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RESUMO

A Leucemia linfoblastica aguda (LLA) e Leucemia mieloide aguda (LMA) sé&o
neoplasias hematoldgicas que resultam em alteragdes quantitativas e qualitativas das
células sanguineas. Ambas as neoplasias hematologicas possuem limitagbes
inerentes aos sistemas de estadiamento, favorecendo a busca por marcadores
clinicos e biolégicos que possam aprimorar a predigdo evolutiva dessas doengas.
Assim, o objetivo geral desse estudo foi identificar metabdlitos diferenciadores
presentes no plasma de pacientes com leucemias agudas em relagdo ao grupo
controle através da abordagem metabolédmica global, utilizando a técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Foram
analisadas no estudo amostras de plasma de 27 pacientes com LLA e de 26 pacientes
com LMA, em diferentes tempos de coleta, provenientes do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais e de 32 individuos saudaveis que constituiram
o grupo controle. O ensaio gerou 4.241 e 6.688 molecular features respectivamente
nos modos negativo e positivo de aquisicdo. Os dados foram analisados por métodos
estatisticos multivariados e univariados para criar 0 ranqueamento dos features
discriminadores entre os grupos estudados. Para o grupo LLA (TO) vs. CTRL (grupo
controle) foram selecionados 30 metabdlitos com a seguinte distribuicdo das classes:
50% de lipidios que se enquadram em quatro categorias (acil lipidio, esfingolipidios,
glicerofosfolipidios e glicoesfingolipidios), 13% de 4&cidos biliares; 10% de
medicamentos, 3% de nucleosideos e 24% ainda ‘desconhecidos’, todos com
intensidade aumenta nos pacientes com LLA. Na analise das coletas temporais do
grupo LLA, quando comparado com o grupo controle os metabdlitos identificados com
intensidade diminuida sdo da classe dos acidos dicarboxilicos e leucotrienos B4/B5,
e os principais com intensidade aumentada foram o acido taurocélico, esfingosina,
acido fosfatidico, LPE O (20:4), LysoPE (14:1), CDP-DG e gangliosideo GA1/GB4,
parecendo nao ter havido diferencas consideraveis desses metabdlitos nos diferentes
tempos de coleta. Na avaliagdo do grupo LMA (T0) vs. CTRL foram escolhidos os 30
principais metabdlitos diferenciadores com intensidade aumentada na LMA,
pertencente a classe, dos lipidios (esfingolipidios; glicerofosfolipidios), acidos biliares,
aminoacidos, nucleosideos, medicamentos e alguns ainda desconhecidos. Para a
investigacado das coletas temporais do grupo LMA a partir do heatmap 25 principais
metabdlitos apresentando intensidade diminuida nos pacientes com LMA, relacionada



a classe dos acidos dicarboxilicos e leucotrienos e com intensidade aumentada acido
taurocolico; esfingosina C17; derivados de vitamina D e acido fosfatidico quando
comparados com o grupo controle. O perfil do fenétipo metabdlico aparenta nao ter
grande variagdes de intensidade no decorrer das trés semanas analisadas. Quando
realizada a comparacao entre os dois grupos LLA e LMA a partir do conjunto dos 30
metabdlitos de cada grupo, identificamos que ha 8 metabdlitos exclusivos do grupo
LLA (TO), 12 metabdlitos exclusivos do grupo LMA (TO) e 16 metabdlitos em comum
entre as duas leucemias. Os metabdlitos revelados nesse estudo aparecem
apontados em vias biolégicas importantes relacionadas nos processos da regulagao
imunoldgica como a inflamagao, atuagéo nas cascatas de sinalizagcdo RAF/MEK/ERK,
PIBK/AKT, (mTOR), na angiogénese, processos de sinalizagdo celular, metabolismo

energético celular e da microbiota intestinal.

Palavras-chave: metabolémica; cromatografia liquida-espectrometria de massas;
leucemia linfoblastica aguda; leucemia mieloide aguda; biomarcadores; vias

