componente monocitario na MO entre 20 e

80%; >5000monécitos/mm3 no SP

Componente monocitico >80% das células néo
eritroides

Eritroblastos >50% das células nucleadas da MO
Blastos >20% das células ndo eritrdides
Megaloblastos >20% das células nucleadas da MO
(por método imunolégico ou ultra-estrutural)

Fonte: MARTINS; FALCAO, 2000

A partir de 2001, vendo a necessidade de atualizacdo e aperfeicoamento das

classificacbes das leucemias agudas, a OMS instituiu novos critérios de diferenciacao

das classes baseados em citogenética, morfologia e imunofenotipagem, tendo sido
atualizada em 2008 (CHENG; SAKAMOTO, 2005; SWERDLOW et al., 2016). Desde

entdo, passaria a ser considerado leucemia aguda o caso em que 0 paciente apresentasse

pelo menos 20% de blastos e paciente que apresentasse anemia refrataria com blastos em

excesso, 0 qual no sistema FAB era classificado como sindrome mielodisplasica. A

Tabela 6 mostra a classificagdo OMS, que alem de fazer avaliagdo morfoldgica, utiliza-

se também das técnicas citogenéticas, biomoleculares e imunofenotipicos para a

classificacdo das leucemias e suas frequéncias aproximadas (CHENG; SAKAMOTO,

2005).
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Tabela 6 - Classificacdo das leucemias agudas segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e sua frequéncia aproximada

Categoria Frequéncia (%)
Leucemias mieloides agudas

LMA com t(8;21)(922;922), (AML1/ETO) 5-12
LMA com inv(16)(p13g22) out(16;16)(p13;q22), (CBFB/MYHI11) 10-12
Leucemia promielocitica aguda (LMA com t(15;17)(q22;q12),(PML/RARa) 5-8
LMA com alteracgdes do 11923 5-6
LMA com displasia de multiplas linhagens

Com sindrome mielodisplésica prévia Variavel
Sem sindrome mielodisplasica prévia Variavel

LMA e sindrome mielodisplasica associada a quimioterapia

Associada a agentes alquilantes Variavel
Relacionada a inibidores da topoisomerase Il Variavel
LMA sem outra categorizacdo

LMA minimamente diferenciada 5
LMA sem maturacdo 10
LMA com maturagéo 30-45
Leucemia promielocitica aguda sem rearranjo RARa Variavel
Leucemia mielomonocitica aguda 15-25
Leucemia monoblastica e monocitica aguda 3-6
Leucemia eritréide aguda 5-6
Leucemia megacariocitica aguda 3-5
Leucemia basofilica aguda Rara
Pan-mielose aguda com mielofibrose Rara
Sarcoma mieloide Rara

Leucemias linféides agudas

Leucemia/ linfoma linfoblastico de precursor B Variavel
Leucemia/ linfoma linfoblastico de precursor T Variavel
Leucemia/ linfoma de Burkitt Variavel

Leucemias agudas de linhagens ambiguas

Leucemia aguda bifenotipica 1-2
Leucemia aguda indiferenciada Variavel

Fonte: SWERDLOW et al., 2016
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2.2.5 Fatores indutores das leucemias

Alguns virus estdo entre os fatores indutores para o desenvolvimento de
leucemias, como o retrovirus C que podem ter acdo direta na oncogénese, a exemplo do
virus Epstein-Barr (EBV), virus linfotrépico da célula humana (HTLV) e o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (TAKATSUKI; MATSUOKA; YAMAGUCHI, 1996).

Quanto ao EBV, é clinicamente diferenciado dos demais virus, quando ocorre a
LMA de novo ou primaria, pois se desenvolve sem outro fator de risco conhecidamente
envolvido e a secundaria ocorre ap6s paciente ter sido exposto a agentes estimuladores
da leucogénese. S&o quadros de LMA que surgem em pacientes predispostos, como
portadores de sindromes mielodisplésicas (SMD), mieloproliferativas (SMP) e doencas
hereditarias. Este tipo de leucemia é de pior progndstico, onde sdo comuns algumas
alteracdes citogenéticas (LOWENBERG; DOWNING; BURNETT, 1999; HEANEY;
GOLDE, 1999).

Quando se relacionam componentes quimicos as doencas leucemogénicas, 0
benzeno e o tolueno sdo exemplos classicos e ja foram descritos casos de LMA em
trabalhadores expostos por tempo moderado a tais componentes, tendo o diesel também
sido apontado e comprovado como causador da doenca (CARVALHO; PEDROSA,
SEBASTIAO, 2011).

Até mesmo a quimioterapia pode ser responsavel por alteracdes no genoma,
causando mutacdes, delecBes ou translocacdes que interferem na producdo das células
hematopoiéticas. Os alquilantes foram inicialmente relacionados a LMA iniciando com
quadros mielodisplasicos, evoluindo para displasia dos trés setores da medula. Na
citogenética, as alteracbes mais comuns sdo: monossomia do cromossomo 7 delecdo de
uma parte do braco longo do cromossomo 7, trissomia do 8 ou delecdo de parte do brago
longo do 5 (BAHIA, et al., 2002). Mas posterior a eles, um subtipo de leucemia
secundaria foi descrito em pacientes que tiveram exposicdo a inibidores da
topoisomerase I, tais como antraciclicos, actinomicina e epipodofilotoxinas. Neste caso,
a LMA secundaria foi caracterizada por existir um intervalo de tempo muito pequeno
entre o tratamento e a doenca, por vezes sem displasias celulares. Também sdo
observados rearranjos no cromossomo 11 (translocacdo 9;11), translocagéo 8;21 (SILVA
et al., 2006).
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Na epidemiologia das leucemias, também foram descritas causas referentes a
exposicdo a radiacdo ionizante. O fato passou a ter relevancia ap6s serem realizados
estudos sobre os efeitos da bomba atdmica lancada pelos Estados Unidos na Segunda
Guerra Mundial atingindo o Japdo. Os japoneses comecaram a apresentar alteracdes no
sistema hematopoiético, fato que tambem foi observado apds o acidente radioativo de
Chernobyl (OKUNO, 2009). Ap6s a irradiacdo, a LMA se desenvolve por fases,
iniciando por fase pré-leucémica, seguida por aberracBes cromossdémicas, com baixa
taxa de sucesso no tratamento assim como na sobrevida. Porém a leucemia mieloide
conica (LMC) aparece como a leucemia mais comum nos sobreviventes das bombas
atdbmicas (BOLLMANN; del GIGLIO, 2011).

Embora fatores ambientais sejam descritos como influenciadores no
desenvolvimento de leucemias, a hereditariedade apresenta um importante papel e
algumas sindromes cromossdmicas como Down e Klinefelter estdo relacionadas a
leucemias na infancia. Algumas deficiéncias genéticas podem causar erros em enzimas
de reparo no DNA, elevando as taxas de leucemias (HAMERSCHLAK, 2008). Na
neurofibromatose os pacientes sdo mais predispostos a LMA e LMC, pois apresentam o
gene NF1 (no braco longo do cromossomo 17) com funcdo de supressdo tumoral
(HAMERSCHLAK, 2008).

O tabagismo tem estado entre os principais fatores indutores de neoplasias,
incluindo a LMA, tendo efeitos agudos e cronicos, podendo resultar em ébito. Séo
comuns quadros pré-leucémicos e anomalias cromossémicas, refratarios ao tratamento e
com curta sobrevida em tabagistas (PINTO; PICHON-RIVIERE; BARDACH, 2015).

2.2.6 Diagnostico das leucemias

O diagnostico das leucemias tem inicio a partir das analises qualitativa e
quantitativa das células do sangue periférico atraves do hemograma, o qual pode
evidenciar alteracbes sugestivas de desordens hematoldgicas, auxiliando o clinico a
direcionar o diagndéstico através de exames maior sensibilidade e especificidade, como o
mielograma e as analises citoquimicas realizadas tanto em esfregaco de sangue
periférico como em sangue medular. Os hematologistas consideram ainda

imprescindiveis 0s exames de imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular, os
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quais permitem classificar de forma assertiva a doenca e também definir a terapia
adequada (BELSON; KINGSLEY; HOLMES, 2006, SOSSELA; ZOPPAS; WEBER,
2017).

O mielograma, que € obtido a partir da analise morfoldgica do aspirado medular,
¢ capaz de diferenciar as leucemias em aproximadamente 80% dos casos (BROWMAN;
NEAME; SOAMBOONSRUP, 1986). Na amostra medular, a diferenciacdo em blastos
leucémicos mieloides pode ser feito por exames citoquimicos como a mieloperoxidase e
a esterase, porém ndo sdo coloracdes especificas. Frente a estas incertezas, na pratica
atual, os hematologistas tém solicitado em grande nimero a imunofenotipagem realizada
por citometria de fluxo (SILVA et al., 2006, HELMAN et al., 2011). Este exame é capaz
de discriminar as diferentes populagdes celulares tomando como pardmetros: tamanho,
granulacdo e padrdo de expressdo de antigenos de superficie e citoplasmaticos, ao
utilizar anticorpos especificos que os reconhecem em células hematopoiéticas normais e
leucémicas. O intuito deste teste é fazer uso de um painel de anticorpos especificos
contra tais antigenos e de acordo com as suas interacOes, possibilitar fazer a
diferenciacdo das linhagens acometidas em mieléide ou linfoide, sendo esta Ultima
marcada com agentes B ou T (MARTINS; FALCAO, 2000). A imunofenotipagem é
capaz ainda de identificar o estagio de maturacdo das células blésticas, refinando as
classificagcbes em sub-classes de LLA como pr6-B, comum, pré-B ou B madura. O teste
pode também classificar as leucemias agudas em bifenotipicas, aquelas que expressam
marcadores especificos de duas linhagens simultaneamente (MARTINS; FALCAO,
2000; ERRANTE; FRAZAO; CONDINO NETO, 2013).

Quanto ao envolvimento de fatores genéticos nas leucemias, 0 exame
citogenético da medula 6ssea possibilita a identificacdo de alteracGes cariotipicas clonais
expressas nos blastos leucémicos. Este exame tem tanta importancia que a partir da
interpretacdo de seus resultados, sdo feitos diagndsticos especificos de leucemias agudas
e seus prognosticos (HELMAN et al., 2011, VELLOSO et al., 2011). Em alguns casos
onde o exame citogenético apresentou um cariotipo normal, ainda é possivel que exames
de Biologia Molecular possam identificar mutagdes no genoma celular que justifiquem o
desenvolvimento de leucemias, no entanto, apesar destas técnicas representarem um rol
de exames conclusivos para o diagnostico das leucemias, sdo exames de procedimentos

técnicos complexos e de respostas demoradas para a obtencdo dos resultados, o que
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impacta diretamente no inicio do tratamento dos pacientes (ERRANTE; FRAZAO;
CONDINO NETO, 2013).

2.2.7 Leucemia linfoide aguda

A epidemiologia das leucemias mostra que a LLA €é o cancer de maior
prevaléncia na infancia, representando cerca de 30% de todas as neoplasias em criangas
menores de 15 anos, tendo pico maximo de incidéncia entre os 2 e 5 anos, sendo raro na
adolescéncia, juventude e adultos, porém voltando a ter importantes nimeros apds os 60
anos de vida (BELSON; KINGSLEY; HOLMES, 2006; SALLAN, 2006; DANTAS et
al., 2015).

