UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

UMA ABORDAGEM METABOLOMICA EM PACIENTES COM
LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA E SINDROME MIELODISPLASICA

Autora: Flavia Favretto
Orientador: Prof. Dr. Adriano de Paula Sabino
Coorientador: Prof. Dr. Juliano Simoes de Toledo

Belo Horizonte

2018



Flavia Favretto

UMA ABORDAGEM METABOLOMICA EM PACIENTES COM

LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA E SINDROME MIELODISPLASICA

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Pés-Graduacao em Analises Clinicas e
Toxicolégicas da Faculdade de
Farméacia da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial a
obtencdo do grau de Mestra em
Analises Clinicas e Toxicolbgicas

Orientador: Prof. Dr. Adriano de Paula
Sabino

Coorientador: Prof. Dr. Juliano Simodes
de Toledo

Belo Horizonte

2018



Favretto, Flavia.
F846a Uma abordagem metaboldmica em pacientes com Leucemia
Linfocitica Cronica e Sindrome Mielodisplasica / Flavia Favretto. — 2018.

169 1. :il.

Orientador: Adriano de Paula Sabino.
Coorientador: Juliano Simoes de Toledo.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmécia, Programa de Pés-Graduacdo em Analises
Clinicas e Toxicolégicas.

1. Leucemia linfocitica crnica — Teses. 2. Neoplasias hematol6gicas
—Teses. 3. Metabol6mica — Teses. 4. Biomarcadores — Teses. |. Sabino,
Adriano de Paula. Il. Toledo, Juliano Simées de. lll. Universidade
Federal de Minas Gerais. Faculdade de Farmacia. IV. Titulo.

CDD: 616.99419




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

UF?iiG

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

FOLHA DE APROVACAO

Uma abordagem metabolémica em pacientes com Leucemia
Linfocitica Crénica e Sindrome Mielodisplasica

FLAVIA FAVRETTO

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
P6s-Graduagdo em ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS, Como requisito para
obtengdo do grau de Mestre em ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS, area de
concentragio ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS.

Aprovada em 14 de junho de 201 8, pela banca constituida pelos membros:

/7

UFSJ- Carripus Centro-Oeste. Laboratério de Protozoo
Wetoo C. €. Duon

Profa. Rita Carolina Figueiredo Duarte
UFMG

Belo Horizonte, 14 de junho de 2018.




AGRADECIMENTOS
A Deus, amparo e forca diante dos desafios.

A Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG e ao programa de Pés-Graduagao
em Analises Clinicas e Toxicoldgicas, pela oportunidade de realizagdo desse curso
de mestrado.

Agradeco imensamente ao meu orientador, Professor Dr. Adriano de Paula Sabino,
por toda a confiangca em abrir as portas e me acolher junto ao seu laboratério e ao
grupo de pesquisa em Onco-Hematologia. Por toda a ajuda, orientagéo,
ensinamentos, oportunidades e disponibilidade em todos os momentos.

Ao meu coorientador, Dr. Juliano Simdes de Toledo, pela contribuicdo na construcao
desse estudo, por ter-me apresentado a metabolémica. Sou grata pelas sugestoes,

ideias e auxilio em todas as analises.

Aos médicos do Servico de Hematologia do Hospital da Clinica da UFMG, em especial
ao Dr. Sergio Schusterschitz da Silva Araujo, por terem colaborado na selecao dos
pacientes para esse estudo.

Aos pacientes e aos individuos controles que tanto nos ensinam e que possibilitaram
que esse estudo acontecesse.

As meninas do grupo de pesquisa em Onco-Hematologia, em especial a Lorena
Caixeta Gomes, Tamara Dauare de Almeida e Fernanda Cristina Gontijo Evangelista,
pela ajuda no laboratério, pelo conhecimento compartilhado, pela amizade e pelos

momentos de descontracao.

A Dra. Bruna Mattioly Valente e ao Dr. Frederico Crepaldi Nascimento pela ajuda e
paciéncia na construgdo do heatmap.

A Vania Goulart pelas andlises e pelo auxilio nas duvidas do experimento.



Ao Professor Dr. Rodrigo Ribeiro Rezende pelas contribuicées e concessao do kit para
realizacado desse estudo.

Aos colegas e amigos do Programa de Pés-Graduacgédo da Faculdade de Farmacia e

do Hospital das Clinicas por toda amizade e pelo apoio recebido.

As bibiotecarias da Faculdade de Farméacia e da Faculdade de Medicina pelo auxilio
nas estratégias de busca.

Agradeco a minha familia, em especial meus pais, Alcides e Derci, por serem meu
exemplo, incentivo e pela possibilidade de chegar até aqui, meu muito obrigada!

Ao meu enteado Davi por sua ajuda com as funcgdes logaritmicas e programas

computacionais.

Aos membros da banca pela disponibilidade, atencédo e todas as contribuicoes.

Agradeco a todos que de uma forma ou de outra contribuiram para conclusao desse
trabalho.

E por ultimo e tdo especial ao meu marido Evandro por todo amor, incentivo e
cumplicidade, que tdo de perto me acompanhou e que tanto me entendeu nos
momentos dificeis, preenchendo a nossa vida com mais alegria e tornando a nossa

caminhada mais leve e feliz.

Ao CNPq, FAPEMIG e PRPqg-UFMG pelo auxilio financeiro.



De tudo ficarédo trés coisas:

a certeza de estar sempre comegando,

a certeza de que é preciso continuar

e a certeza de ser interrompido antes de terminar.
Fazer da queda um passo de danca,

do medo uma escada, do sonho uma ponte,

da procura um encontro."

Fernando Sabino



RESUMO

A Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) e a Sindrome Mielodisplasica (SMD) séo
neoplasias hematoldgicas que resultam em alteragdes quantitativas e qualitativas das
células sanguineas. Na LLC verifica-se o acumulo de células neoplasicas (linfocitos
B) em linfonodos, na medula 6ssea e no sangue periférico, enquanto que na SMD é
observada uma medula éssea hipercelular e com pancitopenia no sangue periférico.
Ambas as neoplasias hematoldgicas possuem limitacdes inerentes aos sistemas de
estadiamento, favorecendo a busca por marcadores clinicos e bioldgicos que possam
aprimorar a predicao evolutiva dessas doencas. A metabolémica € uma abordagem
analitica recente que busca a identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos presentes
nas amostras biolégicas e outras. As variacbes das concentracbes plasmaticas
apontadas por ela podem ser Uteis para investigar possiveis biomarcadores. Contudo,
ainda sao incipientes as aplicacbes dessa analise em pacientes com leucemias.
Foram analisadas amostras de plasma de 22 pacientes com LLC e 11 pacientes com
SMD, provenientes da Unidade de Hematologia e Oncologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais, e de 19 individuos saudaveis que
constituiram o grupo controle. Os metabdlitos foram analisados por meio de uma
abordagem metabolémica targeted quantitativa e controlada com base nas instru¢des
do kit Absolute/DQ® p180 Kit (Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Austria).
Utilizou-se a técnica de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC) associada
ao analisador de massa tandem quadrupolo. O ensaio validado permitiu a
identificacdo abrangente e a quantificacdo de 186 metabdlitos enddgenos, incluindo
21 aminoacidos, 19 aminas biogénicas, 40 acilcarnitinas, 90 glicerofosfolipideos, 15
esfingolipideos e 01 soma das hexoses. Os dados foram analisados por métodos
estatisticos multivariados (SIMCAP+ (14.0.1, MKS) e univariados (MATLAB). Foram
utilizados os modelos estatisticos de PCA, PLS-DA e OPLS-DA para criar o
ranqueamento de metabdlitos (significancia a partir de um p<0,05). Analisou-se as
rotas metabdlicas através dos bancos de dados HMDB, KEGG e MBROLE. Foram
selecionados alguns metabdlitos que tiveram destaque pelo aumento ou pela
diminuicao da concentracdo na LLC e na SMD quando comparados ao grupo controle,
pertencentes a classe quimica das acilcarnitinas, aminas biogénicas, aminoacidos e
glicerofosfolipideos. A andlise preliminar do perfil metabdlico desse experimento
permitiu identificar metabdlitos relacionados aos processos do metabolismo do
cancer, 0os quais podem ser considerados possiveis alvos para futuras pesquisas de
marcadores de diagndstico e progndstico bem como alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Leucemia linfocitica crénica. Sindrome Mielodisplasica.
Metabol6mica. Biomarcadores.



ABSTRACT

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) and Myelodysplastic Syndrome (MDS) are
hematological malignancies that result in quantitative and qualitative changes in blood
cells. In CLL, neoplastic cells (B lymphocytes) accumulation in lymph nodes, bone
marrow and peripheral blood is observed, whereas in MDS a hypercellular bone
marrow and peripheral blood pancytopenia are observed. Both hematological
malignancies have staging systems limitations favoring the search for clinical and
biological markers that can improve these diseases prediction. The metabolomics is a
recent analytical approach that seeks the identification and quantification of the
metabolites present in the biological samples and other. The variations in plasma
concentrations indicated by it may be useful to investigate possible biomarkers.
However, the applications of this analysis in patients with leukemias are still incipient.
Plasma samples from 22 patients with CLL and 11 MDS patients from the Hematology
and Oncology Unit of Hospital das Clinicas of the Federal University of Minas Gerais
and of 19 healthy individuals who constituted the control group were analyzed.
Metabolites were analyzed using a quantitative and controlled metabolomic target
based on Absolute / DQ® p180 Kit (Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Austria)
instructions. The Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) technique
associated with the tandem quadrupole mass analyzer was used. The validated assay
allowed a comprehensive identification and quantification of 186 endogenous
metabolites, including 21 amino acids, 19 biogenic amines, 40 acylcarnitines, 90
glycerophospholipids, 15 sphingolipids and 1 sum of hexose. The data were based on
multivariate statistical methods (SIMCAP + (14.0.1, MKS) and univariate (MATLAB).
PCA, PLS-DA and OPLS-DA statistical models were used to create a metabolic
ranking (significance from a p <0.05). Metabolic routes were analyzed through HMDB,
KEGG and MBROLE databases. Were selected some metabolites that were which
were highlighted by an increase or decrease in concentration levels in CLL and SMD
when compared to control group, belonging to acylcarnitines, biogenic amines, amino
acids and glycerophospholipids chemical class. Metabolic profile preliminary analysis
of this experiment allowed identification of metabolites related to cancer metabolism
processes, which may be considered possible targets for future research of diagnostic
and prognostic markers as well as therapeutic targets.

Keywords: Chronic lymphocytic leukemia. Myelodysplastic Syndrome. Metabolomics.
Biomarkers.
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INTRODUCAO

O cancer se refere a um grande numero de doencas caracterizadas pelo
desenvolvimento de células anormais que se dividem incontrolavelmente e tém a
capacidade de se infiltrar e destruir o tecido corporal normal. O cancer pode se
desenvolver praticamente em qualquer lugar do corpo. A maioria dos canceres se
insere em trés principais grupos: carcinomas, sarcomas e leucemias ou linfomas. Os
Carcinomas representam aproximadamente 90% dos casos de cancer em humanos
e se mimetizam a linhagens epiteliais. Sarcomas sao tumores solidos, mais raros, do
tecido conectivo (musculos, tendées e o0ssos). Leucemias e linfomas que
correspondem aproximadamente 7% das doengas humanas malignas, sdo neoplasias
hematolégicas (COOPER et.al., 2007).

As células do cancer diferem das células normais pela auséncia de resposta
aos mecanismos regulatérios da proliferacéo, apoptose e senescéncia celular. Esses
mecanismos podem ser intracelulares, dependentes da interacido entre a célula e o
meio ambiente ou de interagcao célula-célula (ZAGO et al., 2013). Leucemia é um tipo
de cancer causada por uma alteracao na proliferacdo anormal dos leucécitos e dos
seus precursores no sangue e na medula 6ssea. E uma doenca heterogénea com
envolvimento de anormalidade genética e alterac6es cromossémicas. As leucemias
sao classificadas de acordo com o tipo celular envolvido (mieloide ou linfoide) e com
0 grau de maturacao das células envolvidas (MANISHA, 2012). As leucemias sao
doencas progressivas, neoplasias malignas que acometem o sistema hematopoiético
do homem, ocupando o 11¢lugar na incidéncia de cancer mais comum em todo mundo
(GLOBOCAN, 2012). Para o Brasil, estimam-se 5.940 casos novos de leucemia em
homens e 4.860 em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019, segundo as
estimativas do INCA (Instituto Nacional de Cancer). Esses valores correspondem a
um risco estimado de 5,75 casos novos a cada 100 mil homens e 4,56 casos novos
para cada 100 mil mulheres, ocupando a nona e a décima posicoes, respectivamente
(INCA, 2018).

Dentre os varios subtipos de leucemias estas podem ser classificadas na forma
“aguda” ou “crénica”. A determinacgéo é baseada na fase da diferenciacao celular, isto

€, no momento de origem da neoplasia. Leucemias agudas se caracterizam pela
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proliferacao clonal acompanhada de bloqueio maturativo, o que possibilita a existéncia
de diferentes subtipos de leucemias, caracterizam-se pela presenca de células muito
imaturas (denominadas blastos) e de evolucao rapidamente fatal em pacientes nao-
tratados (LIESNER e GOLDSTONE, 1997). Enquanto que as leucemias crbnicas
também sao procedentes de uma célula clonal imatura “defeituosa”, mas possuem a
capacidade de se diferenciar em células que se assemelham a morfologia de células
normais “maduras”. A diferenciacao entre as formas agudas e cronicas geralmente
podem ser feitas pela avaliagdo morfolégica do sangue periférico e/ou da medula
Ossea. A distincao e subclassificacdo das leucemias sao importantes em funcéao dos
diferentes tratamentos disponiveis bem como para o prognéstico da doenca
(GRIMWADE et al., 2017). Até a década de 1970 as leucemias agudas eram divididas
em leucemias linfoides, nao linfoides e monociticas. Em 1976, foi lancada a
classificacdo FAB baseada na morfologia dos blastos e nas reagdes enzimatico-
citoquimicas. Na década de 90 surgiu uma classificacao subsidiada pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) e atualizada em 2008 que estratificou as doencas em
diferentes categorias e as definiu de acordo com a combinacdo da morfologia,
imunofendtipo, aspectos genético-moleculares e sindromes clinicas (ZAGO et al.,
2013).

Recentemente em maio de 2016, foram apresentadas pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) novas atualizacbes para classificacdo dos tumores
hematopoiéticos e linfoides. Na nova atualizacdo da OMS relativa as Neoplasias
Mieloides e Leucemias Agudas foram consideradas caracteristicas clinicas,
morfolégicas, imunofenotipicas citogenéticas e genética molecular que de sao de
grande importancia para distincdo dessas doencas (ARBER et al.,, 2016). Para as
Neoplasias Linfoides a nova revisdo esclarece e refina os critérios de diagnéstico e o
gerenciamento das lesdes nos estagios iniciais da linfomagénese, detalha a
ampliacao do cenario genético/molecular das numerosas neoplasias linfoides e seus
correlatos clinicos, conduzindo a estratégias terapéuticas mais direcionadas
(SWERDLOW et al., 2016).

De uma maneira geral as neoplasias mieloides e leucemias agudas sao
divididas em nove grandes grupos (Tabela 1) e suas subdivisdes: neoplasias
mieloproliferativas crénicas (NMPC), neoplasias linfoides/mieloides com eosinofilia e
anormalidades de PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 ou com PCM1-JAK2, neoplasias com

feicdes intermediarias entre SMD/NMPC, Sindromes mielodisplasicas (SMD), o amplo
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grupo das leucemias mieloides agudas (LMA), as leucemias agudas com linhagem
ambigua (LALA), neoplasias de células dendriticas plasmocitéides blasticas, as
leucemias / linfoma linfoblastico de células B e a leucemias / linfoma linfoblastico de
células T (ARBER et al., 2016).

Tabela 1 - Classificacao da OMS 2016 relativa as Neoplasias Mieloides e
Leucemias Agudas

Neoplasias mieloides e Leucemias agudas

Neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMPC)
Neoplasias linfoides/mieloides com eosinofilia e anormalidades de PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 ou
com PCM1-JAK2

Neoplasias com feigcoes intermediarias entre SMD/NMPC
Sindromes mielodisplasicas (SMD)

Grupo das leucemias mieloides agudas (LMA)

Leucemias agudas com linhagem ambigua (LALA)
Neoplasias de células dendriticas plasmocitoides blasticas

Leucemias / linfoma linfoblastico de células B
Leucemias / linfoma linfoblastico de células T
Fonte: Adaptado (ARBER et al., 2016).

Para as neoplasias linfoides sdo cinco grandes grupos (Tabela 2) e seus
subgrupos, sendo os principais: neoplasias linfoides B maduras (Leucemia linfoide
cronica/linfoma linfocitico de células pequenas), neoplasias linfoides de células T e
NK maduras, linfoma de Hodgkin, desordem linfoproliferativa pds-transplante,
neoplasia das células dendritica/ histiocitica (SWERDLOW et al., 2016).

Perante o exposto acima, torna-se necessario a busca por marcadores que
permitam auxiliar no diagnéstico e progndéstico das leucemias. O estudo do perfil
metabdlico tem sido utilizado para identificacdo de biomarcadores em diversas
doencas. A caracterizacdo dos tipos e diferentes propor¢des dos metabdlitos sao

indicadas para essa pesquisa inicial de biomarcadores.



Tabela 2 - Classificacao da OMS 2016 relativa as Neoplasias Linfoides
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Neoplasias Linfoides

Neoplasias linfoides B maduras (Leucemia linfoide crénica/linfoma linfocitico de células pequenas)
Neoplasias linfoides de células T e NK maduras

Linfoma de Hodgkin

Desordem linfoproliferativa pds-transplante

Neoplasia da célula dendritica/ histiocitica

Fonte: Adaptado (SWERDLOW et al., 2016)
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Leucemia Linfocitica Cronica
2.1.1 Definicao

As doencas linfoproliferativas crénicas constituem um grupo heterogéneo de
neoplasias, que tém em comum a origem a partir de células linfoides maduras
(periféricas), que além de infiltrarem 6rgaos linfoides, como ganglios linfaticos e baco,
também estdo presentes na medula éssea e no sangue periférico. A Leucemia
linfocitica crénica (LLC) é a mais comum das doencgas linfoproliferativas cronicas
(ZAGO et al., 2013). A LLC é caracterizada por uma expansao clonal de linfocitos B,
maduros, nao funcionais que apresentam alta expressao para CD5+, CD19+, CD20+/-
e CD23+ e com fraca expressdao de imunoglobulinas IgM e IgD de superficie
(SHAHJAHANI et al., 2015) . As células se acumulam no sangue periférico, na medula
0ssea, no figado, no bago e nos linfonodos como resultado de sobrevida prolongada
com diminui¢do da apoptose (HOFFBRAND e MOSS, 2012).

2.1.2 Epidemiologia

A LLC representa a leucemia mais comum entre adultos nos paises ocidentais,
representando aproximadamente 25% das leucemias e 25% dos linfomas n&o-
Hodgkin (RAI e JAIN, 2016). A taxa de incidéncia é similar na Europa e EUA e varia
entre 4 a 6 casos por 100.000 habitantes por ano. A idade média no diagnéstico situa-
se entre 67 e 72 anos. E ligeiramente mais comum em homens do que em mulheres
(proporcao 1,7:1) e sua incidéncia aumenta com a idade, portanto a prevaléncia e a
mortalidade da LLC provavelmente aumentardo ainda mais devido as mudangas
demogréficas na sociedade nas préximas décadas. Além disso, nas ultimas décadas,
a LLC tem sido frequentemente diagnosticada também em individuos jovens, com
quase 15% dos pacientes com idade de até 55 anos (MILLER et al., 2016; HALLEK,
2017). A LLC é menos frequente em individuos com origem asiatica e de paises do
Oriente Médio (YAMAMOTO e GOODMAN, 2008).
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2.1.3 Fisiopatologia

A etiologia da LLC ainda € desconhecida. Genética e fatores ambientais podem
ter um papel importante. A baixa incidéncia de LLC em individuos com etnia oriental
e a maior incidéncia (8-10%) nos individuos de familias que possuem outras
neoplasias de células B refletem a importdncia para um potencial fator genético
(LANASA, 2010). O desenvolvimento normal do linfécito B engloba diferentes etapas
que tém inicio nos 6rgaos linfoides primarios (medula éssea e timo), com subsequente
diferenciacao nos tecidos linfoides secundarios, tais como linfonodos e bago. Durante
esses estagios de desenvolvimento, diversas modificacbes genéticas ocorrem a fim
de formar os receptores e as imunoglobulinas essenciais para uma resposta imune
normal. No entanto, essas modificacées podem levar a ocorréncia de anormalidades
que podem originar uma neoplasia (NOGAI et al., 2011). E na medula 6ssea que as
células precursoras hematopoéticas (chamadas de células-tronco ou stem cells)
recebem sinais de células estromais para que se inicie o desenvolvimento dos
progenitores linfoides (CATELAN et al., 2008).

Inicialmente, essas células-tronco programadas para a producao de linfécitos
produzem um precursor denominado células pré-B que por indugdo de citocinas
expressam 0s genes desoxinucleotidiltransferase terminal (TdT) e o0s genes
ativadores da recombinacao, RAG1 e RAG2, que comandam a recombinacao génica
necessaria para a producado de imunoglobulinas. Outros antigenos de membrana
como CD22, CD10, CD20 e CD21 e CD5, também aparecem durante a diferenciacéao
do linfocito B (ZAGO et al., 2013). Ainda na medula 6ssea, nas células pré-B, inicia-
se a sintese do gene da cadeia pesada da Ig (u-um) e dos genes da cadeia leve da Ig
(, kappa, ou A lambda). Para que o linfécito progrida para estagio posterior existe a
necessidade de uma recombinacdo aleatéria de genes que codifiguem as regides
variaveis das cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas a fim de formar o receptor
de células B (BCR) (Figura 1) mediado por um processo chamado recombinacao V
(D) J. Esse processo envolve quebra do &cido desoxirribonucléico (DNA) e
recombinacdo dos genes RAG1 e RAG2 (NOGAI et al., 2011).
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Figura 1 - Expressao do BCR durante o desenvolvimento e maturacao do
linfocito B
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Fonte: EFREMOV e LAURENTI, 2014.

Legenda: A) Estrutura da imunoglobulina composta por: IgHC (cadeia pesada da imunoglobulina)
IgLC (cadeia leve da imunoglobulina), regido variavel (azul claro) e regido constante (verde claro) da
imunoglobulina. B) Desenvolvimento das células B a partir de stem cell na medula éssea, seguido
pelo sangue e 6rgaos linfoides secundarios (linfonodos e bago). O rearranjo dos genes da IgVH
(regiao variavel da cadeia pesada da imuglobulina) ocorre no estagio da célula pro-B e posteriormente
seguido pelo rearranjo dos genes IgVL (regidao variavel da cadeia leve da imuglobulina). Apés o
encontro com antigenos, as células B se estabelecem nos centros germinativos (tecidos linfoides
secundarios, como linfonodos), onde ocorre a expansao clonal, hipermutagdo somatica e maturacao
celular.

O rearranjo dos segmentos génicos da regiao V (variavel), D (diversidade) e J
(juncao) resulta em uma sequéncia uUnica de aminoacidos que codifica o dominio de
ligacéo do antigeno ao receptor da célula B (BCR ou IgM), sendo que essa producao
do receptor € independente da presenca ou influéncia do antigeno, mas depende do
contato com células do estroma medular. O complexo do BCR inclui, além da
imunoglobulina de membrana duas cadeias peptidicas, denominadas Iga (CD79a) e
Igb (CD79b), que se associam de modo ndo covalente, e tém a fung¢édo de dar inicio a
sinalizag&o intracelular ap6s o encontro com o antigeno. O BCR € um regulador-chave
do desenvolvimento de células B, sobrevivéncia, proliferacao, diferenciacao funcional
e migracao, além de desempenhar um papel importante na patogénese de varias
malignidades da célula B (WIESTNER, 2015).
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As células de LLC recebem dois tipos de sinais através do BCR (Figura 2): o
primeiro tipo é desencadeado por ligacdo ao antigeno externo, o que resulta na
agregacao de BCRs vizinhos (como co-receptores) e subsequente formagdo de um
complexo de sinalizacdo que propaga sinais para o interior da célula, podendo induzir
a uma variedade de respostas como proliferagcdo, sobrevivéncia, diferenciacao,
anergia ou apoptose. O segundo tipo de sinalizacdo, conhecido como BCR autbnomo
ocorre na auséncia de um dos antigenos externos (EFREMOV e LAURENTI, 2014).
A transducdo de sinais do BCR envolve uma rede de quinases e moléculas que
estimulam respostas intracelulares tais como, tirosina quinase esplénica (Spleen
tyrosine kinase (SYK), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a tirosina quinase de Bruton
(Btk) (WIESTNER, 2015). As vias de sinalizacdo do BCR contém varios alvos que
estdo sendo usados na intervencao terapéutica (RAMSAY e RODRIGUEZ-JUSTO,
2013). Em teoria é possivel uma diversidade enorme de combinagdes diferentes das
regides variaveis das cadeias pesadas e leves, gerando um vasto repertério de
possiveis locais de ligacao ao antigeno. No entanto, as células da LLC exibem um
repertdrio restrito de possibilidades dessas combinacdes para a regido variavel da
cadeia pesada da imunoglobulina (IgVH), sugerindo que as células da LLC possuem
antigenos distintos de especificidades (WIESTNER, 2015).

Durante este processo, apenas as células que adquiriram genes de regides
variaveis de cadeia leve e pesada que podem ser traduzidas em proteinas
sobreviverao, enquanto todas as outras entram em apoptose. Uma vez que o BCR é
expresso, os linfocitos deixam a medula 6ssea e se tornam maduros, denominando-
se células B maduras ou linfécito B naive (NOGAI et al., 2011), conforme mostrado
na Figura 1. Essas células B que deixaram a medula éssea completam sua maturagéao
nos orgaos linfoides secundarios (linfonodos e bacgo), podendo ser encontradas no
sangue e 6rgaos linfoides periféricos de individuos normais, nesse estagio co-
expressam as imunoglobulinas de classe IgM e IgD, que sdo acompanhadas de
competéncia funcional. Por essa razao, essas células sdo chamadas de células B
maduras (CATELAN et al., 2008).
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Figura 2 — Vias de sinalizacao do BCR nas células da LLC
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Fonte: Adaptado de EFREMOV e LAURENTI, 2014.

Legenda: A) A agregagao do BCR com antigeno externo induz a fosforilagdo de imunoreceptor baseado
em tirosina (ITAM: Immunoreceptor Tyrosyne based Activation Motif). A fosforilagdo desses
imunoreceptores é mediada por proteinas quinases, como Lyn Sky e BTK. Os ITAMs possuem residuos
de tirosina que sao fosforilados por tirosina quinases, dando inicio a uma cascata de eventos
bioquimicos no citoplasma, que por sua vez, ativa os fatores de transcricdo que estimulam a expressao
dos genes necessarios culminando na ativagdo da resposta bioldgica da célula. B) As interacdes
intermoleculares BCR-BCR geram um segundo tipo de sinal em células de LLC. Essa via de transdugéo
ainda nao totalmente caracterizada, muitas das moléculas das vias induzidas pelo antigeno externo
parecem estar envolvidas. A principal consequéncia celular desta via parece ser o aumento da
sobrevivéncia das células leucémicas e uma provavel anergia celular. As formas em vermelho das vias
sdo alvos terapéuticos.

Devido a sua progressao clinica relativamente lenta, a LLC é classicamente
descrita como uma doenca de acumulacao e ndo como de proliferacdo. As células da
LLC “escapam” dos mecanismos apoptéticos, o que representa um obstaculo
significativo na superacao da resisténcia clinica para terapias. Dessa forma, ha uma
acumulacao de células B malignas no sangue, na medula 6ssea, linfonodos e no baco,
e a principal causa desse acumulo pode ser mais atribuida a desregulacdo da
apoptose do que a um aumento na taxa de proliferagéo, o que parece desempenhar
um papel crucial na progresséo da doenga. No entanto, evidéncias recentes sugerem
que a LLC pode ser mais dindmica do que se supunha anteriormente, e que a
proliferacdo também pode ser um fator contribuinte para o crescimento dessa
neoplasia. As taxas de proliferacdo e de morte celular (apoptose) diferem

consideravelmente entre os pacientes com LLC, sendo o nivel do turnover celular



29

importante para a caracterizacdo e progressao da doenca nos pacientes com LLC
(PODHORECKA et al., 2016).

Células estromais da medula Ossea, células derivadas dos mondcitos,
designadas “nurse-like cells” e células T podem regular vias de sobrevivéncia através
da producéo de varias quimiocinas ou citocinas, o que pode aumentar a sobrevivéncia
das células na LLC (Figura 3). A proliferacdo celular é mantida pelo tecido do
microambiente tumoral que pode induzir a regulacdo positiva de proteinas anti-
apoptoéticas, aumentando desse modo a sobrevivéncia das células na LLC (TEN
HACKEN e BURGER, 2014; SHAHJAHANI et al., 2015). Os linfonodos parecem ser
o principal sitio da proliferacédo da LLC, devido a ativacdo das vias como o NF-kB
(factor nuclear kappa B) e do receptor BCR dessas células comparado com o
observado na medula 6ssea e sangue periférico. As células estromais da medula
Ossea criam um nicho que protegem as células LLC contra apoptose espontanea e a
induzida por drogas. A interacao das células da LLC com as nurse-like cells é através
de varios mecanismos incluindo a secregéo de fatores como as quimiocinas CXCL12
e CXCL13 e a expressao de moléculas que protegem as células da LLC da apoptose
(FABBRI e DALLA-FAVERA, 2016). Um avango significativo na compreensao da
patogénese molecular da LLC levou a um renovado destaque no papel do
microambiente tumoral e do receptor das células B (BCR) (RAMSAY e RODRIGUEZ-
JUSTO, 2013). Componentes soluveis, estruturais e celulares do microambiente
tissular podem cooperar com o BCR para influenciar a resposta celular (WIESTNER,
2015).
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Figura 3 - As células da LLC interagindo com elementos soluveis, estruturais e
celulares no microambiente tissular
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Fonte: WIESTNER, 2015.
Legenda: Modelo in vitro, mostrando possiveis interagcbes entre as células LLC e os componentes
do microambiente.

Anormalidades nas vias de apoptose ainda sdo consideradas como mecanismo
critico do desenvolvimento da doenca, além disso, muitas terapias anticancerosas,
em particular a quimioterapia, tém a capacidade de induzir apoptose em células-alvo
da LLC. Resumidamente oito mecanismos, descritos abaixo, sdo os responsaveis pela
desregulacdo da apoptose das células na LLC, conforme descrito por Podhorecka
et.al. (PODHORECKA et al., 2016).

1) Interagao entre os sinais do microambiente e o receptor de células B: As Ultimas
décadas, apontam que a interacdao entre receptor células B e microambiente tem
importante papel na patogénese da LLC. A evidéncia do BCR na patogénese da
doenca é demonstrada pelo fato que o seu estado mutacional é forte fator preditivo do
desfecho da doenca. O microambiente medular também €& muito importante, sendo
que a maioria dos eventos proliferativos ocorrem nos ganglios linfaticos e na medula
0ssea, onde as células neoplasicas recebem sinais por meio de interagdes com o
microambiente que permitem a evasdo da apoptose e a aquisicdo de melhores
condigdes de crescimento (RAMSAY e RODRIGUEZ-JUSTO, 2013). Esses sinais sdo
mediados por uma série de quinases (PODHORECKA et al., 2016) enzimas que

catalisam a transferéncia de um grupo fosfato de um composto de alta energia (em
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geral do ATP) para um receptor, moléculas-alvo especificas (substratos), processo
esse denominado fosforilagao (SILVA et al., 2009).

2) Desregulagéo da familia BCL-2: considerando que a apoptose tem duas vias de
ativacdo a via extrinseca (mediado por receptor) e a via intrinseca (mediada pela
mitocéndria) e ambas levam a ativacao das caspases, que, por sua vez, leva a morte
celular. A via intrinseca é regulada pelas proteinas da familia BCL-2 (BILLARD, C.
2014). Essas proteinas regulam a permeabilidade da membrana externa
da mitocédndria e podem ter funcdes pré-apoptédticas (BAX, BAD, BAK e BIM entre
outros) e anti-apoptéticas (BCL-2 propriamente dita, BCL-XL, MCL-1) (MURRAY, F.;
INSEL, P. A., 2013). A ativagao da BCL-2 esta correlacionada com a perda de fungéao
reguladora dos microRNAs mirR-15a e miR-16-1, bem como a hipometilagdo do gene
promotor BCL-2 (CIMMINO et al., 2005; HANADA et al.,1993). A indugao da apoptose
€ dependente da razao entre BCL-2/BAX, sendo, ja bem estabelecido os altos niveis
de proteinas anti-apoptéticas BCL-2 nas células da LLC. Além disso, a elevagao da
BCL-2 esta associada a um ineficiente manejo clinico, resisténcia a quimioterapia e a
remissao da doenca (TZIFI et al., 2012).

3) Desregulacdo das proteinas da familia TNF: pesquisadores destacaram a
importancia das proteinas membros da familia TNF (Familia dos Fatores de Necrose
Tumoral), como BAFF (fator ativador de célula B - B-cell activation factor), APRIL
(ligante indutor de proliferagdo - A Proliferation Inducing Ligand), TACI
(transmembrane activator and calcium modulatorand cyclophilin ligand-interactor) e
BAFF-R (receptor BAFF) na inibicao da apoptose das células na LLC. As proteinas da
familia TNF sdo ativadoras das vias do receptor das células B, sendo moléculas
criticas para sobrevivéncia e proliferacao das células B (KERN et al., 2004).