bioldgicas; cancer.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) and acute myeloid leukemia (AML) are
hematologic neoplasms that result in quantitative and qualitative alterations of blood
cells. Both hematologic neoplasms have genetic limitations to staging systems,
favoring the search for clinical and biological markers that can improve the evolutionary
prediction of these diseases. Thus, the general objective of this study was to identify
differentiating metabolites present in the plasma of patients with acute leukemias in
relation to the control group through the global metabolic approach, using the liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) technique. Plasma samples
from 27 patients with ALL and 26 patients with AML, at different collection times, from
the Hospital das Clinicas of the Federal University of Minas Gerais and from 32 healthy
individuals who constituted the control group were analyzed in the study. The assay
generated 4.241 and 6.688 molecular characteristics respectively in the negative and
positive acquisition modes. The data were analyzed by multivariate and univariate
statistical methods to create the ranking of discriminating characteristics between the
studied groups. For the ALL (TO) vs. CTRL group, 30 metabolites were selected with
the following class distribution: 50% lipids that fall into four categories (acyl lipid,
sphingolipid, glycerophospholipid and glycosphingolipid); 13% bile acids; 10% drugs,
3% nucleosides and 24% still ‘unknown’, all with increased intensity in ALL patients. In
the analysis of the temporal collections of the ALL group, when compared with the
control group, the metabolites identified with decreased intensity are from the class of
dicarboxylic acids and leukotrienes B4/B5, and the main ones with increased intensity
were taurocholic acid, sphingosine, phosphatidic acid, LPE O (20:4), LysoPE (14:1),
CDP-DG and ganglioside GA1/GB4, it seems that no considerable differences were
observed in these metabolites at the different collection times. In the evaluation of the
AML group (TO) vs. CTRL, the 30 main differentiating metabolites with increased
intensity in AML were chosen, belonging to the class of lipids (sphingolipids;
glycerophospholipids), bile acids, amino acids, nucleosides, drugs and some still
unknown. To investigate the temporal collections of the AML group from the heatmap,
25 main metabolites presented decreased intensity in patients with AML, related to the
class of dicarboxylic acids and leukotrienes and with increased intensity of taurocholic
acid; sphingosine C17; vitamin D derivative and phosphoric acid when compared to
the control group. The metabolic phenotype profile does not appear to have major



variations in intensity over the three weeks analyzed. When comparing the two groups
ALL and AML from the set of 30 metabolites of each group, it was identified that there
are 8 metabolites exclusive to the ALL group (T0), 12 metabolites exclusive to the AML
group (T0) and 16 metabolites in common between the two leukemias. The metabolites
revealed in this study appear to be indicated in important biological pathways related
to immune regulation processes such as inflammation, acting on the RAF/MEK/ERK,
PIBK/AKT (mTOR) signaling cascades, angiogenesis, cell signaling processes, cellular

energy metabolism and intestinal microbiota.

Keywords: metabolomics; liquid chromatography-mass spectrometry; acute
lymphoblastic leukemia; acute myeloid leukemia; biomarkers; biological pathways;

cancer.
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1 INTRODUCAO

Leucemias representam uma parcela significativa das doengas malignas que
afetam todas as faixas etarias. S&o disturbios clonais malignos dos 6rgaos formadores
do sangue envolvendo uma ou mais linhagens de células do sistema hematopoiético.
Apesar do progresso significativo no tratamento dessas doengas, sua etiologia ainda
permanece desconhecida. As leucemias agudas apresentam marcada
heterogeneidade na morfologia celular, taxa de proliferacdo, lesdes genéticas e,
consequentemente, na resposta ao tratamento. Os mecanismos moleculares,
subjacentes a heterogeneidade das neoplasias malignas, sdo pontos importantes no
estudo da biologia do cancer (Gallegos-Arreola; Borjas-Gutiérrez; Zufiiga-Gonzalez;
Figuera et al., 2013).

Um grande e diversificado grupo de variaveis genéticas e ambientais tem sido
proposto. O papel de uma variedade de fatores, incluindo mutagdes genéticas pré-
existentes e adquiridas, exposicdo a radiacdo, a produtos quimicos durante a
preconcepcao, gravidez e ao longo da vida, efeitos de variagdes e disturbios genéticos
hereditarios, doengas pré-existentes, agentes infecciosos, ocupagdes, tratamentos
anteriores e uma série de outros fatores foram propostos, mas nenhum é
universalmente aplicavel a todos os casos (Tebbi, 2021).

As leucemias sao classificadas de acordo com o tipo celular envolvido (mieloide
ou linfoide) e com grau de maturagcéo das células envolvidas (Manisha, 2012). As
leucemias sado doengas progressivas, neoplasias malignas que acometem o sistema
hematopoiético do homem, de acordo com o banco de dados da GLOBOCAN
ocupando o 13° lugar na incidéncia de cancer mais comum em todo mundo (Globocan,
2020) e ocupando a 112 causa de mortalidade por cancer no mundo (Bispo; Pinheiro;
Kobetz, 2020). Para o Brasil, segundo as estimativas de incidéncia do INCA (Instituto
Nacional de Cancer) para cada ano do triénio de 2023 a 2025, é de 11.540 casos, 0
que corresponde a um risco estimado de 5,33 por 100 mil habitantes, sendo 6.250 em
homens e 5.290 em mulheres (INCA 2022).