2.2.7.1 Fatores progndsticos

Paraa LLA, a idade tem papel importante no progndstico, uma vez que sobrevida
global tem tendéncias decrescentes conforme a faixa etaria vai avancando, alcancando
margem entre 34% e 57% para pacientes com idades menores de 30 anos e entre 15% e
17%, em para pacientes com idades superiores a 50 anos de vida (HAMERSCHLAK et
al., 2006; HAMERSCHLAK, 2008). Quanto a cura, a estimativa é de que 80% dos
acometidos até 5 anos de idade possam evoluir para cura pos tratamento quimioterapico
intensivo, enquanto o indice cai para proximo de 20% em adultos também tratados
(ZANICHELLI; COLTURATO; AIRO SOBRINHO, 2010).

A contagem de leucécitos no momento do diagndstico é também um fator de
extrema importancia para o prognostico, sendo considerados de pior prognéstico
guantidades acima de 30.000/mL e 100.000/mL, para imunofenétipos B e T,
respectivamente (LEITE et al., 2007; DANTAS et al., 2015; GARDIN et al., 2007).

Na Alemanha, um grupo multicéntrico chamado German Multicenter Acute
Lymphoid Leukemia - GMALL Study Group realizou um estudo de sobrevida global em
60 meses em pacientes diagnosticados como LLA com precursor B (LLA pré-B/superior

a 30.000/mL no momento do diagndstico) e as taxas de sobrevida foram entre 19% e



36

29%, tomando-se como base a leucometria como principal fator (GOKBUGET et al.,
2000; BIONDI, 2003).

Segundo o GMALL, para alguns subgrupos, o transplante de medula 6ssea
(TMO) também conhecido por transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas
(TACTH) parece ser uma alternativa ao tratamento, em especial para aqueles que sao de
ruim prognostico como no caso da LLA pr6-B associada a t(4;11) e estdo em primeira
remissio completa (RC) (GOKBUGET; HOELZER, 2009; ZANICHELLI;
COLTURATO; AIRO SOBRINHO, 2010). Portanto, algumas alteracdes citogenéticas
estdo diretamente relacionadas aos progndsticos como nos casos de LLA comum e LLA
pré-B, com t(9;22) e expressdo do CD10, comum em adultos. Pacientes com t(9;22) e
co-expressao CD13 e CD33 tém apresentado sobrevida menor que 10% ap6s 5 anos de
diagnostico e tratamento quando tratados exclusivamente com quimioterapia, porém ao
associar quimioterapia com mesilato de imatinibe, pacientes tém apresentado remissao
completa e remissdo molecular do gene BCR-ABL em aproximadamente 95% e 50%
dos casos, respectivamente, além de reduzir de forma significativa as recidivas, dando
condicdes de transplantes a estes pacientes com boas chances de sucesso ao
procedimento. Porém o mesmo ndo ocorre com pacientes diagnosticados como LLA
madura com alteracOes (8q24), para os quais a evolucdo do quadro é ruim (OTTMANN,
2005; HAFERLACH et al, 2007; THOMAS, 2007; GOKBUGET; HOELZER, 2009).

Nas LLAs de linhagem T, sdo conhecidas as subclasses: precoce, timica e
madura, tendo a subclasse timica melhor progndéstico do que as demais, com sobrevida
livre de doenca (SLD) proximo de 63% e mesmo assim, as 3 subclasses apresentam
melhor prognostico quando comparadas as LLAs de linhagens B, pois apresentam 80%
de RC e SLD superior a 50% (GOKBUGET; HOELZER, 2009).

Um estudo realizado pelo Medical Research Council/Eastern Cooperative
Oncology Group (MCR/ECOG), com 1522 leucémicos adultos, reforgou a importancia
da pesquisa citogenética ao diagndstico para a definicdo progndstica sem diferenciacéo
dos resultados, ao considerar fatores variaveis como género, leucometria, faixa etaria e
imunofenotipagem, conforme a Tabela 7 (MOORMAN et al., 2007).
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Tabela 7 - Classificacdo de risco baseada no caridtipo de pacientes com leucemia
linféide aguda

Estratificacdo de Risco Cariotipo ao Diagnostico

Alto risco 1(9;22), t(4;11)(921;0923), t(8;14) (g24.1;932), cariotipo
complexo (definido cinco ou mais alteracdes
cromossomicas), hipodiploidia - entre 30 e 39 cromossomos
e triploidia - 60 a78 cromossomos

Risco intermediario Outras alteracdes
Baixo risco del(9p) e hiperdiploidia (51 a 65 cromossomos)

Fonte: MOORMAN et al., 2007

2.2.7.2 Tratamento da LLA

Basicamente, o tratamento inicia-se com medicamentos indutores da remissao
como citarabina, daunorrubicina e associagbes com corticoides, vincristina e L-
asparaginase. Apos esta fase, administracdo dos medicamentos por tempo prolongado
pode promover intensa neutropenia e suas conseqiiéncias como a imunodepressdo e
aplasia medular, sendo eletivo o uso de quimioterapia com menor grau de toxicidade a
medula 6ssea (GOKBUGET, HOELZER, 2009; CL. DAUNORRUBICINA, 2013;
ARACYTIN, 2013). Estudos mostram que esta terapia pode levar a uma RC a cerca de
74% e 93%, com sobrevida global (SG) em 60 meses entre 30% e 48% em adultos e
85% em criangas entre um e nove anos, aproximadamente (CHESSELLS, 1998; ROWE,
2005; GOKBUGET; HOELZER, 2009).

Os esquemas quimioterapicos de consolida¢do e manutencdo seguem protocolos
especificos no intuito de evitar recidivas, contudo a reindugdo tem mostrado melhora nas
taxas de sobrevida que também tém se apresentado favoraveis quando os esquemas
terapéuticos mantém suas doses e periodicidades (PUI; EVANS, 2006; GOKBUGET;
HOELZER, 2009; CALLERA et al., 2013).

Deve-se ainda uma atengdo especial & doenca residual minima (DRM), que seria
um estagio onde a doenca ndo estd completamente ausente, mas como o proprio nome
sugere, ainda mantém vestigios residuais de suas atividades, sendo apontadas pela
presenca de células ativas por técnicas moleculares e de citometria de fluxo, sendo
portanto, motivo de preocupagdo entre 0s grupos de assisténcia (MORTUZA, 2002;

BRAZIEL, 2003). Por isso as recidivas podem ser monitoradas ou previstas de forma
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mais eficiente com a pesquisa de DRM, pois também é um indicador da resposta a
quimioterapia durante a fase de consolidacdo, além de possibilitar a classificacdo de
risco e as formas terapéuticas, em altas ou baixas doses, em periodos curtos ou mais
prolongados (MORTUZA, 2002; GOKBUGET; HOELZER, 2009).

2.2.8 Leucemia mieloide aguda

A LMA € a leucemia mieldide mais comum em adultos, representando
aproximadamente 80% das leucemias nesta fase da vida, com incidéncia de 3,8
casos/100.000 habitantes nos Estados Unidos, sendo 17,9 casos/100.000 habitantes em
pessoas acima de 65 anos e mortalidade de 2/100.000 habitantes, com incidéncia
aproximada de 20% em jovens com prevaléncia em homens (DESCHLER; LUBBERT,
2006; LEYTO-CRUZ, 2018).

Trata-se de doenca clonal com elevada agressividade, pois as células sofrem
comprometimento na maturacdo e consequentemente na funcdo, tendo proliferacéo
acelerada, acumulando grande quantidade de células anormais dentro da medula 6ssea,
reduzindo o espaco para as células saudaveis. Quando a concentracdo destas células
anormais alcanca um limiar dentro da medula dssea, sdo liberadas para a corrente
sanguinea, porém ainda ha a persisténcia das células progenitoras e da propria célula-
tronco dentro do ambiente medular pois as mutacgdes sofridas por elas fazem com que
adquiram capacidade de auto-renovagdo, como se vé na Figura 2 (DOHNER et al.,
2009).
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Figura 2 - Esquema do sistema hematopoiético normal (A) e Leucemia Mieldide Aguda
(B) Fonte: GUIMARAES, 2015

Dentre 0s novos critérios adotados pela OMS para a classificacdo das leucemias,
estd a quantificacdo de blastos que foi reduzida de 30 % na FAB para 20% na OMS
tanto em sangue periférico quanto no aspirado medular, e suas sub-classificacdes sdo
apresentadas na Tabela 8 (CALLERA et al., 2006; HAFERLACH et al., 2007; PLACKE
etal., 2014).

Tabela 8 - Classifica¢do das leucemias agudas segundo a Organizagdo Mundial de Salde
(OMS) e sua frequéncia aproximada de alteragdes citogenéticas

Leucemias AlteracOes e Achados

LMA com anomalias  Presenga do rearranjo t(8;21)(q22;q22), resultando em proteina de fuséo
genéticas AMLI1-ETO

Presenca do rearranjo 11923, envolvendo o gene MLL

Leucemia promielocitica aguda com o rearranjo t(15;17)(g22;q12),
resultando em fusdo PML-RARA e variantes

Presenca de eosinofilos anormais no sangue medular com rearranjo
inv(16)(p13g22) ou t(16;16)(p13;922), resultando em fusdo CBF-

MYH11
LMA com displasias em  Por decorréncia de sindrome mielodisplasica (SMD) ou doenca
mdaltiplas linhagens  mielodisplasica/mieloproliferativa (MDS/MPD)
celulares

Né&o-decorrente de SMD ou MPD, porém, apresentando ao menos 50%
de células displasicas em duas ou mais linhagens mieloides

LMA e MDS em Com presencade agentes alquilantes/radiacéo

decorréncia de terapias S .
P Com presenca de inibidores de Topoisomerase Il

Outras Quando nenhuma das anteriores pode ser atribuida

Fonte: VARDIMAN, 2002



40

2.2.8.1 Fatores progndsticos

O cari6tipo esta intimamente relacionado ao progndéstico das leucemias, pois 0s
achados como alteracfes citogenéticas sdo determinantes para a conduta terapéutica,
especialmente na fase de consolidacio (MROZEK; HEEREMA; BLOOMFIELD, 2004).

Alguns grupos de estudos e pesquisas como o Southwest Oncology Group
(SWOG) e o Medical Research Council (MRC) classificaram os prognosticos dos
pacientes com leucemias mieloides agudas, de acordo com os achados citogenéticos,
sendo que para MRC sdo necessarias pelo menos 5 anormalidades em um cari6tipo
complexo, enquanto para 0 SWOG bastam 3 alteragdes, conforme sdo demonstrados na
Tabela 9 (SLOVAK et al., 2000; MROZEK; HEEREMA; BLOOMFIELD, 2004).

Tabela 9 - Classificagdo de prognostico por SWOG e MRC

Progndstico SWOG MRC

Favoravel inv(16) / t1(16;16) / del(16) inv(16)
t(15;17) com qualquer alteracdo associada t(15;17), t(8;21) com ou
t(8;21) na auséncia de del(9g) ou caridtipo sem alteracOes associadas
complexo

Intermedidrio  +8, -Y, +6, del(12p), cari6tipo normal cariotipo normal,
11g23,+8, del(9q), del(7q),
+21, +22 e outras
alteracbes ndo incluidas
nos outros dois grupos

Desfavoravel  del(5q)/-5, del(7q) /-7, inv(3q), 11q, 20q, 21q, del(5q)/-5, -7, 3q, carittipo
del(9q), t(6;9), t(9;22), cariétipo complexo complexo

Desconhecido  Todas as outras alteragdes Categoria ndo reconhecida

Fonte: MROZEK; HEEREMA; BLOOMFIELD, 2004

Tais alteragBes citogenéticas referem as respostas terapéuticas nas fases de
indugdo e pos-remissdo, uma vez que a MRC destaca-se na remisséo e SWOG na
sobrevida pés-RC (SLOVAK et al., 2000). Alguns cariotipos especificos, associados a
terapéutica alvo-molecular, como o uso do &cido transretindico, tém melhorado a
resposta e sobrevida em pacientes com LMA-M3 (MENG-ER et al.,, 1989; SANZ,
2006). Da mesma forma, o protocolo de citarabina em altas doses e com mais ciclos tem

melhorado significativamente a sobrevida naqueles pacientes com t(8;21) ou
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t(16;16)/inv(16), porem o mesmo ndo pbde ser confirmado em pacientes com
progndsticos ruins (BYRD et al., 1999; MROZEK; HEEREMA; BLOOMFIELD,
2004;).