4) Desregulacao das proteinas da familia NF-kB: a capacidade do NF-kB (fator nuclear
kappa B) de inibir a apoptose e induzir a proliferagao celular sugere que ele pode ser
um fator muito importante na oncogénese e progressao tumoral em numerosas
doencas neoplasicas como a LLC. O NF-kB esta associado com a transcricdo de
varios genes anti-apoptéticos, como a familia BCI-2. Nas células da LLC altos niveis
de NF-KB tém sido encontrados em comparacao com as células normais (TZIFI et al.,
2012; BILLARD, C. 2014).

5) Vias PI3K-PKC-AKT: As isoenzimas da PKC (proteina quinase C) desempenham
um papel na proliferacao celular, sobrevivéncia, apoptose, angiogénese e também na

resisténcia ao tratamento usado na LLC. Tem sido descrito que PI3K (fosfatidilinositol-
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3-quinase) e PKC podem ativar AKT (serina-treonina quinase) contribuindo para o
aumento da sobrevivéncia e reducdo do apoptose nas células da LLC (BARRAGAN,
et al., 2002).

6) Desregulacao da fungao da proteina p53: Entre as anormalidades citogenéticas das
células da LLC, uma das mais importantes para a inibicao da apoptose parece ser
aquela que afeta a funcao do regulador do ciclo celular p53 (fosfoproteina nuclear de
53 kD). O gene supressor de tumor TP53 (tumor protein 53), que codificada a proteina
p53, esta localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1). Pacientes com LLC
em curso de diagndstico mostram aproximadamente cerca de 5-7% dessa supressao
da TP53 e aqueles com doenca progressiva e refrataria possuemesta eliminacao em
torno de 25-40% (LE GARFF-TAVERNIER, M. et al., 2011).

7) PD-1 e seus ligantes: A proteina de morte celular programada 1, também conhecida
como PD-1, € um imunoreceptor expresso pelas células T e atua como um regulador
negativo do sistema imunologico através de uma interagdo com o seu ligante (PD-L1).
Esta proteina possui fungéo inibitéria em linfocitos T e linfécitos B, sendo importante
na tolerancia periférica. PD-1 é expresso na maioria dos linfécitos T e num pequeno
subconjunto de linfécitos B. O PD-1 encontrado em células da LLC pode representar
uma nova molécula envolvida no mecanismo da doenca e podera fornecer um novo
alvo para a terapia como também marcador de prognéstico. Suprimindo a funcao das
células T, ainteragdo PD-1 e PD-L1 pode diminuir a apoptose das células leucémicas,
eliminando um mecanismo de defesa contra desordens neoplasicas (MUENST, S. et
al., 2010).

8) Via AMPc: O AMPc (3’5"-adenosina-monofosfato-ciclico) é um segundo
mensageiro intracelular importante em muitos processos biolégicos. O nivel
aumentado de AMPc induz a apoptose em varios casos de células malignas, tais como
as células de LLC (GRZYWNOWICZ et al., 2012)

Como os niveis de AMPc em células normais do sangue periférico sdo mais elevados
do que nas células da LLC, estudos sugerem um defeito nessa via, embora mais
pesquisas ainda sejam necessarias para o seu entendimento. Por outro lado, agentes
terapéuticos como glicorticoides e clorambucil matam as células de LLC por aumento
intracelular de AMPc (MURRAY, F. &; INSEL, P.A., 2013).

Conforme apresentado anteriormente a patogénese da LLC €& um processo de
multiplas etapas, que consiste em varias fases distintas que se caracterizam pela

aquisicao de defeitos genéticos especificos, que cooperam com diversos sinais
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microambientais para impulsionar a expansao dos clones leucémicos, conforme
demostrado na Figura 4. O defeito genético primario provavelmente reside no nivel da
célula-tronco hematopoiética (stem cell) e representa uma predisposicdo genética
hereditaria ou uma lesdo genética adquirida, com ganho em seguida de mais de
lesbes genéticas como delecdo do del13g14 e mutacées em NOTCH1, SF3B1,
BIRC3, TP53 e ATM favorecem para a progressao da LLC (EFREMOV e LAURENTI,
2014).
Figura 4 - Modelo de desenvolvimento das células na LLC
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Antigen-
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Fonte: ZHANG e KIPPS, 2014.

Legenda: Mutagdes que contribuem para o desenvolvimento da LLC podem ocorrem em qualquer fase
do desenvolvimento de células B, incluindo as células hematopoéticas stem cells. Stem cells portadoras
de mutagdes oncogenéticas podem dar origem a células B com algumas vantagens no seu crescimento
e sobrevivéncia. As células B (precursor naive) entrardo no centro germinativo no nédulo linfatico onde
serdo submetidas a apresentagao do antigeno dependente das células T, ou entrardo na zona marginal
do centro germinativo onde se submetem & apresentagéo de antigenos independente de células T. As
células de LLC que tém mutagbes na cadeia pesada da imunoglobulina sao definidas como LLC-
mutadas enquanto que as células B que nao sofreram muta¢des somaticas na regido variavel da cadeia
pesada da imunoglobulina sao definidas com LLC ndo-mutadas. A expanséo do clone LLC (ou MBL)
esta associada a acumulagao de lesdes genéticas adicionais assim como interagbes continuas com
células e antigenos do microambiente. Abreviagdes: HSC: célula-tronco hematopoiética; Ag: Antigeno;
MBL.: linfocitose B monoclonal; U-CCL: IgVH ndo mutado; M-CCL: IgVH mutado

2.1.4 Quadro clinico

A LLC é identificada em um exame de sangue (hemograma) de rotina e sua
apresentacao clinica no diagnostico é bastante variavel, com aproximadamente 60%
dos pacientes sao assintomaticos. Nos pacientes sintomaticos, os achados mais
comuns sao a linfoadenopatia generalizada, perda de peso e cansaco. Os ganglios
sao geralmente pequenos, mas podem ser muito volumosos (ZAGO et al., 2013;
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RODRIGUES et al., 2016). A esplenomegalia e, menos frequente, a hepatomegalia
sdo usuais em estagios tardios. A imunossupressdo, resultante de
hipogamaglobulinemia e disfungdo da imunidade celular, € um problema significativo
na LLC existindo uma maior vulnerabilidade para infec¢oes, explicada por defeitos
imunolégicos na imunidade humoral e mediada por células. No inicio da doenca
predominam infecgdes bacterianas; na doencga avancada, surgem infecgdes flngicas
e virais, como herpes-zoster (HOFFBRAND E MOSS, 2012). O avanc¢o da doencga é
frequentemente caracterizado por complicacdes infecciosas, representando a
principal causa de mortalidade. As infecgdes bacterianas s&o comuns, mesmo antes
do tratamento e o0s agentes mais frequentes sdo Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae. Sintomas e sinais de anemia
podem estar presentes, ja petéquias e quimoses por trompocitopenia sdo poucos
frequentes. A LLC é associada com manifestagdes autoimunes, na maioria dos casos
diretamente direcionadas as células hematopoéticas. Anemia e trombocitopenia
podem ser observada em 15-30% dos pacientes. A anemia hemolitica autoimune é a
mais frequente seguida pela trombocitopenia imune. Deve-se notar que
autoanticorpos contra glébulos vermelhos ou antigenos das plaguetas sao
sintetizados por clones ndo-malignos de células B, e tém sido relacionados a uma
profunda desregulacao do sistema imunolégico devido a LLC (RODRIGUES et al.,
2016; SCARFO et al., 2016). Durante a evolucéo da doenca, de 3% a 15% dos casos
podem ocasionar a Sindrome de Richter, caracterizada, na maioria das vezes, pelo
aparecimento de um linfoma difuso de grandes células, podendo manifestar-se por
febre, emagrecimento, sudorese, aumento de linfoadenopatia, anemia,
trombocitopenia e gamopatia monoclonal. O progndéstico da Sindrome de Richter é
pessimista, com sobrevida mediana de seis meses. Em 1% dos casos ocorre evolugao
para linfoma de Hodgkin. Em 1% das LLC, ocorre o aparecimento de leucemias
agudas, mieloides ou linfoides, que parecem estar associadas ao tratamento (ZAGO
et al., 2013).

2.1.5 Achados Laboratoriais

O achado hematologico caracteristico da LLC é a linfocitose persistente,
detectada no exame de hemograma. Sao linfécitos pequenos, com nucleo redondo,
cromatina densa e citoplasma escasso. E frequente a presenca no hemograma de
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restos nucleares (também chamados de manchas de Gumprecht), que ocorrem
devido a fragilidade da membrana celular levando a ruptura da célula durante a
execucao do esfregaco sanguineo (ZAGO et al., 2013; SCARFO et al., 2016). De
acordo com International Working Group of CLL (IWCLL) o critério para diagnostico
da LLC é a contagem de linfécitos no sangue periférico = 5000/mm? por mais de trés
meses e < 55% de prolinfocitos (RAIl e JAIN, 2016). Na revisdo da classificacao das
leucemias (OMS-2016), foi recomendada uma distincdo entre linfocitose monoclonal
B com baixa contagem de linfocitos no sangue periférico (< 0,5 x 10%/L) e da alta
contagem (> 0,5 x 10%/L), porque a baixa contagem tem pouca probabilidade de
progredir para LLC, enquanto que a alta contagem pode progredir em uma taxa de 1-
2% por ano. A incidéncia de linfocitose monoclonal B pode atingir até 12% na
populacao saudavel, podendo variar dependendo da sensibilidade do método de
diagnéstico (RODRIGUES et al., 2016).

A presenca maciga de linfécitos maduros no sangue periférico pode ser facilmente

visualizada em esfregacos sanguineos (Figura 5).

Figura 5 - Distensao sanguinea do sangue periférico de paciente com
Leucemia Linfocitica Cronica
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Fonte: ASH Image Bank, American Society oh Hematology. Disponivel em:

http://imagebank.hematology.org/. Acesso em: 14 de janeiro de 2018.
Legenda: A) Mostrando varios linfécitos maduros. B) Presenga de Manchas de Gumprecht.

A imunofenotipagem dos linfécitos por citometria de fluxo mostra que as células
leucémicas de LLC apresentam co-expressdo de antigenos de células T (CD5), e
células B (CD19, CD20 e CD23) em sua superficie, baixos niveis de imunoglobulinas
de superficie (slg) e CD79b e restricdo para cadeias leves, com baixo nivel de
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expressao para cadeia Kappa e Lambda (Figura 6). O uso desses marcadores (CD5,
CD19, CD20, CD23) é necessario para o diagndéstico diferencial com outros distirbios
linfoproliferativos de células B, em particular para excluir o diagnéstico de linfoma de
células do manto, que é positivo para CD5, mas negativo para CD23. Recentemente,
o CD200 também tem sido usado para diagnostico diferencial entre LLC e outras
doengas linfoproliferativas como a Linfoma de Células do Manto (LCM), sendo
expresso na LLC e ausente na LCM. As células LLC usualmente sdo negativas para
FMC7 (SCARFO et al., 2016).

Figura 6 - Representacao esquematica do fenétipo do linfécito B na LLC
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Fonte: (GUIPAUD et al., 2003).

Legenda: As células leucémicas expressam CD5, CD52, CD20 e CD23.
IgM e IgD séo fracamente expressas e nenhuma expressdo de CD79b.
Na maiorira dos casos a ZAP-70 é expressa de forma mais intensa na
maioria dos linfocitos na LLC em que a regido varidvel da cadeia pesada
da imunoglobulina (IgVH) ndo estd mutada. Paciente com alta expressao
de CD38 (= 30%) e imunoglobulina (IgVH) ndo mutada respondem pior
a regine continio de tratamento e com curso clinico mais agressivo da
doenga.

A avaliagdo diagndéstica através da imunofenotipagem € de fundamental
importancia para o diagnéstico laboratorial diferencial entre a LLC de outras
neoplasias linfoproliferativas. Matutes et al. 1994, propuseram um sistema de
pontuacao (escore de Matutes) para diagnostico da LLC baseado na avaliacao de
cinco parametros: CD5+(1 ponto), CD23+(1 ponto), FMC7 negativo (1ponto), fraca
intensidade cadeias kappa/lambda (1 ponto) e fraca ou negativo CD22/CD79b (1
ponto). E correspondente a zero (pontos) se for CD5 negativo, CD23 negativo, CD22



37

moderado ou forte e FMC7 negativo (Tabela 3). O escore varia entre 5 (caso tipico de
LLC) e 3 (caso menos tipico de LLC), escores entre 0-2 excluem diagnéstico de LLC
(MATUTES et al., 1994; RODRIGUES et al., 2016; KOHNKE et al., 2017).

Tabela 3 - Sistema de escore de Matutes para pontuacao do diagndéstico da

LLC
Antigenos/ Pontuacao 0 1
CD5 Negativo Positivo
CD23 Negativo Positivo
CD79b/ CD22 Positivo Fraco/Negativo
FMC7 Negativo Negativo
Igs Positivo Fraco/Negativo

Fonte: Adaptado MATUTES et al., 1994; RODRIGUES et al., 2016.
Legenda: O escore total é obtido pela soma dos pontos e varia de zero a 5.

Além da citometria de fluxo, a investigacao laboratorial inicial dos pacientes
pode incluir a avaliacao do estado mutacional dos genes de regido variavel da cadeia
pesada da imunoglobulina (IgVH), ZAP-70 (Zeta-Associated Protein 70), CD38, beta-
2-microglobulina, niveis séricos de imunoglobulinas, coombs direto e analise de FISH
(Hibridacao in situ por Fluorescéncia) no sangue periférico ou na medula éssea (RAI
e JAIN, 2016). A medula 6ssea esta infiltrada por mais de 30% de linfécitos maduros,
nao sendo este exame requisito para diagnéstico, mas é importante para casos com
citopenias persistentes (HALLEK et al., 2008). Técnicas de imagem como ultrassom,
tomografia e ressonancia magnética ndo sado recomendadas como rotina para
diagnéstico ou estadiamento clinico da LLC (RODRIGUES et al., 2016).

2.1.6 Sistemas de estadiamento

Os sistemas de estadiamento baseiam-se nas caracteristicas clinicas e
hematoldgicas e levam em conta a historia natural da doenca, que é resultante do
acumulo progressivo de células leucémicas nos ganglios, medula éssea, bago e
figado. Esses sistemas definem subgrupos de doentes que apresentam sobrevidas
diferentes e sdo fundamentais para as decisbes terapéuticas. Dois sistemas de
estadiamento clinico Rai (Americano) e Binet (Europeu) foram introduzidos na década
de 1970 e ainda sdo amplamente utilizados (Tabela 4). Estes sistemas definem
estagios precoce (Rai 0, Binet A), intermediario (Rai I/ll, Binet B) e avancado (Rai
[1I/IV,Binet C), com sobrevida, respectivamente: > 10 anos, 5-7 anos e 1-3 anos
(GONGALVES et al., 2009; RODRIGUES et al., 2016).
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Tabela 4 - Sistema de estadiamento Binet e Rai

Estadios de Binet Estadios de Rai Sobre\’livencia
média
A 0
Hb =10 g/dL Linfocitose no sangue e > 10 anos
Baixo Risco Plaquetas = 100X103/uL medula 6ssea
< 2 4reas envolvidasa
B [
Linfocitose + linfoadenopatia
Hb > 10 g/dL
Risco Plaquetas = 100X103/uL I 5a7 anos
Intermediario > 3 areas envolvidas Linfocitose + esplenomegalia
e/ou hepatomegalia
C I
Hb< 10 g/dL Linfocitose + Hb< 11 g/dL 1 a3anos
Alto Risco Plaquetas < 100 x 103/uL
v
Linfocitose + Plaquetas
< 100X103 /uL

Fonte: GONCALVES et al., 2009; RODRIGUES et al., 2016.
Legenda: 2 Areas envolvidas sdo figado, baco e ganglios linfaticos (unilateral ou bilateral) nas regides
inguinal, axilar e cervical.

2.1.7 Fatores de progndstico

O curso clinico dos pacientes com LLC é extremamente heterogéneo porque
os dados para definicdo da sobrevivéncia média dos pacientes, ndo conseguem
capturar a variedade clinica da doenca, pois a sobrevivéncia de cada paciente pode
variar de alguns meses a décadas. Alguns pacientes do grupo de baixo risco (Rai 0 e
Binet A) podem, no entanto, apresentar progressdo rapida da doencga, enquanto
outros permanecem em condicdo de doenca estavel por muitos anos. Dessa forma,

além do estadiamento clinico, fatores prognésticos foram pesquisados na tentativa de
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prever a evolucao da doenca. Os fatores de prognéstico tradicionais incluem estagio
clinico do paciente, contagem de linfocitos, o padrao de infiltragdo da medula éssea,
tempo de duplicagdo do numero de linfécitos no sangue periférico. Marcadores
séricos, como beta 2-microglobulina, CD23, desidrogenase lactica, estado mutacional
do IgVH, expressao da ZAP-70 e CD38, também tém valor prognostico (CHIORAZZI
et al., 2005; STILGENBAUER, 2015).

A auséncia de mutacdes genéticas nas regides variaveis da cadeia pesada da
imunoglobulina (LLC- ndo mutada, em torno de 40% dos pacientes) esta relacionada
a um curso clinico mais agressivo (pior prognostico) e a presenca de mutagdes na
(LLC-mutada em torno de 60% dos pacientes) esta relacionada a um curso clinico
indolente (bom prognéstico). As células mutadas (LLC-mutadas) parecem ficar
anérgicas, hiporresponsivas a ativagcao do BCR, ao contrério das células ndo mutadas
(LLC-ndo mutadas) que possivelmente ficam mais responsivas ao estimulo do BCR e
expressando niveis mais altos de ZAP70 e CD38 (TEN HACKEN e BURGER, 2014;
WIESTNER, 2015; FABBRI e DALLA-FAVERA, 2016).

Nos ultimos anos, novos fatores de prognédstico foram identificados, sendo
marcadores bioldgicos que permitem a estratificacdo de risco dos pacientes no
diagndstico e atualmente sao utilizados na pratica clinica. Através da técnica de FISH
alteragdes citogenéticas foram encontradas em 80% dos casos de LLC, sendo as mais
comuns: delecdo 13q (del(13q14)) em 55% do casos, dele¢do do 11g em torno de
25% dos casos, trissomia do 12 (10-20 % casos) e delecdo 17p (incluindo a banda
17p13, onde gene supressor TP53 esta localizado) em torno de 10% dos casos. Essas
anormalidades podem coexistir ou ocorrer sozinhas no momento do diagndéstico e
estdo associadas ao curso clinico da doenca (RAI e JAIN, 2016; HALLEK, 2017).

Mutagdes da TP53 sdo encontradas em 4-37% dos pacientes com LLC, e no
grupo dos pacientes nao tratados podem ser esperados mutacées TP53 em torno de
10%, lembrando que a presenca da mutacao tem sido associada com pior progndstico
bem como uma maior resisténcia ao tratamento. O TP53 é um gene supressor tumoral
localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1) e codifica uma proteina (p53)
com papel importante no controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na indugéo da
apoptose (Zenz et al., 2010). Nos ultimos anos, as melhorias nas tecnologias como o
sequenciamento de nova geracdo (NGS) permitiu uma inovadora abordagem para
examinar o genoma da LLC e identificar alteracées genémicas que estdo envolvidas

em vias celulares criticas tais como: danos ao DNA e controle do clico celular (TP53,
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ATM, BIRC3); processamento do mRNA (SF3B1); sinalizagdo NOTCH (NOTCH1) e
vias inflamatérias (MYD88) (SCARFO et al., 2016).

O campo de estudo sobre a Leucemia Linfocitica Cronica tem testemunhado
mudancas consideraveis desde o momento em que o estadiamento clinico foi
introduzido na pratica clinica em 1975. Em recente revisao sobre a LLC Rai e Jain,
2016 (RAIl e JAIN, 2016) descreveram uma lista de marcadores para o prognostico da
doenca como 0s “antigos marcadores” € a expansao para os “atuais marcadores”
(Tabela 5).

Tabela 5 - Lista dos ‘antigos’ e ‘atuais’ marcadores de prognéstico da LLC

‘Antigos marcadores’ Predicao para pior progndstico
Estadiamento clinico —Rai ou Binet Estagio clinico avangado
Tempo duplicacéo linfécitos Curto < 6 meses
Infiltracdo da medula 6ssea Padrao difuso de infiltragéo
Expressao CD38 Alta expressao = 30%
Expressdo ZAP70 Alta expresséo =z 20%
Mutacao da IgVH Estado “ndo mutado” curso agressivo doenga
B2 microglobulina sérica Elevada (= 3,5 mg/L)
Timidina quinase sérica Elevada (>10 U/ L)
Citogenética (FISH) Del17p, del11q

‘Atuais marcadores’
Padréao do BCR ou Esteredtipo do BCR Subconjuntos especificos de mutagées regido

variavel cadeia pesada (gene VH4-39)

Mutacdes genes TP53, NOTCH1, BIRC3, SF3B1 ou ATM
microRNA (miR) 155 Pior resposta e progressédo da doenca
Expressao de CD49d Alta (= 30%)
Niveis séricos de CCL3 e CCL4 Niveis elevados com avancgo da doenca
Avaliacao da doenca residual minima (DRM) Presenca da doenca

Fonte: Adaptado RAI e JAIN, 2016.

2.1.8 Tratamento

A decisao de iniciar o tratamento depende da presenca ativa dos sintomas da
doenca. Pacientes assintomaticos (Rai 0, Binet A), poderdo apenas ser observados
sem intervencgao terapéutica a menos que tenham evidéncias de progressao rapida
da doenca. Quando os pacientes apresentam progressao da doenca e manifestacoes
clinicas importantes (anemia, trombocitopenia, linfocitose progressiva, perda peso,
fadiga, febre, sudorese noturna e infec¢des) o tratamento deve ser iniciado (HALLEK,
2017). Além do estégio clinico, hé outros parametros que devem ser observados antes
de se iniciar o tratamento como: saude geral do paciente, fatores genéticos e situacao

do tratamento (primeira linha vs. segunda linha, resposta vs. ndo resposta) (GHIA
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HALLEK, 2014). A LLC é uma doenca incuravel quando tratada por
imunoquimioterapia e o transplante alogénico é a Unica alternativa de cura, mas esta
associado a alta mortalidade (GRIBBEN, 2008). Varias opg¢des terapéuticas sao
utiizadas como os corticdides, agentes alquilantes; andlogos das purinas,
quimioterapia combinada, anticorpos monoclonais e transplante de medula (Tabela
6). Como a LLC geralmente nao é considerada uma doencga curavel, novos estudos e
novas combinacdes de drogas sdo necessarios para individualizar o tratamento de
pacientes com comorbidades especificas ou leucemia refrataria (GOMES et al., 2018).

Nos ultimos anos com uma melhor compreensao da biologia da LLC, houve um
progresso consideravel no tratamento. Varios novos medicamentos foram aprovados
com diferentes mecanismos de acéao (Figura 7) e alguns avancos mais relevantes no
tratamento da LLC tem sido alcancados pelo uso combinado de diferentes
quimioterapicos (GHIA e HALLEK, 2014; HALLEK, 2017).

Tabela 6 - Categoria das drogas e alvos terapéuticos usados na LLC

Droga Categoria Alvo
Agente alquilante
Agente alquilante

Citotoxicidade celular
Citotoxicidade celular

Danos no DNA e ponto de
checagem da mitose

Clorambucil
Ciclofosfamida

Bendamustina Agente alquilante

Fludarabina Andlogos de purinas Inibicao da sintese de DNA
Rituximabe Anticorpo monoclonal Anti-CD20
Ofatumumabe Anticorpo monoclonal Anti-CD20
Obinutuzumabe Anticorpo monoclonal Anti-CD20
Alemtuzumabe Anticorpo monoclonal Anti-CD20

- - R Inibicado da enzima Tirosina
Ibrutinibe Inibidor de sinalizacdo do BCR Quinase de Bruton (Btk)
Idelalisib Inibidor de sinalizagio do BCR | MiPigao_da fosfatidilinositol-3-

cinase (PI3K)

Duvelisibe Inibidor de sinalizagio do BCR | MiPigao_da fosfatidilinositol-3-

cinase (PI3K)

Inibicdo da tirosina quinase
esplénica (SYK)

Inibicho da tirosina quinase

Fostamatinib Inibidor de sinalizagdo do BCR

Gefitinibe Inibidor de sinalizagao do BCR .
esplénica (SYK)
Danazol Inibidor de Bcl-2 Inibicdo da Bcl-2 e Bcl-xL
Obatoclax Inibidor de Bcl-2 Atividade  anti-apoptotica da
familia Bcl-2
Venetoclax Inibidor de Bcl-2 Inibicdo da Bcl-2 e Bel-xL

Fonte: Adaptado de GOMES et al., 2018.
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Figura 7 - Vias de sinalizacao dos alvos terapéuticos no tratamento da LLC

Survival signaling in CLL: targets of novel agents
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Fonte: HALLEK, 2017.

Legenda: Os simbolos vermelhos indicam alvo terapéutico.
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2.2 Sindrome Mielodisplasica
2.2.1 Definicao

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) representam a mais comum classe de
sindromes de faléncia da medula éssea presente em adultos (BEJAR e STEENSMA,
2014). As SMD compreendem uma desordem clonal neoplasica das células
precursoras hematopoéticas (stem cell, células-tronco) que retém a capacidade de se
diferenciar em células maduras, mas o fazem de forma desordenada e ineficaz. Uma
caracteristica fundamental da doenca é a proliferacdo e apoptose simultdneas de
células hematopoéticas (hematopoese ineficaz), provocando o paradoxo de medula
Ossea hipercelular com pancitopenia no sangue periférico. A hematopoese é ineficaz
devido a alteracbes de proliferacdo, maturacdo e apoptose das células
hematopoéticas, causadas por variadas alteracdes genéticas e epigenéticas. As
caracteristicas das SMD sdao hematopoese displasica, citopenias periféricas e risco
de progressao para leucemia aguda. Na maioria dos casos, a doenga € primaria (de
novo), mas em alguns pacientes é secundaria a quimioterapia e/ou radioterapia
anteriormente utilizadas no tratamento de outra doengca maligna (HOFFBRAND e
MQOSS, 2012; MAIOLI e DE SOUZA, 2012; CARVALHOSA e KILLICK, 2017).

2.2.2 Epidemiologia

A Sindrome Mielodisplasica ocorre geralmente em idosos, 85% dos casos sao
diagnosticados ap6s 60 anos de idade, sendo que a idade média do diagnéstico é
de 76 anos. A SMD também é reconhecida como causa da insuficiéncia da medula
0ssea em paciente pediatricos (NYBAKKEN e BAGG, 2014). Nos Estados Unidos a
incidéncia é de aproximadamente 3-4 casos por 100.000 habitantes por ano,
aumentando para cerca de 30 casos por 100.000 habitantes / ano em pacientes
acima dos 70 anos de idade (GANGAT et al., 2016). No Brasil ndo ha registros muito
abrangentes, mas € seguro que a incidéncia também aumenta com a idade. Assim,
0 aumento da expectativa de vida, inclusive no Brasil, tem levado a um aumento da
incidéncia de SMD (FRIZZO et al., 2016). Contudo, um estudo realizado na América
do Sul em pacientes com SMD, Argentina (n=635), Brasil (h=345) e Chile (n=100),
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determinou uma mediana de idade de 68 anos e com discreto predominio no sexo
masculino para os pacientes brasileiros (BELLI et al., 2015).

A taxa de incidéncia em homens é maior do que em mulheres (4.5 vs 2.7 por
100.000/ ano), e os individuos brancos tém uma taxa de incidéncia maior do que
outros grupos raciais / étnicos (MA et al., 2007). A Sindrome Mielodisplasica é
extremamente rara na infancia e representa menos de 5% de todas as neoplasias
hematopoiéticas em criancas menores de 14 anos de idade, ainda que tenha
incidéncia maior em criancas com Sindrome de Down (CHATTERJEE e
CHOUDHRY, 2013). Pacientes com SMD mostram frequente progressao
(aproximadamente 40% dos casos) a leucemia mieloide aguda (PELLAGATTI e
BOULTWOOD, 2015).

De acordo com a revisdao da OMS em 2016 para a classificacdo das neoplasias
mieloide e leucemias agudas, os termos como "anemia refrataria” e “citopenia
refrataria foram substituidos por "Sindrome Mielodisplasica - displasia de uma uUnica/
multipla linhagem em adultos (LIANG et al., 2018).

2.2.3 Fisiopatologia

A patogénese das SMD ainda é pouco compreendida, uma vez que ha
participagdo de um complexo de eventos anormais. Mas presume-se que se inicie
com a ocorréncia de dano genético na célula-tronco hematopoiética primitiva. A
iniciacao da mutagao ou da via molecular ainda sdo desconhecidas. Uma sequéncia
de alteracdes genéticas adquiridas resulta no desenvolvimento de um clone anédmalo
e geneticamente instavel de stem cells. Este clone anémalo apresenta alteracdes de
proliferacdo e maturacdo, com aumento da apoptose, responsavel pelas citopenias
nos estagios iniciais da doenca. A apoptose decresce e a proliferacdo aumenta, a
medida que a SMD evolui para fases mais avancadas e para a transformacgao
leucémica devido a instabilidade genémica e lesdes genéticas adicionais, Figura 8.
A hematopoese ineficaz na SMD tem sido atribuida a uma susceptibilidade anormal
a apoptose das células progenitoras e a uma capacidade limitada de resposta dessas
células aos fatores de crescimento. Acredita-se que resultam a partir da sinalizagcéao
anormal dos sinais pré-apoptoticos, de um excesso de citocinas pro-inflamatérias e
de alteracdes na resposta imune das células T (TEFFERI e VARDIMAN, 2009;
VASSALLO e MAGALHAES, 2009).
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Figura 8 - Modelo animal da patogénese da SMD
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Fonte:https://www.creative-animodel.com/Animal-Model-Development. Acesso em: 04
janeiro de 2018.

Além das anormalidades genéticas com a célula progenitora, mutacoes
secundarias, mudancas epigenéticas, alteragdes na resposta de citocinas, sistema
imunoldgico e estroma medular também contribuem para fenétipo da doenca, figura
9. A faléncia medular e citopenias periféricas comuns nas diversas formas de SMD,
a proliferacdo clonal de progenitores hematopoiéticos associada a mutacoes
genéticas hereditarias ou adquiridas e o silenciamento de genes por modificacoes
epigenéticas também podem estar presente.
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Figura 9 - Principais mecanismos patogénicos envolvidos nha SMD
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Fonte: TEFFERI e VARDIMAN, 2009.

Legenda: As Sindromes Mielodisplasicas provavelmente tém origem na stem cell transformada
geneticamente. No entanto, subsequentes mudangas genéticas e epigenéticas contribuem para a
diversidade fenotipica, ineficiéncia hematopoiética e susceptibilidade a transformacgéo leucémica. O
tipo de resposta envolvendo o sistema imune, estroma e citocinas contribui para fenétipo da doenga.

Com os avangos no sequenciamento do DNA tém sido descobertos uma
grande quantidade (mais de 40 conhecidos) de genes mutados em pacientes com
SMD. Os genes alterados por mutacao estdo envolvidos com oncogenes em uma
ampla gama de vias biologicamente importantes. As mutacdes recorrentes alteram
muitos processos celulares essenciais, tais como RNA splicing, regulacéao
epigenética da expressao génica, danos no DNA e mutacées em genes que ativam
vias de sinalizagdo da tirosina quinase (NRAS, KRAS, BRAF, CBL e JAK2).
MutacOes especificas nestas vias s&o, em alguns casos, fortemente associadas as
caracteristicas morfolodgicas das células e aos fenétipos clinicos distintos (TEFFERI
e VARDIMAN, 2009; VASSALLO e MAGALHAES, 2009; LINDSLEY e EBERT, 2013;
BEJAR e STEENSMA, 2014). Aproximadamente 80% dos pacientes com SMD tém
mutagbes somaticas em suas stem cells (RANKIN et al., 2015). As mutagdes mais
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comuns encontradas na SMD ocorrem em genes envolvidos no RNA splicing
(incluindo SF3B1, SRSF2, U2AF1 e ZRSR2), regulacao epigenéticas (TET2, ASXL1,
EZH2, DNMT3A, IDH1, IDH2), reparo no DNA (TP53), regulacao transcricional
(RUNX1, BCOR, ETV6), transducdao de sinais (CBL, NRAS, JAK2) sao
frequentemente mutados na SMD (PELLAGATTI e BOULTWOOQOD, 2015; GANGAT
et al., 2016). A frequéncia das mutagcdes mais comuns, localizacao e fungdo na SMD
sdo mostradas no Tabela 7.