O diagnostico e o tratamento das neoplasias hematolégicas tiveram um grande
avango nas ultimas duas décadas. Muitas melhorias no atendimento aos pacientes
decorrem do progresso geral da medicina, mas os avangos espetaculares no

diagnostico molecular das leucemias foram possiveis gragas aos avangos na
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aplicacao de tecnologias moleculares e da bioinformatica para refinar os esquemas
de classificagao tradicionais (Haferlach; Maciejewski, 2020).

A contribuicdo de recentes abordagens bioanaliticas como a metabolémica esta
melhorando nossa compreensao sobre a diversidade metabdlica do cancer,
resultando em classificacbes detalhadas dos tumores e aumentando a eficacia da
medicina de precisdo (Reglero; Reglero, 2019). Nesse contexto, a busca por
marcadores que possam auxiliar no diagndstico e/ou no prognéstico das leucemias
agudas, através do estudo do perfil dos diferentes tipos e propor¢des de metabdlitos

€ promissora para elucidacido dos mecanismos envolvidos.

1.1 Aspectos gerais das leucemias

A histéria inicial da leucemia remota ha mais de 200 anos atras. O primeiro caso
foi oficialmente diagnosticado pelo médico John Hughes Bennett e publicado em 1845,
chamou a doencga de ‘leucocitemia’, com base no acumulo de leucdcitos observado
no microscopio. Nesse mesmo ano, Rudolf Virchow definiu um equilibrio reverso de
glébulos brancos e vermelhos. Em 1847, ele introduziu o termo da doenga como
‘leucemia”, que é derivado do grego "leukos" (branco) e "haima" (sangue). Desde
entdo, a compreensao da doenga € um processo gradual com contribuicdo de varios
pesquisadores ao longo da histéria. O inicio da doenga comega com a alteragao de
mecanismos especificos, rigidamente regulados e envolvidos na homeostase normal
da producgéao das células sanguineas (Kampen, 2012).

Todos os elementos do sangue sao originados durante a vida fetal e adulta a
partir da célula-tronco hematopoiética pluripotente, localizada na medula 6ssea. Todas
as células sanguineas periféricas, tanto da linhagem mieloide quanto linfoide, se
diferenciam a partir de um pool comum de células-tronco hematopoiéticas (HSPCs)
que residem na medula éssea. Com 0s avangos na caracterizagao das células-tronco
pluripotentes, aprofundou-se nossa compreensdao da hematopoiese normal, como
também das suas malignidades relacionadas (Lane; Gilliland, 2010; Sawyers; Denny;
Witte, 1991). Esse pool de HSPCs pode ser dividido em trés subconjuntos de tipos de
células: a célula-tronco hematopoiética de longo prazo (LT-HSC), células-tronco
hematopoiéticas de curto prazo (ST-HSPC), e a célula progenitora multipotente
(MPP). Duas populagdes distintas emergem do pool de MPP: os progenitores linfoides
comuns (CLPs) e progenitores mieloides comuns (CMPs), mostrado na Figura 1
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(Carroll; St. Clair, 2018). A regulagdo da hematopoiese normal € um sistema
rigidamente controlado, com notavel renovagdo celular que se regenera
constantemente a partir de poucas células-tronco hematopoiéticas com capacidade
de autorrenovacgéo através de um processo de divisao e diferenciagao celular (Steffen;
Muller-Tidow; Schwable; Berdel et al., 2005).

Figura 1 — Compartimento da medula 6ssea na producao das células sanguineas

CD34+ <
s LT-HSC @D .