Atualmente dois importantes genes tém sido alvo de estudos e correlacionados
aos prognosticos em LMA, pois a identificacdo da atividade ou inibicdo destes genes
podem contribuir para a opcéo terapéutica de forma especifica, uns deles é o Fetal Liver
Tyrosine Kinase (FLT3), considerada a principal alteracdo molecular com relevancia no
prognostico, pois € positiva em 28% a 34% dos pacientes com cariotipo normal e esta
associada menor tempo de RC, sobrevida livre de eventos (SLE) e sobrevida global
(SG). Outro gene conhecido por nucleofosmina, fosfoproteina nucleolar B23 ou
numatrina (NPM1) apresenta muta¢fes mais frequentes em pacientes com cariétipo
normal, entre 46% a 62% dos casos. Enquanto o FLT3 duplicado em tandem parece
impedir a maturacdo das células hematopoiéticas, 0o NPM-1 favorece a atuacdo de acidos
retindicos, de forma que a auséncia de FLT3 e presenca de NPM-1 na terapia pds-
remissdo, levam os pacientes a uma melhor evolucdo clinica (BIENZ, 2005; AVIVI,
ROWE, 2005; ESTEY; DOHNER, 2006; MROZEK et al., 2007; PATEL et al., 2012).

2.2.8.2 Tratamento da LMA

Apesar de suas causas ainda ndo serem totalmente conhecidas, os estudos mais
recentes sobre a fisiopatolologia desta doenca vém trazendo novas informacdes que
convergem para alteracdes genéticas e moleculares, fatores estes imprescindiveis para a
decisdo diagndstica, e consequentemente, a escolha da conduta terapéutica segundo 0s
protocolos de tratamento para leucemias (VARDIMAN, 2002; PELLOSO et al., 2003;
CALLERA et al., 2013).

No Brasil, o custo elevado para estruturar um centro diagndstico genético e
molecular e a escassez de mao de obra especializada e capaz de realizar as técnicas de
maneira eficiente e segura, diminuem as chances de haver um conhecimento prognostico
dos diferentes casos de LMA e o inicio imediato de um tratamento direcionado
(VARDIMAN, 2002; PELLOSO et al., 2003; RAVANDI, 2011; HELMAN et al.,
2011).
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Iniciar um tratamento baseado em suspeita clinica pode tornar o medicamento
um gatilho para o desencadeamento de alteracBes genéticas que irdo levar a uma
leucemia de fato, dai a importancia em haver, no minimo, uma defini¢cdo de que o caso
em questdo é realmente uma leucemia ou ndo. Foi 0 que ocorreu com uma paciente de
64 anos, diagnosticada inicialmente com sindrome de hipereosinofilia idiopatica e
vasculite, tratada com ciclofosfamida por 10 anos e nos Ultimos 3 anos, associada a
azitioprina, totalizando 306 g e 236 g, respectivamente. Neste estudo de caso, ambas as
medicacdes foram relacionadas ao desenvolvimento de uma LMA, sendo a azitioprina,
considerada pelo autor a droga mais provavel causadora da doenca, pois ciclofosfamida
havia sido descontinuada ao longo do tempo. Outros 40 casos envolvendo azitioprina e
LMA foram descritos e alguns demonstraram a translocagdo do braco der(1;7)(q10;p10)
(PARK et al., 2008).

Em 2013, um grupo de médicos onco-hematologistas da regido do Vale do
Paraiba, SP, coordenados pelo Dr. Fernando Callera, publicou um Manual de Condutas
em Doencas Onco-Hematoldgicas do Adulto, elaborado apds estudos realizados em seus
préprios casos, tomando como base o Centro Oxford para Medicina Baseada em
Evidéncias. Os protocolos para o tratamento das leucemias ja estdo bem estabelecidos,
como se demonstrou neste Manual de Condutas, com protocolos para fases de inducao
da remissdo, consolidacdo e manutencdo, sendo que a inducdo da remissao € indicada
para inicio o mais precocemente possivel. No entanto, o tempo médio para o diagnostico
diferencial das leucemias, feito através das técnicas convencionais celulares,
citogenéticas, imunoquimicas e imunofenotipicas, € realizado em aproximadamente 5 a
7 dias, e neste periodo o paciente € mantido apenas sob tratamento sintomatico,
permitindo que as células neoplasicas se proliferem livremente na medula Ossea.
Considerando o fato de que iniciar um tratamento de inducdo da remissdo pode causar
efeitos nocivos ao paciente, caso a suspeita de leucemia néo se confirme, e considerando
ainda, o quanto benéfico € iniciar a inducdo da remissdo no menor tempo possivel, 0s
médicos do Grupo de Onco-Hematologia do Vale do Paraiba, baseados em suas proprias
experiéncias, constataram que é possivel iniciar o tratamento com medicamentos que
apresentam eficacia contra os distirbios medulares de ambas as linhagens celulares,
linfoide e mieloide, uma vez confirmada a hipotese diagndéstica de leucemia (CALLERA
etal., 2013).
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2.3 Inducédo da remissao para LMA e LLA

Inicialmente, faz-se necessario induzir a remissdo da medula 6ssea, alcangando-
se a RC, para que a medula possa voltar a produzir células saudaveis, as quais tiveram
crescimento e maturacdo inibidos e foram substituidas pela intensa proliferacdo de
células blésticas. Isto faz com que o paciente possa recuperar um nivel minimo de saude
que lhe dé condicbes de defesa, metabolismo geral e suporte para a segunda fase do
tratamento, chamada de consolidacdo (HELMAN et al., 2011). Alguns protocolos
terapéuticos aplicados com a finalidade de RC demonstram que a associacdo de
diferentes medicamentos (poliquimioterapia) tem apresentado sucesso no seu objetivo
(INCA, 2018). No entanto, em um primeiro momento, a administragdo associada de
medicamentos que tenham acdo sobre as linhagens mieloide e linfoide pode iniciar a
terapia de inducdo de remissdo, desde que o diagndstico de leucemia aguda esteja
estabelecido, enquanto se aguarda o diagnostico diferencial para entdo associar mais
drogas ativas e posteriormente avancar para os protocolos de consolidacdo e

possivelmente manutencéo.

A Tabela 10, adaptada do Manual de Condutas em Doencas Onco-Hematoldgicas
do Adulto, demonstra de maneira simplificada as intervengfes medicamentosas para 0s
tratamentos de inducdo de remissdo para LMA e LLA e algumas drogas ativas como
citarabina e cloridrato de daunorrubicina que possuem acdo sobre ambas as linhagens
celulares (CALLERA et al., 2013).
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Tabela 10 - Tratamentos de inducdo de remissdo para LMA e LLA, adaptado do Manual
de Condutas em Doengas Onco-Hematoldgicas do Adulto

LMA

LLA

Né&o
Promielocitica e
Bifenotipica em
pacientes < 65
anos

- Citarabina 100 a 200 mg/m?
IVem24hdoD1-7

- ldarrubicina 12mg/m? IV em
lh D1, D3 e D5 ou
Daunorrubicina 50 a 90mg/m?
D1 ao D3

- Ciclofosfamida 1200a, IV por 1 dia

- Daunorrubicina, 45 mg/m? IV por 3
dias

- Vincristina, IV 2 mg D1, D8, D15 e
D22

- Citarabina,75 mg/m? SC, do D1 - D4

- Prednisona, IV ou VO, 60 mg/m? por
diado D1 ao D21

- L-Asparaginase, SC, 6000 U/m? D5,
D8§, D11, D15, D18, D22

Néo
Promielocitica e
Bifenotipica em
pacientes > 65
anos

- Citarabina 100 a 200 mg/m?
IV em 24 h do D1 ao D5 ou
D1 ao D7 e Idarrubicina 12
mg/m? IV em 1h no D1 e D3
ou D1, D3 e D5 ou
Daunorrubicina 45 a 60 mg/m?
do D1 ao D2 ou D1 ao D3

- Ciclos de Citarabina em
baixas doses, 20 mg/m?, via
SC, por 7 a 10 dias

- Azacitidina 75 mg/m?, via SC
do D1 ao D5 oudo D1 ao D7

- Decitabina 20 mg/m? IV em
1h do D1 ao D5

Profilaxia - lIrradiacdo craniana,
do SNC 2400 cGy, D1 ao D12

- Methotrexato, IT 15 mg,
D1, D8, D15, D22, D29

6-mercaptopurina, VO 60
mg/m? por dia, D1 ao
D70

Fonte: CALLERA et al., 2013

2.4 Espectroscopia Raman

O espalhamento Raman é um fendmeno resultante de uma distorcéo transitdria

dos elétrons em uma nuvem eletrénica molecular. Quando uma molécula é excitada pela

interacdo com a radiagdo laser, ocorre distorcdo momenténea dos elétrons em suas

camadas eletronicas, chamado momento de dipolo da molécula induzido pelo laser, que

¢ a polarizagdo da molécula pelo campo elétrico da radiacdo incidente. No entanto, a

excitacdo molecular alcanga apenas niveis vibracionais virtuais, estando estes, inferiores
as camadas eletrbnicas (SALA, 2003, SMITH; DENT, 2013). No efeito Raman,

portanto, a distor¢do da nuvem eletronica depende do momento de dipolo induzido pelo
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campo elétrico incidente e a polarizabilidade da nuvem eletronica da molécula deve

variar durante a vibracdo para que as moléculas sejam Raman ativas (SALA, 2003).

Considera-se espalhamento elastico ou Rayleigh quando a luz espalhada e a luz
incidente possuem 0 mesmo comprimento de onda. Porém, da-se o nome de
espalhamento inelastico ou Raman quando uma proporcéao desta luz espalhada apresenta
comprimento de onda diferente daquela que incidiu sobre a molécula, resultando em
fétons de menor ou maior energia. Quando a energia do foton espalhado é menor que a
do foton incidente, ocorre o espalhamento Stokes, e quando a energia do foton espalhado
€ maior que a do incidente, ocorre o espalhamento anti-Stokes (SMITH; DENT, 2013;).

Tais espalhamentos de luz sdo demonstrados num diagrama na Figura 3.

A A
hvo hvo-ev hvo+ey
L~ LA VAV
hvo
\ 4 \T/lfl Vi

\

hv hv
i I e ™ I

Figura 3 - Tipos de espalhamento de luz: espalhamento Rayleigh, stokes e anti-stokes
Fonte: SALA, 2003

As moléculas podem interagir de formas diferentes a excitacdo, pois 0
espalhamento ocorre dependente do estado vibracional de suas ligacdes quimicas e da
polarizabilidade, que apds o processamento dos sinais, geram um numero de picos
conhecidos por espectros Raman, onde linhas espectrais sdo obtidas em fungdo das
frequéncias vibracionais denominadas deslocamentos Raman (Raman shifts) que sdo
expressas em cm™ (FARIA; SANTOS, 1997).