Tabela 7- Frequéncia das mutacoes, localizacao e funcao relatadas na

SMD

Gene % Localizacao Funcao
SF3B1 28 2033 Splicing factor
TET2 21 4024 Controle da hidroximetilagao da citosina
ASXL1 14 20911 Regulador epigenético
SRSF2 12 17925 Splicing factor
RUNX1 9 21922 Fator de transcricdo
TP53 8 17p13 Fator de transcricdo
U2AF1 7 21922 Splicing factor
EZH2 6 7936 Proteina do Grupo Polycomb
NRAS 4 1p13 Transdugéo de sinal
JAK2 3 9p24 Tirosina quinase
ETV6 3 12p13 Fator de transcri¢do
CBL 2 11923 Transdugéo de sinal
IDH2 2 15026 Metabolismo celular, regulagéo epigenética
NPM1 2 5935 Fosfoproteina
IDH1 1 2033 Metabolismo celular, regulagéo epigenética
KRAS <1 12p12 Transdugéo de sinal
GNAS <1 20913 Proteina G
PTPN11 <1 12924 Proteina fosfatase
BRAF <1 7934 Raf quinase
PTEN <1 10923 Fosfatase
CDKN2A <1 9qg121 Controle do ciclo celular

Fonte: MONTALBAN-BRAVO e GARCIA-MANERO, 2018.
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As anormalidades citogenéticas encontradas na SMD sao caracterizadas pela
perda de material genético, enquanto que as translocagcdes sao raras.
Anormalidades epigenéticas sao frequentemente observadas na SMD incluindo a
hipermetilagdo dos genes que controlam a proliferagdo, adesdo e outras
caracteristicas dessa desordem hematolégica. Varias terapias sao utilizadas visando
aumentar a expressado de genes silenciados pela hipermetilacdo. Varios estudos
demonstraram que a presenca de mutagdes somaticas em genes especificos esta
associada a efeitos distintos sobre citopenias e proporcdo de blastos na SMD
(PELLAGATTI e BOULTWOOD, 2015). As anormalidades citogenéticas estédo
presentes em 50% dos casos na SMD primaria (de novo) e em 80% dos casos SMD
relacionadas com terapéutica prévia. Pode haver perda ou ganho de material
genético com delecbes, monossomias e trissomias, podendo ocorrer alteracdes
complexas. A delecdo do cromossoma 5 [del(5q)] € monossomia do cromossoma 7
ou sua delecao del(7q) [-7/del(79)] sdo as mais frequentes na SMD. Outras delecoes
recorrentes que ocorrem sdo delecdo do del(20q), delecao do 17p, del(12p),
del(11q), e perdas do cromossomo X ou Y. Ganhos cromossémicos como trissomia
8, trissomia 11 também séo encontrados na SMD (HOFFBRAND e MOSS, 2012;
LINDSLEY e EBERT, 2013;FAILACE, 2015; PELLAGATTI e BOULTWOOQOD, 2015).

2.2.4 Quadro clinico

A maioria dos pacientes é assintomatica e a evolucao da doenca, que pode ser
descoberta por acaso quando o paciente faz o hemograma por motivo nao
relacionado, quase sempre é lenta. Alguns pacientes apresentam sintomas de
anemia (cansago, falta de ar, fadiga), trombocitopenia (hematomas, sangramento)
ou neutropenia (infecgdes recorrentes, Ulceras na boca). Por se tratar de uma doenca
oligossintomatica, a combinagdo de varias outras causas de anemia ou
plaquetopenia dificultam o diagndéstico diferencial. Estas causas podem ser vistas em
ampla variedade condi¢ées, como abuso de 4&lcool, anemia megaloblastica,
deficiéncia de B12 e acido fdlico, infecées (HIV, Epstein-Barr virus, hepatite C,
parvovirus, Leishmania) doencas metabdlicas (insuficiéncia hepatica, insuficiéncia
renal), hipotireoidismo, anemia de doenca crdnica, recuperacao apds quimioterapia
citotbxica e outras desordens hematolégicas e constitucionais como anemia

aplastica, hemoglobinuria paroxistica noturna, anemia de Fanconi e sindrome de
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Down. Condicoes estas que devem ser excluidas antes de ser feito o diagndstico de
SMD ao passo que testes diagndsticos podem necessitar ser repetidos em alguns
pacientes para que a interpretacao seja feita pela evolugao do quadro clinico. Assim,
poderao ocorrer moderada hepatoesplenomegalia, hipertrofia de gengiva, derrame
pleural e do pericardico. Articulagdes dolorosas também poderédo ser encontradas
(HOFFBRAND e MOSS, 2012; INVERNIZZI et al., 2015; CARVALHOSA e KILLICK,
2017). Muitos pacientes com SMD também tém distarbios imunoldgicos, tais como
policondrite recidivante, vasculite, artrite soronegativa (ADES et al., 2014).

2.2.5 Achados laboratoriais

O diagnéstico da Sindrome Mielodisplasica (SMD) é determinado através de
parametros clinicos, dados do hemograma, da citologia da medula 6ssea e do
caridtipo. O exame histoldgico e imuno-histoquimico completo da medula éssea é
muitas vezes necessario para um diagndstico final e classificacao exata da doenca
(VALENT et al., 2010). Atualmente o diagnéstico é estabelecido com base na
presenca de: citopenia persistente (> 6 meses duracdo) e significativa; hemoglobina
<10 g/dL; contagem absoluta de neutrofilos < 1.8 x 10°/L, contagem de plaquetas
<100 x 10%/L, displasia significativa na medula éssea (excesso de blastos) ou
anormalidades citogenéticas (GANGAT et al.,, 2016). No hemograma observamos
anormalidades numéricas e morfoldgicas caracteristicas. Pancitopenia € um achado
frequente. As anormalidades displasicas da série eritroide, caracterizam-se por um
padrdo dismorfico constituido por hemacias normocrémicas e hipocrémicas.
Anisocitose e poiquilocitose podem estar presentes, assim como macrocitose,
ponteado basofilico com ou sem a presenca de eritroblastos. Os granul6citos estao
diminuidos e podem mostrar diminuicdo ou auséncia de granulacédo. As funcgdes
quimiotaxicas, fagocitica e de adesividade estao diminuidas. Hiposegmentacéo dos
neutréfilos (pseudo Pelger-Hiet), monécitos anormais, vacuolizados ou imaturos
podem ser encontrados na SMD. A presenca de células mieloides imaturas e o
namero de mieloblastos, com ou sem bastdes de Auer, quando presente, ndo deve
ser maior que 20%, o0 que configuraria um quadro de LMA. As plaquetas se
apresentam com formas gigantes podendo ser hipogranulares (VERBURGH et al.,
2007; MAIOLI e DE SOUZA, 2012; GANGAT et al., 2016). Na medula éssea (MO)
a celularidade geralmente esta aumentada, mas também pode ser hipocelular.
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Quanto a série eritroide na MO, ela se apresenta com uma hipoplasia eritroide,
eritroblastos binucleados, mitoses anormais, apoptose (cariorrexis), sideroblastos
em anel (depésito de ferro nas mitocodndrias dos eritroblastos), assincronismo
maturativo entre nucleo-citoplasma. Na série granulocitica da MO sao observados
retardo  maturativo, disgranulagdes (hipogranularidade e/ou distribuicdo
heterogénea) formas pelgerdides (hiposegmentacdo, hipogranulacao), fragmentos
nucleares, formas imaturas bizarras, atipicas, aberrantes, mieloblastos com ou sem
bastonete de Auer. Os megacariécitos podem ter nucleos hipolobulados ou
hiperlobulados, com os lb6bulos aparentemente desconectados entre si,
assemelhando-se aos osteoclastos. Também é caracteristica a presenca de
microformas, os micromegacariocitos (NIERO-MELO et al.,, 2006; MAIOLI e DE
SOUZA, 2012). Embora o limiar para definir a displasia permaneca como 10% de
células displasicas em qualquer linhagem hematopoiética, reconhece-se que a
displasia em excesso de 10% pode ocorrer em alguns individuos normais, por esta
razdo, possiveis etiologias reativas de displasia devem sempre ser cuidadosamente
consideradas antes de fazer diagnostico de SMD (ARBER et al., 2016).

Na Figura 10 sdo mostrados os achados morfolégicos encontrados na SMD no

sangue periférico e na medula 6ssea.
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Figura 10 - Achados morfolégicos no sangue periférico e na medula
6ssea encontrados na SMD

Fonte: KOMROKJI et al., 2010.

Legenda: A) Precursor eritréide com assincronismo maturativo entre nacleo-citoplasma
e multinucleacéo. B) hiperplasia eritroide, megaloblastos e binucleagédo. C) Numerosos
sideroblastos em anel. D) Hipogranulagdo e hipossegmentacgéao, pseudo-Pelger-HuétE)
Presenca de disgranulocitopoese, com hiposegmentagdo e hipogranulagdo. F)
Displasia da série mielode com hipogranulagdo, assincronismo maturativo entre
nucleo-citoplasma. G) Blastos com nucleo redondo e oval, nucléolos evidentes. H)
Varios Blastos com cromatina fina, nucléolos proeminentes e citoplasma escasso. )
Biopsia mostrando precursores mieloides imaturos. J) Displasia plaquetaria,
apresentando tamanho e forma varidveis, incluindo plaquetas hipogranuladas e
gigantes. K) Megacariécitos de tamanho médio com nucleo monolobado. L) Bidpsia
mostrando aumento de megacariocitos. Achados no aspirado medular: imagens letras:
A, B, C, E, F, H, K, L. Achados no sangue periférico: imagens letras: D, G, J.

As anormalidades citogenéticas sdo encontradas em 40-50% de casos com
SMD e as implicagdes clinicas de cada cariétipo desempenham um papel crucial no
curso da doenca. As anormalidades mais comuns s&o: delecdo do cromossomo 5
(5g), monossomia 7 ou delec¢éo do 7q, trissomia 8, anormalidades com cromossomo
sexual (=Y, em homens; —X em mulheres); anormalidades como delecoes,
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translocacdes e as inversdes no 3q, trissomia 13 ou delecao (13q), trissomia 21,
monossomia 21, isocromossomo 17q e Del(20q), del(12p), del(11qg) (ZAHID et al.,
2017). A frequéncia das anormalidades citogenéticas nas SMD e seu valor
prognostico estdo demostrados na Figura 11.

A imunofenotipagem também tem sido utilizada nos casos de citopenias
periféricas em que as atipias celulares na medula 6ssea ndo sdo exuberantes e 0
cariotipo é normal, ou ndo revelou mitoses. Neste contexto, a imunofenotipagem tem
sido usada no sentido de (1) detectar expressées anormais de antigenos celulares
relacionados a linhagem e maturagdo das diversas séries hemopoiéticas; (2)
detectar aumento de células CD34+ (correlatos dos blastos no mielograma); (3)
verificar aumento de marcadores pré-apoptoticos ou mesmo células em apoptose na
medula 6ssea (LORAND-METZE, 2006).

Figura 11 - Frequéncia das anormalidades citogenéticas e seu prognostico

nas SMD
17p abnormalities Deletion Y Complex =3
2=-5% 2% abnormalities
Poor 10-15%

Poor

del (20q) + 1 Normal 40%
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Intermediate
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isolated
2-5%
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Trisomy 8 isolated
10-15%
Intermediate

Chr S and 7 abnormalities del (5q) isolated
10-15% Chr 7 abnormalities 10% 5=10%
Intermediate Poor Good

Fonte: RAZA e GALILI, 2012.

Legenda: As anormalidades cromoss6micas mais comuns s&o mostradas na figura como
também os percentuais e seu valor prognostico (good = bom prognéstico; intermediate =
intermediario progndstico; poor = mau prognostico
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2.2.6 Classificacao

A primeira classificacdo das SMD ocorreu apenas em 1976, quando o Grupo
Cooperativo Francés-Americano-Britanico (FAB) se reuniu para sistematizar a
classificacdo das leucemias agudas, e foi baseada em parametros morfolégicos
observados no sangue periférico e da medula 6ssea. Em 1982 a classificacao FAB
foi revisada e foram definidos cinco subtipos de SMD: 1) anemia refratéria (AR); 2)
anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA); 3) anemia refrataria com
excesso de blastos (AREB); 4) anemia refrataria com excesso de blastos em
transformacdo (AREB-t) e 5) leucemia mielomonocitica crénica (LMMC). A
classificacdo FAB para SMD dominou o cendrio académico até os anos 2000 e
permanece sendo utilizada para o monitoramento de estudos quanto a elegibilidade
clinica, critérios de resposta e nos cédigos e listas das agéncias reguladoras. Em
2001 foi substituida por classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), melhorada em 2008 (MAIOLI e DE SOUZA, 2012) e atualizada recentemente
em 2016. A revisdo da classificagdo pela OMS 2016 introduziu refinamentos na
interpretagdo morfolégica e avaliagdo da citopenias e aborda a importancia das
mutacoes genéticas para melhorar o diagnéstico e classificacdo da SMD. Os
principais subtipos pela classificagdo da OMS 2016 para SMD sao: SMD com
displasia em linhagem unica; SMD com sideroblastos de anel (MDS-RS); MDS-RS e
displasia em linhagem unica; MDS-RS e displasia em linhagem mdltipla; MSD com
displasia em multiplas linhagens; SMD com excesso de blastos; SMD com delecao
isolada do 5q; SMD inclassificavel; citopenia refrataria da infancia; neoplasias
mieloides com predisposigao da linha germinativa (ARBER et al., 2016). Os achados
no sangue periférico e medula 6ssea para classificacdo da SMD de acordo com OMS

2016 estao mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Classificacao da SMD de acordo com OMS 2016

Linhagem Sideroblasto |,
Subgrupo com Citopenia** em anel na n: I\Bnlgsetc;sp Citogenética
displasia MO
Qualquer alteragao
SMD com < 15% MO < 5% desde que nao
displasia 1 1ou?2 < 5°/T° SP<1% associada a SMD
unica linhagem ° com del (5q) isolada
SMD com Qualquer alteragao
displasia em <15% MO < 5% desde que nao
multiplas 20u3 1-3 < 5%f SP<1% associada a SMD
linhagens ° com del (5q) isolada
SMD com
sideroblastos em
anel (SA)
SMD-SA com Qualquer alteragao
displasia em > 159 MO < 5% desde que néo
unica linhagem 1 1ou2 > 5°/°T SP<1% associada a SMD
- e com del (5q) isolada
SMD-SA com Qualquer  alteracao
displasia em > 15% MO <5% | desde que nao
multiplas 20u3 1-3 > 5%1 SP < 1% | associadaa SMD com
linhagens B del (5q) isolada
Nenhuma ou del (5q) isolada ou 1
SMD com del(5q) Lalquer MO < 5% anormalidade
isolada 1-3 1-2 angrmglidade SP <1% adicional, exceto -7
ou del (7q)
SMD com
excesso de
blastos
SMD com Nenhuma ou o/ 0o Qualquer
excesso de 0-3 1-3 qualquer '\ég gof’iof’ anormalidade
blastos -1 anormalidade e
SMD com MO10%- Qualquer
excesso de Nenhuma ou 19% anormalidade
blastos-2 qualquer SP 5%-
anormalidade 19%
SMD
inclassificavel
Com 1% de Nenhuma ou MO <5% Qualquer
blastos 1-3 1-3 qualquer SP - 10/; anormalidade
anormalidade -
Com displasia em Nenhuma ou MO < 5%
unica linhagem e 1 3 qualquer SP<1% Qualquer
citopenia anormalidade anormalidade
Baseada na
definicao da
anormalidade MO < 5%
citogenética 0 1-3 <15§ SP <1% Anormalidade que
define o subtipo de
SMD
Citopenia Qualquer
refrataria da 1-3 1-3 Nenhuma MO <5% anormalidade
infancia SP < 2%

Fonte: ARBER et al., 2016.

Legenda: **Citopenias definidas como: hemoglobina < 10 g/dL; contagem de plaquetas < 100 x 10° /L
e contagem absoluta de neutroéfilos < 1.8 3 10°/L. Raramente na SMD pode apresentar anemia leve
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ou trombocitopenia acima desses niveis. A contagem absoluta de monécitos no sangue periférico
deve ser < 1 x 10%/L.

T Se a mutagao SF3B1 estiver presente.

F 1% de blastos no SP deve ser registrado em, pelo menos, duas ocasides distintas.

§ Casos 215% de sideroblastos em anel, por definicao, tem significativa displasia eritréide e sdo
classificados como SMD-SA com displasia em Unica linhagem.

Auséncia de bastonete de Auer em todos os subgrupos

MO= Medula 6ssea

SP= Sangue Periférico

2.2.7 Sistemas de estratificacao de risco e fatores de prognodstico

A ferramenta prognéstica mais usada na avaliagdo de pacientes com
mielodisplasia é o IPSS (International Prognostic Score System- Sistema Internacional
de Escore Prognostico), proposto em 1997. O escore proposto considera o percentual
de blastos, a presenca e tipo de anomalia citogenética e o numero e magnitude das
citopenias, estratificando quatro subgrupos de risco com relacao a sobrevida global e
transformacao leucémica. De acordo com IPSS os pacientes podem ser estratificados
em: baixo risco (bom progndstico), risco intermediario-1 e risco intermediario-2
(prognéstico intermediario) e alto risco (prognéstico desfavoravel) (TEFFERI e
VARDIMAN, 2009; VASSALLO e MAGALHAES, 2009).

Em 2012 o sistema de escore foi revisado (IPSS-R-Revised International
Prognostic Scoring - Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado) com
maior refinamento sendo considerado o percentual de blastos na medula 6ssea,
citogenética e a presenca e grau de citopenias como formas de estabelecer a
sobrevida e o risco de transformagao em leucemia (GREENBERG et al., 2012). As
Tabelas 9,10 e 11 ilustram essa classificacao.

Tabela 9 - Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado (IPSS-R):
Grupo de risco citogenéticos

Subgrupos prognosticos

citogenéticos Anormalidades citogenéticas

Muito bom Y, del (11q)

Bom Normal, del (5q), del (12q), del (20q), outras incluindo del (5q)

Intermediario del(7q), +8, +19, (17q), qualquer outra ou dupla anormalidade

Ruim -7,inv (3) /1(3q) /del(3q), dupla anormalidade com -7/del(7q), complexo:
3 anormalidades

Muito ruim Complexo: > 3 anormalidades

Fonte: Adaptado de GREENBERG et al., 2012.
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Tabela 10 - Sistema de pontuacao: Sistema Internacional de Escore
Prognostico Revisado (IPSS-R)

Prognadstico

0 0,5 1 1,5 2 3 4
Citogenética Muito Bom Intermediario Ruim Muito
bom ruim
Blastos na o o o
MO (%) <2 >2<5% 5-10% >10%
Hemoglobina
(g/dL) =10 8<10 <8
Plaguetas
(mm) 2100 50<100 <50
Neutrofilos > 800 <800
(mm?®) -

Fonte: GREENBERG et al., 2012.

Tabela 11 - Classificacao de risco e sobrevida média pelo IPSS-R

Classificacao Pontuacao Sobrevida média (anos)
Muito baixo <1,5 8,8
Baixo >1,5-3 5,3
Intermediario >3-45 3,0
Alto >45-6 1,6
Muito alto >6 0,8

Fonte: GREENBERG et al., 2012.

2.2.8 Tratamento

O tratamento para SMD deve considerar comorbidades, grupo de risco do
paciente, idade, bem como tipo de alteragdes citogenéticas. Abordagens terapéuticas
estabelecidas para pacientes com SMD incluem tratamento de suporte, quimioterapia
e transplante alogénico de medula éssea (CANDELARIA e DUENAS-GONZALEZ,
2015). Pacientes com doenca de baixo risco sédo tratados inicialmente com agentes
estimulantes da eritropoese e terapias imunomoduladoras. Pacientes com prognostico
intermediario e alto risco recebem agentes hipometilantes e/ou transplante de medula
Ossea (SEITER, 2013).

Os agentes estimulantes da eritropoese, como eritropoietina sao utilizados para
diminuir a anemia, fadiga e a necessidade transfusdes de hemacias. Os agentes
imunomoduladores sao utilizados em situacdes que as citocinas alteradas sado causa
significativa de citopenias. Na SMD sao usados a lenalidomida, a globulina
antitimocitica (GAT) ou antilinfocitica (GAL) e a ciclosporina A (CsA) sao utilizados nas
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SMD, visando a melhora da pancitopenia, que decorre da supressao da hematopoese
por clones de células T autorreativos (VELLOSO, 2006; SEITER, 2013).

Os genes supressores de tumor estdo geralmente hipermetilados na
mielodisplasia e este mecanismo pode ser suprimido com os chamados agentes
hipometilantes, como as drogas azacitina (Vidaza®) e decitabina (Dacogen®). Com a
introducdo e melhorias nas técnicas HLA (Human leukocyte antigen, antigeno
leucocitario humano) e cuidados no suporte ao paciente, o transplante alogénico
agora também é uma opc¢ao para muitos pacientes idosos. A sobrecarga de ferro
continua a ser uma causa significativa de morbidade e mortalidade para pacientes
com SMD cronicamente transfundidos. A sobrecarga de ferro resulta em danos ao
figado, coracdo e 6rgaos enddécrinos, por isso 0 uso de quelantes de ferro como
deferasirox (Exjade®). Novas terapias incluem combinagdes de agentes aprovados
para SMD e agentes aprovados para outras doencas (SEITER, 2013). O transplante
de medula éssea é a Unica modalidade terapéutica que pode curar um paciente com
SMD (HOFFBRAND e MOSS, 2012). As questbes clinicas frequentemente
encontradas ao tratar os pacientes com SMD incluem: anemia com dependéncia de
transfusao; sobrecarga de ferro e a aloimunizacao eritrocitaria devido as transfusoes;
trombocitopenia e desordens qualitativas das plaquetas; defeitos quantitativos e
qualitativos de neutrofilos resultando em infeccées recorrentes e progressao da
doenca para a transformacao leucémica (GANGAT et al., 2016). A abordagem do
tratamento adaptada ao risco IPSS-R para o tratamento de pacientes com sindromes

mielodisplasicas esta ilustrada na Figura 12.
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Figura 12 - Abordagem terapéutica adaptada ao risco IPSS-R para o tratamento
de pacientes com Sindromes Mielodisplasicas

Categoria de risco IPSS-R para SMD
(muito baixo / baixo / intermediario)

- | N\

‘ Anemia ‘ Neutropenia Trombocitopenia
- Agentes estimulantes - Profilaxia - Agonistas do
eritropoiese antimicrobiana Receptor da
- Esterdides anabolizantes -G-CSF Trombopoietina
(danazol) - Agentes - Esterdides
- Lenalidomida hipometlantes anabolizantes
- Agentes hipometiantes - Agentes
(estes clinicos / hipometilantes
Categoria de risco IPSS-R para SMD
(alto/ muito alto)
Transpiante aceitavel T ndo aceitavel
Tosns R e 2
indice de Comorbidades indice de
Comorbidades inaceitaveis

Knmspcame Alogénico \

de medula Ossea

- Condicionamento
mieloablativo se < 55 anos
e com comorbidades
aceitavels

- Reduzir a intensidade
o

|
K Testes clinicos \

- Agentes hipometiantes

- Melhorar cuidados no
suporte (transfusdes,
profiiaxia antimicrobiana
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vmcomorbidad&s /

Fonte: Adaptado (GANGAT et al., 2016).
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2.3 Ciéncias ‘Omicas’

No inicio desta década com o advento do genoma humano também se iniciava
as discussoes e as acdes para uma nova era da biologia, a “era pds-genémica”. Neste
contexto, promoveu-se o desenvolvimento e o aperfeicoamento das técnicas que
permitiram o0s avangos destas novas ciéncias ‘émicas’ (Figura 13), como a
transcriptémica, proteémica e metabolémica, com o objetivo de isolar e caracterizar o
RNA, as proteinas e os metabdlitos, respectivamente. E preciso destacar que este
avanco das ciéncias ‘6micas’ se deveu em grande parte devido ao desenvolvimento

da bioinformatica.

Figura 13 - O funcionamento celular

Genoma Transariptoma Proteoma Metaboloma

Fonte: VILLAS-BOAS e GOMBERT, 2006.

Legenda: A informagéao codificada no DNA é transcrita em uma molécula de RNA mensageiro que é
traduzida em uma molécula de proteina que, quando ndo exercendo um papel estrutural, ird catalisar
uma ou mais reagdes quimicas dentro e/ou fora da célula, sendo, portanto, responsavel pela
transformagao de pequenas moléculas quimicas chamadas de metabdlitos. Os metabolitos por sua
vez, regulam as atividades das proteinas, o processo de transcricao e traducdo, além de servirem de
substratos para modificacdo e sintese de proteinas e lipideos, além da sintese de DNA e RNA.
Portanto os metabdlitos sao os produtos finais do metabolismo celular.

O termo ‘6micas’ refere-se a analise global do conteudo de moléculas dos
sistemas bioldgicos. Além das citadas anteriormente, uma variedade de subdisciplinas
‘Omicas’ tém surgido (Figura 14), cada uma com seu proprio conjunto de instrumentos,
técnicas, softwares e base de dados (ESPINDOLA et al., 2010). Tem ocorrido um
crescimento substancial em outros ramos das ‘dmicas’ como, por exemplo, a analise
lipidébmica (alteracdes nos lipides plasmaticos e celulares), citbmica (analise celular
que integra os conhecimentos da gendémica e da protedmica), fendmica (estudo do
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fenétipo), ionoma (estudo da medida e papel dos ions nos processos biolégicos) (YAN

et al., 2015).

Figura 14 - Varias técnicas ‘Omicas’ e seu papel na biologia dos sistemas

Phenomics
Cell =
Cytomics Bioinformatics —_
chromosome  ——
——  Genomics H
DNA = .
Mectagenomics
Epienomics ; K
Pharmacogenomics Bioinf $'°m=:' =l >
' . ioinformatic Tarf_;_e. , | systems
RNA —| Transcriotomicss OMIC — OMCII)' ' 4 Biology
DATA Mechanism L :
Diagnosis
Protein Proteomics [~
Phosphoproteomics
Glycoproteomics
~ Chemoproteomics
Metabolite pdclabolomics Bioinformatics ~ —
Pharmacometabolomics
— Lipidomics
Phytochemomics
lons lonomics
Metallomics |
Fonte: YAN et al., 2015.

Legenda: Com base nos dados Omicos, bancos de dados publicos e rede molecular, é possivel
visualizar os processos biolégicos nas vias dos mapas biolégicos, interagdes protéicas, associacbes
gene-doencga, mecanismos de acdo de drogas, medicina personalizada e assim por diante que
também é um objetivo da biologia dos sistemas. As associagdes entre as ‘dmicas’, bioinformatica,
biologia dos sistemas e outras metodologias de pesquisa estdo demostradas na figura acima.

A ciéncia biol6gica moderna frequentemente envolve a analise de populacoes

de biomoléculas dentro de um organismo definido (célula, tecido ou compartimento

subcelular). Como as novas abordagens ‘dmicas’ geram grandes quantidades de

dados, foi necessario o desenvolvimento em tecnologias da bioinformatica e

estatistica para processar esses dados de forma econdmica, de maneira oportuna e
biologicamente atil (WOOD et al., 2014).
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As novas disciplinas ‘micas’ estdo ganhando um interesse crescente na
comunidade cientifica devido a disponibilidade experimental em plataformas com alto
desempenho técnico high throughput, como, por exemplo, 0 sequenciamento de nova
geracao, microarrays e espectrometria de massa, que permitem o estudo da célula.
Por outro lado, essas plataformas estao produzindo uma grande quantidade de dados
experimentais e, para que seja realizada uma analise eficiente dos dados ‘6micos’,
elas requerm solugbes da bioinformatica (AGAPITO et al., 2017). Atualmente, a
bioinformatica é imprescindivel para a manipulacdo de qualquer tipo de dado
bioldgico, principalmente os “megadados” oriundos das ‘émicas’. A bioinformética
pode ser definida como uma modalidade que abrange todos os aspectos de aquisicao,
processamento, armazenamento, distribuicdo, analise e interpretacdo da informacao
bioldgica. Por meio da combinacdo de procedimentos e técnicas de matematica,
estatistica e ciéncia da computacdo, sao elaboradas varias ferramentas que nos
auxiliam a compreender o significado biolégico representado nos dados gerados pelas
‘Omicas’ (SANTOS e ORTEGA, 2003).

Medidas em grande escala de genes, proteinas e metabdlitos conduziram a
resolucao da biologia a uma extraordinaria alta definicdo, passando do reducionismo
para um sistema orientado de perspectiva. A capacidade dos diferentes niveis
‘Omicos’ nos permitem estratificar fendbmenos biol6gicos complexos para a
compreensao de patologias. Consequentemente, os pacientes podem ser
monitorados regularmente através dos perfis pessoais das multiplas ‘Gmicas’
representando o seu estado fisiolégico ou patoldégico no momento especifico em que
a amostra é coletada. Essas ‘assinaturas’ podem permitir que o0s médicos
individualizem a avaliagdo de riscos, prevencao de doencas, diagnostico e as
intervencdes terapéuticas, que é o objetivo da medicina personalizada (ROSENBLUM
e PEER, 2014).

Gracas a essas tecnologias agora é possivel detectar ndo s6 qualitativa, mas
também niveis quantitativos de mudltiplos genes, transcritos e proteinas
simultaneamente. Além disso, devido a melhor sensibilidade, especificidade e
precisao dessas tecnologias, podem ser identificados biomarcadores para a previsao
de doencas (KIM et al., 2017).

No entanto, uma unica estratégia ‘dmica’ pode fornecer informacdes limitadas
sobre os mecanismos bioldégicos de uma doenca devido as redes complexas e

dindmicas de moléculas que estao envolvidas nas doencas humanas. Como no caso
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das variantes genémicas que, sozinhas, ndo sao capazes de explicar a mudancga do
risco para a doenga ao longo da vida. DNA, RNA, proteinas e metabdlitos muitas
vezes tém fungdes complementares para desempenhar conjuntamente uma
determinada funcao biolégica. Efeitos complementares e interacdes sinérgicas entre
as ‘6micas’ podem ser capturados pelo estudo integrativo. As abordagens multiplas
das ‘6micas’ integram dados obtidos de diferentes niveis para entender sua interacao
e combinada influéncia sobre os processos das doencas (SUN e HU, 2016).

2.4 Metabolismo

Todas as células vivas precisam de energia para o seu crescimento,
manutencao e conversdo de pequenos compostos quimicos em outro conjunto de
substancias quimicas com menor teor de energia livre. Esta conversdo ou
transformacao de produtos quimicos envolve um grande numero de reagdes quimicas
com muitos intermediarios quimicos. A completude dessas reacdes é chamada de
metabolismo e os produtos quimicos envolvidos no metabolismo sdo chamados de
metabdlitos. O metabolismo é mantido e regulado para garantir o fornecimento
constante de recursos para a sobrevivéncia da célula e isto €, altamente dependente
do meio ambiente. Os metabdlitos sdo os produtos de reacdes catalisadas por
enzimas que ocorrem naturalmente nas células vivas ou cuja expressao € induzida
por fatores externos. Varias reagoes diferentes ocorrem dentro de uma célula e sao
normalmente organizadas em uma série de eventos que atendem uma funcao
intracelular coordenada. Estas reac6es sdo chamadas de vias metabdlicas (VILLAS-
BOAS et al., 2007).

As vias metabdlicas consistem em uma série de reacdes enzimaticas
conectadas e que produzem produtos especificos. Os reagentes, os intermediarios e
os produtos sdo igualmente denominados metabdlitos (VOET et al., 2014). Uma
molécula deve atender a certas propriedades e caracteristicas antes de ser chamada
de metabdlito. As propriedades e a quimica dos metabdlitos e a sua ocorréncia no
metabolismo sdo determinadas por duas propriedades principais: as propriedades
quimicas e fisicas (peso molecular, tamanho da molécula, polaridade, volatilidade,
solubilidade, pka e estabilidade quimica) e a dinamica através da qual o metabdlito
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€ convertido, ambas fortemente dependentes do ambiente do momento (VILLAS-
BOAS et al., 2007).

O metabolismo por meio do qual os sistemas vivos adquirem e usam energia
livre para realizarem suas funcbes é dividido em duas partes: 1) catabolismo, ou
degradacao, no qual os nutrientes e os constituintes celulares sdo degradados para
geracao de energia 2) anabolismo, no qual as biomoléculas sao sintetizadas a partir
de componentes mais simples (VOET et al., 2014).

Metabdlitos podem ser divididos em primarios ou secundarios. Os metabdlitos
primarios fazem parte das vias anabdlicas e catabdlicas comuns a muitos organismos.
Apesar de comuns a muitos organismos, os metabdlitos primarios sdo muito diversos
quanto a sua estrutura, pois nao sao simples polimeros lineares de unidades
repetitivas como os acidos nucléicos ou as proteinas. A analise destes metabdlitos é
util para detectar distarbios no metabolismo e assim entender melhor, por exemplo,
patologias. Atualmente, isto é feito rotineiramente em exames meédicos como os de
sangue. Nesses exames, a comparagao da concentracdo de metabdlitos como a
glicose, colesterol, triglicérides e acido urico no sangue do paciente com os valores
normalmente encontrados na populacao auxilia 0 médico a estabelecer o diagndstico.
Fica claro entdo, que o nivel de certos metabdlitos reflete o estado metabdlico do
organismo. Metabdlitos secundarios sdo compostos formados a partir de vias
biossintéticas de distribuicdo relativamente restrita e os precursores destas vias
derivam do metabolismo primario. O termo metabolismo secundario € mais
frequentemente usado para vias metabdlicas especificas de diversos organismos
como bactérias, fungos e plantas, sendo raramente utilizado para compostos do
metabolismo animal. Exemplos de metabdlitos secundarios, produzidos por plantas e
micro-organismos, sdo os alcaldides e muitos medicamentos sdo metabdlitos

secundarios extraidos de plantas ou micro-organismos (MOREIRA, 2015).