ST-HSC
l

CD38+

CD33+ MPP
CD11b+

Erythrocytes  Platelets N phil Mac Dendritic Cells T Cells NK Cells B Cells

Legenda: Comecando com as LT-HSCs CD34+ mais primitivas, que tem capacidade de auto
renovacao e diferenciacdo. A partir do pool de MPP, os tipos de células linfoides e mieloides se
desenvolvem. LT-HSC: célula-tronco hematopoiética de longo prazo; ST-HSC: célula-tronco
hematopoiética de curto prazo; MPP: célula progenitora multipotente; CMP: progenitor mieloide comum;
CLP: progenitor linfoide comum. BFU-E: Burst-Forming Unit-Erythroid, unidade formadora de
crescimento rapido-eritroide; GMP: Progenitor de Ganuldcito/Mondécito; Erythrocytes: eritrdcitos;
Platelets: plaquetas; Neutrophils: neutréfilos; Macrophages: macrofagos; Dendritic cells: Células
dendriticas; T-Cells: linfocitos T; NK cells: células Natural Killer; B-Cells: linfécitos B.

Fonte: Adaptado de Carroll; St. Clair (2018, p. 1613).

Estudos realizados demonstram que uma marca registrada de todos os
canceres é a sua capacidade de autorrenovagao ilimitada, compartilhando desse
atributo, foi proposto que as leucemias podem ser iniciadas por eventos
transformadores que ocorrem nas células-tronco hematopoiéticas (Passegué;
Jamieson; Ailles; Weissman, 2003). Varias alteragdes genéticas contribuem para a
transformacao leucémica das células-tronco hematopoiéticas ou seus progenitores
alterando as fungdes celulares. Elas alteram os principais processos regulatoérios, por

manter ou aumentar a capacidade ilimitada de autorrenovacado, subvertendo os
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controles de proliferacdo normal, bloqueando a diferenciacdo e promovendo
resisténcia aos sinais de apoptose (Pui; Relling; Downing, 2004).

As células-tronco da leucemia (LSCs) podem se originar da transformagéao
maligna de células-tronco hematopoiéticas normais (HSCs) ou alternativamente, de
progenitores nos quais as mutagdes adquiridas favorecem um programa de
autorrenovacgao desregulado (Buss; Ho, 2011).

As leucemias sao conhecidas por serem uma doencga heterogénea, tendo como
caracteristica principal a proliferacao clonal acompanhada de bloqueio da maturacéo.
Sua classificacédo depende do tipo celular envolvido na leucemogénese (linfoide ou
mieloide) e quanto ao grau de maturidade dessas células (agudas ou crénicas). As
leucemias agudas progridem num curto espago de tempo, as células geralmente sédo
imaturas, denominadas blastos. Ao passo que leucemias crénicas, progridem mais
lentamente podendo permanecer estacionarias. Existem quatro principais tipos de
leucemias, sendo elas: Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA); Leucemia mieloide
aguda (LMA); Leucemia linfocitica crénica (LLC) e Leucemia Mieloide Crénica (LMC)
(Alves, 2012; Farias; Castro, 2004; Kampen, 2012; Matias, 2019).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma neoplasia hematologica dos
progenitores linfoides da linhagem B ou T compreendendo varios subtipos, conforme
recente revisdo apresentada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) na sua 52
edicdo para classificagdo dos tumores hematopoiéticos e linfoides (Alaggio; Amador;
Anagnostopoulos; Attygalle et al., 2022). A LLA deriva da multiplicacdo desordenada
das células linfoides imaturas (linfoblastos). Em condi¢ées normais o linfoblasto sofre
processo de multiplicagdo e amadurecimento, diferenciando-se progressivamente até
o estagio de linfécito maduro. A perda dessa capacidade de diferenciagao e maturagéao
associada a uma multiplicacao desordenada faz com que essas células imaturas nao
s6 se acumulem na medula éssea, diminuindo drasticamente a hematopoiese normal,
como também migrem e invadam outros 6rgaos como linfonodos, bacgo, rins, sistema
nervoso central, gbnadas etc. (Farias; Castro, 2004). A LLA é caracterizada por
anormalidades cromossémicas e alteracbes genéticas, incluindo aneuploidia e
translocagcbes cromossdmicas em genes envolvidos na diferenciagao e proliferacéo
das células precursoras linfoides (Malard; Mohty, 2020). A leucemia linfoblastica aguda
tem uma distribui¢ao etaria bimodal, o primeiro pico ocorrendo aproximadamente até
os 5 anos de idade e o segundo aproximadamente apés 50 anos (Jabbour; Pui;
Kantarjian, 2018). Atingindo o ponto mais baixo entre 25 anos e 45 anos, cerca de
60% dos casos de LLA sao diagnosticados antes dos 20 anos de idade (Malard; Mohty,
2020). A LLA é o cancer infantil mais comumente diagnosticado em todo o mundo. E
responsavel por cerca de 75% a 80% dos casos de leucemia em criangas com <15
anos de idade (Bispo; Pinheiro; Kobetz, 2020).