Métodos que aplicam a espectroscopia tém ganhado visibilidade no campo das
pesquisas, pois apresentam uma grande capacidade de fornecer informagdes detalhadas

dos niveis de energia vibracional de diferentes materiais. Enquanto os espectros
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eletronicos como a fluorescéncia sdo conhecidos por fornecer bandas largas e
desestruturadas, o espalhamento Raman, através da espectroscopia vibracional, oferece
dados mais detalhados destas bandas de energia vibracional, sendo portanto mais
precisos em relacdo as demais técnicas biofotbnicas. As técnicas vibracionais como o
Raman fornecem uma “impressdao digital” das moléculas, devido a comprovada
superioridade das informacgdes apresentadas pelos niveis de energia vibracional ao
comparé-lo aos niveis de energia eletrénica (FARIA; SANTOS, 1997; HANLON et al.,
2000).

Conquistas tecnoldgicas significativas vém sendo obtidas no intuito de se
desenvolver instrumentos que possam mostrar elevadas sensibilidade e especificidade
associadas a uma maior praticidade na operacdo. JA hd mais de 70 anos que a
espectroscopia Raman vem sendo utilizada por cientistas das diversas areas do
conhecimento para a determinacdo de componentes moleculares de materiais diversos
(SOUZA et al., 2003; MATTHAUS et al., 2008).

Conhecendo-se as variagdes da espectroscopia Raman, tais como Raman
ressonante, efeito intensificado por superficie (SERS), Raman inverso, micro-Raman e
espalhamento Raman anti-Stokes coerente (CARS), o mundo cientifico passou a ter
como foco o desenvolvimento de novos equipamentos que proporcionaram novas
possibilidades de obtencdo do sinal Raman, como os estudos de ligagbes quimicas
moleculares diversas, detalhamento de estruturas moleculares, e analises quantitativas de
estruturas complexas (SALA, 2003).

2.4.1 A espectroscopia Raman aplicada a area bioldgica

Desde o inicio de 1800, estudos vém sendo realizados na regido espectral do
infravermelho, o que viria mais tarde permitir que cientistas viessem a pesquisar as
alteracdes em tecidos e fluidos bioldgicos, sendo alvo de estudos a partir da interacéo da
luz nos tecidos (JACKSON; SOWA; MANTSCH, 1997). A espectroscopia Raman
passou a ser aplicada em amostras bioldgicas a partir dos anos 1980 com a introdugéo do
laser de excitacdo em comprimentos de onda no infravermelho proximo (OZAKI et al.,
1987). Foi entdo que as atencdes se voltaram ao uso da técnica Raman com o objetivo de

discriminacdo de tecidos biologicos, componentes bioquimicos, diagnostico e
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monitoramento de tumores malignos e identificacdo de grupos de bactérias patogénicas
(SOUZA et al.,, 2003; JESS et al., 2007; OLIVEIRA; GIANA; SILVEIRA, 2012,
JERMYN et al., 2016).

A técnica de espectroscopia Raman permite sua aplicagdo tanto “in vitro” quanto
“in vivo” e ainda acumula vantagens sobre outras técnicas dpticas, ao ter como foton de
excitacdo laser com emissdo no infravermelho préximo, permitindo maior detalhamento
da amostra sob estudo ao atingir niveis vibracionais moleculares sem alcancar as
camadas eletrénicas, onde pode ocorrer absorcdo de luz e consequente fluorescéncia.
Assim os espectros, quando filtrados, resultam em graficos com tracados tipicos de
bandas com picos caracteristicos, usados para a interpretacdo dos niveis de energia
vibracional das moléculas. Outras vantagens da espectroscopia Raman também sdo
notdrias, como a capacidade de analisar pequenas quantidades de amostras, de forma ndo
destrutiva, sem necessidades de preparos especiais ou reagentes, gerando resultados
rapidos, com alta sensibilidade e especificidade (HANLON et al., 2000; HUANG et al.,
2004; JESS et al., 2007).

2.4.2 A espectroscopia Raman aplicada ao diagndéstico de leucemias

Na area bioldgica, em especial na satde, as buscas por novos conhecimentos sao
incessantes quando se referem as descobertas de novos patdgenos e suas respectivas
patogenias, tratamentos e seus diagndsticos, assim como em doengas classicas com as
leucemias e demais tipos de canceres, todos com o objetivo comum de diagnosticar e
tratar 0 mais precocemente possivel. Portanto, o historico da interacdo das areas
bioldgicas e exatas encontrou na espectroscopia Raman uma técnica robusta, de simples
operacdo e grande eficacia para a obtencdo de seus objetivos (LONDON et al., 1992;
MAHADEVAN-JANSEN, 1996; CROW et al., 2004; HUANG et al., 2004).

Alguns autores ja utilizaram da espectroscopia Raman para a analise quantitativa
e qualitativa no sangue, como globulos e componentes bioquimicos (SOUZA et al.,
2003; BANKAPUR et al., 2010; ATKINS et al., 2017). Em 2017, Azan et al. obtiveram
sucesso ao demonstrar uma proteina envolvida na eletropermeabilizacéo celular, através

da microespectroscopia confocal Raman (AZAN et al., 2017).
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A espectroscopia Raman, associada a métodos estatisticos como PCA e analise
pelo componente bioquimico, também foi utilizada como técnica para identificagdo de
estagios de células leucémicas, tais como necrose e apoptose, e mostrou que as
alteraces espectrais obtidas das células em situacdes de sofrimento e morte podem ser
monitorados por esta técnica, atuando como seguimento para o tratamento de leucemias
(ONG; LIM; LIU, 2012).

Em busca da confirmacdo dos resultados obtidos pelas anélises de amostras
bioldgicas pela espectroscopia Raman, autores fizeram correlacGes entre esta técnica
Optica e outras ja consagradas como medi¢6es biométricas, comparando seus resultados
modelados ferramentas matematicas (EKLOUH-MOLINIER et al., 2015).

Nas andlises laboratoriais, 0 sangue, na sua forma total, plasma ou soro, sdo as
amostras mais comumente analisadas para a obtencdo de concentracdes de analitos que
possam referir-se as condicdes fisioldgicas e patoldgicas dos pacientes, e por este
motivo, tem sido cada vez mais frequente a aplicacdo da espectroscopia Raman sobre
estas amostras para obter-se por técnicas Opticas aquilo que universalmente é obtido por
meios convencionais de exames bioquimicos (como a colorimetria e
guimioluminescéncia), e também na hematologia em laboratorios de analises clinicas
(BANKAPUR et al., 2010; BONIFACIO et al., 2014).

Neste contexto, estudos através da espectroscopia Raman sobre 0 sangue e seus
componentes bioquimicos serviram de embasamento para outros autores que aplicaram
seus conhecimentos no diagnostico de leucemias (SILVA; SILVEIRA; CALLERA,
2006; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; VANNA et al., 2014; MANAGO et al., 2016) e
também forneceram os subsidios necessarios para a aplicacdo no trabalho aqui descrito.

2.5 Ferramentas estatisticas para analises espectrais

Trata-se da aplicacdo de métodos matematicos e estatisticos para o tratamento de
dados amostrais, com 0 objetivo de extrair o maximo de informag6es para a melhor
andlise, a partir de uma observacdo indireta dos dados de uma amostra, utilizando de

relacfes matematicas para a deducéo de um valor de uma variavel.
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Na area bioquimica, onde se objetiva a caracterizacdo de um determinado
componente ou amostra a partir de seus dados obtidos por um método quantitativo ou
qualitativo, as andlises estatisticas sdo conhecidas por quimiometria que podem ser
aplicadas em processamento de sinais analiticos, planejamento e otimizacdo de
experimentos, classificacao de dados, calibracdo multivariada e modelagem de processos
multivariados (FERREIRA et al., 1999).

2.5.1 Anélise de componentes principais (PCA): anélise exploratoria

A PCA é usada no intuito de analisar dados de natureza multivariada. Trata-se de
uma ferramenta estatistica que permite transformar um conjunto de variaveis de uma
base de dados em seus componentes principais baseados na variancia dos dados no
grupo. A PCA extrai as informacdes mais significativas (baseadas na variancia) de um
conjunto de dados original, gerando duas novas variaveis, denominadas de componentes
principais (PCs) e escores (ESs), onde cada componente principal apresenta um “peso”,
0 escore, que indica a intensidade que cada componente principal possui no dado
original (BODANESE et al., 2012). A maior variacdo espectral € armazenada no PC1, e
a extracao das variacOes segue sucessivamente até o componente de menor variancia. A

partir destas variaveis, sdo identificadas as semelhancas e diferencas nos grupos.

Na andlise exploratdria, busca-se identificar quais variaveis espectrais
(componentes principais) apresentam diferencas significativas em seus escores, e
associar esses componentes principais (diferencas espectrais) as diferencas das variaveis

das amostras estudadas.

2.5.2 Analise discriminante pelos minimos quadrados parciais (PLS - partial least
squares) e PCA

A regressdo por PLS € uma importante ferramenta estatistica aplicada para o
estabelecimento de modelos de relagGes lineares entre medidas multivariadas e objetiva
prever as concentracdes de uma matriz Y a partir dos dados multivariados de uma matriz
X (GELADI; KOWALSKI, 1986). Com a aplicacdo da regressdo dos minimos
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quadrados parciais obtém-se dados de variaveis latentes e preditores a partir dos dados
originais de cada grupo conhecido, resultando na identificacdo das diferencas entre os
grupos na andlise discriminante destes grupos, sendo assim considerado um método

supervisionado.

Na regressdo PLS deve haver uma relagédo direta entre as variaveis conhecidas e
aquelas que se deseja treinar, necessitando portanto de duas etapas: calibracdo e
validacdo. Na etapa de calibracdo ocorre uma decomposicdo entre a matriz X (variaveis
independentes) que resultara numa nova matriz de coordenadas, e a matriz dependente Y
(amostras) a qual sera modelada a partir dos dados da nova matriz de coordenadas. A
partir da decomposicdo destas matrizes, um conjunto de dados é reduzido a fim de se
obter as varidveis originais e 0s componentes principais, capazes de determinar o quanto
uma variavel original contribui para um determinado componente principal, conhecidos
como variaveis latentes (GELADI; KOWALSKI, 1986).

Na etapa de validagdo, as variaveis latentes, obtidas da decomposi¢cdo das
matrizes durante a calibracdo, servirdo de base para o modelamento das amostras a
serem treinadas. Para a validacdo destes dados, pode-se utilizar da validacdo cruzada do
tipo “deixa uma amostra de fora” (leave-one-out), indicada para pequenas amostras,
onde uma amostra do conjunto de calibracéo é extraida e as demais amostras formam um
novo modelo, entdo a amostra inicialmente extraida é inserida novamente ao conjunto de
dados para se definir sua correlacdo 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 formagdo dos modelos de classificagéo.

A PCA pode ser aplicada como analise discriminante a partir dos escores dos
componentes principais mais relevantes ao se aplicar um método estatistico para se obter
um intervalo de confianca (valor de p), ou seja, 0s componentes gque possuem as
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos estudados e que podem ser
utilizados como parametros de diagnostico ou classificagdo. A partir dos escores, obtidos
dos dados originais, aplica-se um algoritmo, que agrupa os dados em fungdo das
semelhancas ao mesmo tempo em que se separa 0S grupos com caracteristicas que as
diferenciam entre si (FERREIRA et al., 1999; NUNES et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

O desenho do estudo é apresentado num diagrama de blocos simplificado na
Figura 4, no qual se obtém uma macro-visdo sobre todo o delineamento do projeto,
tendo o seu curso iniciado pelas amostras sanguineas submetidas & espectroscopia
Raman, até o resultado final das andlises estatisticas, as quais permitiram a identificacao
das diferencas na composic¢ao bioquimica das amostras estudadas e a discriminacao dos

grupos saudavel e leucémico.