Os metabdlitos, como substratos, produtos ou cofatores nas reacoes
bioquimicas, desempenham um papel muito importante na conexao das diferentes
vias metabdlicas que operam dentro de uma célula viva. O nivel dos metabdlitos de
uma célula ou tecido é determinado pela concentracao e propriedades das enzimas,
sendo, portanto, funcdo de um complexo regulatério operante dentro das células tais
como, regulagdo da transcricdo e traducdo, regulacdo das interacdes proteina-
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proteina e regulacao alostérica das enzimas através de suas interagcbes com o0s
metabdlitos (VILLAS-BOAS e GOMBERT, 2006).

Consequentemente, o nivel dos metabdlitos representa uma informacéao
integrativa da funcao celular em nivel molecular, definindo assim o fen6tipo de uma
célula ou tecido em resposta a alteragdes ambientais ou genéticas. A identificacdo do
nivel dos metabdlitos é, desse modo, um complemento fundamental na determinacéo
da funcao génica. Muitos metabdlitos participam de diversas reagdes bioquimicas
diferentes, amarrando as diferentes partes do metabolismo celular a uma rede
metabdlica altamente controlada. Desse modo, a alteracdo do nivel de um unico
metabdlito numa célula resulta na alteracao do nivel de diversos outros que estao
direta e indiretamente conectados ao primeiro, demonstrando assim que o0
metaboloma de uma célula ou tecido tem a capacidade de responder rapidamente a
qualquer alteragdo ambiental e/ou genética, sendo inclusive capaz de caracterizar
mutacdes ditas silenciosas (VILLAS-BOAS e GOMBERT, 2006).

2.5 Metabolomica

Com o objetivo de investigar todo o conjunto de metabdlitos presentes em um
sistema biolégico, a metabolédmica € uma nova e promissora disciplina do campo ‘das
O6micas’ e na biologia dos sistemas. Consiste numa abordagem analitica para detectar
metabdlitos e determinar suas concentracées. A metabol6émica é interdisciplinar,
conduzida pelas ciéncias basicas (quimica analitica e bioquimica), pela estatistica,
quimiometria e bioinformatica juntamente com epidemiologia e pesquisa clinica.
(LIESENFELD et al., 2013). Muitas areas podem ser beneficiadas com a pesquisa
metabolémica, como as aplicacbes na saude, incluindo farmacologia, toxicologia,
erros inatos do metabolismo, pesquisa clinica, cancer, agricultura e a nutricao
(LINDON et al., 2011). A metabolémica tem sido aplicada para definir metabdlitos
relacionados ao prognostico ou diagndstico de doencas e pode proporcionar maior
compreensao fisiopatolégica das doencas (ZHANG et al, 2012). O termo
‘metaboloma’ foi introduzido em 1998 em um artigo de Oliver et al. (1998) para indicar
o conjunto dos metabdlitos de um organismo. Sdo entendidos como metabdlitos as
micromoléculas organicas do sistema biolégico. Estes metabdlitos derivam da
interacdo do genoma, do transcriptoma e do proteoma do organismo com o meio

ambiente, dando origem ao seu fenétipo (MOREIRA, 2015). O termo metabolémica
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(do inglés, metabolomics) é recente, introduzido nos anos 2.000 por Dr. Oliver Fiehn
e colaboradores (FIEHN et al., 2000). Embora ocorram pequenas diferencas
conceituais os dois termos metabolémica (do inglés “metabolomics”) e metabonémica
(do inglés “metabonomics’) sédo usados frequentemente por cientistas e organizacdes
devido a sobreposicdo nas concepcoes tedricas e metodologicas (LINDON et al.,
2011).

A andlise do metaboloma abrange a identificagdo e quantificacdo de
metabolitos intracelulares e extracelulares com baixa massa molecular inferior a 1500
Da, usando diferentes técnicas analiticas. Dentro do metaboloma, existe, no entanto,
uma grande variacao nas estruturas e propriedades quimicas, compreendendo desde
espécies ibnicas até  carboidratos hidrofilicos, alcoois e cetonas volateis,
aminoacidos, acidos organicos, lipideos e produtos naturais complexos (VILLAS-
BOAS et al, 2007). O metaboloma humano representa a colecdo completa de
pequenas moléculas encontradas no corpo humano, incluindo peptideos, lipideos,
aminoacidos, acidos nucléicos, carboidratos, acidos organicos, aminas biogénicas,
vitaminas, minerais, aditivos alimentares, drogas, cosméticos, contaminantes,
poluentes ou outras coisas que ingerimos, metabolizamos, catabolizamos ou
entramos em contato (WISHART et al., 2018). Ao contrario do genoma e do proteoma,
o préprio metaboloma néo € facilmente definido. Isso ocorre porque o metaboloma
humano nao é exclusivamente ditado por nossos genes. O nosso ambiente (o0 que
comemos, respiramos e bebemos) e a nossa microflora do trato intestinal contribuem
para o metaboloma. Em outras palavras, o0 metaboloma humano consiste em uma
mistura de compostos endogenos e exdégenos. Os metabdlitos enddgenos sao
pequenas moléculas sintetizadas pelas enzimas codificadas pelo nosso genoma e os
metabdlitos exdgenos sao produtos quimicos "estranhos" ou xenobidticos consumidos
como alimentos, bebidas, drogas ou outros consumiveis (WISHART et al., 2013).

O numero de metabdlitos no corpo humano é relativamente pequeno em
comparacao com o numero de genes, transcritos ou proteinas (Figura 15), contudo, o
numero de fatores que influenciam os niveis de metabdlitos em fluidos e tecidos
bioldgicos € muito amplo. Os niveis de metabdlitos podem ser considerados como a
resposta final de um organismo aos fatores do meio ambiente, modificacbes
genéticas, alteracées da microflora intestinal e alteracées na atividade de enzimas.
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Portanto, esta nova plataforma de pesquisa é mais intimamente relacionada ao
fenétipo observado (KLUPCZYNSKA et al., 2015).

Figura 15 - Diagrama ilustrando as tecnologias ‘6micas’
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Fonte: KLUPCZYNSKA et al., 2015.
Legenda: Niumero de metabolitos no corpo humano em comparagcdo com o genoma, transcriptoma,
proteoma e o metaboloma. O fluxo de informagao no organismo humano comega com genes (3 x 10%)
e termina com metabolitos (8 x103).

Usando abordagens in silico, juntamente com as laboratoriais, foi possivel
expandir o numero de metabdlitos (conhecidos, esperados e previstos) e agrupa-los
em um banco de dados denominado Human Metabolome Database (HMDB) onde se
encontram mais de 114 mil entradas (incluindo metabdlitos endogenos,
farmacometabdlitos, compostos alimentares, corantes, pesticidas, poluentes, drogas,
etc. (WISHART, et al., 2018).

Duas abordagens analiticas podem ser utilizadas na analise metabolémica: a
metabolédmica alvo (do inglés, targeted metabolomics) e a metabolémica global (do
inglés, untargeted metabolomics). A metabolémica targeted, refere-se a deteccao e
quantificacdo precisa de um pequeno conjunto de compostos conhecidos. E
direcionada para um conjunto especifico de metabélitos. Uma limitacdo da abordagem
targeted exige que os compostos de interesse sejam conhecidos, ou seja, uso de
padroes purificados que foram claramente identificados e estdo disponiveis para um
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processo de calibracdo. A abordagem analitica untargeted é uma analise geral de
metabdlitos, ndo direcionada, para classificar amostras, determinar e quantificar uma
ampla gama de metabdlitos, sem requerer conhecimento prévio dos compostos da
investigagdo (CAMBIAGHI et al., 2017). Assim, do ponto vista analitico, ha
basicamente duas abordagens principais para se analisar o metaboloma: a) analise
direcionada e b) perfil metabdlico, sendo que esse Ultimo pode ser subdividido em
“fingerprinting” metabolico, quando se refere ao perfil de metabdlitos intracelulares, e
“footprinting” metabdlico, quando se refere ao perfil de metabdlitos extracelulares
(VILLAS-BOAS e GOMBERT, 20086).

Conforme uma revisdo de literatura realizada por Liesenfeld et al. (n= 106
estudos revisados) os tipos de amostras mais comumente utilizadas na analise
metabolémica para pesquisa do céncer sdao soro, plasma, urina, liquor, tecidos
tumorais, saliva, fezes, ar expirado e amostras de pele (LIESENFELD et al., 2013).

A preparacdo da amostra é uma das etapas cruciais na analise do metaboloma.
O primeiro passo € a interrupgao rapida do metabolismo celular, o que no inglés é
chamado de “quenching” metabdlico. Embora a meia vida dos metabdlitos
extracelulares seja maior do que a metabdlitos intracelulares, € importante interromper
qualquer atividade bioquimica das amostras para se evitar qualquer variacao nos
niveis dos metabdlitos. O “quenching” metabdllico é obtido através de alteracao
drastica de temperatura ou pH (VILLAS-BOAS e GOMBERT, 2006).

Resumidamente, o fluxo de analise da metabol6mica pode ser agrupada em
quatro etapas (Figura 16) sendo elas: 1) preparacdo da amostra, 2) aquisicdo dos
dados (diferentes técnicas podem ser usadas para separar e caracterizar grupos de
metabdlitos quimicamente diversos), como a cromatografia liquida combinada com
espectro de massas ou ressonancia magnética nuclear (RMN), 3) processamento dos
dados (utilizacao de software especificos para interpretacdo dos cromatograma, sua
deconvolucado e identificagdo, alinhamento e analise estatistica 4) Integracdo e

interpretacao bioldgica.
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Figura 16 - Fluxo de analise em metabolémica
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Fonte: Adaptado de CAMBIAGHI et al., 2017.

Legenda: O fluxo de trabalho pode variar dependendo da abordagem (targeted ou
untargeted), mas sempre apresentando etapas de preparo da amostra, aquisi¢ao dos dados,
processamento dos dados e interpretacao biolégica.

2.6 Técnicas analiticas para analise metabolomica

Diante da grande diversidade quimica dos metabdlitos, encontrar uma Unica
técnica analitica capaz de cobrir todo 0 metaboloma de organismo biolégico néao é
uma tarefa facil. Desse modo, existe a necessidade de se utilizar e combinar diferentes
técnicas analitica. A aquisicdo dos dados dos estudos metabolémicos vem sendo
realizada com o uso de multiplataformas de analise que proporcionam maior cobertura

em termos de substancias quimicas detectadas e, consequentemente, proporcionam
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um maior entendimento biol6gico do organismo estudado. Ferramentas poderosas de
andlise como a ressonancia magnética nuclear (NMR, do inglés, nuclear magnetic
ressonance) e a espectrometria de massas (MS, do inglés, mass spectrometry), que
fornecem informacdes estruturais de diversas classes quimicas, sdo as técnicas
analiticas mais empregadas nos estudos metabol6émicos. Menos frequentemente,
podem ser encontradas aplicagdes utilizando a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR, do inglés, Fourier transform infrared spectroscopy),
gue demonstra grande potencial por ser uma técnica de elucidagao estrutural de baixo
custo, simples e nao destrutiva (CANUTO et al., 2018).

A propriedade da ressonancia magnética nuclear (RMN) é a de que o nucleo
de alguns atomos possui a capacidade de absorver e reemitir radiacdo
eletromagnética em uma frequéncia especifica na presenca de um campo magnético.
E uma técnica que identifica e quantifica simultaneamente uma ampla gama de
compostos organicos na faixa de micromolar. A RMN é uma técnica amplamente
automatizada e nao destrutiva de amostras, ou seja, permitindo a preservacao das
amostras escassas ou raras. A principal limitacdo da RMN é apresentar baixa
sensibilidade, tornando-a inadequada para a andlise de um grande numero de
metabdlitos que possuem baixa concentracao (ZHANG et al., 2012).

A espectrometria de massas (MS) é a técnica de analise mais usada na
metabolédmica, uma vez que proporciona andlises rapidas, com alta sensibilidade e
seletividade. As vantagens mais importantes da MS s&o a sua alta sensibilidade e alto
rendimento, em combinacdo com a possibilidade para confirmar a identidade dos
componentes presentes em amostras biolégicas complexas, bem como a deteccao e
identificacdo dos compostos desconhecidos. A espectrometria de massas pode ser
usada diretamente ou acoplada a técnicas de separagcdo como a cromatografia
gasosa (GC-MS), cromatografia liquida (LC-MS) e a eletroforese capilar (CE-MS) e
UPLC-MS (Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas) (VILLAS-BOAS et al., 2005; ZHANG et al., 2012). Cada técnica apresenta
suas particularidades, vantagens e desvantagens que devem ser levadas em
consideracao em cada estudo metabolémico, Tabela 12 (VILLAS-BOAS et al., 2005).

De uma forma simplificada um espectrébmetro de massas tem cinco
componentes (Figura 17). O primeiro componente é unidade de entrada da amostra,

que leva até a fonte de ions, onde as moléculas da amostra sdo ionizadas. Os ions,
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entao, sdo acelerados por um campo eletromagnético. Em seguida o analisador de
massa separa 0s ions da amostra baseado em sua razdo massa/carga (m/z). Os ions
sao, entdo, contados pelo detector, e o sinal é registrado e processado pelo sistema
de dados (PAVIA et al., 2010).

Figura 17 - Representacao esquematica do funcionamento de Espectrometro
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Fonte:https://pt.slideshare.net/Ihaisleal/espectrometria-de-massas-princpios-e-aplicaes.
Acesso em: 10 de janeiro de 2018.

Algumas op¢des de fonte de ionizagao incluem a ionizacao por eletrospray (ESI
- do inglés Electrospray lonization), ionizagao quimica a pressao atmosférica (APCI -
do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization), ionizacao quimica (Cl do inglés
Chemical lonization) (Villas-Boas et al., 2005) e fotoionizacdo a pressao atmosférica
(APPI - do inglés Atmospheric Pressure Photoionization) (ROBB et al., 2000), dentre
outras.

O método de ionizacdo ESI é o método de escolha para os estudos
metabolémicos por MS, devido a sua “ionizagdo branda”, que gera pouquissima
fragmentacao decorrente do processo de ionizagdo. A ESI é bastante eficiente para
moléculas polares e pode ser acoplada facilmente aos sistemas de cromatografia

liquida ou eletroforese capilar. A determinagao da relacdo massa / carga (m/z) é feita
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pelos analisadores de massa e 0s mais utilizados sdo: quadrupolo, triplo quadrupolo,
ion trap e tempo de voo TOF (do inglés, Time of Flight) (VILLAS-BOAS et al., 2005;
VILLAS-BOAS et al., 2007).

A recente introducdo da UPLC associada com a espectrometria de massas
resulta em maior definicao de picos, analises de execucao mais rapidas sem perda de
resolucao e capacidade de alto rendimento comparadas as colunas convencionais do
HPLC, tornando-se ainda mais adequado para uma abordagem metabolémica. A
combinacao de UPLC com MS abrange uma série de metabdlitos polares aumentando
o numero de analitos detectados. Ela oossui melhor separacdo dos picos no
cromatograma, como também melhora a resolucao na identificacao dos metabdlitos e
a precisdao nas medidas de massa. Dado ao poder da tecnologia UPLC-MS esta
técnica representa uma plataforma promissora de microsseparacéao do metaboloma.
(ZHANG et al., 2012).

As andlises desse experimento foram feitas através da técnica UPLC acoplada
ao analisador de massa tandem quadrupolo (Xevo TQ-S da Warters®) com o0 método
ESI de ionizagédo. A técnica conhecida como espectrometria de massas tandem € o
acoplamento de dois ou mais analisadores de massa em conjunto. Quando se
combina UPLC com espectrometria de massas tandem, o instrumento recebe o nome
de UPLC-MS / MS (SKOOG et al., 2006).
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Tabela 12 - Técnicas analiticas mais empregadas em estudo metaboléomicos

suas vantagens e desvantagens

Técnica analitica

Vantagens

Desvantagens

Pouco preparo da amostra

NMR .

(Adequada para inumeros Robugtg; @ rapidez Menor sensibilidade

compostos) Repetibilidade Complexidade espectral
Preservacao da amostra

CG-MS Ideal para amostras bioldgicas

(Separacao simultanea complexas Metabdlitos ndo volateis

identificacdo, e quantificagdo Capacidade de analisar devem ser derivatizados

de diferentes classes de diferentes classes de antes da analise

metabdlitos (volateis e nao- metabdlitos Dificuldade para identificar

volateis)

Alta sensibilidade
Alta resolucao

componentes desconhecidos

LC-MS
Adequada para separacao,
quantificacdo e identificagcao

Alta sensibilidade
Boa resolucao
Permite analise de metabdlitos

Identificagdo dos compostos
depende de MS/MS
Efeito matriz

de ?T“p'a gama  de termolabeis estricbes com eluentes

metabdlitos)

CE-MS Limite para quantificacao

Separacio. identificacio e Volume pequeno de amostras Menor sensibilidade
paragao, ¢ Util para amostras bioldgicas Menor Repetibilidade

quantificacao dos

metabolitos polares)

complexas
Alta resolugéo

Identificagcdo dos compostos
depende de padrées e de

MS/MS

Fonte: Adaptado de VILLAS-BOAS et al., 2005.

2.7 Estudos metabolomicos na clinica e em leucemias

A metabolémica emergiu recentemente como uma ferramenta Gtil com amplas
aplicac6es na pesquisa clinica, como a descoberta de biomarcadores para doencas,
avaliacao da seguranca clinica para uso de drogas e na medicina de precisao (LI et
al.,, 2017). Varias especialidades médicas comegam a revisar suas patologias e
condicoes clinicas a partir de uma perspectiva da analise metabolémica, como por
exemplo, na oncologia (LIESENFELD et al., 2013; GUNTHER, 2015; KNIFIC et al.,
2018), na cardiologia (SABATINE et al., 2005), na endocrinologia (HOU et al., 2018;
PIENING et al.,, 2018), na neurologia (GILL et al., 2018; VARMA et al., 2018), na
nefrologia (RHEE, 2018), no transplante de 6rgaos (WISHART, 2005), na infectologia
(EVANGELATOS et al., 2018; ZURFLUH et al., 2018), na reumatologia (MCGRATH e
YOUNG, 2015), nas doencas hematolégicas (ZHONG et al., 2015; ALLEGRA et al.,
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2016; PISZCZ et al., 2016) dentre outras areas da saude. Um dos estudos pioneiros
de metabol6bmica em leucemias foi realizado por Blankenberg et al. 1997, quando foi
estimado o percentual de apoptose de linfoblastos na leucemia linfoblastica aguda por
meio da técnica de RMN (BLANKENBERG et al., 1997).

Ainda que incipientes, as publicacbes que tratam da ligacdo entre
metabolédmica e leucemias (Figura 18), especificamente as leucemias estudadas, LLC
e SMD, os estudos metabolémicos ja trazem resultados promissores na acumulacao
continua de conhecimento, aumentando as esperancas de que o entendimento do
metabolismo do tumor ofereca novas maneiras de prever, diagnosticar e até mesmo
tratar (ALLEGRA et al., 2016). O primeiro artigo que apresentou a investigacado de
metabolitos no contexto da LLC foi de Macintyre et. al. (2010).

Figura 18 - Grafico com a evolucao do numero de publicacées com a aplicacao
da metabolémica em estudos do cancer e em leucemias
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Fonte: Gréfico produzido mediante consulta dos trabalhos publicados no Pubmed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) com as estratégias de busca:
(metabolomics OR metabonomics) AND (leukemia OR leukaemia) AND cancer.
Acesso em: 26 de margo de 2018.
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3 JUSTIFICATIVA

O fornecimento de nutrientes e oxigénio para uma célula influencia as vias
metabdlicas comprometidas para a producdo de energia. Em resposta a essas
modificacoes, as células se adaptam ou morrem. Muitos sinais metabélicos controlam
a propensao das células para iniciar programas autodestrutivos, em parte operando
em sensores de nutrientes. Isso sugere que a presenca de “metabdlitos checkpoints”
determinam o destino das células em resposta a variacbes metabdlicas. No entanto,
€ sabido que a capacidade das células cancerosas para ajustar seu metabolismo em
resposta a situacdes desafiadoras € um evento muito mais geral e complexo do que
se supunha anteriormente (ALLEGRA et al., 2016).

As razdes para este estudo foram:

- A utilizagdo de uma metodologia inovadora como a metabolémica, baseada na
determinacdo do perfil metabdlico, pode ser util para compreensao das vias

bioquimicas relacionadas as leucemias.

- Recentes estudos utilizaram a analise metabolémica para explorar biomarcadores
nas leucemias (MACINTYRE et al., 2010; PISZCZ et al., 2016; MUSHARRAF et al.,
2017).

- Caracterizacao metabdlica pode auxiliar no diagnostico e nos fatores de
prognostico dos pacientes com LLC e SMD.

- Até momento, ainda sdo poucos os estudos metabolémicos relacionados com a
Leucemia Linfocitica Crénica e com a Sindrome Mielodisplasica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse estudo foi investigar por meio de uma abordagem
metaboldmica as variacbes das concentracbes plasmaticas de metabdlitos em
pacientes com LLC e SMD, que poderiam ser apontados como possiveis candidatos
a biomarcadores para o diagnéstico e/ou no prognéstico dessas doencas.

4.1.1 Obijetivos especificos

) Empregar o Absolute/DQ® p180 Kit (Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Austria)
e UPLC-MS/MS para determinar a concentragcdo plasmatica absoluta de 186
metabdlitos no plasma de pacientes com LLC e SMD.

Il) Estabelecer estratégias quimiométricas baseadas em analises estatisticas
univariada e multivariada para tratamento dos dados a afim de revelar potenciais

candidatos a biomarcadores.

[) Identificar padrées metabdlicos diferenciadores entre o0 grupo doente versus grupo
controle (LLC vs. CTRL e SMD vs. CTRL), bem como entre os dois grupos doentes
(LLC vs. SMD).

IV) Formular uma interpretacao biologica para os resultados obtidos.
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5 MATERIAL E METODOS

Este estudo esta vinculado ao projeto de pesquisa intitulado “Analise celular,
molecular e plasmatica, de biomarcadores de diagnéstico, progndstico e avaliagdo em
vitro de potencial terapéutico de biomoléculas sintéticas em amostras de pacientes
com neoplasias mieloides, linfoides e mielodisplasia”, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais - COEP, Projeto CAAE N°
02177612.0.0000.5149 bem como a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido dos participantes do estudo. A participacdo dos individuos controles foi
aprovada pelo Comité de Etica da Santa Casa de Misericérdia de Belo Horizonte
Parecer N° 315.034, CAAE: 15097113.3.0000.5149 e todos eles assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Esse estudo é do tipo caso-controle, no qual a comparacao se faz entre um
grupo de doentes (LLC e SMD) e um grupo de individuos sem as doencgas estudadas.

As analises experimentais desse estudo foram realizadas no laboratério do
Professor Dr. Luiz Claudio Cameron da Universidade Federal do Estado do Rio de

Janeiro.

5.1 Delineamento Experimental

Para um melhor entendimento do delineamento experimental, encontra-se

abaixo um fluxograma com todas as etapas do presente estudo.



Fonte: O autor, 2018.
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5.2 Populacao Estudada

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados pelos médicos
hematologistas do Servigco de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG, que se
localiza no Ambulatério Borges da Costa, sendo que o critério de diagnéstico utilizado
pelos médicos hematologistas para os pacientes com LLC foi realizado através de
avaliacao clinica, hemograma e imunofenotipagem (escore de Matutes).

Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a classificagao de
Binet baseados nos critérios de classificagao estabelecidos pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) como: Estadiamento da Leucemia Linfocitica Crénica (RAI et al.,
1975) e Classificagdo do Grupo de Trabalho Internacional (BINET etal., 1981). Esses
critérios possibilitam que o médico classifique o paciente como sendo de baixo, médio
ou alto risco, sendo essa informagao registrada no prontuario do paciente.

Para os pacientes com SMD os critérios de diagnostico utilizados pelos médicos
hematologistas foi o IPSS-R.

As coletas das amostras foram realizadas no periodo de agosto de 2014 a
setembro de 2015.

5.2.1 Amostras bioldgicas da LLC:

Amostras de plasma em EDTA foram coletadas de 22 pacientes diagnosticados
com LLC em diferentes graus de estadiamento da doenca atendidos no Servico de
Hematologia/Oncologia do Hospital das Clinicas da UFMG.

As amostras foram divididas em dois grupos: 10 pacientes classificados como
Binet A (baixo risco) e 12 pacientes classificados como Binet B/C (médio e alto risco)
conforme registro em prontuario consultado. O grupo dos pacientes LLC incluiu 10
mulheres e 12 homens. A faixa etaria dos pacientes foi entre 46 e 87 anos (média 69

anos e mediana 74 anos).

5.2.2 Amostras bioldgicas da SMD
Foram analisadas 11 amostras de plasma em EDTA de pacientes com SMD

atendidos no Servico de Hematologia/Oncologia do Hospital das Clinicas da UFMG.
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O grupo SMD abrangeu 04 mulheres e 07 homens. A faixa etaria dos pacientes foi
entre 34 e 89 anos (média 65 anos e mediana 71 anos).

Os critérios de inclusao dos pacientes com LLC e SMD neste estudo foram: ter
diagnésticos confirmados para as respectivas doencas e selecao feita pelos médicos
hematologistas pelo Servico Hematolégico do Hospital das Clinicas da UFMG, além
de ter idade igual ou superior a 18 anos.

Foram excluidos do estudo pacientes com diagnéstico de outros disturbios
linfoproliferativos como leucemia prolinfocitica, leucemia de células pilosas, linfoma
esplénico com linfécitos pilosos, leucemia plasmocitica, além dos linfomas Hodgkin e
nao-Hodgkin. Estes dados foram obtidos a partir das analises dos prontuarios dos

pacientes.

5.2.3 Grupo controle:

O grupo controle foi constituido de 19 individuos sem LLC, SMD e qualquer
outro tipo de cancer, sendo 10 mulheres e 09 homens, recrutados no ambulatério da
Santa Casa de Misericérdia de Belo Horizonte, sendo todos eles acompanhantes de
pacientes desse hospital. A faixa etaria dos individuos controle foi de 36 a 74 anos
(média e mediana = 57 anos). Os critérios de inclusdo dos individuos controles foram:
auséncia de cancer (qualquer tipo), auséncia de acidente vascular cerebral (isquémico
ou hemorragico), auséncia de infarto do miocardio, auséncia de doenga de Chagas,
doencas neurodegenerativas, doenca tireoidiana, doenca renal crbnica, traumas e

alcoolismo. A tabela 13 apresenta resumo da populacao estudada.

Tabela 13 - Resumo da populacao estudada dos pacientes e individuos

controles
Grupo n Sexo Faixa etaria (anos) | Média (anos) A
(anos)
LLC 10 Mulheres 69
10 pacientes Binet A 22 | 12 Homens 46 - 87 (P = 0,002) 74
12 pacientes Binet B/C (P =0,662) -
4 Mulheres
7 Homens 65
SMD 11 (P=0411) 34 -89 (P = 0,097). 71
Individuos Controles | 19 | 10 Mulheres 36 - 74 57 57
9 Homens

Fonte: O autor, 2018.
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5.3 Coleta das amostras:

Coleta do Sanque:

Amostras de sangue periférico foram coletadas com sistema Vacutainer (BD
Vacutainer®), sendo 5,0 mL em EDTA K2. O mesmo procedimento foi realizado para
pacientes SMD e individuos controles. As amostras foram transportadas em maleta
apropriada para transporte de material bioldgico, tendo sido as amostras processadas
0 mais rapido possivel no Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farmécia da
UFMG.

As amostras de plasma em EDTA foram coletadas em tempo de jejum variado,
mas os alimentos ingeridos pelos participantes ndo foram avaliados em funcédo da
dindmica do horario de atendimento do servico hematoldgico. As amostras foram
centrifugadas (400 x g, 30 minutos), observando que o tempo entre coleta e
centrifugacdo nao excedesse de 2 horas e a fase plasmatica foi imediatamente
congelada a -80°C até momento do seu processamento.

5.4 Analise por UPLC - MS/MS

Os metabdlitos foram extraidos das amostras de plasma humano usando um
sistema de placas com 96 microtubos especificos, um modelo exclusivo e patenteado
pelo fabricante, projetado para remocao de proteinas, normalizacao e derivatizagao
com padréo interno, presente no kit Absolute/DQ® p180 Kit (Biocrates Life Sciences
AG, Innsbruck, Austria). O método do kit Absolute/DQ® p180 foi comprovado em
conformidade com a Diretriz da Food and Drug Administration FDA (Orientagédo para
a Industria - Validacdo do Método Bioanalitico (BREIER et al., 2014).

O ensaio especifico permite a deteccao e quantificacdo simultanea de 186
metabolitos enddgenos divididos em seis classes bioquimicas sendo: 21 aminoacidos,
19 aminas biogénicas, 40 acilcarnitinas, 90 glicerofosfolipideos, 15 esfingolipideos e
01 soma das hexoses (glicose, galactose e frutose). A lista dos metabdlitos medidos
pelo kit (abreviatura do metabdlito, nome completo e importancia bioldgica) estao
descritos nos Apéndice A e Apéndice B. O kit pode ser utilizado em varias matrizes
biol6gicas com alto rendimento e totalmente validado para plasma humano. A
preparacao foi realizada de acordo com o Manual do Usuério disponivel no kit
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(BIOCRATES, 2017). As amostras de plasma foram descongeladas gradualmente
em banho de gelo, depois submetidas a voértex e centrifugadas antes de serem
adicionadas a placa.

Resumidamente, um volume de 10uL de amostras de plasma foram
adicionados no centro do filtro, na parte superior de cada microtubo da placa e secas
usando um evaporador de nitrogénio. Posteriormente, adicionou-se 50 uL de uma
solucao de fenil-isotiocianato a 5% para derivatizacdo dos aminoacidos e das aminas
biogénicas. Apds a incubacao (20 minutos) os filtros foram secos novamente usando
um evaporador de nitrogénio por 60 minutos. Os metabdlitos foram extraidos usando
300 pL de uma solugao de acetato de aménio em metanol a 5 mM e transferidos por
centrifugacao (30 minutos a 450 rpm) para o fundo de cada microtubo da placa. Os
extratos foram diluidos com 600 uL de solvente de corrida para MS para posterior
andlise usando o espectrometro de massa com analisador do tipo quadrupolo Xevo-
TQ-S® (Waters Technologies, Massachusetts, EUA).

Uma amostra em branco (sem padrdes internos e sem amostra adicionada),
trés amostras zero baseadas em agua (solugao salina tamponada com fosfato) e trés
amostras de controle de qualidade também foram adicionadas a placa do kit. Os
controles de qualidade sdo compostos por liofilizados de plasma humano contendo
niveis baixos, médio e alto de concentracdo dos metabdlitos, utilizados para verificar
o desempenho do ensaio e do espectrometro de massa. Os resultados dos controles
sao exibidos e avaliados num médulo do software Met/DQ® (Biocrates Life Sciences
AG, Innsbruck, Austria). O critério da precisdo, recomendado pela diretriz do FDA
para validacao de analise bioanalitica usando método LC-MS é ter um coeficiente de
variacao (CV) que nao exceda 15% (TIWARI e TIWARI, 2010).

Uma diluicado em série com sete pontos de calibradores foi adicionada a placa
de 96 microtubos do kit para gerar curvas de calibragdo para a quantificacdo de

aminas biogénicas e aminoacidos.

O kit incluiu uma mistura de padrdes internos para a quantificagdo dos
metabdlitos enddgenos, conforme segue: padrdes internos quimicamente homaologos
foram utilizados para a quantificagdo das classes de glicerofosfolipideos e
esfingolipidios enquanto que os padrdes internos marcados com is6topos estaveis
foram utilizados para quantificar as outras classes de compostos.
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A quantidade de padrdes internos foi idéntica para cada poco, e as intensidades
do padrao interno, da amostra zero e das amostras foram comparadas para permitir

conclusdes sobre os efeitos de supressao de ions.

As acilcarnitinas, glicerofosfolipideos e esfingolipidios foram analisadas usando
espectrometria de massas tandem quadrupolo da Waters (Xevo TQ-S®) por meio da
andlise por injecao de fluxo FIA (Flow injection analysis- Analise por Injecdo em Fluxo)
no modo positivo. Hexoses foram analisadas por subsequente aquisicao em FIA no

modo negativo.

Os aminoacidos e as aminas biogénicas foram analisados usando
Cromatografia  liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC), modelo Waters
sistemaUPLC® ACQUITY com coluna cromatogréfica, Acquity BEH C18 1.7 um, 2.1 x
50 mm (Waters Chromatography, Dublin, Irlanda) conectadas ao espectro de massas
Xevo TQ-S® no modo positivo. A identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos foi
realizada utilizando padrdes internos e por deteccdo por monitoragdo de reacdes
multiplas (MRM).

A andlise dos dados e o célculo das concentragdes de metabdlitos analisados
por FIA (acilcarnitinas, glicerofosfolipideos, esfingolipidios e hexoses) é automatizada
usando o software Met/DQ® (Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Austria), uma
parte integrante do kit que importa os arquivos de dados brutos da Waters®. Ainda
em termos de quantificacdo, para os lipideos e acilcarnitinas sua quantificacao é
chamada “semi-quantitiativa”, pois algumas concentracées dessas classes podem
corresponder a concentracao de componentes isobaricos /isoméricos. A composicao
da cadeia de lipideos é abreviada como Cx:y, onde “x” € o niumero de carbonos da
cadeia do 4cido graxo e o “y” é o numero de ligacdes duplas.