A forma mais comum de LLA é da linhagem das células B, tendo também
melhor prognéstico (Armstrong; Look, 2005), enquanto a LLA de origem de células T
representa em torno de 12 a 15% dos casos (Raetz; Teachey, 2016). Embora a LLA
seja predominante em criangas, ela representa uma doenga devastadora quando
ocorre em adultos, nos quais as leucemias mieloides agudas e as leucemias
linfociticas crbénicas sdo mais comuns (Onciu, 2009; Terwilliger; Abdul-Hay, 2017). As
causas que fundamentam o processo da leucemogénese da maioria dos casos LLA

ainda sao desconhecidos. No entanto, fatores predisponentes como a susceptibilidade
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genética e fatores ambientais foram identificados em alguns pacientes. Entre as
causas de susceptibilidade genética podemos citar as sindromes congénitas como: a
Sindrome de Down, a anemia de Fanconi, ataxia telangiectasia, Sindrome de Bloom,
Sindrome de quebras de Nijmegen; as doencas hereditarias raras como as sindromes
que provocam a faléncia da medula éssea (Sindrome de Kostmann, anemia de
Blackfan-Diamon, disceratose Congénita e a sindrome de Shwachman-Diamond); as
variantes genéticas herdadas (ARID5B, IKZF1, CEBPE, CDKN2A or CDKN2B,
PIP4K2A, ETV6); a translocagao entre cromossomos 15 e 21, rob(15;21)(q10;q10); e
os polimorfismos de um unico nucleotideo rs12402181 em miR-3117 e rs62571442
em miR-3689d2 (Bispo; Pinheiro; Kobetz, 2020; Malard; Mohty, 2020; Teitell; Pandolfi,
2009; Terwilliger; Abdul-Hay, 2017).

Os genes alterados na leucemia podem resultar em perda ou ganho da fungao
através de diversos mecanismos, por exemplo: recombinacdo cromossémica anormal
(translocacéo, inversao, insercao) perda de material genético (delecdo) ganho de
material genético (duplicacdo), mutagdo pontual, presenga de anormalidade
numeéricas como a hiperdiploidia (cépias adicionais de certos cromossomos),
hipodiploidia (45 cromossomos ou menos) alteragbes prévias favorecendo a ativagao
de oncogenes, que codificam proteinas que controlam a proliferagao celular, apoptose
ou ambas (Farias; Castro, 2004; Gallegos-Arreola; Borjas-Gutiérrez; Zufiga-
Gonzalez; Figuera et al., 2013). As mutagdes genéticas, apesar de serem importantes
potenciadores do desenvolvimento das neoplasias, por si sO, parecem nao ser
suficientes para a ocorréncia da LLA (Terwilliger; Abdul-Hay, 2017). As mutagdes
genéticas mais frequentes e conhecidas associadas ao desenvolvimento da LLA-B
sdo as seguintes: hiperdiploidia, hipodiploidia, as translocagdes t (12;21), translocagao
envolvendo fusdo genes [ETV6-RUNX1], t (1;19) envolvendo os genes [TCF3-PBX1],
t(9;22) envolvendo a fusdo dos genes [BCR-ABL1], e as recentes alteragdes
citogenéticas da amplificagdo intracromossémica do 21 (iIAMP21) e os rearranjos
envolvendo o gene KMT2A (Alaggio; Amador; Anagnostopoulos; Attygalle et al., 2022).
A frequéncia de pacientes com presenca do cromossomo Philadelphia (Ph) [t (9;22)
(q34; 911)]) na LLA aumenta com a idade: 2-5% na infancia e mais de 25% em adultos.
Este gene evento de fusao esta associado a mau prognéstico (Malard; Mohty, 2020).
Com o progresso da analise gendmica foi identificado na leucemia novo subtipo de
cromossomo Philadelphia positivo, com a fusdo do gene BCR-ABL1 ausente,
denominado ‘Philadelphia chromosome-like’, mas com semelhantes alteragcbes que
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afetam os fatores de transcricdo das células B, os receptores de citocinas e vias de
sinalizagdo de tirosina quinase (Malard; Mohty, 2020).

Enquanto, na LLA de células T resulta de um processo de varias etapas onde
as mutagdes genéticas e alteragdes moleculares se acumulam e alteram o controle
normal do crescimento celular, diferenciagao, proliferacdo e sobrevivéncia durante a
timopoiese. Mutagdes ativadoras no gene NOTCH1, ou mutag¢des de perda de fungéo
no gene FBXW?7, é a principal via oncogénica encontrada em cerca de 80% dos
pacientes com leucemia linfoblastica aguda de células T (Kimura; Mullighan, 2020;
Malard; Mohty, 2020).