Amostra

L

Espectroscopia ::> Espectros

Raman

Pré-processamentos N
Identificac&o da

Identificacé&o diferenca da
composicao
— bioquimica
Sinal filtrado
Analise
discriminante Discriminag&o
PLS-DA (Diagnéstico)

PCA-DA

Figura 4 - Diagrama de blocos simplificado mostrando o desenho do estudo

3.1 Apreciagao ética

Para a execucdo deste trabalho de pesquisa, o projeto foi elaborado com atencao
aos preceitos éticos e foi submetido & apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Paulista - UNIP, o qual emitiu parecer consubstanciado aprovando o
projeto e o registrou sob 0 No. CAAE 67895617.5.0000.5512 (Apéndice A).
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3.2 Amostras de sangue total e plasma

As amostras sanguineas humanas foram obtidas no laboratério de analises
clinicas de um hospital de Sdo José dos Campos, hospital este de referéncia para

doencgas onco-hematolégicas no Vale do Paraiba.

Como critérios de inclusdo participaram deste estudo apenas as amostras
sanguineas de sujeitos conhecidamente saudaveis sob o ponto de vista hematoldgico e
aqueles que foram diagnosticados com leucemias agudas previamente ao tratamento. As
amostras sanguineas de sujeitos que posteriormente foram diagnosticadas com outras

doencas hematoldgicas ndo leucémicas agudas foram excluidas.

A obtencéo das amostras se deu por colheitas realizadas de veias periféricas, por
metodologia de sistema fechado a vacuo - em tubos contendo anticoagulante KsEDTA
7,2 mg (Sarstedt, Nimbrecht, Renania do Norte-Vestefalia, Alemanha), e para a
separagdo e obtencdo dos plasmas sobrenadantes, estas amostras foram submetidas a
centrifugagdo mecénica em 3500 RPM por 10 minutos (modelo Combate, Celm Ltda.,
Sdo Paulo, SP, Brasil). No hospital cedente, as amostras foram avaliadas pelos métodos
tradicionais de analises e foram identificadas como saudaveis e leucémicas. Estas
amostras foram acondicionadas em caixas térmicas (2 a 8 °C) de forma a evitar
interferéncia da temperatura nas células e aos elementos bioquimicos, e estas amostras
foram enviadas no mesmo dia ao Laboratério de Espectroscopia Raman do Centro de
Inovacao, Tecnologia e Educacdo (CITE), associado a Universidade Anhembi Morumbi

(UAM) no Parque Tecnoldgico de Sdo José dos Campos para a realizacdo dos ensaios.

Ja no Laboratério de Espectroscopia Raman, as amostras foram entdo separadas
em grupos nomeados de Grupo Saudavel e Grupo Leucémico, e suas quantidades estdo

apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Quantidade de amostras de sangue total e plasmas, obtidas para este estudo

Grupos Quantidade de amostras obtidas
Sangue Saudavel 25
Sangue Leucémico 17
Plasma Saudavel 25

Plasma Leucémico 17
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3.3 Aquisicao dos espectros Raman e pré-processamento

Os espectros Raman foram obtidos das amostras de sangue total e plasma,
amostras estas pipetadas em um porta-amostras de aluminio contendo furos de
aproximadamente 80 uL, sendo usada uma micropipeta monocanal de volume variavel
(model P200, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EUA). Os espectros foram obtidos em um
espectrometro Raman dispersivo no infravermelho proximo (modelo Dimension P1,
Lambda Solutions Inc., MA, EUA), conforme diagrama esquematico e foto do
equipamento apresentados na Figura 5. O espectrémetro utiliza laser de diodo em 830
nm como fonte de excitacdo, acoplado a uma sonda Raman por um cabo de fibras
Opticas, obtendo-se 280 mW de poténcia laser na saida de excitacdo da sonda Raman. O
espalhamento da amostra foi coletado pela sonda Raman e acoplado ao espectrometro
para dispersdo. O espectrometro possui grade de difracdo de 1.200 linhas/mm que
promove a dispersdo da luz espalhada na faixa espectral entre 400 e 1800 cm™, e a
direciona ao detector back thinned, deep-depletion CCD (charge coupled device) de
1340x100 pixels, refrigerada por Peltier a -75 °C, fornecendo resolucdo espectral de
aproximadamente 4 cm™. O tempo de exposicdo para a obtencio dos espectros foi de 3 s
com 10 acumulagdes por espectro (tempo total de exposicéo de 30 s), e cada amostra foi
analisada entre trés e cinco repeticbes visando aumentar 0 numero de espectros no

modelo de diagnostico.

Os espectros Raman coletados foram submetidos a uma etapa de pré-
processamento para remocdo da fluorescéncia e espalhamento de fundo (sinal de
background Raman) por subtracdo de um polindmio de ordem 7 ajustado em toda a
faixa espectral de 400 a 1800 cm™. Em seguida os spikes provenientes de raios
césmicos foram removidos manualmente e entdo os espectros foram normalizados pela
area sob a curva (norma 1) (LASCH, 2012). O pré-processamento faz-se necessario para
reduzir possiveis interferentes coletados durante a aquisicdo dos espectros,
maximizando o sinal obtido para analise. A Figura 6 mostra um exemplo de um
espectro de plasma com a remocdo do sinal de fluorescéncia de fundo por subtragdo de

um polindmio de ordem 7.
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Figura 5 - A): diagrama esquematico do espectrometro Raman dispersivo (modelo

Dimension P-1). B) foto do aparelho Raman dispersivo
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Figura 6 - Exemplo de um espectro Raman de plasma sanguineo demonstrando a
remogdo de fluorescéncia de fundo por polindmio de ordem 7 ajustado em toda a faixa
espectral. A): espectro com fluorescéncia de fundo e B): espectro com a fluorescéncia removida

Os espectros médios dos grupos saudaveis e leucémicos de sangue total e plasma
foram plotados em software Microsoft Excel com abscissas entre 400 e 1800 cm™,
indicando o deslocamento Raman, e suas diferencas foram observadas e seus picos mais
evidentes foram marcados para posterior analise estatistica. Para tanto, foi aplicado o
teste t de Student com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) nos picos dos dados dos
grupos leucémico comparativamente ao saudavel para determinar 0s picos com
diferengas significativas e as relagdes com as diferencas na composi¢do bioquimica
entre os grupos, identificando as diferengas no perfil bioquimico dos dois grupos, tanto
no sangue total quanto no plasma sanguineo. O teste t aplica-se na aceitacdo ou rejeicao
da hipotese nula (igualdade na média entre duas populacdes) quando as amostras

seguem distribuicdo normal, porém com variancia desconhecida. Quando ha diferencas
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significativas entre 0s grupos amostrais (p < 0,05), aceita-se a hipdtese alternativa,
sugerindo que as médias provém de populagdes diferentes. Neste estudo em particular,
como os espectros plotados apresentam intensidades positivas e negativas, considera-se
que a hipotese alternativa possa apresentar média dos espectros menor que zero e média
dos espectros maior que zero quando comparados entre si, por isso optou-se por aplicar
a distribuicéo bicaudal do teste t. Assim pode-se fazer uso do teste t para a obtencéo de
conclusdes baseadas em célculos estatisticos, com alto grau de confianga (NEYMAN,
1937; RAJU et al, 2005).

3.4. Andlise exploratdria e andlise discriminante

3.4.1 Andlise exploratoria baseada na PCA

Na analise exploratoria, buscou-se identificar quais variaveis espectrais
(componentes principais) apresentaram diferencas em seus escores aplicando teste t com
nivel de significancia de 5% (p < 0,05), visando identificar quais componentes
principais possuem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos saudavel e
leucémico e associar esses componentes principais as diferencas bioquimicas entre 0s
grupos utilizando para tal a literatura que atribui os picos vibracionais aos componentes
bioquimicos do sangue. Utilizou-se do software Matlab versdo 2007a (The Mathworks

Inc., Natick, MA, EUA) para realizar a analise exploratdria baseada na PCA.

3.4.2 Anédlise discriminante baseada em PLS e PCA

Para a discriminacdo ou diferenciacdo entre grupos saudavel e leucémico
utilizou-se de técnicas de discriminacdo baseadas em PLS (PLS-DA) e em PCA (PCA-
DA) a partir dos seus espectros normalizados, utilizando toda a faixa espectral (400 a

1800 cm™), nas amostras de sangue total e plasma.

A andlise discriminante por PLS é uma ferramenta estatistica que vem sendo

aplicada na quimiometria para o desenvolvimento de modelos de discriminagéo
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baseados em relagdes lineares entre medidas multivariadas (GELADI; KOWALSKI,
1986). Alguns autores ja aplicaram PLS para classificacdo e categorizacdo de alguns
tipos de canceres (NGUYEN; ROCKE, 2002; NGUYEN; ROCKE, 2002). A partir da
aplicacdo da regressdo de PLS, obtém-se dados de variaveis latentes e preditores a partir
dos dados espectrais dos grupos a que pertencem, que resulta na identificacdo das
diferengas nas amostras de sangue total e plasma entre os grupos saudavel e leucémico e

no uso destas diferencas na analise discriminante destes grupos.

A PCA também foi aplicada como analise discriminante a partir dos escores dos
componentes principais mais relevantes (teste t, p < 0,05), que possuiam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos saudavel e leucémico para sangue total e
plasma. No intuito de reduzir a dimenséo dos dados e ter melhor condigéo de identificar
as reais diferencas entre os grupos, a PCA descartou 0s componentes principais com as
menores variancias, maximizando as informac6es mais relevantes (primeiros PCs) para
serem utilizadas como pardmetros de diagndstico ou classificacdo. Aos escores obtidos
dos dados originais aplicou-se o algoritmo descrito por Nunes et al. (2012), que
organizou os dados em grupos em funcdo de suas semelhancas, mas também os separou
em grupos em funcdo das caracteristicas que os diferenciam entre si (FERREIRA et al.,
1999; NUNES et al., 2012).

Para o modelamento das classes de diagnoéstico, utilizou-se o software
Chemoface (www.ufla.br/chemoface/) que permite resolver problemas experimentais
aplicando a metodologia de validacdo cruzada leave-one-out, tanto através da PLS-DA
quanto da PCA-DA, definindo-se uma condicdo inicial de 10 variaveis latentes (PLS-
DA) e 10 componentes principais (PCA-DA) (NUNES et al, 2012). Com os resultados
obtidos da discriminacdo, foram criados uma tabela e um gréafico de contingéncia,
confrontando a taxa de discriminacdo das amostras de sangue total e plasma através do
modelo baseado no espectro Raman comparativamente aos testes diagnosticos

convencionais dos pacientes.
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4 RESULTADOS

4.1 Espectros de sangue total e plasma

Das 25 amostras de sangue total de sujeitos saudaveis obtidas para este estudo,
quatro foram excluidas, assim como também foram excluidas duas amostras de plasma
de sujeitos leucémicos, pela presenca de hemdlise, 0 que poderia causar alteracfes na
relagdo sinal-ruido dos espectros.