A analise dos picos obtidos por UPLC (aminoacidos e aminas biogénicas) foi
realizada usando o software TargetLynx Application Manager® (Waters Technologies,
Massachusetts, EUA). Todas as concentragcdes foram medidas em yM (micromolar).

O desenho da placa € mostrado na Figura 19.
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Figura 19 — Desenho da placa do kit Absolute/DQ® p180 Kit (Biocrates)
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5.5 Processamento dos dados e Analises Quimiomeétricas

Devido a complexidade das amostras biolégicas e a alta sensibilidade das
técnicas de separacao utilizadas nos experimentos metabolémicos, tais como CE, GC,
LC e UPLC acoplados a espectrometria de massas (MS), fazem com que os
experimentos em metabol6mica possam gerar tabelas de dados usualmente na ordem
de centenas a milhares de variaveis em uma Unica amostra. Nesse seguimento, 0s

dados devem ser avaliados por métodos estatisticos multivariados e univariados.

A Quimiometria é a aplicacdo de ferramentas matematicas e estatisticas a
quimica (FERREIRA, 2015) sendo um campo estabelecido na analise de dados e
provou ser valiosa ferramenta na andlise dos dados ‘6micos’ em muitas aplicacdes
(LINDON et al., 2011).

Diferente da andlise univariada, que avalia as variaveis separadamente e
despreza as relacdes entre as varidveis a anadlise multivariada tem sido amplamente
utilizada nessa area de pesquisa, pois, além de facilitar a visualizacdo de dados
complexos, apresenta capacidade de predicao a partir de um treinamento com uma
matriz complexa de dados, como por exemplo, um conjunto de metabdlitos
responsaveis pela diferenciacdo entre grupos (COOK e RUTAN, 2014). A etapa de
analise dos dados metabolémicos é muito importante, e a estratégia utilizada nessa
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etapa tem um impacto direto na selecao dos candidatos a biomarcadores (HENDRIKS
etal., 2011).

A anélise metabolémica gera tabelas de dados complexas que séo dificeis de
resumir e interpretar sem estatistica apropriada e ferramentas de visualizacao. O uso
de ferramentas quimiométricas como, por exemplo, a andlise de componentes
principais (PCA), a analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) e
a PLS ortogonal (OPLS-DA) é de grande importancia, pois inclui métodos eficientes e
robustos para modelagem, analise e interpretacao de complexos quimicos e dados
biolégicos (WIKLUND et al., 2008).

5.5.1 - Analise Estatistica Multivariada

Os dados brutos dos metabdlitos identificados (concentragdes dos metabdlitos)
foram importados do sofftware Met/DQ® e convertidos para o formato de arquivo
especifico. Em seguida, a matriz de dados com os resultados dos grupos dos
pacientes com LLC, SMD e dos individuos controles, contendo a concentragdo (em
micromolar) de cada cromatograma de ion extraido (EIC — do inglés Extracted lon
Chromatogram) foi submetida as andlises estatisticas multivariadas com o auxilio do
software SIMCA-P (+) (versao 14, Soft Independent Modeling of Class Analogy -
SIMCA, Umetrics, Suécia). O software SIMCA permite a interpretacdo multivariada de
conjuntos de dados complexos por meio de graficos bi ou tridimensionais (SOUZA e
POPPI, 2012). Antes das andlises estatisticas multivariadas os dados foram
escalonados utilizando o escalonamento UV (Unit Variance), escalonamento do tipo
variancia unica que da a variavel uma variacdo igual ao seu desvio padrao. O pré-
processamento dos dados torna-se necessario nos dados metabolémicos devido a
concentracao dos metabolitos variarem em grande magnitude entre si. Dessa forma o
escalonamento visa garantir que todas as variaveis sejam significativas para as
analises posteriores (VAN DEN BERG et al., 2006). Isso equivale a fazer com que
todos os eixos das variaveis tenham o mesmo comprimento, isto €, dar a todas as
variaveis igual importancia (UMETRICS, 2015).

Os dados escalonados foram inicialmente submetidos a analise exploratéria de
dados utilizando os métodos nao supervisionados de Analise de Componentes
Principais (PCA — do inglés, Principal Component Analysis). O PCA é uma andlise
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multivariada nao supervisionada, sendo Util para reconhecimento de padrdes,
tendéncias e agrupamentos nao direcionados das amostras. Os graficos de PCA
fornecem um resumo, ou visao geral, de todas as observagdes ou amostras da tabela
de dados. Além disso, agrupamentos, tendéncias e outliers também podem ser
visualizados nos graficos de score plot, ao passo que os graficos de loading plot
descrevem a influéncia das variaveis e relacao entre elas (TRYGG et al., 2007).

Normalmente, o PCA é utilizado com o objetivo de visualizar a estrutura dos
dados, encontrar similaridades entre amostras, detectar amostras anémalas (outliers)
e reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados (SOUZA e POPPI, 2012; LEVER
et al., 2017). Métodos nao supervisionados servem para fornecer uma visao geral dos
dados em estudos de metabolémica. De longe, a mais comum é a analise de
componentes principais. O PCA é um método baseado em uma projecao que reduz a
dimensionalidade dos dados criando componentes principais. Nessa anadlise as
variaveis sao reduzidas a componentes principais que sao combinacdes lineares das
variaveis iniciais, e sdo ortogonais, ou seja, nao se correlacionam entre si (SOUZA e
POPPI, 2012). O primeiro componente representa a maior variagdo nos dados; o
segundo componente representa a segunda maior variacao, e assim por diante. Para
estudos com duas classes distintas, como a analise de doentes versus individuos
saudaveis, a analise discriminante (DA) é a utilizada mais frequentemente (COOK e
RUTAN, 2014).

Em seguida foi empregada a andlise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA —do inglés, Partial Least Squares Discriminant Analysis). O PLS-DA
€ um método de classificacao supervisionado usado para melhorar a separacao entre
diferentes classes de observagdes. As amostras se agrupam de acordo com uma
similaridade na estrutura da matriz de informacao, o que origina os clusters. O método
encontra uma relacdo entre as variaveis preditoras e as variaveis dependentes,
construindo modelos, um para cada resposta. PLS-DA (também conhecido como PLS-
2) em vez de construir modelos separados para cada resposta, é capaz de lidar com
multiplas respostas simultaneamente (GROMSKI et al., 2014). O PLS-DA relaciona
uma matriz de dados de observacbes a uma matriz de variaveis dependentes a
medida que cria um modelo de regressao linear, projetando as variaveis e
observacdes para um novo espaco (LINDON e NICHOLSON, 2008).
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Por fim, foi empregada a analise discriminante com projecao ortogonal por
minimos quadrados parciais (OPLS-DA do inglés, Orthogonal parcial least square
discriminant analysis ), que também € um método supervisionado para identificar os
metabdlitos discriminadores candidatos a biomarcadores (WIKLUND et al., 2008).

A vantagem do modelo OPLS em comparacao com PLS, é que o primeiro é
girado de modo que na separacao entre as classes é encontrado um componente
preditivo e dentro da variacdo da classe é visto o primeiro componente ortogonal
(WIKLUND et al., 2008). Esta separacao de previsdo e componentes ortogonais
facilita a interpretacdo do modelo. O OPLS tem a vantagem adicional de separar a
variacao preditiva da variacdo ortogonal, permitindo ser estudado e interpretado
separadamente (WIKLUND et al., 2008). Para duas classes de um problema (por
exemplo: doente vs. saudavel, tratado vs. ndo-tratado) o OPLS-DA é recomendado

para obter uma visdo mais clara e interpretagdao mais direta (TRYGG et al., 2007).

Os modelos estatisticos resultantes da andlise multivariada (PCA, PLS-DA e
OPLS-DA) foram validados utilizando a capacidade de predicao do modelo através
dos parametros R2 e Q2 Os parametros estatisticos R2 e Q2 sao ferramentas
importantes para avaliar o desempenho dos modelos multivariados. O parametro R2 é
conhecido por goodness of fit, traduzido como a “qualidade de ajuste”. Ja o parametro
Q2 é conhecido por goodness of prediction podendo ser traduzido como “qualidade de
predicao”. Os parametros R2X (matriz de espectros) e R2Y (matriz de concentracdes)
sa0 0s que representam a porcao de variancia explicada pelo modelo multivariado.
Assim temos: R2 varia entre 0 e 1, em que 1 indica um modelo perfeito e 0 indica
nenhum tipo de ajuste do modelo. Q? representa um indicador de desempenho mais
efetivo e Util, uma vez que estima o poder preditivo do modelo. Ilgualmente como R2,
o Q2 tem um limite superior em 1. Dessa forma, para que um modelo seja considerado
um bom modelo estatistico, tanto R? como Q2 devem ser altos. De uma forma geral,
Q2 > 0,5 pode ser considerado como um bom modelo e Q? > 0,9 como um excelente
modelo (ERIKSSON et al., 2008).

Foram considerados potenciais biomarcadores as variaveis localizadas longe
do agrupamento central (zero) da maioria das variaveis no loading plot bem como os
resultados fornecidos pelo indice VIP (do inglés Variable Influence on Projection-
Importancia da variavel na projecao), sendo as variaveis que apresentam valores mais

distante de 1 indicam uma maior influéncia na separacao dos grupos. Essas variaveis
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foram exibidas para a selecao da lista dos metabdlitos em graficos de barras de
covariancia da componente preditiva do modelo, com os correspondentes intervalos

de confianca gerados pela técnica de reamostragem denominados como “jack-knifing
(ERIKSSON et al., 2013).

Resumidamente apds normalizacdo dos dados foi usado o PCA para
separacao dos grupos e OPLS-DA para identificacao dos metabdlitos discriminadores
candidatos.

5.5.2 Analise Estatistica Univariada

Para a andlise univariada foi testada a significAncia de cada variavel
individualmente para cada grupo. A andlise univariada foi feita através do
softwarecomercial MATLAB® (MATrix LABoratory) baseada num algoritmo de
decisdo, na qual é feito inicialmente um teste de normalidade de cada variavel
(Kolmogorov-Smirnov com a correcao de Lilliefors) que levara a decidir se devera ser
feito um teste paramétrico (Test- t / ANOVA) ou ndo paramétrico (Mann-Whitney).
Também foi calculado valor-p usando as correcées de Bonferroni e Benjamini-
Hochberg (FDR- False DiscoveryRate). Esses testes resultam em p-valores em que a
variavel (metabdlito) com p < 0,05 foi selecionada como critério para ser considerada

estatisticamente significativa.

5.6 BIOLOGIA DOS SISTEMAS

Considerando os sistemas bioldégicos como complexos, e somado ao fato de
que os dados obtidos a partir dos experimentos édmicos’, como a metabolémica,
necessitam ser interpretados de uma forma simples e mais completa, torna-se
necessaria a busca de ferramentas que possibilitem a visualizagcdo dos principios
biolégicos basicos que regem um determinado organismo. Dessa maneira a biologia
dos sistemas, busca observar, de uma forma bastante ampla, as relacées entre os
componentes de um sistema biolégico e dos seus respectivos processos (MOREIRA,
2015).

Assim, apds analise estatistica e dentre a escolha das ferramentas

computacionais disponiveis e gratuitas, os metabdlitos significativos foram estudados



88

por meio das plataformas HMDB versao 3.0 e 4.0 (The Human Metabolome Database
http://www.hmdb.ca/), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
http://www.genome.jp/kegg/), e PubChem (https:/pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), para

vincular os dados com as informagdes clinicas, quimicas, bioldgicas,
molecular/bioquimica e para a compreensao das vias biol6gicas correlacionadas com

metabolismo das leucemias e/ou no metabolismo do cancer.

Para o enriquecimento nas vias biologicas foram utilizadas as bases do
MBROLE 2.0 (Metabolites Biological Role - http://csbg.cnb.csic.es/mbrole2/) um
servidor que realiza analise de enriquecimento funcional de uma lista de compostos
quimicos derivados de um experimento metaboldémico, e que permite que esta lista
seja interpretada em termos bioldgicos (LOPEZ-IBANEZ et al., 2016). Foi utilizada
também a base do MetaboAnalyst, uma outra aplicacao abrangente para analise e
interpretacdo de dados metabolémicos disponivel gratuitamente na web (XIA e
WISHART, 2016).
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6 RESULTADOS

As matrizes dos dados metabolémicos geradas no experimento (concentracdes
dos metabdlitos) foram analisadas no software SIMCA-P (versao 14). Com a finalidade
de estabelecer-se uma estratégia de analise estatistica, que permitisse a identificacao
de uma “assinatura metabdlica” diferenciada, individualizada para cada grupo
analisado, antes da entrada dos dados no software SIMCA, foi realizada a separacao

dos resultados da populacao estudada em trés grupos:

12 Grupo: LLC (n=22) vs. CTRL (n=19)
2° Grupo: SMD (n=11) vs. CTRL (n=19)
32 Grupo: LLC (n=22) vs. SMD (n=11)
Os resultados da média dos parametros laboratoriais do hemograma dos
pacientes com LLC (Binet A B/C) e SMD estao demostrados na Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados dos parametros do hemograma

. Global NV
RBC Hemoglobina et Linfocitos Plaquetas
Grupo 6 leucocitos 3 B

(10%/ uL) (g/ L) (10% L) (103/ pL) (103/ pL)

(BiI|-1I;(t:A) 4,25 12,0 33,4 28,9 134

(BinI;It-%+C) 4,19 11,9 30,1 25,7 105

SMD 3,58 10,1 18,7 2,28 138
xaafleorréncia* o3 13,6-153 3,6-11,0 1,0-4,5 140- 360

Fonte: O autor, 2018.

Legenda: *Fonte: FAILACE, 2015.

6.1 Analise Estatistica Multivariada PCA, PLS-DA e OPLS-DA

Primeiramente foi realizada uma andlise exploratéria dos dados, com a
totalidade das amostras para cada um dos trés grupos, feita através do grafico de
escores (score plot) da analise multivariada nao supervisionada, denominada analise
de componentes principais (PCA), que agrupa as amostras de acordo com suas
maiores similaridades. Dessa forma, os graficos de PCA nao representam

necessariamente a separacao originalmente buscada, mas sim, a segregacao mais
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significativa do ponto de vista estatistico. A Figura 20 (A, B, C) mostra o grafico de
score plot do modelo de PCA, para os trés grupos construido com os dados obtidos
com UPLC - MS/MS.
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Figura 20 - Grafico dos escores plots do modelo de PCA com as amostras de
todos os pacientes da LLC, da SMD e dos individuos controle
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Fonte: O autor, 2018.

Legenda: (A) Grupo: LLC vs. CTRL R2 0,698 / Q2 0,34 (B) Grupo: SMD vs.
CTRL R20,68/ Q20,461 (C) Grupo: LLC vs. SMD R2 0,617 / Q2 0,413.
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Como observado nos graficos de PCA algumas amostras dos individuos controles
aparecem misturadas com as amostras dos pacientes (Figura 20 — A e B) e alguns
pacientes com SMD mesclam-se com os pacientes da LLC (Figura 20 — C). Além
disso, observamos também a presenga de amostras outliers nos grupos LLC vs. CTRL
e LLC vs. SMD. No grafico do PCA do grupo SMD vs. CTRL, visualizamos somente
18 simbolos dos individuos controles, devido a sobreposicao de resultados de dois
individuos controles (CTRL 84 e 89).

O PCA representa um modelo Util, pois, a partir dele é possivel obter uma visdo
global dos dados multivariados. O coeficiente R? (da variagao explicada pelo modelo)
foi adequado nos trés grupos (R? > 0,5) e o coeficiente Q? (previsibilidade do modelo)
teve um desempenho aceitavel, mas nédo totalmente satisfatério (Q? < 0,5).

Como o resultado do modelo do PCA com a totalidade das amostras para cada
um dos trés grupos formados ficou aguém do esperado, criou-se algumas estratégias
de analise como: a exclusdo dos outliers, de alguns pacientes e/ou individuos
controles que apresentavam alguma tendéncia estatistica para um grupo diferente do
seu conjunto original. A criacao dessas estratégias de analise foi buscando o objetivo
de melhorar a separacao dos grupos e aumentar a qualidade estatistica na predicéao
dos modelos de PCA, PLS-DA e OPLS-DA.

As estratégias estatisticas construidas para cada um dos trés grupos 12 Grupo:
LLC (n= 22) vs. CTRL (n=19); 2° Grupo: SMD (n=11) vs. CTRL (n=19) e 3¢ Grupo:
LLC (n= 22) vs. SMD (n=11) para os modelos de PCA, PLS-DA e OPLS-DA com
respectivo valor do desempenho dos parametros R2 e Q2, bem como o numero de
metabdlitos obtidos pela classificacao na selecao loading plot e dos metabdlitos VIP,
estdo com os resultados demonstrados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Resultados das estratégias estatisticas para os modelos de PCA,

PLS-DA e OPLS-DA construidas para os trés grupos

A) 12 Grupo: LLC vs. CTRL

PCA PLS-DA OPLS-DA Metabolitos
Lista
GRUPO n | R Q2 R2 Q2 R2 | Q@2 VIP
geral
LLC (todos) vs. CTRL (todos) 41 /0,698 0,34 |0,875 | 0,673 | 0,924 |0,681 84
LLC (-119) vs. CTRL (todos) 40 0,615 [0,359 (0,878 | 0,659 | 0,878 |0,659 | 98
LLC (-119) vs..CTRL (-71 71/74/75/76/78/79) | 34 |0,592 | 0,259 |0,893 | 0,646 | 0,893 |0,659 | 59
LLC (-119) vs.
27 10,627 | 0,312 |0,944 | 0,892 | 0,944 0,891 | 107 2
CTRL (somente 71/74/75/76/78/79)
Fonte: O autor, 2018.
B) 2° Grupo: SMD vs. CTRL
PCA PLS-DA OPLS-DA Metabolitos
Lista
GRUPO n R2 Q2 R2 Q2 R2 Q2 VIP
geral
SMD (todos) vs. CTRL
30 | 0,68 | 0,461 | 0,782 0,561 | 0,782 | 0,525 111 5
(todos)
SMD (-137/144/145)
27 | 0,657 | 0,503 | 0,826 | 0,546 | 0,622 | 0,587 162 9
vs.CTRL (todos)
SMD (-137/144/145)
26 | 0,66 | 0,505 | 0,87 | 0,592 | 0,87 | 0,588 143 12
vs. CTRL (-81)
Fonte: O autor, 2018.
C) 32 Grupo: LLC vs. SMD
PCA PLS-DA OPLS-DA | Metabolitos
GRUPO n R @& R @ R @ " oyp
geral
LL . SMD
C (todos) vs. SMD (todos) 33 | 0,617 (0,413 | 0851 | 0,49 | 0,666 0428 56 | 2
LLC
(-111/113/114/123/124/125/129/131/132) | 24 | 0,699 | 0,477 | 0,909 | 0,689 | 0,909 0,686| 85 5
vs.SMD (todos)

Fonte: O autor, 2018.
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A partir dos resultados das estratégias criadas, foi feita a escolha do melhor
modelo estatistico na analise multivariada, para cada um dos trés grupos,
consubstanciado pelos critérios de melhor desempenho nos coeficientes R? e Q?, pela
preservacao do n amostral do grupo e pela avaliagdo qualitativa e quantitativa do
ranqueamento dos metabdlitos gerados. Dessa forma, o melhor modelo estatistico

selecionado para cada um dos grupos esta exposto na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultado da selecao do melhor modelo estatistico na analise

multivariada para cada um dos trés grupos

PCA PLS-DA OPLS-DA Metabolito
GRUPO SELECIONADO n R2 Q2 R2 Q2 R2 Q2 Ig-:asrtaal VIP

12 Grupo: LLC (todos) vs. CTRL (todos) 41| 0,698 | 0,34 | 0,875 | 0,673 | 0,924 | 0,681 84 9

22 Grupo: SMD (-137/144/145) vs. CTRL

(-81) 26 | 0,66 0,505 | 0,87 | 0,592 | 0,87 | 0,588 143 12
3¢ Grupo:

LLC (-111/113/114/123/124/125/129/131/132)

vs. SMD (todos) 24 /0,699 | 0,477 | 0,909 | 0,689 | 0,909 | 0,686 85 5

Fonte: O autor, 2018.

Outra maneira de avaliar a variabilidade dos dados, o quanto cada grupo é
diferente dos demais na analise, é por meio da construgdo do método supervisionado
PLS-DA, isto é, que utiliza um conjunto de dados com parametros conhecidos (Lindon
e Nicholson, 2008). O modelo do PLS-DA mostrou uma efetiva separacao para os trés
grupos, apresentando um bom desempenho dos coeficientes R2 e Q2 (ambos
superiores 0,5 para os trés grupos). Os valores usuais para R? e Q2 obtidos em
experimentos bioldgicos sdo Q2 = 0,4 e R2 > 0,7 (JIMENEZ-CONTRERAS et al.,
2009). O resultado do modelo construido para o PLS-DA pode ser visualizado na
Figura 21 (A, B, C).
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Figura 21 - Modelos de PLS-DA construidos a partir da selecao do grupo
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Fonte: O autor, 2018.

Legenda: A) Grupo: LLC vs. CTRL R? 0,875 / Q2 0,673 B) Grupo: SMD vs. CTRL Rz
0,87/ Q2 0,592 C) Grupo: LLC vs. SMD R? 0,909 / Q2 0,689

Outra extensdo da estatistica multivariada analisada foi OPLS-DA que integra
um filtro de sinal de correcdo ortogonal para promover diferenciacdo entre as
observagdes. A OPLS-DA foi introduzida como um aprimoramento do método PLS-
DA. A vantagem em relagdo ao PLS-DA é a interpretacdo mais facil do modelo, uma
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vez que a complexidade da matriz de dados é reduzida, mostrando maior capacidade
de separacao entre os grupos (TRYGG e WOLD, 2002).

O PLS é aplicado para discriminar entre os grupos e os candidatos a
biomarcadores, no entanto, nos estudos de metabolémica, para selecao de potencial
biomarcadores e classificacdo de amostras, € preferivel o modelo OPLS (GODZIEN
et al., 2013). Por isso, buscando-se otimizar ainda mais a separagdo dos grupos
realizou-se o0 OPLS-DA que apresentou maior capacidade de separacéo. Foi por meio
da OPLS-DA que foram selecionadas as principais variaveis que, em conjunto,
mostram-se determinantes para o modelo de classificacdo de cada grupo. Também
foi através da OPLS-DA que, criou-se o ranqueamento dos metabdlitos significativos
para o modelo, através da técnica jack-knifing, bem como também a selecdo dos
metabdlitos candidatos a biomarcadores por VIP.

A visualizacao do resultado do modelo OPLS-DA apresentado na Figura 22 (A,

B, C) permite confirmar que ha uma separacao entre 0s grupos.



Figura 22 - Modelos de OPLS-DA construidos a partir da selecao do grupo
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Fonte: O autor, 2018.

Legenda: A) Grupo: LLC vs. CTRL R? 0,924/ Q20,681 B) Grupo: SMD vs. CTRL
R2 0,87/ Q20,588 C) Grupo: LLC vs. SMD R2 0,909 / Q2 0,686.
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6.2 Analise Estatistica Univariada

Depois da analise multivariada, os dados foram submetidos a analise estatistica
univariada através do software MATLAB®, a fim de verificar a relevancia de cada
variavel individualmente para cada grupo. Foram selecionados os metabdlitos que
obtiveram p-valor menor que 0,05. O numero de metabdlitos selecionados nessa
etapa da analise estatistica esta demonstrado na Tabela17.

Tabela 17 - Numero de metabdlitos selecionados para cada grupo na analise
estatistica multivariada e univariada

Analise
Analise Univariada
Multivariada
N2 metabdlitos N2 metabdlitos
GRUPO SELECIONADO n
selecionados selecionados
12 Grupo: LLC (todos)
vs. 41 84 73
CTRL (todos)
2° Grupo: SMD (-137/144/145)
VS. 26 143 140
CTRL (-81)
32 Grupo: LLC (-111/113/114/123/124/125/129/131/132)
vS. 24 85 70
SMD (todos)

Fonte: O autor, 2018.

A partir da selegdo dos metabdlitos estatisticamente significativos na andlise
univariada de cada grupo, foi feita a exploracdo do estudo para cada variavel. Esse
estudo foi realizado através da consulta nos bancos de dados HMDB, KEGG,
MBROLE e MetaboAnalyst, para acessar asinformagcdes quimicas, biol6gicas e
clinicas de cada metabdlito, bem como promover um avango do trabalho a medida
gue permitiu uma conexao entre os dados gerados pela técnica analitica e os sistemas
biolégicos, como por exemplo a compreensao das vias biolégicas.
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6.3 Metabdlitos significativos dos grupos

A lista dos metabdlitos estatisticamente significativos obtidos para cada grupo,
sua identidade, massa monoisotdpica, férmula quimica, log fold change, fold change
e p-valor de cada variavel estdo mostradas nos Apéndice C (grupo LLC vs. CTRL),
Apéndice D (grupo SMD vs. CTRL) e Apéndice E (grupo LLC vs. SMD).

6.4 Divisao das categorias quimicas

Seis classes bioquimicas dos metabdlitos (acilcarnitinas, aminoacidos, aminas
biogénicas, fosfo e esfingolipideos e hexoses) sdo quantificados pelo kit
AbsolutelIDQ® p180 (Biocrates) e com relevancia para aplicacao nas principais areas
como na oncologia, cardiologia, diabetes e neurologia, permitindo assim o
entendimento de diversos processos fisiopatolégicos como a inflamacéo, a disfuncéo

mitocondrial e controle do ciclo celular.

No grupo LLC vs. CTRL a classe quimica que teve mais representatividade foi
a categoria dos glicerofosfolipideos (75%), seguida por aminoacidos e esfingolipideos

(8% cada), aminas biogénicas (7%) e acilcarnitinas (2%).

Para o grupo SMD vs. CTRL a classe com maior notabilidade foi a classe dos
glicerofosfolipideos com 56%, com acilcarnitinas (18%), aminoacidos (11%)

esfingolipideos (10%) e aminas biogénicas (5%) na sequéncia.

Ja para o grupo LLC vs. SMD a distribuicdo das categorias quimicas foi mais
homogénea com 46% de glicerofosfolipideos, acilcarnitinas (23%), esfingolipideos
(19%), aminoacidos (11%) e aminas biogénicas (1%). A representacao do percentual
da distribuicao quimica para cada um dos trés grupos esta apresentada na Figura 23
(A, B, C).
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Figura 23 - Representacao da divisdao das categorias quimicas presentes em
cada grupo

A) Grupo: LLC vs. CTRL

u Acilcarnitinas u Aminas Biogénicas m Aminoacidos

= Esfingolipideos u Glicerofosfolipideos

B) Grupo: SMD vs. CTRL

u Acilcarnitinas u Aminas Biogénicas m Aminoacidos

= Esfingolipideos = Glicerofosfolipideos
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C) Grupo: LLC vs. SMD

= Acilcarnitinas = Aminoacidos = Aminas Biogénicas
1 Esfingolipideos m Glicerofosfolipideos

Fonte: O autor, 2018.

6.5 Metabolitos com indice VIP

Como descrito anteriormente, foram considerados metabdlitos com indice VIP
(variaveis que apresentam valores mais distantes que 1 selecionados pela técnica
“jack-knifing” e que tém uma maior influéncia na separagao dos grupos. A Tabela 18
ilustra o resultado dessa anélise para cada um dos grupos.
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Tabela 18 - Lista dos metabdlitos com indice VIP para cada um dos trés grupos

Grupo Categoria bioquimica Metabolito indice VIP

Aminas Biogénicas Ac-Orn 1,66385
Glicerofosfolipideos lysoPC a C24:0 1,49232
Glicerofosfolipideos PC aa C26:0 1,46183

LLC vs. CTRL Glicerofosfolipideos PC ae C30:1 1,44847
Glicerofosfolipideos PC ae C34:3 1,34656
Glicerofosfolipideos PC ae C42:2 1,51107
Glicerofosfolipideos PC ae C42:3 1,60481
Glicerofosfolipideos PC ae C44:3 1,54547
Aminas Biogénicas Taurina 1,65323
Glicerofosfolipideos PC aa C36:1 1,31848
Glicerofosfolipideos PC aa C36:3 1,31428
Glicerofosfolipideos PC aa C36:6 1,20612
Glicerofosfolipideos PC aa C38:0 1,26804
Glicerofosfolipideos PC aa C38:3 1,261

SMD vs. CTRL Glicerofosfolipideos PC ae C32:1 1,22714
Glicerofosfolipideos PC ae C34:1 1,22289
Glicerofosfolipideos PC ae C36:0 1,31037
Glicerofosfolipideos PC ae C38:0 1,25873
Glicerofosfolipideos PC ae C40:2 1,23688
Glicerofosfolipideos PC ae C42:2 1,26347
Esfingolipideos SM C16:0 1,23562
Glicerofosfolipideos lysoPC a C18:1 1,46609
Glicerofosfolipideos PC ae C36:4 1,29473

LLC vs. SMD Glicerofosfolipideos PC ae C38:5 1,32021
Glicerofosfolipideos PC ae C38:6 1,44088
Esfingolipideos SM (OH) C14:1 1,41512

Fonte: O autor, 2018.

6.6 Metabolitos associados com vias do KEGG

Com o propdsito de avaliar o comportamento do perfil metabdlico na presenca

das doencas hematolégicas LLC e na SMD foi pesquisado cada metabdlito

individualmente na base KEGG, buscando-se uma associacdo com as redes de

interacdo molecular, principalmente com essas duas patologias. Os mapas do KEGG
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para tipos especificos de cancer das doencas hematolégicas descrevem até o
momento consultado (Last updated: October 11, 2017) somente as vias da Leucemia
mieloide aguda e Leucemia mieloide cronica. Dessa forma, optou-se por explorar a
pesquisa, nessa base de dados, através de uma visdo geral do cancer. Portanto, os
metabdlitos de cada grupo foram associados nas vias do metabolismoda colina no
cancer e metabolismo central do carbono no cancer. Os metabdlitos que aparecem
vinculados a via do metabolismo da colina no cancer estdo associados a importantes
alteracoes genéticas nos oncogenes RAS e PI3K. Ao passo que os metabdlitos com
participacao na via metabolismo central do carbono no cancer correlacionam-se com
alteracdes genéticas nos oncogenes RAS, PI3K, AKT, c-Myc e nos genes supressores
de tumor SIRT3, SIRT6, p53.

Para o grupo LLC vs. CTRL dos 73 metabdlitos selecionados (p < 0,05), dez
aparecem vinculados as duas vias acima citadas, sendo 05 aminoacidos e 05
glicerofosfolipideos (01 VIP: LysoPC a C24:0). Ja no grupo SMD vs. CTRL dos 140
metabdlitos (p < 0,05), vinte e trés mostraram-se relacionados as mesmas vias acima
mencionadas, 11 pertencendo a classe dos aminoacidos e 12 a classe dos
glicerofosfolipideos (01 VIP: PC aa C36:1).

E, finalmente, no grupo LLC vs. SMD, dos 70 metabdlitos (p <0,05), quatorze
metabdlitos estavam associados as vias do cancer, equivalendo a 04 aminoacidos e
10 glicerofosfolipideos (01 VIP: LysoPC a C18:1).

O nome dos metabdlitos e suas respectivas ligagdes com as vias do
metabolismo da colina no cancer e metabolismo central do carbono no cancer para

cada um dos trés grupos, estdo demostrados nos Apéndices F, G e H.

6.7 Analise na base de dados MBROLE

Com a finalidade de identificar os metabdlitos relacionados com a leucemia, os
metabdlitos significativos (p < 0,05) de cada grupo formado foram submetidos a
analise da biologia de sistemas realizada na base de dados MBROLE, para o
enriguecimento das vias bioldgicas relacionadas as doencgas e principais funcées
bioldgicas (molecular e celular) utilizando a base de dados Homo sapiens especifica.
Como resultado dessa andlise, foi gerada uma tabela com os seguintes itens:
anotacao da palavra-chave na doenca (seu registro na base de dados); a categoria a
qual a palavra-chave pertence; set (mostra o nimero de compostos da entrada que
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tém anotagdes ou registro nessa categoria); in set (mostra o nUmero de compostos
que possuem essa anotacdo particular nessa categoria); p-valor e FDR.

Como essa base de dados ndo possibilita até o momento que seja selecionada
especificamente uma doenga, como no caso do estudo da LLC e SMD, o resultado da
analise mostrou se existe ou nao uma associacao estatistica (p-valor e FDR) entre os
metabdlitos submetidos e as doencas de diversas categorias tais como doencas
cardiacas, disturbios neuroldgicos, erros inatos do metabolismo, doengas oncoldgicas

e leucemias.

Para a lista de metabdlitos submetidos nessa anadlise, para cada um dos grupos
formados (LLC vs. CTRL; SMD vs. CTRL e LLC vs. SMD), alguns metabdlitos da
classe aminoacidos e um metabdlito da classe aminas biogénicas (taurina) foram
apontados como relacionados com a leucemia nos trés grupos. A taurina foi Unico
metabdlito comum para os trés grupos. O resultado dessa analise pela base MBROLE
estao descritos na Tabela 19 e sua identidade mostrada na Figura 24.