Outros fatores predisponentes incluem exposicdo a radiagdes ionizantes,
pesticidas, certos solventes ou virus como o virus Epstein-Barr e o virus da
imunodeficiéncia humana. No entanto, na maioria dos casos, aparece como uma
malignidade nova em individuos previamente saudaveis (Terwilliger; Abdul-Hay,
2017). Embora a frequéncia de subtipos genéticos seja diferente em criangas e
adultos, os mecanismos gerais subjacentes a indugdo de LLA sdo semelhantes.
Incluindo a expressao aberrante de proto-oncogenes, translocagdes cromossOmicas
que criam genes de fusdo que codificam quinases ativadas e fatores de transcrigao

alterados (Pui; Relling; Downing, 2004).

2.1.1 Diagnostico

A apresentacéo clinica da LLA pode ser inespecifica ou com uma combinagao
de sinais e sintomas constitucionais de insuficiéncia da medula 6ssea como a anemia,
trombocitopenia, leucopenia. Sintomas comuns incluem febre, perda de peso, suores
noturnos, sangramento ou hematomas, fadiga, dispneia e infeccdo. O envolvimento
de sitios extramedulares comumente ocorre e pode causar linfadenopatia,
esplenomegalia e hepatomegalia em 20% dos casos. O envolvimento do sistema
nervoso central (SNC) no momento do diagndstico ocorre em 5-8% dos pacientes e
se apresenta mais comumente com déficits de nervos cranianos ou meningismo
(Terwilliger; Abdul-Hay, 2017). O SNC é o sitio extramedular mais acometido na
leucemia linfoide aguda (Cancela; Murao; Souza; Barcelos et al., 2013).

O diagnostico de LLA, baseia-se na avaliagdo da morfologia, na
imunofenotipagem por citometria de fluxo e na identificagdo de anormalidades

citogenéticas e moleculares, com uso de técnicas como a hibridizagdo in situ por
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fluorescéncia (Fluorescent in situ hybridization — FISH), analise de microarrays,
analise de polimorfismos de nucleotideo unico (snps). Para definir subtipos com
resposta diferente a terapia e o prognaéstico, pode ser ainda determinado através dos
perfis gendmicos (Jabbour; Fullmer; Faderl, 2011; Mr6zek; Harper; Aplan, 2009).

A classificagdo da LLA pelo Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico
(FAB) distingue a doenga em trés grupos (L1, L2, L3) com base em critérios
morfolégicos: tamanho da célula, citoplasma, nucléolos, basofilia e vacuolizagéo. A
distingdo morfologica entre L1 e L2 perdeu seu significado progndstico. A morfologia
L3 esta associada a fase leucémica do linfoma de Burkitt (Jabbour; Fullmer; Faderl,
2011). Exemplos de linfoblastos neoplasicos classificados como L1, L2 e L3, s&o

mostrados na Figura 2.

Figura 2 — Linfoblastos no sangue periférico na classificacédo FAB

Legenda: Distensbes sanguineas mostrando A) Linfoblastos LLA L1.B) Linfoblastos LLA L2.C)
Linfoblastos LLA L3. Coloracdo de May—Grunwald—Giemsa. Ampliacdo de 100x.
Fonte: Bain (2016, p. 458 e 459).