Foram coletados 312 espectros, dos quais 142 foram originados a partir de
sangue total, sendo 80 classificados como grupo saudavel e 62 como grupo leucémico.
Os outros 170 espectros sdo de origem plasmatica, sendo que 101 foram agrupados
como saudaveis e 69 leucémicos, conforme Tabela 12, que apresenta um panorama geral
do numero de espectros coletados em cada um dos grupos, ja que alguns espectros
tiveram que ser excluidos devido a baixa relacdo sinal-ruido. Apos o pré-processamento,

0 espectro médio de cada um dos grupos foi calculado.

Tabela 12 - Numero de amostras e nimero de espectros em cada grupo

Grupos Quantidade de amostras Total de espectros coletados
Sangue Saudavel 21 80
Sangue Leucémico 17 62
Plasma Saudavel 25 101
Plasma Leucémico 15 69

A Figura 7 apresenta 0s espectros medios obtidos em amostras de sangue total
dos grupos saudavel e leucémico e o espectro da diferenca entre eles. O espectro médio
de sangue do grupo saudavel apresenta picos nas posi¢fes dos constituintes do sangue,
componentes celulares (leucocitos, eritrocitos e plaquetas) e componentes ndo celulares

(plasma).
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Figura 7 - Espectros Raman médios normalizados de sangue total de sujeitos normais e
leucémicos e espectro da diferenca entre leucémicos e saudaveis. O simbolo * representa 0s
picos nos espectros dos sujeitos leucémicos que sdo mais intensos que nos espectros dos
saudaveis

Na Figura 7 foram marcados 0s picos principais do sangue total dos grupos
saudavel e leucémico, aos quais se aplicou o teste t de Student para identificacdo de
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05), onde as maiores diferencas foram
observadas nas bandas com picos em 570, 678, 755, faixa espectral entre 820-920,
bandas com picos em 1004, 1130, 1160, 1212, 1225, 1344, 1378, 1401, 1452, 1552,
1567, 1586, 1606, 1623, 1640 e 1658 cm™, enquanto as bandas com picos em 1212,
1401 e 1640 cm™ ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os
dois grupos (teste t, p > 0,05). A Tabela 13 apresenta estes picos organizados por grupos
bioguimicos, acompanhados de suas respectivas tentativas de atribui¢cdes, conforme
descrita da literatura (FERNANDES et al.,, 2005, BANKAPUR et al.,, 2010;
GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; VANNA et al., 2014; SANTOS, 2014).

Tabela 13 - Agrupamento bioquimico por posicoes dos picos das bandas dos espectros
Raman, atribuicdo segundo a literatura e significancia segundo valor de p calculado pelo teste t
de Student

Posicéo do Valor de p
Grupo biogquimico 0sIG 5 Atribuicéo Referéncias* (deste
pico (cm™)
estudo)
Proteinas e 510(P) Trp A <0.01
S 755(S) Proteina, Trp A;B;C < 0.0001
aminoacidos

760(P) Trp A NS
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Posicédo do Valor de p
Grupo bioquimico . 1 Atribuicdo Referéncias* (deste
pico (cm™)
estudo)
820-920(S) Tyr, Trp, Glutationa A;C < 0.0001
831 e 897(P) Tyr, Trp, Glutationa NS
1004(S) Phe A;B;C;D <0.001
1004(P) Phe A;B;C;D < 0.0001
1130(S) Proteina A; D <0.01
1132(P) Proteina A; D NS
1210(P) Trp, Phe, Tyr, Amida Il A;C <0.01
1212(S) Trp, Phe, Tyr, Amida Il A; C NS
1225(S) Proteina, Amida Il A < 0.0001
1269(P) Proteina, Amida I11 A;C; D <0.01
1334(P) Trp A <0.001
1344(P) Proteina, Trp A; B <0.001
1401(S) Glutationa A NS
1407(P) Glutationa A NS
1448(P) Proteina B; D <0.01
1452(S) Proteina A NS
1455(P) Proteina A <0.0001
1552(S) Trp, Amida Il A;B;C; E <0.01
1586(S) Proteina, Tyr A; B <0.01
1606(S) Proteina, Tyr, Phe A;B;C <0.001
1623(S) Tyr, Trp A < 0.0001
1658(S) Proteina, Amida | A;B;C:D; E < 0.0001
1659(P) Proteina, Amida | A;C;D;E NS
1666(P) Proteina, Amida | C E NS
1130(S) Lipidios, Fosfolipidios A;C;D <0.01
1132(P) Lipidios, Fosfolipidios A;C;D NS
1225(S) Lipidios C < 0.0001
1269(P) Lipidios, Fosfolipidios C;D;E <0.01
1334(S) Fosfolipidios A;C E <0.01
1344(S) Fosfolipidios A;C E <0.001
Lipidios 1344(P) Fosfolipidios AC; E <0.001
1448(P) Lipidios, Fosfolipidios A;B;C; D, E <0.01
1452(S) Lipidios, Fosfolipidios ; B; C; < 0.0001
1455(P) Lipidios, Fosfolipidios B;C;E < 0.0001
1658(S) Fosfolipidios A;C,D <0.0001
1659(P) Fosfolipidios AC,D NS
1666(P) Fosfolipidios C NS
Carboidratos 721(P) Polissacarigiios A < 0.0001
1378(S) Glucosamina A; C < 0.05
1004(S) [-caroteno C;D <0.001
1004(P) B-caroteno C;D <0.0001
Carotenoides 1160(S) B-caroteno <0.01
1160(P) j-caroteno A <0.001
1525(S) B-caroteno A; C NS

Abreviaturas: Phe: Fenilalanina; Tyr: Tirosina; Trp: Triptofano; (S): picos se referem
apenas ao sangue total; (P): picos se referem apenas ao plasma. NS: Ndo significativo

*Referéncias: A): GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; B): VANNA et al., 2014; C):
BANKAPUR et al., 2010; D): FERNANDES et al., 2005; E): SANTOS, 2014
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A Figura 8 apresenta 0s espectros obtidos em amostras de plasma sanguineo dos
grupos saudavel e leucémico. O espectro médio do plasma saudével apresenta picos nas
posicbes dos seus constituintes, principalmente proteinas (albumina, globulinas,
aminoacidos), fracdes lipidicas, carboidratos (glicose), carotenoides e outros
metabdlitos. Nesta mesma Figura 8 foram marcados os principais picos do plasma dos
grupos saudavel e leucémico, aos quais se aplicou o teste t para definicdo das diferencas
estatisticamente significativas entre si (p < 0,05), sendo que as maiores diferencas foram
observadas nas bandas com picos 510, 721, 760, 831, 897, 947, 1004, 1132, 1160, 1210,
1269, 1334, 1344, 1407, 1448, 1455, 1525, 1630, 1659 e 1666 cm™, sendo que as
respectivas tentativas de atribuicGes, organizados por grupos biogquimicos, conforme
descrita da literatura estdo apresentados na Tabela 13 (FERNANDES et al., 2005;
BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; VANNA et al., 2014;
SANTOS, 2014).
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—— Plasma Leucémico
Diferenca

o
o
o
»
1
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e
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0,001 ~

-0,003 T T T T T T
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Figura 8 - Espectros Raman médios normalizados de plasma de sujeitos normais e
leucémicos e espectro da diferenca entre leucémicos e saudaveis

4.2 Analise exploratéria por PCA e significancia segundo aplicacdo do teste t de
Student

A Figura 9 mostra a plotagem dos graficos de Escores e Componentes Principais
das amostras de sangue total, nos quais aplicou-se o teste t para identificacdo e

diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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A Figura 10 mostra a plotagem dos graficos dos componentes principais €

escores das amostras de plasma, nos quais aplicou-se o teste t para identificacdo de

diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 9 - Graficos dos componentes principais e escores calculados para sangue total
visando andlise exploratéria. Os asteriscos representam picos encontrados neste estudo e que nao

apresentam atribui¢do conhecida na literatura
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Figura 10 - Graficos dos componentes principais e escores calculados para plasma
visando analise exploratéria

4.3 Analise por PLS-DA e PCA-DA visando discriminacao

Para a discriminacdo ou diferenciacdo entre grupos saudavel e leucémico
utilizou-se de técnicas de discriminacdo baseadas em PLS-DA e PCA-DA a partir dos
seus espectros normalizados, onde toda a faixa espectral (400 a 1800 cm™) foi
considerada na analise das amostras de sangue total e plasma. O modelo de
discriminacdo utilizou o método de validagdo cruzada leave-one-out (NUNES et al.,
2012), definindo-se uma condicdo inicial de 10 variaveis latentes (modelo PLS-DA) e 10
componentes principais (modelo PCA-DA) para serem modelados, apresentando na
Tabela 14 uma matriz de contingéncia com os resultados dos calculos de sensibilidade,

especificidade e acuracia global.

A partir do cruzamento dos espectros originais de sangue total e plasma de cada

grupo amostral com 0s respectivos grupos a que pertencem, foi modelado pelo método
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de validacdo leave-one-out definindo a que grupo cada amostra pertence, 0s quais foram
tabulados e deram origem a uma matriz de contingéncia conforme apresentada na
Tabela 14. Para o sangue total, utilizando o PLS-DA, a maxima acuracia ocorreu
adotando-se as trés primeiras variaveis latentes, com valor de 96,5% de sucesso e
sensibilidade de 91,9%, enquanto que a acuracia utilizando a PCA-DA ocorreu
adotando-se os quatro primeiros componentes principais, com valor de 93,0% de sucesso
e sensibilidade de 83,9%. Ambas as formas de analise discriminante alcancaram
especificidade de 100%, mostrando que os individuos saudaveis apresentaram perfil
espectral padrdo capaz de alocé-los no grupo saudavel. Para o plasma, utilizando o PLS-
DA, a méaxima acurécia ocorreu utilizando as quatro primeiras variaveis latentes, com
valor de 97,1% de sucesso e 95,7% de sensibilidade e 98,0% de especificidade, enquanto
que a acuracia utilizando a PCA-DA ocorreu utilizando o primeiro componente
principal, com valor de 64,1% de sucesso e 11,6% de sensibilidade e 100% de
especificidade.