Tabela 19 - Resultados para os trés grupos das analises realizadas na base de
dados MBROLE dos metabdlitos associados com doencas

A) Grupo: LLC vs. CTRL

Anotacao Categoria set in set p-valor FDR
Leucemia Doencas 9 6
Esquizofrenia Doencgas 9 6
Epilepsia Doencgas 9 5
Insuficiéncia cardiaca Doencgas 9 4
Intoxicacdo Paraquat Doencas 9 3
Doenca de Alzheimer Doencas 9 5 2.20e-03 1.19e-02
Céncer de Pulméo Doencas 9 3 6.78e-03 3.22e-02




B) Grupo: SMD vs. CTRL
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Anotacao Categoria set | in set p-valor FDR
Leucemia Doencgas 30 14 1.55e-15 8.53e-14
Epilepsia Doengas 30 12 4.37e-11 1.20e-09
Esquizofrenia Doencas 30 11 1.13e-09 2.07e-08
5:2‘2322: r‘j&i’t*gil'(;ﬁgg\sdesmmge”ase Doencas | 30 8 | 1.15e-08  1.586-07
Insuficiéncia cardiaca Doencas 30 7 1.96e-07 2.16e-06
Doenga de Alzheimer Doengas 30 14 2.04e-06 1.87e-05
Dengue Doencas 30 3 7.32e-05 4.03e-04
Doenca celiaca Doencas 30 5 6.88e-05 4.03e-04
Intolerancia a Proteina Lisindrica Doencas 30 3 7.32e-05 4.03e-04
Cistinuria Doencas 30 3 2.84e-04 1.42e-03
Doenga da Urina do Xarope do Bordo Doencgas 30 4 5.00e-04 2.29e-03
Hipotireoidismo Doengas 30 3 1.56e-02
Fenilcetondria Doencas 30 3 2.34e-02
Céncer de pulmao Doencas 30 4 4.83e-02

C) LLC vs. SMD

Anotacao Categoria | set
Epilepsia Doengas 14
B o e o %% | pomncas |1
Esquizofrenia Doencas 14
Leucemia Doencas 14
Doenca celiaca Doencas 14
Doenca de Alzheimer Doencas 14 2.26e-03
Insuficiéncia cardiaca Doengas 14

Fonte: O autor, 2018.

Legenda:
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Figura 24 - Identidade dos metabdlitos associados com leucemia para cada

grupo apontado pela analise no MBROLE

Grupo: LLC vs. Ctrl
Alanina
Arginina
Serina
Triptofano
Valina

Taurina
Grupo: SMD vs. Ctrl
Alanina
Arginina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Ornitina
Fenilalanina
Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina
Valina

Fonte: O autor, 2018.

Grupo: LLC vs. SMD
Asparagina
Isoleucina
Lisina
Ornitina
Treonina

Legenda: Visao geral da identidade dos metabdlitos apontados pelo MBROLE (in set)

para cada grupo.

Como resultado das principais funcbes biolégicas (molecular e celular)
apontadas pela base MBROLE, foram identificadas 06 principais vias biolégicas para

os trés grupos:1) sintese de proteinas (transcricao e traducao), 2) Sintese de RNA
transportador, 3) Metabolismo de aminoéacidos, 4) Ciclo da ureia, 5) Biossintese de

metabdlitos secundarios, 6) Metabolismo de lipideos. O numero de metabdlitos

presentes em cada via esta demostrado na Tabela 20.
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Tabela 20 - Principais vias biolégicas apontadas pelo MBROLE dos
metabdlitos significativos dos trés grupos

. N2
Nome da via metabélitos p-valor FDR

Slntes? de proteinas (transcricdo e 16 0.00E+00 0.00E+00
traducao)

Sintese de RNA transportador 17 0.00E+00 0.00E+00
Metabolismo de aminoacidos 21 1.13E-04 - 9.63E-04 | 1.16E-03 - 4.94E-03
Ciclo da ureia 6 1.92E-05 2.62E-04
Biossintese de metabdlitos secundarios 19 2.89E-08 4.24E-07
Metabolismo de lipideos 7 3.88E-01 - 4.74E-01 | 4.68E-01 - 5.84E-01

Fonte: O autor, 2018.

6.8 Diagrama Venn e Mapa de calor

No intuito de uma melhor demonstracao das relacées de unido, exclusividade
e de intersecdes entre os metabdlitos pertencentes a cada um dos grupos formados
(LLC vs. CTRL, SMD vs. CTRL e LLC vs. SMD), foi realizado o Diagrama Venn. Doze
metabdlitos foram apontados como exclusivos do grupo LLC vs. CTRL sendo eles:
C12-DC, Creatinina, Glu, PC aa C26:0, PC aa C42:0, PC aa C42:1, PC ae C42:4, PC
ae C42:5, PC ae C44:4, PC ae C44:6, espermidina e espermina.

Para o grupo SMD vs. CTRL, vinte e quatro metabdlitos aparecem como
exclusivos do grupo sendo eles: C10:1, C12:1, C14:2, C14:2-OH, C16:2, C2, C4-OH-
Pro, C5:1, C5-DC (C6-OH), C5-M-DC, C6 (C4:1-DC), C7-DC, C8, C9, Kinurenine, Leu,
Nitro-Tyr, PC aa C24:0, PC aa C34:4, PC aa C36:2, PC aa C36:5, Pro, SDMA, SM
C20:2.

Para o grupo LLC vs. SMD, somente trés metabdlitos sdo exclusivos desse
grupo sendo eles: C10:2, C6:1 e metionina. Exclusivo do grupo nao quer dizer
necessariamente que todos os metabdlitos tém maior concentragdo. O panorama da
distribuicdo numérica dos metabdlitos pertencentes a cada grupo e dos que se

destacam com as maiores concentragdes esta demostrado na Figura 25.
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Figura 25 — Diagrama de Venn

Grupo: LLC vs. CTRL Grupo: SMD vs. CTRL

Gl / ) %\ I Nitro-Tyr
I Spermidine
Spermine | 12 38 | 24
!

| |
I'.

c10:2

Grupo: LLC vs. SMD ] CB:1
Met

Fonte: O autor, 2018.

Para melhor visualizacao das variaveis (metabdlitos) que apresentaram as
maiores concentracdes dentro de cada amostragem (LLC, SMD e CTRL) foi realizada
a representacao grafica denominada mapa de calor ou também conhecidos como
heatmap, conforme demonstrado na Figura 26.

Os metabdlitos que se destacaram pela maior concentracao para os pacientes
com LLC sdo: aspartato, citrulina, glutamato, espermidina, espermina, asparagina e
treonina. Ja para os pacientes com SMD, os metabdlitos parecem ter mais

homogeneidade com o grupo controle.
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Figura 26 — Mapa de calor (heatmap) para os 159 metabdlitos mais relevantes
estatisticamente gerados pelo modelo da classificacao multivariada, segundo
a analise realizada no SIMCA
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Fonte: O autor, 2018.

Legenda: A cor vermelha esta associada com maiores concentragbes e a cor azul associada com as
menores concentragcbes. No lado direito do mapa esta descrito a relacdo dos metabdlitos
estatisticamente significativos. No lado esquerdo do mapa esta o dendrograma, mostrando com maior
separacao dois agrupamentos de clusters de metabdlitos.
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7 DISCUSSAO

Diferentes células do sistema imunoldgico podem adotar configuragdes

metabdlicas distintas, permitindo que a célula equilibre suas necessidades de energia,
biossintese molecular e longevidade (LOFTUS, 2016). Nesse cenario as alteragdes
do metabolismo celular sdo caracteristicas de quase todos os tipos de céancer.
Esforcos tém sido feitos para compreender a fisiopatologia das leucemias, no entanto
o0 conhecimento gerado ainda nao permite o entendimento completo de suas
patogéneses. Nesse estudo, apresentamos a andlise do perfil metabdlico no contexto
da LLC e SMD, neoplasias hematologicas muito prevalentes em idosos, mas de
quadro laboratorial distinto.
Na avaliacao dos resultados multivariados (SIMCA) do grupo LLC vs. CTRL, sete
metabdlitos (C12-DC, espermina, espermidina, citrulina, glutamato, treonina e
asparagina) apresentaram maiores concentracées na LLC do que nos individuos
controles, conforme demonstrado no valor fold change (Apéndice C, fold change >
1,00).

Para o grupo SMD vs. CTRL somente um metabdlito (nitrotirosina) apresentou
concentragdo maior para SMD (Apéndice D fold change >1,00). Quando examinados
os metabdlitos do grupo LLC vs. SMD, dez deles apresentaram concentragdes mais
elevadas na LLC do que na SMD: asparagina, aspartato, citrulina, treonina, ornitina,
C10, C14:1, C16:1, C18:1, C18:2 (Apéndice E - log fold change>1,00).

Em relacdo a andlise realizada no banco de dados do KEGG, para a associacao
dos metabdlitos de cada grupo (LLC vs. CTRL, SMD vs. CTRL e LLC vs. SMD) nas
vias do metabolismo do cancer, basicamente duas classes quimicas foram apontadas:
aminoacidos e (glicerofosfolipideos. Os aminoacidos alanina, arginina, serina,
triptofano e valina (para o grupo LLC vs. CTRL); alanina, arginina, aspartato, histidina,
isoleucina, leucina, fenilalanina, serina, triptofano, tirosina e valina (para o grupo SMD
vs. CTRL) e asparagina, aspartato, isoleucina, fenilalanina (para o grupo LLC vs.
SMD) aparecem associados na via do metabolismo central do carbono no cancer com
as alteracbes genéticas nos oncogenes (RAS, PI3K, AKT, c-Myc) e nos genes
supressores de tumor (SIRT3, SIRT6, TP53). A classe dos glicerofosfolipideos
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(lisofosfatidilcolina - LysoPC - e fosfatidilcolinas — PC) mostrou-se relacionada com a
via do metabolismo da colina no cancer com alteracées nos oncogenes RAS e PI3K.

Desta forma, os resultados revelaram 04 classes bioquimicas (acilcarnitinas,
aminas biogénicas, aminoacidos e glicerofosfolipideos) que tiveram destaque por
associagdo com as leucemias e com as vias cancer.

Em outra avaliacdo dos resultados foi observada alguns “pacientes outliers” no
gréafico de PCA (01 paciente no grupo LLC vs. CTRL e 02 pacientes no grupo LLC vs.
SMD). Nao foi possivel identificar pela abordagem da metabolémica target, e pela
limitagdo dos dados clinicos - laboratoriais, se haveria algum metabdlito diferenciador
nesses pacientes ou algum outro marcador (bioquimico, hematol6gico, genético) que
os diferenciasse dos demais pacientes do estudo.

7.1 Acilcarnitinas, leucemias e cancer:

As acilcarnitinas que apareceram mais elevadas na LLC foram: C12-DC (no
grupo LLC vs. CTRL) e C10, C14:1 C16:1, C18;1, C18;2 (no grupo LLC vs. SMD). Nao
foi observada sua elevacao para os pacientes com SMD.

Estas sao formadas a partir de carnitina e acil-CoA pela carnitina aciltransferase
na mitocdndria ou peroxissomas. A carnitina € uma amina naturalmente produzida
pelo organismo a partir dos amino&cidos lisina € metionina ou obtida da dieta
alimentar, sendo sua principal funcao a transferéncia de acidos graxos de cadeia
longa para as mitocdndrias para B-oxidacao e producao de energia sob a forma de
adenosina trifosfato (ATP). A carnitina participa de inUmeros outros processos
metabdlicos tais como metabolismo de carboidratos, aminodcidos de cadeia
ramificada e cetogénese (BERTOLINI, 2004; SEMBA et al., 2017). O sistema de
enzimas do circuito da carnitina é responsavel pela entrega do acido graxo de cadeia
longa do citoplasma para mitocéndria para oxidacdo, onde a carnitina acil-transferase
| (CAT |) catalisa o passo limitante da taxa de oxidacao de acidos graxos. A CAT |
ativa a oxidagado dos acidos graxos e alimenta o crescimento da célula tumoral via
producdo de ATP e NADPH, constituindo uma parte essencial da adaptagdo do
metabolismo do cancer. Pesquisas recentes apontam para o papel crucial da oxidagao
dos acidos graxos como fonte essencial de NADH, FADH2, NADPH e ATP, com todos
fornecendo vantagem de sobrevivéncia para a célula tumoral (QU, Q. et al.,2016).

As acilcarnitinas sdo geralmente consideradas uma forma de transporte de

acidos graxos e podem ser utilizadas para producao de energia nas mitocéndrias ou
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para a sintese de moléculas endégenas; elas também podem ser transportadas dos
tecidos para o plasma. Uma vez que o metabolismo dos acidos graxos, glicose e
aminodcidos pode produzir acilcarnitinas, sua concentragdo no plasma é determinada
pelo estado nutricional e por contribuicdes teciduais ou especificas do 6érgao.
Historicamente, um aumento na concentracdo de acilcarnitinas tem sido usado como
marcador de oxidagao incompleta de acidos graxos para diagnosticar defeitos de
oxidacao de acidos graxos congénitos. Uma aumento na concentracao plasmatica de
acilcarnitinas tem sido associado a progressao de varias doencgas incluindo resisténcia
a insulina, as doencas cardiovasculares (MAKRECKA-KUKA et al., 2017) e as
leucemias (KARLIKOVA et al.,, 2016). Tem sido proposto que as concentracoes
plasmaticas de acilcarnitinas (particularmente as de cadeia média e longa) podem
prever o padrdao de metabolismo energético intracelular e podem ser usadas como um
marcador de disfuncao metabdlica (MAKRECKA-KUKA et al., 2017).

As acilcarnitinas foram validadas em estudo realizado por Piszcz et al. (2016)
estando significamente aumentadas no soro de pacientes com a forma agressiva da
LLC em relacdo a sua forma indolente, mostrando-se um grupo de promissores
biomarcadores. Um aumento de acilcarnitinas também foi observado no plasma em
estudo realizado por Karlikova et al. (2016) para avaliar resposta ao tratamento com
0 uso de imatinibe em pacientes com Leucemia mieloide crénica.

Considerando as evidéncias da literatura, os dados obtidos neste estudo
corroboram e permitem sugerir um disturbio na oxidacao dos acidos graxos na LLC.
Isto pode ser verificado pela elevada concentracdo plasmatica de acilcarnitinas,
possivelmente sendo uma forma alternativa de substrato para a producéo de energia
das células leucémicas. O processo de oxidagao dos acidos graxos tem um importante
papel na producado de energia durante os periodos de jejum ou quando 0s niveis de
glicose estdo esgotados. Este aumento dos niveis plasmaticos de acilcarnitinas
também pode ser tanto um indicativo de atividade enzimatica defeituosa, causando o
acumulo no plasma de acil-CoAs, quanto um aumento da carga dietética do seu
precursor (carnitina). Ou ainda ser um reflexo de uma descompensacao clinico-

metabdlica desses pacientes.
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7.2 Aminas Biogénicas, leucemia e cancer:

As aminas biogénicas (também chamadas aminas bioativas ou poliaminas) sao
assim chamadas devido a sua origem biolégica atuando em processos metabdlicos
com diferentes fungdes fisioldgicas. Sua formacdo é essencialmente resultado da
descarboxilacdo enzimatica de aminoacidos livres e da transaminacao de aldeidos e
cetonas, sendo classificadas em fungcao do nimero de grupamentos amina presentes
e da estrutura quimica (CARDOZO et al., 2013). O nivel celular adequado de
poliaminas é alcangcado através do balanco entre sua biossintese, degradagéao e
captacao. O aminoacido ornitina € o principal precursos das poliaminas, e dentre as
enzimas que fazem parte do processo de formacdo das poliaminas a ornitina
descarboxilase (ODC) além de ser a enzima limitante, também é a enzima chave para
a sintese de putrescina, espermidina e espermina (CASERO e MARTON, 2007;
GUERRA etal.,2016 ).

As aminas biogénicas apresentam importante fun¢cdo no crescimento e
sobrevivéncia celular, sendo associadas com acidos nucléicos, manutencdo da
conformacdo da cromatina, regulacdo da expressao génica, regulacdo dos canais
ibnicos e manutencdo da estabilidade da membrana além de interagir, no meio
biolégico, com muitas macromoléculas. Como consequéncia dessa interacao, as
poliaminas desencadeiam uma variedade de efeitos celulares (CASERO e MARTON,
2007). A complexidade do metabolismo das poliaminas e o0s varios mecanismos
compensatérios que participam da manutengdo da homeostase das poliaminas em
fungdes celulares normais e em doencas relacionadas ao sistema imunolégico
indicam que estas aminas s&o criticas para a sobrevivéncia celular. Altos niveis de
poliaminas se manifestam em células tumorais bem como células B e T
(HESTERBERG et al., 2018).

Estudo realizado por Bergeron et. al. (1997) mostrou que o aumento dos niveis
de espermidina e espermina nas hemacias pode ser usado para avaliacdo do
prognostico dos pacientes com leucemia linfoblastica aguda, uma vez que 90% da
circulacdo de espermidina e espermina sao transportadas pelas hemacias.
Normalmente a espermina ndo € liberada pelas células, a menos que as células
percam sua viabilidade. Baixos niveis de espermina em células leucémicas podem
permitir apoptose espontanea e aumentar a sensibilidade a medicamentos alquilantes

ao passo que altos niveis de espermina em células leucémicas podem aumentar a
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resisténcia a quimioterapia por “proteger” o DNA de sofrer fragmentacdo (BERGERON
etal., 1997).

Estudos revelaram que o oncogene c-Myc coordena a transcricao das quatro
enzimas responsaveis pela biossintese das poliaminas entre elas a ODC (NILSSON
et.al., 2005). A ODC por ser a principal enzima que regula a sintese das poliaminas,
tem sido alvo de intervengao terapéutica no tratamento do cancer com o uso do
inibidor o difluormetilornitina (DFMO) (CHO et.al., 2018).

Estudo realizado por Nitta et.al. (2001), para avaliar o envolvimento das
poliaminas na apoptose mediada por receptores BCR nas células B, demonstrou em
modelo in vitro com linhagem de células B que durante a apoptose os genes
envolvidos na biossintese de poliaminas estavam downregulated, enquanto aqueles
envolvidos no catabolismo estavam upregulated, sugerindo que a diminuicdo dos
niveis intracelulares de poliaminas desempenham um papel na apoptose induzida
através do receptor BCR, por reduzir a funcao mitocondrial na capacidade de ativacao
das caspases, resultando em prisdo do ciclo celular ou na apoptose.

Neste estudo foi observado niveis elevados de aminas biogénicas como
espermidina e espermina entre os pacientes com LLC, enquanto niveis elevados de
nitrotirosina foram observados entre os pacientes com SMD.

A espermina desempenha um papel importante em muitos processos celulares
incluindo a regulacdo da transcricdo e traducdo, controle da atividade dos canais
ibnicos, modulacdo da atividade das quinases, protecdo contra danos oxidativos,
manutengdo e funcdo das membranas, contribuindo para estrutura/estabilidade do
acido nucleico além de ser importante na regulacao dos fosfolipidios (PEGG, 2014).

Niveis elevados de espermina também foram encontrados em estudo realizado
por Pirnes-Karhu et.al. (2014), com células de pacientes com leucemia mieloide
aguda, leucemia mieloide crénica e leucemia linfoblastica aguda indicando um
distarbio no metabolismo de poliaminas nas leucemias humanas.

Os niveis de poliaminas, espermina e espermidina sintetizados em pequenas
quantidades por células saudaveis foram elevados em pacientes com LLC em outro
estudo realizado por Tili et al. (2012) com cultura de células de pacientes em dois
estagios da doenca (baixo risco e alto risco) provavelmente sustentado pelo aumento
na sintese de poliaminas (TILI et al., 2012).

Dessa forma, os dados aqui encontrados reforcam que niveis elevados de

espermidina e espermina podem apontar para um aumento da proliferacao celular ou
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talvez sinalizar para uma inibicao dos mecanismos apoptoticos nos linfécitos B através
do receptor BCR.

A nitrotirosina relacionada ao estresse oxidativo é um produto da agédo de
nitragdo causada por radicais livres como o anion peroxinitrito e diéxido de nitrogénio
em residuos de proteinas. E detectada em algumas condigdes patoldgicas, como no
cancer, e é considerada como um marcador de estresse oxidativo dependente de
oxido nitrico. Estudo realizado por Li et.al., (2005) mostrou que a positividade para
nitrotirosina em tecidos pode estar associada a uma pior sobrevida no cancer gastrico.

Os resultados desse estudo permitem sugerir que a medi¢cdo dos niveis
plasmaticos das poliaminas especialmente espermina e espermidina pode ser um
importante marcador do ciclo celular em pacientes com leucemias. A elevagcao dos
seus niveis possivelmente seja em decorréncia da proliferacao celular, sinalizando um
avanco na progressdao da doenga ou ainda um indicador da maior sobrevivéncia
celular, como é observado na LLC. Enquanto que o aumento de nitrotirosina nos
pacientes com SMD talvez indique a presencga de elementos envolvidos na modulacao

do estresse oxidativo no microambiente tumoral.

7.3 Aminoacidos, leucemias e cancer

Uma das fungbes dos aminoacidos € servir como fonte de energia celular. A
regulacdo sistémica e os niveis locais de aminodcidos modulam o sistema
hematopoiético, incluindo a atividade das células-tronco hematopoéticas (CTH)
(KARIGANE e TAKUBO, 2017). Pacientes com cancer tém alteracbes nas
concentragcdes de aminoacidos dependentes do tipo da doenca. O perfil de
aminoacidos frequentemente € correlacionado com o 6rgdo de origem entre 0s
diferentes tipos de cancer. E possivel monitorar e avaliar pacientes com cancer antes
e ap6s o tratamento usando o metabolismo dos aminoacidos presentes em
determinado periodo do metabolismo (GU et al., 2015). A medicao dos niveis de varios
aminoacidos usando HPLC revelou que a medula 6ssea contém concentracées 100
vezes maiores do que a concentragdo do sangue periférico, em relagdo a todos os 20
aminoacidos. Entre eles, a valina é necessaria para a proliferacao da CTH in vitro e
para a capacidade de repovoamento da medula 6ssea apds transplante in vivo (TAYA
et al., 2016).

Apesar de existir vasta literatura sobre as concentracbes plasmaticas de

aminoacidos em varias condicdes fisioldgicas ou patoldgicas, frequentemente afirma-
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se que os niveis plasmaticos de aminoacidos sao de dificeis de interpretacdo. O
fundamento dessa afirmacao é que o pool plasmatico de aminoéacidos livres é muito
pequeno em comparacao com o pool intracelular de aminoacidos livres, que por sua
vez € pequeno em comparagcao com a associacao de aminoacidos as proteinas,
sendo que os trés estdo em equilibrio. Além disso, os aminoacidos sao submetidos a
varias trocas dentro do organismo, o que dificulta ainda mais a interpretacao dos
valores estéaticos no plasma (CYNOBER, 2002). Tal como acontece com a maioria dos
nutrientes, as concentragdes plasmaticas de aminoacidos estdo sujeitas a
homeostase. Isso significa que, em situagdes fisioldgicas, as concentracdes de cada
aminoacido variam dentro de limites fixos e sdo rigorosamente regulados. As
concentracdes plasmaticas dos aminoacidos sado o resultado da sua taxa de
aparecimento (Ra) menos sua taxa de desaparecimento (Rd) do plasma. A taxa de
Ra depende de dois fatores: a ingestao de proteinas e da sua liberacao pelos tecidos,
principalmente os musculos. Ja taxa Rd é a soma da oxidagado dos aminoacidos, do
metabolismo, da incorporacdo dos aminoacidos nas proteinas e, em menor medida,
da perda de aminoacidos na urina, fezes, etc. (CYNOBER, 2002). A for¢ca motriz que
contribui para manutencao da concentracdo de aminoacidos no plasma tem regulacao
hormonal, tais como insulina, cortisol, glucagon, horménios tirecide e horménio do
crescimento (CYNOBER, 2002).

A disponibilidade de aminoacidos para células € um importante recurso para a
sintese de proteinas; sua absorcao pelas células é determinante para a funcéo celular.
Além disso, os aminoacidos podem servir como fontes de metabdlitos que entram em
processos metabdlicos, como o acido tricarboxilico (TCA). Esses processos celulares
que demandam energia devem ser rigidamente regulados, exigindo que a célula
detecte a abundancia de aminoacidos disponiveis, tanto extracelular como
intracelular. Estudos recentes comecaram a identificar aminoacidos especificos
(leucina, glutamina e arginina) e seus transportadores como sendo criticos na
regulacdo da homeostase e funcéo das células T (WEI, Jun et al., 2017).

Os aminoacidos com niveis elevados de citrulina, asparagina, aspartato,
glutamato e treonina foram observados entre os pacientes com LLC.

A citrulina € um aminoacido nao essencial e nao proteico que participa do ciclo
da ureia. Por ser um precursor da arginina, pode desempenhar um papel importante
no metabolismo e na regulagéo do oxido nitrico (NO) (BAHRI, SENDA et al., 2013).

Em decorréncia de pesquisas pela procura de um melhor diagnéstico para a sindrome
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do intestino curto, esse aminoacido foi ganhando destaque, uma vez que seu
metabolismo ocorre no epitélio intestinal (BAILLY-BOTUHA, CELINE et al., 2009). O
metabolismo da citrulina € dividido entre o intestino (sintese) e o rim (degradacéo).
Devido a essa especificidade, a citrulina pode atuar como um marcador funcional
confiavel para esses dois 6rgaos. A citrulina é convertida em arginina nos rins, por
isso pode ser usada como precursor do oxido nitrico (BAHRI, SENDA et al., 2013).
Pesquisas sugerem que o estado imunol6gico pode ser melhorado em situagdes de
estresse, fornecendo citrulina aos linfocitos T (BANSAL, VISHAL et al., 2004). Foi
relatado um aumento na citrulina plasmatica como um potencial marcador de fungéao
renal, um aumento significativo de citrulina de forma proporcional ao estagio da
doenca, correlacionado com a concentracao plasmatica de creatinina para diagndstico
precoce de doenca renal crénica (LAU, TITUS et al.,2000; BENITO, S. et al., 2018).

A citrulina plasmatica nao reflete apenas a perda de células intestinais, também
esta fortemente correlacionada com parametros inflamatérios. Em adultos, a citrulina
plasmatica tem sido um marcador util para avaliar injuria da barreira de mucosas. Em
estudo realizado com pacientes que receberam transplante de medula 6ssea seguido
de intensa terapia mieloablativa foi observado um declinio significativo nas
concentracdes séricas de citrulina. Clinicamente, esses pacientes apresentaram
mucosite oral, intestinal e maior risco para infeccao (BLIJLEVENS, et al., 2004). Em
outro estudo também foi observado uma diminui¢do dos niveis plasmaticos de citrulina
apoés altas dose de quimioterapia em criangas com Leucemia mieloide aguda, sendo
sua diminuicao relacionada com critérios definidos para efeitos adversos da mucosa
intestinal (VAN VLIET et al., 2009).

Niveis aumentados dos aminoacidos asparagina e treonina foram encontrados
elevados em ar exalado por criangas com Leucemia linfoblastica aguda em estudo
realizado por Konieczna et.al, (KONIECZNA et al., 2018). Esses mesmos aminoacidos
com niveis aumentados foram igualmente revelados neste estudo no plasma dos
pacientes com LLC.

O glutamato, um aminoacido nao essencial, € um importante substrato
bioenergético para a proliferacdo de células normais e neoplasicas também é um
neurotransmissor excitatério que esta ativamente envolvido em vias de sinalizagéo e
oncogénicas. Recentes estudos comprovaram que a sinalizagdo do glutamato nao é

limitada somente ao sistema nervoso central, apontando a existéncia de receptores
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de glutamato em 6rgaos periféricos e células neoplasicas (STEPULAK et.al.,2014).
Foi demonstrado em estudo realizado que as subunidades do receptor de glutamato
sao expressas em uma variedade de linhagens de células de cancer e tumores, bem
como neoplasias do sangue, como leucemia e linfoma (GANOR et.al.,2009).

O glutamato pode ser sintetizado a partir da glutamina ou pelo a-cetoglutarato
por transaminacdo. O destino do glutamato nas células depende da condicao
metabdlica, podendo seguir pelo metabolismo oxidativo ou através do ciclo Krebs
gerar ATP ou ser transformado em glutamina. As células cancerigenas tém um
metabolismo de glutamina alterado, provavelmente como consequéncia do fendtipo
glicolitico. Nas células cancerigenas, a glicose é convertida preferencialmente em
piruvato e lactato em vez de ser metabolizada no ciclo de Krebs (STARKOVA, JULIA
et.al., 2018). A dependéncia de glutamina pelas células cancerosas foi de fato
observada. Concentracdes extracelulares elevadas de glutamina promovem o
crescimento do tumor. A expressdo aumentada das enzimas que participam do
metabolismo da glutamina se correlaciona com a transformagéo celular (WISE, DAVID
R. et.al, 2010).

Os resultados apontam um aumento dos aminoacidos asparagina, aspartato,
citrulina, glutamato e treonina na LLC. E possivel sugerir que talvez o aumento desses
aminoacidos seja um marcador caracteristico do fenétipo dessas células leucémicas,
muito provavelmente em funcdo de uma mudanca metabdlica dos linfocitos B para
atender a demanda energética devido a sua maior sobrevida. Também poderia ser
reflexo do aumento da resposta inflamatéria ou da proliferagao celular ou ainda, de
alteracdes provocadas simultaneamente. Sdo hipbéteses que s6 o apronfundamento
dos estudos podera responder. Mesmo assim, essas observac¢oes desde ja podem ter
alguma relevancia clinica, uma vez que nos permitiu maior entendimento da
fisiopatologia da doenca, o que futuramente podera auxiliar na compreensao da

severidade dos sintomas e no manejo das manifestagdes clinicas e do tratamento.
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7.4 Lipideos, leucemias e cancer

Outra classe de metabdlitos abordada no estudo foi a classe quimica dos
glicerofosfolipideos (LysoPC - lisofosfatidilcolina e PCs - fosfatidilcolinas), apontada
pela base KEGG com participacdo na via do metabolismo da colina no cancer
associada com alteracdes genéticas nos oncogenes RAS e PI3K.

O potencial carcinogénico da maioria dos oncogenes foi atribuido a sua
capacidade de sustentar a proliferacéo, de regular o ciclo celular e de escapar da
morte celular. Ao contrario dos linfécitos B normais ou outras células leucémicas, as
células da LLC armazenam lipidios em vacuolos citoplasmaticos e utilizam &cido
graxos livres para produzir energia via fosforilagéo oxidativa (ROZOVSKI et al., 2016).

Os lipideos estao localizados principalmente em trés compartimentos no corpo:
plasma, tecido adiposo e membranas bioldgicas. Os acidos graxos, a forma mais
simples de lipideos, encontram-se principalmente no plasma, enquanto o0s
triglicerideos, a forma de armazenamento dos lipideos, no tecido adiposo. Ja os
fosfolipideos sendo a principal classe de lipideos das membranas de todas as células
(VOET et al., 2014). Os lipideos complexos abrangem os glicerofosfolipideos e os
esfingolipideos. Essas moléculas sdo encontradas em sua maioria em dois locais:
membranas bioldgicas ou lipoproteinas circulantes. Os fosfolipideos estdo em um
estado continuo de turnover na maioria das membranas, isso ocorre como resultado
do dano oxidativo durante a inflamacéo e com a ativacao das lipases em resposta ao
estimulo hormonal (VOET et al., 2014).

Fosfatidilcolinas e lisofosfatidilcolinas sao importantes membros da familia de
glicerofosfolipideos. As PCs tém um indispensavel papel estrutural em todas as
membranas celulares, lipoproteinas sanguineas, surfactantes naturais e bile, entre
outros. A hidrélise parcial de uma molécula de PC resulta na producao de lysoPC, que
€ um lipideo bioativo envolvido no recrutamento de mondcitos, proliferagao de células
musculares lisas e disfungdo endotelial. Fosfatidilcolinas e lysoPCs servem como
reservatérios e transportadores de componentes. A diminuicdo dessas classes de
lipideos pode, portanto, levar a uma reducao da disponibilidade da colina, que é um
nutriente importante para os seres humanos, que além de ser usada na sintese de
fosfolipides de membrana, € um precursor essencial para o neurotransmissor
acetilcolina (PAAPSTEL et al.,, 2018). Os lipidios estdo envolvidos em muitos

processos cancerigenos, incluindo o deslocamento celular, invasdao, migracao e
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proliferacdo. Os acidos graxos e seu envolvimento na leucemia receberam muita
atencdo na literatura. Por exemplo, foi recentemente proposto que as células
leucémicas oxidam os acidos graxos promovendo o desacoplamento mitocondrial
para mudar a produgado de ATP da oxidacao de acidos graxos para a glicélise. Isso
estaria de acordo com 0 aumento nos acidos graxos saturados mais abundantes e,
portanto, a modulagdo do metabolismo de acidos graxos pode fornecer uma nova
estratégia para tratar a leucemia (SAMUDIO et al., 2010; PISZCZ et al., 2016).

Estudo realizado por Franks et al., (2002) mostrou que as células de LLC
possuem niveis aumentados de fosfoetanolamina, fosfocolina,
glicerofosfoetanolamina e glicerofosfocolina quando comparadas com as células
controles, o que sugere a ativagao da fosfolipase A2 nos linfécitos da LLC. No entanto,
uma diminuigdo no lysoPC tem sido observada no cancer de pulméo e figado. O
mesmo pode ser verificado com os niveis de fosfatidilinositol no cdncer de pancreas
e varios tipos de lisofosfolipideos em células B malignas, incluindo a LLC (BEGER,
2013; PISZCZ et al., 2013).