O diagndstico laboratorial € estabelecido pela presengca de 20% ou mais de
linfoblastos na medula 6ssea ou no sangue periférico. Associado com a analise da
morfologia para identificacdo de linfoblastos por microscopia, a realizagdo da
imunofenotipagem por citometria de fluxo e a avaliagdo de anormalidades
citogenéticas ou moleculares sao fundamentais tanto para confirmar o diagnéstico
como para fazer a estratificacdo de risco e o planejamento do tratamento (Alvarnas;
Brown; Aoun; Ballen et al., 2015; Terwilliger; Abdul-Hay, 2017). Os achados no exame
hemograma, podem relevar anemia normocitica e normocrémica, aumento ou menos
frequentemente, diminuicdo da contagem de leucdcitos, neutropenia e/ou presenca
de blastos e trombocitopenia (Jaime-Pérez; Garcia-Arellano; Herrera-Garza; Marfil-
Rivera et al., 2019).
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Considerando que as leucemias representam a expansao clonal de uma célula
em determinado estagio maturativo, o emprego de marcadores que consigam
estabelecer a diferenciacdo do estagio maturativo, através da identificagdo de
antigenos de superficie e de membranas citoplasmaticas € de extrema importancia
para estabelecer a classificacao diferenciada e uniformizada (Alves, 2012). Assim, a
identificagdo do imunofendtipo, através da imunofenotipagem € considerado o padrao
ouro para a avaliagao, classificacédo e deteccdo das caracteristicas das linhagens
celulares, como também possui grande importancia na avaliagédo da doenca residual
minima (DRM) (Malard; Mohty, 2020). A leucemia da linhagem B esta separada em
quatro subtipos, sendo que cada um deles esta ligado com o estagio de maturagao
dos progenitores, séo eles: pr6-B, comum, pré-B e B-maduro, conforme a expresséao
fenotipica. As células blasticas do tipo pr6-B expressam: HLA-DR, Terminal
Desoxinucleotidil Transferase (TdT), CD34, CD19 e CD22 intracitoplasmatica
(cCD22). A do tipo comum também denominada Calla, expressa CD10, que tem
grande influéncia positiva no prognéstico, CD22, CD19 ou CD20, representando 75%
dos casos da LLA infantil e 50% dos casos em adultos. As células blasticas do tipo
pré-B apresentam cadeia uy (mi) citoplasmatica, associada com a presencga do CD19,
cCD79a e CD10. Por fim, as do tipo B-maduro caracterizam-se pela expressao de
cadeias leves de imunoglobulina na superficie de membrana (Smlg) (Alves, 2012;
Cavalcante; Rosa; Torres, 2017). Para a leucemia de células T dividindo-se em trés
subgrupos de acordo com os diferentes estagios de maturagao das células T no timo,
sao elas: células pré-T, T-intermediario e células T-madura. As caracteristicas mais
importantes dessa leucemia sdo a presenga do TdT e do CD7, bem como a expressao
da molécula do complexo TCR (receptor de células T) e o antigeno CD3

intracitoplasmatico (Alves, 2012).

2.1.2 Progndstico e tratamento

A avaliagao precisa dos fatores de prognéstico € fundamental para o manejo
clinico da LLA, possibilitando ao médico fazer a estratificacao de risco da doenga,
selecao dos regimes de tratamento apropriados bem como considerar a elegibilidade
para transplante alogénico de células hematopoiéticas. Historicamente, os fatores
progndsticos classicos incluem idade, hemograma no momento do diagndstico,

envolvimento do SNC, raca e etnia, sexo e linhagem celular envolvida. Alguns desses
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marcadores, pelo menos em parte, tém sido substituidos por marcadores genéticos
e/ou moleculares (Malard; Mohty, 2020; Rowe, 2010; Terwilliger; Abdul-Hay, 2017).
Pacientes diagnosticados entre 1 e 10 anos de idade tém um resultado de prognostico
superior em comparagao com aqueles <1 ano ou 210 anos (Lee; Cho, 2017). O
aumento da idade sinaliza um pior prognostico. Pacientes com mais de 60 anos tém
resultados particularmente ruins, com apenas 10 a 15% de sobrevida a longo prazo
(Rowe, 2010).

Embora os fatores clinicos desempenhem um papel importante na orientacao
da terapia, as alteragdes citogenéticas tém um papel significativo na determinagao
favoravel ou desfavoravel do prognéstico (Terwilliger; Abdul-Hay, 2017). O fator de
prognostico mais importante que afeta em torno de 50% dos adultos com LLA da
linhagem B é a presenga do cromossomo Filadélfia (Rowe, 2010). Da mesma forma,
o rearranjo do gene MLL esta associado a hiperleucocitose e com prognédstico ruim,
contribuindo como mau progndstico em bebés com leucemia linfoblastica aguda (até
80% dos lactentes tém o subtipo do rearranjo do gene MLL) (Andersson; Ma; Wang;
Chen et al., 2015).

O prognéstico da LLA melhorou notavelmente nas ultimas décadas como
resultado de melhorias na adaptagao da terapia, nos cuidados de suporte e otimizagao
dos medicamentos quimioterapicos (Lennmyr et al., 2019; Onciu, 2009). O sumario
com os critérios clinicos, biolégicos e alteragdes genéticas para a classificacdo dos

fatores de prognéstico estdo demonstrados no Quadro 1(Malard; Mohty, 2020).