Tabela 14 - Matriz de contingéncia com os resultados, sensibilidade, especificidade e
aacurdcia global dos modelos de discriminacdo utilizando os espectros Raman das amostras
sanguineas

Diagndstico Raman/PLS-DA Diagndstico Raman/PCA-DA
Sangue total

Diagnostico por
métodos

convencionais

Saudavel Leucémico Saudavel Leucémico

Sangue Total
Saudavel 80 00 80 00
(n = 21 amostras)

Sangue Total

Leucémico 5 57 10 52
(n = 17 amostras)
Sensibilidade 91,9% 83,9%
Especificidade 100,0% 100,0%
Acuracia global 96.5% 93.0%

Diagnostico por
métodos
convencionais

Diagndstico Raman/PLS-DA

Saudavel

Leucémico

Diagndstico Raman/PCA-DA
Plasma

Saudavel Leucémico

Plasma Saudavel
(n = 25 amostras)

Plasma Leucémico
(n = 15 amostras)

Sensibilidade
Especificidade
Acurécia global

99

03

95,7%
98,0%
97.1%

02 101 00

66 61 08

11,6%
100,0%
64.1%
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A partir da matriz apresentada na Tabela 14, foram plotados 4 gréaficos de
contingéncia com o0s agrupamentos das classes resultantes da discriminagcdo PLS-DA e
PCA-DA para sangue total e plasma, respectivamente, obtidas pelo software Chemoface
apos a validacdo cruzada pelo método leave-one-out, 0s quais sdo apresentados nas
Figuras 11 e 12.
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Figura 11 - Gréficos de contingéncia com as classificagdes por grupo Saudavel e
Leucémico, através da andlise discriminante, sendo A) PLS-DA (sangue total) e B) PCA-DA
(sangue total)
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Figura 12 - Gréficos de contingéncia com as classificagdes por grupo Saudavel e
Leucémico, através da andlise discriminante, sendo A) PLS-DA (plasma) e B) PCA-DA
(plasma)
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5 DISCUSSAO

5.1 Principais evidéncias espectrais no sangue total e plasma

Alguns picos das bandas Raman das amostras de sangue total mostraram
pequenas diferencas em intensidade e largura de banda entre leucémico e saudavel, que
ocorrem devido a pequenas variagbes de intensidade e mudanca na posicdo destas
bandas (GONZALEZ-SOLIS et al., 2014), o que sugere pouca variagio entre as
amostras em seus componentes bioquimicos. Sobre os espectros médios dos grupos
leucémico e saudavel aplicou-se o teste t (p < 0,05) para definicdo das diferencas
estatisticamente significativas entre si, conforme apresentados na Tabela 13, as maiores
diferencas foram observadas nos picos em 570, 678, 755, faixa espectral entre 820-920,
picos em 1004, 1130, 1160, 1212, 1225, 1344, 1378, 1401, 1452, 1552, 1567, 1586,
1606, 1623, 1640 e 1658 cm™. Os picos em 1212, 1401 e 1640 cm™ ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos (teste t, p > 0,05), o que
sugere que nao auxiliam na diferenciacdo entre os grupos leucémico e saudavel. Ainda
na Figura 7, todos os picos marcados no espectro médio do grupo saudavel apresentam-
se mais intensos quando comparados ao grupo leucémico, com excecdo dos picos na
faixa entre 820-920 e os picos em 1452 e 1658 cm™, que apresentaram maior intensidade

no grupo leucémico e na mesma figura aparecem sinalizados com asteriscos.

Sobre os espectros médios dos grupos leucémico e saudavel das amostras de
plasma, aplicou-se o teste t (p < 0,05) para defini¢cdo das diferencas estatisticamente
significativas entre si conforme apresentados na Tabela 13, sendo que as maiores
diferencas foram observadas nos picos em 510, 721, 760, 831, 897, 947, 1004, 1132,
1160, 1210, 1269, 1334, 1344, 1407, 1448, 1455, 1525, 1630, 1659 e 1666 cm™. Devido
a menor complexidade na composi¢do do plasma quando comparado ao sangue total, a
quantidade de picos com diferencas estatisticamente significativas € menor neste tipo de
amostra, uma vez que neste material bioldgico estdo ausentes componentes exclusivos
do sangue total, tais como glébulos brancos e vermelhos (ALDAMIZ-ECHEVARRIA,;
AGUIRRE-GARCIA, 2014).

Em consonancia com este estudo, a técnica de espectroscopia Raman vem sendo
aplicada por alguns autores (BANKAPUR et al., 2010; RODRIGUES; GALZERANI,
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2012; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014) em amostras sanguineas (sangue total, plasma e
soro) com o objetivo de identificar picos Raman para a atribuicdo de componentes
bioquimicos, tais como proteinas, aminoacidos, carboidratos, lipidios, carotenoides e
metabolitos caracteristicos do sangue, e tém referenciado pesquisas no campo de
diagnostico e monitoramento de doencas (GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; SANTOS,
2014).

5.2 Analise exploratoria dos dados baseados na PCA

Na analise exploratoria, a técnica PCA foi empregada a fim de identificar as
varidveis espectrais que apresentavam diferencas entre 0s grupos, através dos
componentes principais e escores, e sua interpretacao consiste em identificar se os picos
marcados nos componentes principais estdo acima ou abaixo do marco “zero” e
compara-los com seus respectivos escores (grupo saudavel e leucémico). Picos positivos
com escores positivos, assim como picos negativos com escores negativos, revelam que
tal molécula bioquimica apresenta alta concentracdo na amostra estudada, engquanto
picos positivos com escores negativos e vice-versa demonstram que 0 componente
bioquimico atribuido em tal posicdo do deslocamento Raman, se apresenta em baixa

concentracao.

5.2.1 Sangue total

A plotagem dos graficos de componentes principais e escores das amostras de
sangue total (Figura 9), apresentou o Componente Principal 1 com picos caracteristicos
de sangue total, sendo todos positivos em 570, 678, 725, 1004, 1130, 1212, 1226, 1344,
1378, 1401, 1452, 1552, 1567, 1586, 1606, 1623, 1640, 1658 cm™, que tiveram suas
tentativas de atribui¢cbes aos grupos bioquimicos das proteinas e aminoacidos (1004,
1130, 1212, 1226, 1344, 1401, 1452, 1567, 1586, 1606, 1623, 1658 cm™), carboidratos
(725 e 1378 cmY), lipidios (11130, 1344, 1452 e 1658 cm™) e carotendides (1004 cm™)
(FERNANDES et al., 2005; BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014;
VANNA et al., 2014; SANTOS, 2014), no entanto o grupo leucémico possui menor

intensidade deste componente principal (Escore 1) (teste t, p < 0,001), sugerindo que 0s
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mesmos elementos bioquimicos sdo encontrados tanto no grupo saudavel quanto no
grupo leucémico, porém no grupo leucémico apresentam-se com menores

concentragoes.

O Componente Principal 2 apresentou picos com intensidades negativas no grupo
leucémico e positivas no grupo saudavel, possuindo diferenca estatisticamente
significativa para o Escore 2 (teste t, p < 0,01). Este componente principal tem picos
positivos em 752, 1213, 1524, 1547 e 1619 cm™ e negativos em 1007, 1381, 1401 e
1643 cm™, e suas atribuicdes referem-se aos grupos bioquimicos das proteinas e
aminodcidos (752, 1007, 1213, 1401, 1547 e 1619 cm™) e carboidratos (1381 cm™)
(FERNANDES et al., 2005; BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014;
VANNA et al, 2014; SANTOS, 2014). Os picos positivos sugerem a maior
concentracdo de proteinas e aminoacidos para o grupo saudavel, principalmente
observando os picos em 752, 1213 e 1547 cm™, que coincidem com os picos do sangue
total, principalmente os eritrocitos (BANKAPUR et al., 2010).

O Componente Principal 3 apresenta picos com intensidades negativas no grupo
leucémico e positivas no grupo saudavel, possuindo diferenca estatisticamente
significativa para o Escore 3 (teste t, p < 0,001). Este componente principal tem picos
positivos em 570, 678, 756, 1142,1226, 1381, 1404, 1501, 1569, 1624 e 1643 cm™ e
negativos em 1003, 1212, 1451, 1544 e 1664 cm™, e suas atribuices referem-se aos
grupos bioquimicos das proteinas e aminoacidos (678, 756, 1003, 1212, 1226, 1404,
1451, 1544, 1624 e 1643 cm™), carboidratos (1381 cm™) e lipidios (1451 e 1664 cm™)
(FERNANDES et al., 2005; BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014;
VANNA et al., 2014; SANTOS, 2014). A analise do Escore 3 sugere que 0 grupo
saudavel possui maiores concentracdes de proteinas (bandas de amida | e Ill e
glutationa), aminoacidos (Trp e Tyr) e glucosamina, picos estes que podem ser
atribuidos aos componentes bioquimicos do sangue total, enquanto o grupo leucémico
apresenta os picos negativos referentes a aminoacidos (Phe e Trp), a proteinas (bandas
de amida Il) e fosfolipidios celulares, picos que sdo indicativos de hipercelularidade
causada pelos blastos (globulos brancos) (BANKAPUR et al., 2010).

Apesar do Componente Principal 4 apresentar picos em posicoes referentes a
proteinas e aminoacidos, o Escore 4 ndo apresentou significancia entre saudavel e
leucémico (teste t, p > 0.05). Portanto, os Componentes Principais 2 e 3 foram os que

indicaram as maiores diferencas, principalmente maior concentragdo de células
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vermelhas no sangue saudavel e maior concentragdo de células brancas no leucémico,
provavelmente devido ao infiltrado leucémico que costuma comprometer a proliferagéo
dos globulos vermelhos, causando anemia, e dos globulos brancos, causando
imunodeficiéncias (ESPARZA; SAKAMOTO, 2005; CHENG; SAKAMOTO, 2005;
ESTEY; DOHNER, 2006).

Sabendo-se que a ativagcdo do oncogene para leucemia altera o metabolismo
celular, a producdo elevada de blastos leucémicos pode estar associada a um maior
consumo de aminoacidos e proteinas que sdo constituintes celulares e participam de
acOes enzimaticas especificas, como a tirosina quinase, que tem funcdo de fosforilagdo
de substratos protéicos, como a mieloperoxidase, enzima presente em alguns tipos de
leucemias mieloides agudas, e assim sendo, inibir a atividade da tirosina quinase tem
sido considerada como acéo terapéutica para reduzir a atividade de células neoplasicas
(MARTINS; FALCAO, 2000; LEVINE:; GILLILAND, 2008; AVILA; ROMEIRO,
2010). Isto pode explicar o fato de que os Componentes Principais 2 e 3 apresentarem
maiores concentracdes de alguns aminoacidos no grupo saudavel comparativamente ao
leucémico, especialmente Tyr e Trp. As concentracfes de proteinas e glutationa (ligada
aos eritrocitos) também encontram-se em menores quantidades no grupo leucémico, fato
que também foi constatado por Sanches et al. (2015), que realizou estudo comparando o
perfil bioquimico entre pacientes leucémicos e individuos saudaveis, demonstrando que
dentre os pacientes por eles estudados, 0s saudaveis apresentavam concentracdo media
de proteinas em 25% superior aos leucémicos (SANCHES et al., 2015). O pico atribuido
ao aminoéacido fenilalanina apresentou-se destacado nos Componentes Principais 1, 2 e
3, ainda que em baixas quantidades, porém a literatura descreve que este aminoacido é
um dos ativadores do gene BCR-ABL, oriundo do cromossomo Philadelphia, presente
em uma classe de leucemia miel6ide crbnica, mas que também sido identificada em
leucemias agudas mieloide e linfoide (COLLEONI et al., 1998; LEVINE; GILLILAND,
2008; SCHAFFEL; SIMOES, 2008).

5.2.2 Plasma

A plotagem dos graficos de Componentes Principais e Escores das amostras de
plasma (Figura 10), mostrou o Componente Principal 1 com picos caracteristicos de

plasma, porém os grupos saudavel e leucémico ndo apresentaram diferencas
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estatisticamente significativas (p > 0,05) no Escore 1; portanto tais picos ndo sao
relevantes para a diferenciacdo dos grupos estudados. O Componente Principal 2
apresenta picos com intensidades negativa em 1630 cm™ no grupo leucémico, e positivas
em 947, 1004, 1159, 1348, 1407, 1453 e 1520 cm™ no grupo saudavel, possuindo
diferenga significativa (p < 0,01) para o Escore 2. Estes picos tém atribui¢Ges referentes
aos grupos bioquimicos das proteinas e aminoacidos (1348, 1407 e 1453 cm™), lipidios
(1348 cm™) e carotenoides (1004, 1159 e 1520 cm™) (FERNANDES et al., 2005;
BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014; VANNA et al., 2014;
SANTOS, 2014). A baixa intensidade do Escore 2 sugere que a diferenca na
concentracdo destes constituintes € pequena nos grupos, porém significativa (p < 0,01),
sendo que o grupo saudavel possui maiores concentracGes de proteinas, Trp, Phe,

glutationa, fosfolipidios (livres) e carotenoides do que o grupo leucémico.