O aumento da demanda de lipidios por células tumorais € refletido pela reducéo
dos varios lipidios no sangue. Em estudo realizado por Taylor et al., (2007) foi
observado que as concentracdoes de lisofosfatidilcolina estavam diminuidas em
pacientes com cancer. As concentracdes plasmaticas de lysoPC correlacionaram-se
com perda de peso e parametros inflamatérios e, portanto, podem ser marcadores de
progressao para varios tipos de cancer.

Segundo Starkova et. al., a glicélise ndao desempenha um papel fundamental
nas células da LLC. Elas armazenam lipidios para utilizar acidos graxos livres e
produzir energia por fosforilagdo oxidativa, ao contrario dos linfécitos B normais. Esta
atividade é desencadeada pela maior atividade da lipoproteina lipase, que gera acidos
graxos livres e ativa a transcricdo das enzimas envolvidas na fosforilagdo oxidativa
(STARKOVA, JULIA et al.,2018). A diminuicao dos niveis séricos de lisofosfatidilcolina
também foi encontrada em estudo realizado por Bai et. al., (2014) em pacientes com
Leucemia linfoblastica aguda comparados com individuos saudaveis, sugerindo que
a diminuicao dos niveis de LysoPC podem desregular a apoptose e levar ao aumento
do crescimento celular e possivelmente da tumorigénese (BAI, Yunnuo et al.,2014).

Neste trabalho foi observado que as concentracdes plasmaticas de todos os
glicerofosfolipideos (PCs, lysoPcs e esfingolipideos) estavam reduzidas, tanto na LLC
como na SMD, quando comparadas ao grupo dos individuos controles.
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Supostamente, essa diminuicdo seja decorrente de um aumento da demanda das
células leucémicas, posto que os glicerofosfolipideos podem sao utilizados como
forma alternativa de substrato para o metabolismo energético das células leucémicas.
Os mecanismos subjacentes a esta perturbacdo, as enzimas e genes envolvidos

neste processo requerem um estudo mais aprofundado.
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

- A abordagem analitica da metabolémica target, mostrou-se eficaz para a
identificacdo dos metabdlitos presentes na LLC e SMD.

- Através das estratégias estatisticas aplicadas, alcancou-se uma separacao
satisfatoria entre os grupos analisados (LLC vs. CTRL, SMD vs. CTRL e LLC vs. SMD)
e foi possivel identificar os metabdlitos diferenciadores entre o grupo doente (LLC e

SMD) e grupo controle, visualizados através e Diagrama de Venn e heatmap.

- Foram apontados alguns metabdlitos que se destacaram por apresentarem maiores
concentragdes (da classe das acilcarnitinas, aminas biogénicas e aminoacidos) e
baixas concentracdes (classe dos glicerofosfolipideos) quando comparados aos
individuos controles, que podem ser alvos para pesquisas futuras como candidatos a

biomarcadores.

- Com o auxilio do banco de dados HMDB e KEGG foi possivel formular a
interpretacao biolodgica dos resultados, propiciando questionar qual seria a relevancia
dos metabdlitos apontados no estudo para ativar ou inativar oncogenes e genes
supressores de tumor sabidamente envolvidos na patogénese da LLC e SMD.

- E, por fim, os resultados corroboraram com a proposta inicial de que estudos
metabolédmicos podem fornecer informacgbes bioldgicas fundamentais sobre os
mecanismos metabdlicos envolvidos nas doengcas hematolégicas como sédo as

leucemias.

Limitac6es do estudo

- Abordagem target.

- Numero pequeno de pacientes recrutados.

- Resultados encontrados nao sao extensiveis para todos os tipos de leucemias.

- Limitagbes com a correlagao de outros dados laboratoriais.



123
Consideracoes finais:

Este estudo, com a abordagem da metabolémica, € pioneiro no grupo de
pesquisa em Onco-Hematologia do Programa de Pés-Graduacdo em Andlises
Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farméacia da UFMG. Esse pioneirismo abre
perspectivas para trabalhos futuros, tais como analise da metabolémica untargeted e
a utilizacdo de cultura das células para obter o perfil metabdlico in vitro da célula
leucémica, além da validacdo dos dados com estudos mais aprofundados dos

mecanismos envolvidos na patogénese das leucemias LLC e SMD.
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APENDICES

APENDICE A - Lista dos metabdlitos medidos pelo kit (Biocrates Absolute IDQ® p180 - Abreviatura e nome completo)

(CONTINUA)

Acilcarnitinas (40)

Co Carnitina C10:1 Decenoilcarnitina

c2 Acetilcarnitina C10:2 Decadienilcarnitina

C3 Propionilcarnitina C12 Dodecanoilcarnitina

C3-OH Hidroxipropionilcarnitina C12:1 Dodecenoilcarnitina

C3:1 Propenoilcarnitina C12-DC Dodecanodil carnitina

C4 Butirilcarnitina C14 Tetradecanoilcarnitina

C4-OH (C3-DC) Hidroxibutirilcarnitina C14:1 Tetradecenoilcarnitina

C4:1 Butenilcarnitina C14:1-OH Hidroxitetradecenoilcarnitina
C5 Valerilcarnitina C14:2 Tetradecadienilcarnitina

C5:1 Tiglilcarnitina C14:2-OH Hidroxitetradecadienilcarnitina
C5:1-DC Glutaconilcarnitina C16 Hexadecanoilcarnitina

C5-DC (C6-0OH) Glutaril- carnitina/ Hidroxihexanoil-L-carnitina C16:1 Hexadecenoilcarnitina
C5-M-DC Metilglutarilcarnitina C16-OH Hidroxihexadecanoilcarnitina
C5-OH (C3-DC-M) Hidroxivalerilcarnitina (metilmalonilcarnitina) C16:1-OH Hidroxihexadecenoilcarnitina
C6 (C4:1-DC) Hexanoilcarnitina (Fumarilcarnitina) Ci16:2 Hexadecadienilcarnitina

C6:1 Hexanoilcarnitina C16:2-OH Hidroxihexadecadienilcarnitina
C7-DC Pimelilcarnitina C18 Octadecanoilcarnitina

Cc8 Octanoilcarnitina C18:1 Octadecenoilcarnitina

C9 Nonailcarnitina C18:1-OH Hidroxioctadecenoilcarnitina
C10 Decanoilcarnitina C18:2 Octadecadienilcarnitina

Aminoacidos (21)
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Ala Alanina Lys Lisina
Arg Arginina Met Metionina
Asn Asparagina Orn Ornitina
Asp Aspartato Phe Fenilalanina
Cit Citrulina Pro Prolina
Gin Glutamina Ser Serina
Glu Glutamato Thr Treonina
Gly Glicina Trp Triptofano
His Histidina Tyr Tirosina
lle Isoleucina Val Valina
Leu Leucina

Aminas Biogénicas (19)
Ac-Orn Acetil-ornitina Nitro-Tyr Nitrotirosina
ADMA Dimetilarginina assimétrica OH-Pro Hidroxiprolina
SDMA Dimetilarginina simétrica PEA Feniletilamina
alpha-AAA Acido alfa-aminoadipico Putrescine Putrescina
Carnosine Carnosina Sarcosine Sarcosina
Creatinine Creatinina Serotonin Serotonina
DOPA DOPA Spermidine Espermidina
Dopamine Dopamina Spermine Espermina
Histamine Histamina Taurine Taurina
Kinurenine Quinurenina
Met-SO Sulféxido de metionina

Hexoses (01)

H1

Soma das Hexoses (incluindo glicose) ‘

Esfingolipideos (15)
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SM (OH) C14:1 Hidroxi esfingomielina C14:1 SM C18:1 Esfingomielina C18:1
SM (OH) C16:1 Hidroxi esfingomielina C16:1 SM C20:2 Esfingomielina C20:2
SM (OH) C22:1 Hidroxi esfingomielina C22:1 SM C22:3 Esfingomielina C22:3
SM (OH) C22:2 Hidroxi esfingomielina C22:2 SM C24:0 Esfingomielina C24:0
SM (OH) C24:1 Hidroxi esfingomielina C24:1 SM C24:1 Esfingomielina C24:1
SM C16:0 Esfingomielina C16:0 SM C26:0 Esfingomielina C26:0
SM C16:1 Esfingomielina C16:1 SM C26:1 Esfingomielina C26:1
SM C18:0 Esfingomielina C18:0
Glicerofosfolipideos (90)
lysoPC a C14:0 | Acil Lisofosfatidilcolina C14:0 PC aa C24:0 | Diacil Fosfatidilcolina C24:0 PC ae C30:0 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C30:0
lysoPC a C16:0 | Acil Lisofosfatidilcolina C16:0 PC aa C26:0 | Diacil Fosfatidilcolina C26:0 PC ae C30:1 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C30:1
lysoPC a C16:1 | Acil Lisofosfatidilcolina C16:1 PC aa C28:1 | Diacil Fosfatidilcolina C28:1 PC ae C30:2 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C30:2
lysoPC a C17:0 | Acil Lisofosfatidilcolina C17:0 PC aa C30:0 | Diacil Fosfatidilcolina C30:0 PC ae C32:1 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C32:1
lysoPC a C18:0 | Acil Lisofosfatidilcolina C18:0 PC aa C30:2 | Diacil Fosfatidilcolina C30:2 PC ae C32:2 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C32:2
lysoPC a C18:1 | Acil Lisofosfatidilcolina C18:1 PC aa C32:0 | Diacil Fosfatidilcolina C32:0 PC ae C34:0 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C34:0
lysoPC a C18:2 | Acil Lisofosfatidilcolina C18:2 PC aa C32:1 | Diacil Fosfatidilcolina C32:1 PC ae C34:1 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C34:1
lysoPC a C20:3 | Acil Lisofosfatidilcolina C20:3 PC aa C32:2 | Diacil Fosfatidilcolina C32:2 PC ae C34:2 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C34:2
lysoPC a C20:4 | Acil Lisofosfatidilcolina C20:4 PC aa C32:3 | Diacil Fosfatidilcolina C32:3 PC ae C34:3 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C34:3
lysoPC a C24:0 | Acil Lisofosfatidilcolina C24:0 PC aa C34:1 | Diacil Fosfatidilcolina C34:1 PC ae C36:0 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C36:0
lysoPC a C26:0 | Acil Lisofosfatidilcolina C26:0 PC aa C34:2 | Diacil Fosfatidilcolina C34:2 PC ae C36:1 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C36:1
lysoPC a C26:1 | Acil Lisofosfatidilcolina C26:1 PC aa C34:3 | Diacil Fosfatidilcolina C34:3 PC ae C36:2 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C36:2
lysoPC a C28:0 | Acil Lisofosfatidilcolina C28:0 PC aa C34:4 | Diacil Fosfatidilcolina C34:4 PC ae C36:3 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C36:3
lysoPC a C28:1 | Acil Lisofosfatidilcolina C28:1 PC aa C36:0 | Diacil Fosfatidilcolina C36:0 PC ae C36:4 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C36:4
PC aa C36:1 | Diacil Fosfatidilcolina C36:1 PC ae C36:5 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C36:5
PC aa C36:2 | Diacil Fosfatidilcolina C36:2 PC ae C38:0 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C38:0
PC aa C36:3 | Diacil Fosfatidilcolina C36:3 PC ae C38:1 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C38:1
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(CONCLUSAO)
PC aa C36:4 | Diacil Fosfatidilcolina C36:4 PC ae C38:2 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C38:2
PC aa C36:5 | Diacil Fosfatidilcolina C36:5 PC ae C38:3 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C38:3
PC aa C36:6 | Diacil Fosfatidilcolina C36:6 PC ae C38:4 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C38:4
PC aa C38:0 | Diacil Fosfatidilcolina C38:0 PC ae C38:5 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C38:5
PC aa C38:1 | Diacil Fosfatidilcolina C38:1 PC ae C38:6 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C38:6
PC aa C38:3 | Diacil Fosfatidilcolina C38:3 PC ae C40:1 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C40:1
PC aa C38:4 | Diacil Fosfatidilcolina C38:4 PC ae C40:2 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C40:2
PC aa C38:5 | Diacil Fosfatidilcolina C38:5 PC ae C40:3 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C40:3
PC aa C38:6 | Diacil Fosfatidilcolina C38:6 PC ae C40:4 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C40:4
PC aa C40:1 | Diacil Fosfatidilcolina C40:1 PC ae C40:5 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C40:5
PC aa C40:2 | Diacil Fosfatidilcolina C40:2 PC ae C40:6 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C40:6
PC aa C40:3 | Diacil Fosfatidilcolina C40:3 PC ae C42:0 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C42:0
PC aa C40:4 | Diacil Fosfatidilcolina C40:4 PC ae C42:1 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C42:1
PC aa C40:5 | Diacil Fosfatidilcolina C40:5 PC ae C42:2 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C42:2
PC aa C40:6 | Diacil Fosfatidilcolina C40:6 PC ae C42:3 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C42:3
PC aa C42:0 | Diacil Fosfatidilcolina C42:0 PC ae C42:4 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C42:4
PC aa C42:1 | Diacil Fosfatidilcolina C42:1 PC ae C42:5 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C42:5
PC aa C42:2 | Diacil Fosfatidilcolina C42:2 PC ae C44:3 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C44:3
PC aa C42:4 | Diacil Fosfatidilcolina C42:4 PC ae C44:4 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C44:4
PC aa C42:5 | Diacil Fosfatidilcolina C42:5 PC ae C44:5 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C44:5
PC aa C42:6 | Diacil Fosfatidilcolina C42:6 PC ae C44:6 | Acil-Aquil Fosfatidilcolina C44:6

Fonte: O autor, 2018.
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APENDICE B - Importancia biolégica dos metabélitos medidos pelo kit

(CONTINUA)

Classe bioquimica
dos metabdlitos

Numero

Nome do metabdlito ou abreviacao

Importancia Bioldgica -Exemplos selecionados

Alanina, Arginina, Asparagina, Aspartato, Citrulina, Glutamina,
Glutamato, Glicina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina,

Metabolismo de aminoacidos (ex.: erros inatos do
metabolismo, como Fenilcetonuria) ciclo da uréia,

Aminoacidos 21 Metionina, Ornitina, Fenilalanina, Prolina, Serina, Treonina, atividade de gliconeogénese e glicolise,

Triptofano,Tirosina,Valina sensibilidade/resisténcia a insulina, metabolismo de
neurotransmissores, estresse oxidativo

Acetilornitina, Dimetilarginina simétrica, Dimetilarginina Doengas neurolégicas, proliferagao celular,
assimétrica, Acido alfa-aminoadipico, Carnosina, Histamina, progressao do ciclo celular, estabilidade do DNA,

Aminas Biogénicas 19 Creatinina, Dopamina, Quinurenina, Sulféxido de metionina, estresse oxidativo
Nitrotirosina, Hidroxiprolina, Sarcosina, Espermidina,
Espermina, Taurina, Feniletilamina, Putrescina, Serotonina
C0,C10,C10:1,C10:2,C12,C12-DC,C12:1,C14,C14:1,C14:1-OH, | Metabolismo energético, transporte e oxidacao
C14:2,C14:2-OH,C16,C16-0OH,C16:1,C16:1-OH,C16:2,C16:2- acidos graxos mitocondrial (ex.: erros inatos do
OH, metabolismo, Deficiéncia de Acil-CoA

. " C18,C18:1,CG18:1-0OH,C18:2,C2,C3,C3-0OH,C3:1,C4,C4-OH (C3- | Desidrogenase de Cadeia Média (MCAD), cetose,

Acilcarnitinas 40 L , ;
DC), estresse oxidativo, dano na membrana mitocondrial
C4:1,C5,C5-M-DC,C5-0OH (C3-DC-M),C5:1,C5:1-DC,C6 (C4:1- (apoptose)
DC),
C5-DC (C6-0OH),C6:1,C7-DC,C8,C9,

Glicerofosfolipideos:
lysoPC a Degradacao de fosfolipidos (atividade de

Liso- fosfatidilcolinas 14 C14:0/C16:0/C16:1/C17:0/C18:0/C18:1/C18:2/C20:3/C20:4/ fosfolipase) danos a membrana, cascatas de

C24:0/C26:0/C26:1/C28:0/C28:1

sinalizacao, perfil de acidos graxos
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(CONCLUSAO)

PC aa Dislipidemia, composi¢do e dano da membrana,
C24:0/C26:0/C28:1/C30:0/C30:2/C32:0/C32:1/C32:2/C32:3/C34: | perfil de &cidos graxos, atividade das desnaturac¢édo
38 1/C32:2/C34:3/C32:4/C36:0/C36:1/C36:2/C36:3/C36:4/C36:5/C3
6:6/C38:0/C38:1/C38:3/C38:4/C38:5/C38:6/C40:1/C40:2/C40:3/
C40:4/C40:5/C40:6/C42:0/C42:1/C42:2/C42:4/C42:5/C42:6

Diacil -
Fosfatidilcolinas

PC ae Dislipidemia, composi¢ao e dano da membrana,
C30:0/C30:2/C32:1/C32:2/C34:0/C34:1/C34:2/C34:3/C36:0/C36: | perfil de &cidos graxos, atividade das desnaturac¢édo
38 1/C36:2/C36:3/C36:4/C36:5/C38:0/C38:1/C38:2/C38:3/C38:4/C3
8:5/C38:6/C40:1/C40:2/C40:3/C40:4/C40:5/C40:6/C42:0/C42:1/
C42:2/C42:3/C42:4/C42:5/C44:3/C44:4/C44:5/C44:6

Acil - Aquil
Fosfatidilcolinas

SM (OH) C14:1, SM C16:0, SM C16:1, SM C16:1, SM C18:0, Cascatas de sinalizagdo, danos a membrana (por

Esfingolipideos 15 SM C18:1, SM C20:2, SM C22:3, SM (OH) C22:1, SM (OH) exemplo, neurodegeneracao)

C22:2, SM C24:0, SM C24:1, SM (OH) C24:1, SM C26:0,

SM C26:1
Soma das Hexoses 1 H1 Metabolismo de carboidratos
Total 186

Fonte: https://www.biocrates.com/

Legenda: Lista dos metabdlitos medidos usando o kit Biocrates Absolute IDQ p180. Aa, acil-acil; ae, acil-alquil; a, lyso Cx: y, onde “x” € o numero de carbonos

na cadeia lateral do &cido graxo; e 0 “y” € o numero de ligagdes duplas na cadeia lateral; DC, decarboxil; M metil; OH, hidroxila; PC, fosfatidilcolina; SM,

esfingomielina.



APENDICE C: Metabodlitos significativos analise univariada do Grupo: LLC vs. CTRL

(CONTINUA)
Metabolito Massa Monoisotopica Foérmula Quimica log fold change Fold change p-valor

Acetil-ornitina 174.1004 C7H14N203 -1,490639038 0,355854889 5,26636E-08
Alanina 89.0476 C3H7NO2 -1,094265536 0,468374509 0,001087145
Arginina 174.1116 C6H14N402 -1,269017154 0,414942359 2,31019E-06
Asn 132.053 C4H8N203 1,325563431 2,506307501 0,333352576
C12-DC 373.2464 C19H35NO6 0,190709354 1,141324752 0,006157912
Citrulina 175.0956 C6H13N303 9,320416652 639,3298537 0,017973351
Creatinina 113.0589 C4H7N30 -1,13111698 0,456562104 0,014711111
Espermidina 145.157 C7H19N3 3,865635293 14,57713499 0,658736776
Espermina 202.2157 C10H26N4 4,065063456 16,73809524 0,01559155

Glu 147.053 C5HINO4 6,525087274 92,09732029 0,173980666
lysoPC a C14:0 467.3011 C22H46NO7P -0,325557291 0,797990076 0,006799052
lysoPC a C16:0 495.332 C24H50NO7P -0,293487437 0,815927326 0,089191352
lysoPC a C18:0 523.3637 C26H54NO7P -0,329266184 0,79594123 0,029017894
lysoPC a C18:2 519.3324 C26H50NO7P -0,54572437 0,685047357 0,002033456
lysoPC a C20:3 545.3481 C28H52NO7P -0,355471257 0,781614287 0,027491648
lysoPC a C20:4 543.3324 C28H50NO7P -0,398972107 0,758398436 0,005807279
lysoPC a C24:0 607.4576 C32HB66NO7P -0,871978654 0,546396954 3,08527E-05
lysoPC a C26:0 635.4889 C34H70NO7P -1,707184531 0,306257158 1,3415E-05

lysoPC a C26:1 633.4733 C34H68NO7P -1,437087343 0,369312157 2,14538E-05

lysoPC a C28:0 663.5202 C36H74NO7P -1,225783282 0,427565312 9,7856E-05

lysoPC a C28:1 661.5046 C36H72NO7P -0,97192058 0,509826906 0,000163984
PC aa C26:0 649.468 C34H68NO8P -0,805551954 0,572143145 1,33686E-05
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(CONTINUAGAO)

PC aa C28:1 675.483 C36H70NO8P -0,264004448 0,832773203 0,339842434
PC aa C30:0 705.5308 C38H76NO8P -0,394413794 0,760798447 0,032023528
PC aa C32:3 727.5152 C40H74NO8P -0,556882121 0,679769661 0,000437164
PC aa C34:3 755.5465 C42H78NO8P -0,495593356 0,709269907 0,001596641
PC aa C36:1 787.6091 C44H86NO8P -0,437166314 0,738583883 0,001230542
PC aa C36:6 777.5308 C44H76NO8P -0,587716345 0,665395334 0,000857006
PC aa C40:1 827.6767 C48H94NO7P -0,502712769 0,705778423 0,000155645
PC aa C40:3 839.6404 C48HI0NO8P -0,465796478 0,724071224 0,001612558
PC aa C42:0 873.7186 C50H100NO8P -0,843307151 0,557364433 1,34266E-05
PC aa C42:1 871.7030 C50H98NO8P -0,888405838 0,540210715 5,561997E-07
PC aa C42:5 863.6404 C50H90NO8P -0,415181544 0,749925121 0,000497603
PC aa C42:6 861.6247 C50H88NO8P -0,246518617 0,842928042 0,00869376
PC aaC38:6 805.5621 C46H8ONO8P -0,350541743 0,784289536 0,044084101
PC aaC40:2 841.6560 C48H92NO8P -0,857224969 0,552013338 0,000184658
PC aaC42:2 869.6873 C50H96NO8P -0,605774298 0,657118608 3,50881E-05
PC aaC42:4 865.6560 C50H92NO8P -0,598034489 0,660653409 0,000220384
PC ae C30:0 691.551 C38H78NO7P -0,373426983 0,771946633 0,260883675
PC ae C30:1 689.5359 C38H76NO7P -1,344307732 0,393842926 2,34655E-05
PC ae C30:2 687.5202 C38H74NO7P -0,796466606 0,575757576 0,000271675
PC ae C32:1 717.5672 C40H8ONO7P -0,289322184 0,818286421 0,035154984
PC ae C32:2 715.5515 C40H78NO7P -0,414058178 0,750509283 0,00557914
PC ae C34:1 745.598 C42H84NO7P -0,220027299 0,858549191 0,080332397
PC ae C34:2 743.5828 C42H82NO7P -0,601566172 0,659038123 8,31734E-05
PC ae C34:3 741.5672 C42H8ONO7P -0,638796231 0,642248611 7,58646E-05
PC ae C36:0 775.6454 C44H90NO7P -0,203842666 0,868234908 0,030998129
PC ae C36:1 773.6298 C44H88NO7P -0,462570238 0,725692247 0,001303303
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(CONTINUAGAO)

PC ae C36:2 771.6141 C44H86NO7P -0,437178303 0,738577745 0,003157285
PC ae C36:3 769.5985 C44H84NO7P -0,526400282 0,694284909 0,000217453
PC ae C36:4 767.582 C44H82NO7P -0,214925414 0,861590702 0,090104656
PC ae C38:0 803.6767 C46H94NO7P -0,45219695 0,730928935 0,001081848
PC ae C38:1 801.6611 C46H92NO7P -0,766709561 0,587756477 0,001242379
PC ae C38:2 799.6454 C46HI0NO7P -0,646556537 0,638803208 0,000376406
PC ae C38:3 797.6298 C46H88NO7P -0,667095421 0,629773335 0,001278379
PC ae C38:4 795.6141 C46H86NO7P -0,244198278 0,844284844 0,048810531
PC ae C38:6 791.582 C46H82NO7P -0,219235867 0,859020302 0,076671526
PC ae C40:1 829.6924 C48H96NO7P -0,52737054 0,693818137 0,000216088
PC ae C40:2 827.6767 C48H94NO7P -0,480301355 0,716827875 0,001110714
PC ae C40:3 825.6611 C48H92NO7P -1,116323351 0,461267851 0,00012798
PC ae C40:4 823.6454 C48HI0NO7P -0,585773405 0,666292054 0,000384637
PC ae C40:5 821.6298 C48H88NO7P -0,436911914 0,738714134 0,001175722
PC ae C42:1 857.7237 C50H100NO7P -0,578497572 0,669660802 0,000818025
PC ae C42:2 855.7080 C50H98NO7P -0,576780807 0,670458153 0,000142281
PC ae C42:3 853.6924 C50H96NO7P -0,90525575 0,533938043 1,50035E-06
PC ae C42:4 851.6767 C50H94NO7P -0,880714977 0,543098214 1,5123E-05
PC ae C42:5 849.6611 C50H92NO7P -0,731009403 0,602482231 3,86022E-05
PC ae C44:3 881.7237 C52H100NO7P -0,967148252 0,511516168 4,18418E-05
PC ae C44:4 879.7080 C52H98NO7P -0,701753316 0,614824553 5,65517E-05
PC ae C44:5 877.6924 C52H96NO7P -0,802104252 0,573512068 0,000108969
PC ae C44:6 875.6767 C52H94NO7P -0,799549392 0,574528597 0,000149884
Sarcosina 89.0476 C3H7NO2 -0,609818606 0,655279087 0,047573353
Serina 105.0425 C3H7NO3 -0,762004636 0,589676401 0,000288657
SM (OH) C16:1 716.5468 C39H77N207P -0,320275128 0,800917125 0,026606327
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(CONCLUSAO)
SM (OH) C22:1 800.6407 C45H89N207P -0,401964635 0,756826948 0,013487114
SM (OH) C22:2 798.6250 C45H87N207P -0,343280353 0,788246982 0,030990809
SM C16:1 715.575 C40H80N206P -0,167539995 0,89035958 0,240172688
SM C18:0 732.6145 C41H85N206P -0,430640526 0,74193231 0,007361572
SM C18:1 728.5832 C41H81N206P -0,459652119 0,72716158 0,020669012
SM C24:0 815.7006 C47H96N206P -0,43436021 0,740021859 0,00022512
Taurina 125.0146 C2H7NO3S -1,89913338 0,268104366 1,43098E-07
Thr 119.058 C4HONO3 1,691612168 3,230174644 0,266510311
Triptofano 204.0898 C11H12N202 -0,295071835 0,815031749 0,016437076
Valina 117.0789 C5H11NO2 -0,26532418 0,832011757 0,010800936

Fonte: O autor, 2018.
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APENDICE D: Metabdlitos significativos analise univariada do Grupo: SMD vs. CTRL

(CONTINUA)
Metabolito Massa Monoisotopica Férmula Quimica log folg change Fold change p-valor

Ac-Orn 174.1004 C7H14N203 -1,03638768 0,4875467 0,002917539
Ala 89.0476 C3H7NO2 -0,782013112 0,581554735 0,022716615
Arg 1741116 C6H14N402 -0,787824579 0,579216827 0,016880634
Asp 138.0375 C4H7NO4 -1,926961687 0,262982429 0,000947883
Co 161.1051 C7H15NO3 -0,71003832 0,611303901 0,015663354
C10 315.2409 C17H33NO4 -1,053866058 0,481675664 0,005925382
C10:1 313.2253 C17H31NO4 -0,83232745 0,561622465 0,011511301
c12 343.2722 C19H37NO4 -0,726017183 0,604570637 0,000618665
C12:1 341.2566 C19H35N0O4 -0,516167038 0,699227079 0,020383164
C14 371.3035 C21H41NO4 -0,698430993 0,616242038 0,001245291
C14:1 369.2879 C21H39NO4 -1,52466199 0,347560976 0,000243743
C14:1-OH 385.2828 C21H39NO5 -1,218772106 0,429648241 0,001553949
C14:2 367.272 C21H37NO4 -1,632332053 0,322566372 0,000195788
C14:2-OH 385.2828 C21H39NO5 -1,473931188 0,36 0,001943306
C16 399.3348 C23H45N0O4 -1,212077719 0,431646526 0,000417158
C16:1 397.3192 C23H43N0O4 -1,227951947 0,426923077 0,000672646
C16:1-OH 413.3141 C23H43NO5 -0,962525295 0,513157895 0,00051572
C16:2 395.3035 C23H41NO4 -1,010647244 0,496323529 0,017221138
ci18 427.3661 C25H49N0O4 -1,116083519 0,461344538 0,000192057
C18:1 425.3505 C25H47NO4 -1,544079444 0,342914439 1,98E-05
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(CONTINUACAO)

C18:1-OH 441.3454 C25H47NO5 -0,733398979 0,601485149 0,006771087
c18:2 423.3348 C25H45N04 -1,392406525 0,380928854 0,00046226
C2 203.1157 C9H17NO4 -0,967137121 0,511520115 0,004221591
C4-OH-Pro 131.0582 C5HI9NO3 -1,064474314 0,478146853 0,001539101
C5 245.1627 C12H23NO4 -0,883920593 0,541892809 0,00126712
C5:1 100.052 C5H802 -0,617081275 0,651988636 0,070319942
C5-DC (C6-OH) 275.1368 C12H21NO6 -1,60165879 0,329497908 0,001093033
C5-M-DC 289.152 C13H23NO6 -0,325824297 0,797842402 0,10735281
C5-OH (C3-DC-M) 263.1732 C12H25N0O5 -0,820552224 0,566225166 0,006036508
C6 (C4:1-DC) 259.1783 C13H25N0O4 -0,553193383 0,681509946 0,002795144
C7-DC 303.1681 C14H25N0O6 -0,969349787 0,510736196 0,011960346
C8 287.2096 C15H29NO4 -0,830662296 0,562271062 0,00068936
C9 301.2253 C16H31NO4 -0,714754315 0,609308886 0,03958825
Cit 175.0956 C6H13N303 -0,666920635 0,629849638 0,025709526
His 155.0694 C6HIN302 -0,763244292 0,589169931 0,000814074
lle 131.0946 C6H13NO2 -0,922119129 0,52773328 0,000388864
Kinurenine 208.0848 C10H12N203 -0,748515369 0,59521576 0,015593596
Leu 131.0946 C6H13NO2 -0,834059246 0,560948704 0,002046957
Lys 146.1055 C6H14N202 -0,752338708 0,593640445 0,005959526
lysoPC a C14:0 467.3011 C22H46NO7P -0,686583405 0,621323529 0,000319227
lysoPC a C16:0 495.3324 C24H50NO7P -1,131917788 0,456308746 0,000338442
lysoPC a C16:1 493.3168 C24H48NO7P -1,382066035 0,383668962 0,000515028
lysoPC a C17:0 509.3481 C25H52NO7P -1,37137391 0,386522979 0,000401994
lysoPC a C18:0 523.3637 C26H54NO7P -1,242553326 0,422624021 0,000126082
lysoPC a C18:1 521.3481 C26H52NO7P -1,290240046 0,408882991 6,10E-05
lysoPC a C18:2 519.3324 C26H50NO7P -1,000470585 0,499836934 0,002654499
lysoPC a C20:3 545.3481 C28H52NO7P -1,479311969 0,358659818 2,68E-07
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(CONTINUACAO)

lysoPC a C20:4 543.3324 C28H50NO7P -1,112131734 0,462609971 0,000152883
lysoPC a C24:0 607.4576 C32H66NO7P -1,186435054 0,43938726 0,00069649
lysoPC a C26:0 635.4889 C34H70NO7P -1,864404663 0,274636511 0,000776296
lysoPC a C26:1 633.4733 C34HE68NO7P -1,700896339 0,307594937 0,001044202
lysoPC a C28:0 663.5202 C36H74NO7P -1,535966633 0,344848206 0,00063257
lysoPC a C28:1 661.5046 C36H72NO7P -1,607294704 0,328213229 1,16E-05
Nitro-Tyr 226.0589 C9H10N205 1,267222203 2,406976744 0,002186445
Orn 132.0898 C5H12N202 -0,886229811 0,541026134 0,032444668
PC aa C24:0 621.436 C32HsaNOsP -1,448476392 0,366408178 0,00126712
PC aa C28:1 675.4839 C36H70NO8P -1,107767483 0,464011516 4,93E-05
PC aa C30:0 705.5308 C38H76NO8P -1,209077314 0,432545165 7,57E-06
PC aa C32:0 733.5621 C40H8ONO8P -0,816765032 0,567713505 8,02E-05
PC aa C32:1 731.5465 C40H78NO8P -1,112970512 0,462341089 0,004215081
PC aa C32:3 727.5152 C40H74NO8P -0,972340938 0,50967838 0,000516169
PC aa C34:1 759.5778 C42H82NO8P -0,600732019 0,659419283 0,001680222
PC aa C34:3 755.5465 C42H78NO8P -0,933034279 0,523755619 0,000294491
PC aa C34:4 753.5308 C42H76NO8P -1,197614831 0,435995506 0,000144945
PC aa C36:1 787.6091 C44H86NO8P -1,279237326 0,41201326 3,20E-06
PC aa C36:2 785.5934 C44H84NO8P -0,475708327 0,719113636 0,032444668
PC aa C36:3 783.5778 C44H82NO8P -1,04508789 0,484615385 5,14E-06
PC aa C36:4 781.5621 C44H8ONO8P -0,575248832 0,67117048 0,002242529
PC aa C36:5 779.5465 C44H78NO8P -1,051901949 0,482331872 1,39E-05
PC aa C36:6 777.5308 C44H76NO8P -1,199688149 0,43536938 0,000113369
PC aa C38:0 817.6560 C46H92NO8P -1,088211855 0,47034398 1,04E-05
PC aa C38:3 811.6091 C46H86NO8P -1,226224714 0,427434506 9,52E-06
PC aa C38:4 809.5934 C46H84NO8P -0,83287092 0,561410939 8,21E-05
PC aa C38:5 807.5778 C46H82NO8P -0,859474277 0,551153364 0,000160105
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(CONTINUACAO)

PC aa C38:6 805.5621 C46H8ONO8P -0,771550148 0,585787719 0,007050608
PC aa C40:1 827.6767 C48H94NO7P -0,736424144 0,600225225 0,001695897
PC aa C40:2 841.6560 C48H92NO8P -1,469986465 0,360985685 0,000273156
PC aa C40:3 839.6404 C48HI90NO8P -1,2563563327 0,41941102 1,20E-06
PC aa C40:4 837.6247 C48H88NO8P -1,045271432 0,484553735 2,87E-05
PC aa C40:5 835.609 C48H86NO8P -0,860673038 0,550695591 0,000199974
PC aa C40:6 833.5934 C48H84NO8P -0,830205036 0,562449301 0,001114185
PC aa C42:2 869.6873 C50H96NO8P -0,934059121 0,523383693 0,001401002
PC aa C42:4 865.6560 C50H92NO8P -1,13711094 0,454669161 0,000112471
PC aa C42:5 863.6404 C50H90NO8P -0,887820117 0,54043008 2,62E-05
PC aa C42:6 861.6247 C50H88NO8P -0,740200226 0,598656262 7,36E-06
PC ae C30:0 691.5515 C38H78NO7P -1,123445483 0,458996328 0,000196794
PC ae C30:1 689.5359 C38H76NO7P -1,952207562 0,258420502 8,69E-06
PC ae C30:2 687.5202 C38H74NO7P -1,288510166 0,409373561 0,000417158
PC ae C32:1 717.5672 C40H8ONO7P -1,095606427 0,467939387 0,000350997
PC ae C32:2 715.5515 C40H78NO7P -1,138684978 0,45417337 0,000176835
PC ae C34:0 747.6141 C42H86NO7P -1,091324762 0,469330212 4,58E-06
PC ae C34:1 745.5985 C42H84NO7P -0,953625555 0,516333262 0,000231456
PC ae C34:2 743.5828 C42H82NO7P -1,073455772 0,47517941 0,001042129
PC ae C34:3 741.5672 C42H8ONO7P -1,173578712 0,443320287 2,05E-05
PC ae C36:0 775.6454 C44H90NO7P -0,896749505 0,537095484 4,76E-06
PC ae C36:1 773.6298 C44H88NO7P -1,188166148 0,438860354 1,00E-06
PC ae C36:2 771.6141 C44H86NO7P -1,018728431 0,493551169 0,000214255
PC ae C36:3 769.5985 C44H84NO7P -1,170080578 0,444396519 2,70E-05
PC ae C36:4 767.5828 C44H82NO7P -1,073270657 0,475240385 1,42E-05
PC ae C36:5 765.5672 C44H8ONO7P -1,021134213 0,492728828 0,000166298
PC ae C38:0 803.6767 C46H94NO7P -1,033501153 0,488523154 2,33E-05




(CONTINUACAO)

PC ae C38:1 801.6611 C46H92NO7P -1,675794476 0,3129937 8,98E-05
PC ae C38:2 799.6454 C46HI0NO7P -1,392144336 0,380998088 0,000112264
PC ae C38:3 797.6298 C46H88NO7P -1,66153572 0,316102484 1,16E-06
PC ae C38:4 795.6141 C46H86NO7P -1,003191474 0,498895142 2,60E-05
PC ae C38:5 793.5985 C46H84NO7P -0,94794872 0,518368975 6,56E-05
PC ae C38:6 791.5828 C46H82NO7P -1,086190594 0,471003409 2,82E-05
PC ae C40:1 829.6924 C48H96NO7P -1,070697944 0,476088622 4,82E-06
PC ae C40:2 827.6767 C48H94NO7P -1,264396649 0,416273421 1,67E-05
PC ae C40:3 825.6611 C48H92NO7P -1,762213312 0,294795557 0,001695897
PC ae C40:4 823.6454 C48HI90NO7P -1,040208652 0,486257143 0,001695897
PC ae C40:5 821.6298 C48H88NO7P -1,121312699 0,459675379 8,57E-05
PC ae C40:6 819.6141 C48H86NO7P -0,931252323 0,524402939 0,000318982
PC ae C42:0 859.7393 C50H102NO7P -0,303787343 0,810122879 2,46E-05
PC ae C42:1 857.7237 C50H100NO7P -1,177461871 0,44212865 0,000419064
PC ae C42:2 855.7080 C50H98NO7P -1,107313934 0,464157413 0,000774682
PC ae C42:3 853.6924 C50H96NO7P -1,004569344 0,498418891 0,002690714
PC ae C44:3 881.7237 C52H100NO7P -1,093109404 0,46875 0,001151797
PC ae C44:5 877.6924 C52H96NO7P -0,860064151 0,55092806 0,002951636
Phe 165.0789 C9H11NO2 -0,762967041 0,589283166 0,001555469
Pro 115.063 C5HINO2 -0,49660728 0,708771609 0,124425176
Sarcosine 89.0476 C3H7NO2 -0,884246957 0,541770237 0,001704744
SDMA 202.142 C8H18N402 -1,152003093 0,45 0,000768731
Ser 105.0425 C3H7NO3 -0,998161586 0,500637552 0,001863923
SM (OH) C14:1 688.5155 C37H73N207P -1,047550278 0,48378895 5,43E-06
SM (OH) C16:1 716.5468 C39H77N207P -1,133295853 0,455873087 0,000176835
SM (OH) C22:1 800.6407 C45H89N207P -0,945679124 0,519185097 8,07E-05
SM (OH) C22:2 798.6250 C45H87N207P -1,000498972 0,4998271 0,000516169
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(CONCLUSAO)

SM (OH) C24:1 828.6720 C47H93N207P -1,02667165 0,490841232 0,000335927
SM C16:0 703.5753 C39H80N206P -0,936301444 0,52257085 1,99E-05
SM C16:1 715.5753 C40H80N206P -0,912892922 0,531119012 0,000311214
SM C18:0 732.6145 C41H85N206P -1,14245634 0,452987662 0,000112264
SM C18:1 728.5832 C41H81N206P -1,148406528 0,451123226 0,001112618
SM C20:2 754.598 C43H83N206P -0,876976559 0,544507355 0,028473834
SM C24:0 815.7006 C47H96N206P -1,023285377 0,491994681 1,32E-06
SM C24:1 812.677 C47H93N206P -1,008678493 0,497001292 0,00032071
SM C26:0 843.7319 C49H100N206P -0,922399563 0,527630708 0,003399102
SM C26:1 840.7084 C49H97N206P -1,1634281 0,446450428 0,000826468
Taurine 125.0146 C2H7NO3S -1,62585413 0,324018001 1,36E-06
Thr 119.0582 C4HIONO3 -0,975479355 0,508570838 0,002004732
Trp 204.0898 C11H12N202 -0,77671481 0,583694424 0,001126067
Tyr 181.0738 C9H11NO3 -0,818414571 0,567064768 0,000827244
Val 117.0789 C5H11NO2 -0,676225058 0,625800598 0,001325058

Fonte: O autor, 2018.
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APENDICE E - Metabdlitos significativos analise univariada do Grupo: LLC vs. SMD

(CONTINUA)
Metabolito Massa Monoisotopica Férmula Quimica log fold chance Fold change p-valor
Asn 132.0534 C4H8N203 2,029679879 4,08314239 0,027694372
Asp 133.0375 C4H7NO4 5,861653579 58,14783527 0,020369043
Co 161.105 C7H15NO3 0,367624255 1,290226411 0,08228786
c10 315.2409 C17H33NO4 1,416656305 2,669660534 0,007670478
C10:2 423.3348 C25H45N0O4 0,889695592 1,852785146 0,002107497
C12 343.2722 C19H37NO4 0,680933102 1,603176318 0,018876453
C14 371.3035 C21H41NO4 0,468265761 1,383445452 0,001017727
C14:1 369.2879 C21H39NO4 1,094382255 2,135216346 0,014720848
C14:1-OH 385.2828 C21H39NO5 0,988473747 1,984084881 0,002088629
C16 399.3348 C23H45N0O4 0,919276913 1,891167192 0,000474878
C16:1 397.3192 C23H43N0O4 1,011878351 2,016534867 0,004830276
C16:1-OH 413.3141 C23H43NO5 0,653809664 1,573317308 0,002430398
c18 427.3661 C25H49N0O4 0,934841736 1,911680912 0,000361123
Cc18:1 425.3505 C25H47NO4 1,193970475 2,287815126 7,02876E-05
C18:1-OH 441.3454 C25H47NO5 0,693896872 1,617647059 0,008354966
c18:2 423.3348 C25H45N0O4 1,131895136 2,191464238 0,000344279
C5 245.1627 C12H23NO4 0,695798074 1,61978022 0,017904107
C5-OH (C3-DC-M) 263.1732 C12H25N0O5 0,62347693 1,540583554 0,017358669
C6:1 257.1627 C13H23NO4 0,937962042 1,915820029 0,011734673
Cit 175.0956 C6H13N303 10,25701378 1223,682679 0,007696976
His 155.069 C6HIN302 0,396599315 1,316401262 0,052201025
lle 131.0946 C6H13NO2 0,723173671 1,650809529 0,003769572
Lys 146.1055 C6H14N202 0,617997999 1,534743967 0,020478587
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(CONTINUACAO)

lysoPC a C14:0 467.3011 C22H46NO7P 0,3738582 1,295813596 0,003485334
lysoPC a C16:0 495.3324 C24H50NO7P 0,656604249 1,57636787 0,002036524
lysoPC a C16:1 493.3168 C24H48NO7P 0,869640655 1,827207724 7,35378E-05
lysoPC a C17:0 509.3481 C25H52NO7P 0,656070109 1,575784346 0,008352264
lysoPC a C18:0 523.3637 C26H54NO7P 0,691709998 1,615196845 0,001418699
lysoPC a C18:1 521.3481 C26H52NO7P 0,763994508 1,698186029 0,000177165
lysoPC a C18:2 519.332 C26H50NO7P 0,421228646 1,339067462 0,095934681
lysoPC a C20:3 545.3481 C28H52NO7P 0,932646066 1,908773695 0,000145049
lysoPC a C20:4 543.3324 C28H50NO7P 0,608988598 1,525189599 0,020597342
Met 149.051 C5H11NO2S 0,46132793 1,37680852 0,131893273
Orn 132.0898 C5H12N202 1,000035718 2,000049516 0,001701615
PC aa C28:1 675.4839 C36H70NO8P 0,601419078 1,517208204 0,003414732
PC aa C32:0 733.5621 C40H8ONO8P 0,519188389 1,433148781 0,001756571
PC aa C32:1 731.5465 C40H78NO8P 0,658206414 1,578119456 0,020478587
PC aa C32:3 727.515 C40H74NO8P 0,265262875 1,201855021 0,228218052
PC aa C34:1 759.5778 C42H82NO8P 0,528850966 1,442779637 0,001299104
PC aa C36:1 787.6091 C44H86NO8P 0,660027943 1,580113228 0,001681083
PC aa C36:3 783.5778 C44H82NO8P 0,687987879 1,611035047 0,00376201

PC aa C36:4 781.562 C44H8ONO8P 0,379849628 1,301206223 0,054800219
PC aa C38:0 817.6560 C46H92NO8P 0,725275057 1,6532158 0,006517735
PC aa C38:3 811.6091 C46H86NO8P 0,770229173 1,705540689 0,001827861
PC aa C38:4 809.5934 C46H84NO8P 0,590283427 1,505542492 0,009010016
PC aa C38:5 807.5778 C46H82NO8P 0,527613414 1,441542542 0,011125074
PC aa C38:6 805.5621 C46H8ONO8P 0,479496681 1,394257161 0,004292052
PC aa C40:4 837.6247 C48H88NO8P 0,68647274 1,609344003 0,002591376
PC aa C40:5 835.6098 C48H86NO8P 0,509908662 1,423960041 0,017660982




(CONTINUACAO)

PC aa C40:6 833.5934 C48H84NO8P 0,498659916 1,412900544 0,005978627
PC ae C32:2 715.551 C40H78NO7P 0,389944346 1,310342855 0,127002222
PC ae C34:0 747.6141 C42H86NO7P 0,563323809 1,477669686 0,009835896
PC ae C34:1 745.5985 C42H84NO7P 0,4962574 1,410549603 0,018601628
PC ae C36:0 775.6454 C44H90NO7P 0,518223938 1,432191032 0,020864411
PC ae C36:1 773.6298 C44H88NO7P 0,472305948 1,387325144 0,029820268
PC ae C36:2 771.614 C44H86NO7P 0,397973207 1,317655481 0,076772179
PC ae C36:3 769.598 C44H84NO7P 0,423230679 1,340926981 0,103153751
PC ae C36:4 767.5828 C44H82NO7P 0,692968676 1,616606638 0,002464189
PC ae C36:5 765.5672 C44H8ONO7P 0,816546624 1,761185198 0,000569127
PC ae C38:0 803.6767 C46H94NO7P 0,414540916 1,332874472 0,023674155
PC ae C38:2 799.645 C46HI0NO7P 0,32855817 1,255757742 0,208232788
PC ae C38:4 795.6141 C46H86NO7P 0,508779463 1,422845942 0,029955616
PC ae C38:5 793.5985 C46H84NO7P 0,734605807 1,663942762 0,001261261
PC ae C38:6 791.5828 C46H82NO7P 0,770976243 1,706424096 0,00028453
PC ae C40:1 829.692 C48H96NO7P 0,313144304 1,242412546 0,192784688
PC ae C40:2 827.676 C48H94NO7P 0,415080714 1,333373273 0,12161882
PC ae C40:6 819.614 C48H86NO7P 0,485689749 1,400255164 0,05912771

PC ae C42:0 859.739 C50H102NO7P 0,158290872 1,115964297 0,062141356
Phe 165.0789 C9H11NO2 0,434332025 1,351285036 0,048697955
SM (OH) C14:1 688.5155 C37H73N207P 0,754274316 1,686782917 0,000628518
SM (OH) C16:1 716.5468 C39H77N207P 0,641429452 1,55987395 0,003502007
SM (OH) C22:1 800.6407 C45H89N207P 0,547338198 1,461386918 0,009982093
SM (OH) C22:2 798.6250 C45H87N207P 0,699011747 1,62339238 0,001651426
SM (OH) C24:1 828.6720 C47H93N207P 0,477659514 1,392482806 0,046568017
SM C16:0 703.5753 C39H80N206P 0,573946702 1,48859026 0,009859873




(CONCLUSAO)
SM C16:1 715.5753 C40H80N206P 0,733232263 1,662359329 0,00085419
SM C18:0 732.6145 C41H85N206P 0,642579353 1,561117743 0,005856096
SM C18:1 728.5832 C41H81N206P 0,719442028 1,646545099 0,005877154
SM C24:0 815.7006 C47H96N206P 0,462206183 1,377646919 0,029455458
SM C24:1 812.6778 C47H93N206P 0,577812221 1,492584099 0,025574782
SM C26:0 843.7319 C49H100N206P 0,570038372 1,484563056 0,020249897
SM C26:1 840.7084 C49H97N206P 0,630442171 1,548039379 0,015607675
Taurine 125.0146 C2H7NO3S -1,072799191 0,475395717 0,040079828
Thr 119.0582 C4H9NO3 2,78358519 6,88561344 0,012728682
Tyr 181.073 C9H11NO3 0,444905294 1,361224755 0,139487238

Fonte: O autor, 2018.

156



157

APENDICE F - Metabdlitos do grupo LLC vs. CTRL e suas respectivas ligagdes com as vias do metabolismo do cancer na base

KEGG
Classe Metabolito Vias relacionadas KEGG Oncogenes Genes supressores de tumor
Aminoacido Ala Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacido Arg Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Glicerofosfolipideos lysoPC a C18:0 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C20:3 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C20:4 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C24:0 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos PC aa C36:1 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Aminoacido Ser Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacido Trp Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacido Val Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53

Fonte: O autor, 2018.
Legenda: Oncogenes: RAS, PI3K, AKT e c-Myc. Genes supressores de tumor: SIRT3, SIRT6 e p53. NA: Nao avaliado.
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APENDICE G: Metabolitos do grupo SMD vs. CTRL e suas respectivas ligacdes com as vias do metabolismo do cancer na base

KEGG

Classe Metabdlito Vias relacionadas KEGG Oncogenes Genes supressores de tumor
Aminoacidos Ala Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos Arg Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos Asp Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos His Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;Akt;c-Myc SIRT3;SIRT6;p53
Aminoacidos lle Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;Akt;c-Myc SIRT3;SIRT6;p53
Aminoacidos Leu Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;Akt;c-Myc SIRT3;SIRT6;p53
Glicerofosfolipideos lysoPC a C16:0 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C16:1 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C17:0 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C18:0 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C18:1 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C20:3 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C20:4 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos lysoPC a C24:0 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos PC aa C32:0 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos PC aa C34:1 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos PC aa C36:1 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos PC aa C36:2 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA

Aminoacidos Phe Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos Ser Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos Trp Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos Tyr Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos Val Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53

Fonte: O autor, 2018.
Legenda: Oncogenes: RAS, PI3K, AKT e c-Myc. Genes supressores de tumor: SIRT3, SIRT6 e p53. NA: Nao avaliado.
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APENDICE H - Metabdlitos do grupo LLC vs. SMD e suas respectivas ligagdes com as vias do metabolismo do cancer na base

KEGG
Classe Metabolito Vias relacionadas KEGG Oncogenes S S;’E::rsores eE
Aminoacidos Asn Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PISK;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos Asp Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;AKT;c-Myc SIRT3;SIRT6;P53
Aminoacidos lle Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;Akt;c-Myc SIRT3;SIRT6;p53
Glicerofosfolipideos | lysoPC a C16:0 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | lysoPC a C16:1 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | lysoPC a C17:0 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | lysoPC a C18:0 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | lysoPC a C18:1 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | lysoPC a C20:3 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | lysoPC a C20:4 | Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | PC aa C32:0 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | PC aa C34:1 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Glicerofosfolipideos | PC aa C36:1 Metabolismo da colina no cancer RAS;PI3K NA
Aminoacidos Phe Metabolismo central do carbono no cancer RAS;PI3K;Akt;c-Myc SIRT3;SIRT6;p53

Fonte: O autor, 2018.
Legenda: Oncogenes: RAS, PI3K, AKT e c-Myc. Genes supressores de tumor: SIRT3, SIRT6 e p53. NA: Nao avaliado.
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ANEXOS

Anexo A - Termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Analise celular, molecular e plasmatica de biomarcadores de
diagndstico, prognostico e avaliagao in vitro de potencial terapéutico de biomoléculas
sintéticas em amostras de pacientes com neoplasias mieloides, linfoides e

mielodisplasia”

SUBPROJETO: “Leucemia Linfocitica Crénica: avaliacao de fatores de diagndstico e

prognosticos e sua relacao com o estadiamento da doenca”

Prezado (a) Senhor (a),

O Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Minas Gerais esta realizando um estudo de interesse para o
diagnéstico e controle das Neoplasias Mieloides, Linfoides e Mielodisplasias. Se vocé
quiser participar desse estudo, solicitamos que autorize a coleta de apenas 10 mL de
seu sangue para realizarmos exames laboratoriais que incluirdo dosagens de
proteinas, exames genéticos e testes com biomoléculas, importantes pardmetros para
o diagndstico, avaliacdo de prognostico e descoberta de novas drogas para
tratamento destas doencas. A coleta da amostra de sangue venoso pode, as vezes,
resultar na formacdo de um pequeno hematoma (roxo) e leve dor localizada.
Entretanto, a coleta sera feita por profissional capacitado e com grande experiéncia.
Sera utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a vacuo),
visando o éxito da coleta. Toda informacao obtida nessa pesquisa € considerada
confidencial. Sua participacao é totalmente voluntaria e caso vocé nao queira
participar nao havera nenhum prejuizo para o seu tratamento. O (a) Sr(a) nao tera

qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e nao recebera remuneracao
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por sua participacdo. O participante e o pesquisador assinardo duas vias iguais,

ficando uma via com o participante e a outra com o pesquisador.

Qualquer outra informacao que desejar podera ser obtida com o Professor Adriano de
Paula Sabino da Faculdade de Farmacia/UFMG, através do telefone 3409-6882.
Informacdes sobre os aspectos éticos da pesquisa poderao ser obtidas com o Comité
de Etica em Pesquisa da UFMG/COEP, pelo telefone 3409-4592, localizado a Av.
Anténio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, Campus Pampulha, Belo Horizonte -

MG. Desde ja agradeco sua colaboragéao.

Prof. Adriano de Paula Sabino (Coordenador do projeto, Professor de Hematologia da
Faculdade de Farmacia da UFMG)

Nome:

Documento de identificacao:

Assinatura:

Data: / /




Anexo B - Aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa — COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 02177612.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Adriano de Paula Sabino
Departamento de Analises Clinicas e
Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
aprovou, no dia 13 de junho de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
"Avaliacdo do mecanismo apoptético e da expressao da Proteina-
Tirosina Quinase Zap 70 e de micro-RNAs na Leucemialinfocitica
Crénica(LLC)" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 02177612.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Adriano de Paula Sabino
Depto. de Analises Clinicas e Toxicol6gicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAOD

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e aprovou, no
dia 22 de abril de 2015, a emenda ao projeto de pesquisa intitulado “Avaliagio do
mecanismo apoptético e da expressao da Proteina-Tirosina Quinase Zap 70
e de micro-RNAs na LeucemiaLinfocitica Crénica(LLC)" com as alteragges:

o lInclusdo de pacientes com Sindrome Mielodisplasica e Leucemias
Mieldides e Linféides;

o Substituir o titulo corrente por: “Andlise celular, molecular e plasmatica de
biomarcadores de diagnéstico, prognéstico e avaliagéo in vitro de potencial
terapéutico de biomoléculas sintéticas em amostras de pacientes com
neoplasias mieloides, linféides e mielodisplasia”;

o Substituir: “estudar in vitro o efeito de diferentes quimioterapicos” por
estudar in vitro o efeito de biomoléculas, uma vez que quimioterapicos sao
usados para comparagao de feito de novas biomoléculas pelo grupo de

estudo;
TS T Alteraga0 do tempo de execugao do projeto, com extensao do prazo para
2020.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apo6s o inicio do projeto.

XY‘O@ CQYv}cus 7{266/6 QS *@Oft"ﬂ'
C Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Anionio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 — Cep:31 270-901 -~ BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail; cocp@prpq.ufimg.br



Anexo C - Termo Livre e esclarecido individuos controles

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Biomarcadores de Acidente Vascular Isquémico

Prezado(a),

* Vocé estad sendo convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa.

e Por favor, leia atentamente todo este documento.

e Esclare¢a suas duvidas com a equipe médica ou de pesquisadores que fazem
parte desse estudo.

e Confirme sua participagdo através da assinatura deste termo.

Qual o objetivo desse estudo?

£ avaliar se variagdes presentes no metabolismo e no DNA podem identificar o
desenvolvimento do Acidente Vascular Cerebral Isquémico. Para tanto, precisaremos
de amostras de sangue de individuos que ja tiveram a doenca e de individuos que
nunca tiveram.

Por que fui escolhido?

Este estudo envolvera pessoas de ambos os sexos com idade entre 25 e 85 anos que
forem admitidas no setor de acompanhamento da neurologia da Santa Casa de Belo
Horizonte. Serdo excluidos deste estudo individuos com doengas degenerativas
cronicas, cardiopatia chagdasica, doenca tireoidiana, doenca renal crdnica, tumores
malignos, trauma e alcodlatras.

Sou obrigado a participar?

Nenhum individuo é obrigado a participar, sendo sua participacdo voluntaria e
podendo abandona-lo em qualguer momento, sem prejuizo do seu tratamento ou
perda de beneficios.

Quais os riscos e beneficios de participar do estudo?

Este estudo envolve coleta de dados de histéria clinica, exame fisico e coleta de sangue
venoso, sendo os riscos apenas os inerentes a este procedimento. No momento da
coleta de sangue podera haver alguma dor decorrente da puncdo da pele.
Complicagdes de coleta de sangue s3o raras e geralmente de pequeno porte. Se
houver pequena perda de sangue da veia no local da puncdo podera ocorrer um
pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. A equipe médica estara
prontamente disponivel no caso de qualquer eventualidade. O paciente ndo recebera
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nenhum beneficlo por participar, mas poderd contribuir para o conhedmenta sobre
novos métodas para o diagndstico de AVQL

E o0 gue acontece com as informacdes deste estudo?

As informagdes coletadas nesse estudo serdo armazenadas, codificadas e datadas por
um pericdo de 10 ancs. Serd mantido sigilo abscluto sobre os dados pessoais do
pacente, os quais serdo utilizadas somente para fins amdémicos e centificos.

Qual 2 minha particinaca? Quais a< etanas do estuda?
Sua particpag3o neste estudo envolverd a coleta de 20 mi de sangue venaso utilizando

técnicas adequadas. Este volume é cerca de 20 vezes menor ao volume de sangue
habitualmente doado quando um individuo doa sangue para bancos de sangue. Este
sangue serd utlizado para realizar todas as dasagens importantes neste estudo.

Jerei qustos 20 particoar desse estudo? Receberel alguma ajuda fnanceira?
Nio haverd custes ou nenhuma compensacdo financeira neste estudo.

Contatos da equipe médica e de pesguisa:
Prof Dr Paulo Pereira Christo {Santa Casa)- ppchristo@gmail.com - Tel: {31)9950-1051

Profa Dra Valéria Cristina Sandrim (Santa Casa)- valsandrin@yahco.com.be- Tel: (31)
£866-6108
Praf Dr Rodrigo Ribeiro Resende (UFMG)- rrresende@ hotmail.com- Tel: {31)9125-3901

Unidade Administrativa Il - 22 andar- sala 2005
Campus Pampulha - Tel: (31)3303-2552
Belo Herizonte, MG-Brasil
31270901
Desza maneira:
1. Informo que i 0 documento acima, retired as ddvidas e compreendi de manein
satisfatdria sobre a minha partidpagio neste estudo.
2. Entendo gue minha participagdo é voluntiria e posso recusar em participar em
qualquer momento, sem prejuizo para minha sadde ou tratamento.
3. Compreendo gue o material coletado (Sangue wenoso) serd utilzado apenas
para fins dentficas bem como autorizo o uso dessas informagdes para fins de
publicagio dentfica.

Nome par extenso do Paciente:
Data:
Assinaturas:

Pesquisador Pacente
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Anexo D - Aprovacao do CEP — Individuos controles

SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE BELO w
HORIZONTE - SCMBH

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise do perfil metabdlico e de express3o génica em amostras de pacientes com
acidente vascular cerebral isquémico

Pesquisador: Rodrigo Ribeiro Resende

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 15097113.3.0000.5149

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 315.034
Data da Relatoria: 28/06/2013

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional, caso-controle, com uma casuistica de 200 pacientes com acidente
vascular cerebral isquémico (AVCI) e 100 voluntarios sem AVCI, participantes provenientes do Hospital
Santa Casa de Misericordia de BH, com idade entre 25 e 85 anos. Todos os participantes ser3o submetidos
a coleta de sangue. Serdo feitas analises do perfil metabdlico (metaboloma) e de express3o génica, usando
material biologico (sangue e derivados). Sera realizada a deteccio de metabdlitos (aminoacidos e acidos
graxos)no plasma de pacientes com AVCI, mediante a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Depois, sera feita a andlise da express3o de genes relacionados com as vias de
inflamag3o, usando leucdcitos isolados do sangue periférico de pacientes com AVCI pela técnica de PCR.

Ha critérios de inclus3o e de exclus3o, resumo do tratamento estatistico, cronograma com data de
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SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE BELO W
HORIZONTE - SCMBH

Corznuaglo do Farecer: 315.034

"recrutamento dos pacientes” a partir de 01/05/13 e custo de dezessete mil reais, com financiamento
proprio. As andlises de perfil metabdlico serio realizadas no Departamento de Quimica (UFMG); e as
analises de express3o génica serdo realizadas no laboratério de Sinalizag3o Celular e Nanotecnologia
(UFMG).

Objetivo da Pesquisa:

"Objetivo Primario: - Pesquisar, identificar e caracterizar os perfis metabdlitos e genéticos de pacientes com
AVCI em busca de novos biomarcadores que possam contribuir efetivamente para o

diagnéstico da doenca.

Objetivo Secundario: - Busca e seleg3o, com base na literatura, de metabdlitos representativos de vias de
sinalizag3o envolvidas com o dano celular (endotélio, microglia, neurdnios e astrocitos) e inflamag3o, que
ser3o usados na padronzag3o da técnica de cromatografia gasosa acoplada 3 espectrometria de massas; -
Padronizag3o das condigdes de andlise, identificagdo e quantificagdo de aminoacidos, acidos graxos, acidos
biliares e carboidratos presentes no soro de pacientes com AVCI usando GC-MS: - Realizar a anilise da
expressao génica em amostras de sangue periférico de pacientes com AVCI, identificando genes
diferentemente expressos nos subtipos da doenga; - Estabelecer e comrelacionar os perfis de expressdo
génica com os perfis dos metabdlitos encontrados nas amostras analisadas; - Investigar o potencial dos
metabdlitos e genes em diferenciar os subtipos de AVCI; - Investigar a correlagdo dos genes e metabdlitos
encontrados com as principais vias de sinalizagio celular envolvidas com a doenga, como por exemplo, vias

de inflamag3o”.
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Avallag30o dos Riscos e Beneficlos:
SequNd0 06 PSqUISITOrES "este EtUd0 envolve Coleta 02 03d0s Ce Nistora dlinkca, exame fisico @

Enderego:  Fus Domirgos Viers 500

Bakrroc  Sarts Efghois CEP. 30150240
UF: MO Municiplo. BELO RORIZONTE
Tebefone: (510368053 Fax: (3152588838 E-mall. copQeartecemath og te

A Lioe

SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE BELO w
HORIZONTE - SCMBH
Corgnuncie 33 Pawmcar 312204

coieta
02 SanguUe VENDSO, SENd0 06 MSCOS 3p2Nnas 06 In2rentes a esie procedmento”. Entretanto, ndo foram
02607106 06 5006 NO PrOjeto. £ 52gUNdo 06 p2squisacores N30 ha Densncos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Peaquisa:

Sequndo 06 PEEqUISITOrES, "BLAIMENte NENNUM 1261e SaNJUINEO Para AVIC! € US3C0 Na pratica dlinica™. A
loentitcago de DIOMATITOres, ODJEND PrNCIpA 00 POJEID, POdE NOMESr 3 ADOMI30eM daqUEEs Pacierntes,
€OmM VS35 3 mEhora de SEU Prognastico.

Consideragbes sobre 08 Termos 08 apressntac3o obrigatoria:

A 12 vars30 fol CoNSIcEratos 05 SaguIntes $2mos:

ANEXA006 PO/ 02 PESQUISa (I3MDEM &m GOCUMENT0 WOrd), 12MMos 08 COMErOMmISsas 08 10006 06
P2sqUISICONEs, Parecer CONSLDSIANCado do Departamento de Imunaiogla & Bloquimica, TCLE e folha o2
rosto. N30 ha cartas 02 anuincia 0os Iaboraonos, Nos QUALs ser3o fallas as analses o2 perfll metaddiico @
02 express3o g2nica. N3O ha carta de anuenca do Hospital Santa C3sa. O TCLE esta em forma de convite,
porem e colocado que “Este estudo fol rigorosaments avalado por um comite g2 etica em pesquisa que o
provou, Indcando QU2 neste estudod N0 AprRsenta rscos Para SUA 5300e”. N30 530 COINCAT0S 06 Mscos da
coieta ge 20 mi 02 sangue € N30 ha benafcios. Ha somente um TCLE para o packente ou seu representants
legal, porém com texio ding'do 30 paciente. N30 ha dados para contato com 0§ pesquisadores e ndo ha
¢ados do COEP (enderego, telefone)

PAra 06 asPECtos SUC0s.



169

Recomendagbes:
NOMMas 3encldas 02 3c0rto Com 3 Insttuicdo proponente.

Enderego:  Fus Domingos Viers 500

Babro. Sarte EfQhess CEP: 30150240
UF: MG Municiplo:  BELO HORIZONTE
Telefone: (513368053 Fax: (3150588838 E-mall. copQuantecemath o te
Vhgom S1om e
SANTA CASA DE

MISERICORDIA DEBELO  “QREFaA '™
HORIZONTE - SCMBH

Conciusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado

Situag30 do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreclag3o da CONEP:
Nio

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Cortunziic 33 Pawcar 312004

BELO HORIZONTE, 25 de Junho de 2013

Assinador por:
Francisco das Chagas Lima e Siiva
(Cooraenador)