O Componente Principal 3 apresenta picos com intensidades negativas no grupo
leucémico e positivas no grupo saudavel, possuindo diferenca significativa (p < 0,05)
para o Escore 3. Este componente tem picos positivos em 1003 e 1433 cm™ e negativos
em 1007, 1159, 1344 e 1527 cm?, e suas atribuices referem-se aos grupos bioquimicos
das proteinas e aminoacidos (1007 e 1344 cm™) e carotenoides (1003, 1159 e 1527 cm?)
(FERNANDES et al., 2005; BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014;
SANTOS, 2014; ALDAMIZ-ECHEVARRIA; AGUIRRE-GARCIA, 2014), porém a
baixa intensidade do Escore 3 sugere que 0s elementos bioquimicos destes picos ndo séo
Uteis para a diferenciacdo entre os grupos saudavel e leucémico. O Componente
Principal 4 apresentou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001) na
intensidades do Escore 4, com picos intensos e negativos em 897, 959, 1004, 1160, 1447
e 1525cm™, referentes ao grupo das proteinas e aminoacidos (897, 959 e 1447cm™) e
carotenoides (1004, 1160 e 1525 cm™), sugerindo maior concentracio destes
componentes nos grupo saudavel, e pico positivo em 1375 cm?, atribuido a
glucosamina, que se apresenta em baixa concentra¢do no grupo saudavel em relagcdo ao

grupo leucémico.

Com relacdo aos picos de carotenoides, a analise exploratéria por PCA
evidenciou que os Componentes Principais 2 e 4 apresentaram picos deste componente
bioquimico (1004, 1159/1160 e 1520/1525 cm™?) (FERNANDES et al., 2005;
BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-SOLIS et al., 2014), e os Escores 2 e 4
apresentaram diferencas significativas (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente), que

indicam a presencga destes componentes em maiores concentracdes no grupo saudavel
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comparativamente ao leucémico, sendo este resultado coincidente com o demonstrado
por Gonzalez-Solis et al. (2014) ao analisar espectros Raman de sangue em sujeitos
leucémicos. O fato dos carotendides estarem em maior concentracdo nos individuos
saudaveis, quando comparados aos leucémicos deste estudo, se assemelha aos resultados
de outros autores que demonstraram em suas publicacBes, que individuos saudaveis
possuem elevada concentracdo de carotenoides no plasma, tendo sido atribuida acéo
anti-oncogeénica a este componente bioquimico, como protetores contra neoplasias como
as leucemias agudas (NAVES, 1998; GOMES, 2007). Outro estudo demonstrou ainda
que a concentracdo de carotenoides aumentou em individuos leucémicos em remissao
(GONZALEZ-SOLIS et al., 2014).

5.3 Analise discriminante (PLS-DA e PCA-DA)

As técnicas de discriminacdo baseadas em PLS e PCA vém sendo utilizadas por
alguns autores com relativo éxito como preditores para discriminac¢do ou diferenciacao
entre tecidos saudaveis e doentes, especialmente na area oncoldgica (NGUYEN;
ROCKE, 2002; HUANG et al., 2013).

Os célculos de sensibilidade, especificidade e acurécia global (PARIKH et al.,
2008) demonstraram valores bastante elevados e consistentes utilizando-se da andlise
discriminante por PLS tanto no sangue total quanto no plasma. Os resultados obtidos na
classificacdo correta global (acurécia) para o sangue total e plasma foram préximos entre
si, porém numa avaliacdo geral os resultados foram mais favoraveis no sangue total,
definindo-o como a melhor amostra para a diferenciacdo entre os grupos saudavel e
leucémico, com varidveis espectrais que permitiram obter um conjunto reduzido de
preditores e com maior potencial de sucesso na classificacdo dos grupos. Na andlise
discriminante por PCA, o0s resultados obtidos no sangue total foram elevados,
demonstrando que na presenca das células sanguineas 0s componentes principais
tiveram relevancia na identificacdo dos grupos, enquanto a baixa sensibilidade no
plasma resultou em uma acuracia de 64,1%, fato que pode ser explicado pela propria
composicdo do plasma, que apresenta menor complexidade em relacdo ao sangue total
devido a auséncia de células, e assim apds a validacdo cruzada dos espectros Raman
resultou em um namero menor de componentes principais (PC1), que reduziram

significativamente a capacidade de classificacdo dos grupos estudados, especialmente os
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leucémicos. Gonzales-Solis et al. (2014), fizeram uso da espectroscopia Raman no soro
para 0 monitoramento de pacientes com leucemias agudas sob tratamento
quimioterapico, e através de ferramentas matematicas como a PCA e andlise
discriminante linear (LDA - linear discriminant analysis), e identificaram com sucesso
grupos amostrais pertencentes a individuos leucémicos e saudaveis, com diferengas
estatisticamente significativas que se assemelham aos resultados da pesquisa aqui
apresentada GONZALEZ-SOLIS et al., 2014.

E notéria a utilizacdo de ferramentas matematicas de analise multivariada com o
objetivo de identificagdo e classificagdo de grupos amostrais nas mais diversas areas do
conhecimento (NGUYEN; ROCKE, 2002; BODANESE et al., 2012; GONZALEZ-
SOLIS et al., 2014; HUANG et al., 2013). A analise por PCA tem como objetivo realizar
a segregacdo de grupos a partir das variancias que, maximizadas, dao sustentacdo a
classificacdo das amostras, e tem se mostrado uma ferramenta importante quando a
principal informag&o capaz de diferenciar os grupos amostrais € a variabilidade entre os
grupos, pois esta deve ser maior do que a variabilidade intra-grupo. Através das medidas
das distancias entre as variaveis, como Euclidiana (linear) ou Mahalanobis, determina-se
esta separacdo. No entanto, a PLS-DA se destaca sobre a PCA-DA, pois além das
informacdes das diferengas entre os grupos, sdo também reconhecidas as variancias
obtidas dentro dos grupos, e estas variancias sdo associadas aos grupos quando da
montagem do modelo de regressdo, e neste caso a PLS-DA apresenta melhor
desempenho na classificacdo de amostras quando comparada a PCA-DA (BARKER;
RAYENS, 2003).

5.4 A espectroscopia Raman e as técnicas convencionais para diagnéstico de

leucemias

Comparada as técnicas atualmente disponiveis para o diagnostico das leucemias
agudas baseadas na citomorfologia, imunofenotipagem e citogenética (SAGRILLO et
al., 2005; HAMERSCHLAK, 2008; ARBER et al., 2016), a espectroscopia Raman
apresentou vantagens significativas ao estabelecer um padréo espectral de diferenciacdo
baseada na diferenca da composicdo quimica (carotenoides e aminoacidos) no plasma e
celularidade (células vermelhas e brancas) e composi¢do quimica (proteinas) no sangue

total, entre individuos saudaveis e leucémicos, a partir de pequeno volume de sangue
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periférico, o que infere um cardter minimamente invasivo na obtencdo da amostra a ser
analisada. A espectroscopia Raman também apresentou vantagens em relacdo as demais
técnicas ao ndo necessitar 0 uso de reagentes ou preparacao especial da amostra, permitir
uma andlise espectral em tempo reduzido, e fazer uso de algoritmos matematicos e
estatisticos que podem levar a uma simplificacdo na andlise e interpretacdo dos
resultados, podendo ser inserido no rol de exames de triagem diagndstica, uma vez que
apresenta elevadas sensibilidade e especificidade possibilitando a exclusdo da suspeita
de leucemias. Isto permite que os médicos ampliem a investigacdo diagndstica para
outras doencas, definindo a conducgéo terapéutica sobre seus pacientes de forma precoce,
uma vez que o tempo entre diagndstico e tratamento é fator crucial para um bom

prognostico.

O processamento de sinais Raman via técnica PLS permite resultados rapidos e
precisos de discriminacdo, haja vista que ja estdo disponiveis softwares que facilitam o
modelamento e a anélise dos dados, tais como o utilizado nesta pesquisa (NUNES et al.,
2012). A técnica também vem sendo aplicada na area diagnoéstica, com a utilizacdo de
modelos Raman compactos que se assemelham os modelos bed-side com o objetivo de
utilizacdo em point-of-care, aplicados diretamente em amostras recém colhidas, uma vez
que, dentre suas inUmeras vantagens, esta o fato de ndo exigir preparacées ou 0 uso de
reagentes nas amostras e superior sensibilidade quando comparado a técnicas
consagradas como a espectrofotometria e cromatografia (HUTCHINGS et al., 2008;
OCEAN, 2018;). A técnica Raman institui uma nova tecnologia para novas formas de
diagnéstico de doencas complexas como as neoplasias (MAHADEVAN-JANSEN,
1996) e apresenta grande potencial como técnica promissora para o diagndstico de
doencas relacionadas ao sangue humano (BANKAPUR et al., 2010; GONZALEZ-
SOLIiS etal., 2014).

5.5 Trabalhos futuros

Devido ao conhecido poder de detalhamento observado neste estudo e em outros
ja publicados, nos quais se aplicou a espectroscopia Raman em amostras de sangue, é
possivel sugerir que no futuro, esta tecnologia seja instituida como ferramenta para a
discriminacgdo de linhagens celulares e componentes bioquimicos para a classificacdo de

leucemias linfoide e mieloide e seus subtipos. Ademais, 0s avangos das empresas
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fabricantes de espectrOmetros para a captacdo da energia vibracional Raman tém
permitido a confec¢do de equipamentos com dimensfes cada vez menores e de facil
utilizacdo, podendo futuramente ser portateis e acessiveis a comunidade médica, contudo
mantendo caracteristicas importantes da espectroscopia Raman, como a simplicidade na
operacionalidade e interpretacdo dos resultados, de forma rapida e minimamente

invasiva para um diagnostico seguro.
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CONCLUSAO

A espectroscopia Raman foi aplicada as amostras de sangue total e plasma de
sujeitos saudaveis e leucémicos para obtencdo de seus espectros, 0s quais tiveram seus
principais picos correlacionados aos componentes bioquimicos (proteinas, aminoacidos,
carboidratos, lipidios e carotenoides). Na analise exploratoria por PCA dos espectros do
sangue total, aplicou-se o teste t de Student que identificou 0os componentes principais 2
e 3 com diferencas -estatisticamente significativas (p < 0,01 e p < 0,001,
respectivamente) em picos atribuidos a proteinas, aminoacidos e carboidratos, que se
mostraram com maior intensidade no grupo saudavel, enquanto o grupo leucémico,
particularmente no Componente Principal 3, apresentou maior intensidade de
fosfolipidios constituintes da membrana das células, que geralmente se encontram em
grande quantidade em leucemias agudas. No plasma, a PCA identificou as maiores
diferencas nos Componentes Principais 2 e 4, (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente),
onde o grupo saudavel apresentou picos que indicam maior intensidade de proteinas,

aminoéacidos, fosfolipidios livres e carotenoides.

No modelo de classificagédo utilizando PLS aplicado ao sangue total, este tipo de
amostra mostrou superioridade nos resultados em relacdo ao plasma, ao adotar as trés
primeiras variaveis latentes para a classificacdo dos grupos leucémico e saudavel, com
especificidade de 100% e acuracia global de 96,5%, apresentando também melhores
resultados na classificagdo dos grupos quando comparado a discriminagdo por PCA em
ambos 0s tipos de amostras.

A espectroscopia Raman mostrou ter potencial como ferramenta diagnostica das
leucemias agudas para o incremento das técnicas atualmente disponiveis, permitindo
que os médicos definam o diagndstico precoce de forma rdpida e minimamente
invasiva, iniciando com brevidade a conduta compativel com os quadros de seus

pacientes.
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