Quadro 1 — Fatores de progndstico para a leucemia linfoblastica aguda

Caracteristicas
demogréficas e Fator favoravel Fator adverso
clinicas
Idade 1 ano a <10 anos <1 ano ou 210 anos
Sexo Feminino Masculino
Raca e etnia Branco, asiatico Negra, hispanica
Caracteristicas clinicas, biol6gicas ou genéticas
Envolvimento do SNC Nao Sim

Hemograma no

diagnéstico

WBC:<50x10%L (LLA-B)
WBC:<100x10°/L (LLA-T)

WBC:>50x10%L (LLA-B)
WBC:>100x10°/L (LLA-B)

Imunofendtipo

Linhagem de células B

Linhagem de células T
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Hipodiploidia
Hiperdiploidia, Rearranjos MLL, expressio
Caracteristicas ETV6-RUNX, TCF3-HLF,
citogenéticas TCF3-PBX1, trissomia dos Cariétipo complexo
cromossomos 4,10 ou 17 (25 anormalidades

cromossomicas)

o _ Dele¢bes ou mutacdes de IKZF1,
Caracteristicas Rearranjo gene DUX4 _ _ _
Philadelphia chromosome-like, e

gendmicas (delecédo ERG) )
rearranjo de MEF2D

Resposta ao tratamento

_ Baixa DRM, com Persisténcia de doenca residual
Doenga residual ) . i
_ <107 células nucleadas ou minima com >107 de células
minima (DRM) ) _
indetectaveis nucleadas

Legenda: SNC (sistema nervoso central); WBC (global de leucécitos); ERG - do inglés Erythroblast
transformation-specific-related gene, MLL Mixed Lineage Leukemia, a translocacéo t(17; 19)(g22;p13)
levando ao gene de fusdoTCF3-HLF, HLF (hepatic leukemia factor), TCF3 (transcription factor 3), IKZF1
(IKAROS Family Zinc Finger 1), MEF2D (Myocyte Enhancer Factor 2D).

Fonte: (Malard; Mohty, 2020).

Na grande maioria dos centros o tratamento da LLA envolve quimioterapia
intensiva de curto prazo (com altas doses de metotrexato, citarabina, ciclofosfamida,
dexametasona ou prednisona, vincristina, L-asparaginase e/ou uma antraciclina).
Tipicamente o tratamento inclui quatro fases ao longo de 2 a 3 anos: indugao,
consolidagao, intensificagdo e manutencédo a longo prazo. A fase de indugao visa
eliminar o maior numero possivel de células neoplasicas presentes na medula 6ssea
e assim permitir o restabelecimento do processo normal da hematopoiese. Na fase de
consolidagao tem como objetivo, ndo so eliminar quaisquer células neoplasicas que
possam ter resistido ao tratamento de indugcdo, como impedir a disseminagao da
leucemia para o SNC. Assim, é nesta fase que se administra a terapéutica profilatica
da invasao do SNC. Seguido pela fase de intensificacdo da terapia com uso de
medicamentos semelhantes aos usados durante a terapia de inducéao, e por fim fase
de manutengao da terapia. O propdsito da ultima fase do tratamento € evitar a recaida
da doenga, prolongando a remissao. A fase de manutencao dura entre 2 a 3 anos e o
esquema terapéutico mais utilizado consiste na administracdo diaria de
mercaptopurina, metotrexato semanal, com ou sem vincristina e esquemas mensais
de corticosterodides (Alves, 2012; Malard; Mohty, 2020; Matias, 2019; Onciu, 2009). O
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envolvimento do SNC é comum na LLA tanto em criangcas como em adultos, por isso,
o tratamento profilatico da invasdo do SNC é muito importante. A profilaxia padréo
para malignidade do SNC pode envolver radioterapia, quimioterapia sistémica,
quimioterapia intratecal ou uma combinacao destes (Jabbour; Fullmer; Faderl, 2011;
Pedrosa; Lins, 2002).

O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (alo-TCTH) tem um
importante papel e potencialmente curativo no manejo da LLA dos pacientes de alto
risco ou com recidivas. A selecdo adequada do paciente candidato ao transplante é
fundamental para garantir resultados ideais, devido a intensa combinacdo de
radioterapia/quimioterapia preparativa frente aos efeitos contra a doenca do enxerto
do hospedeiro. Além disso, a importancia da avaliacdo da doenca residual minima
(DRM) antes e apéds o transplante com emprego de intervengdes a fim de melhorar
ainda mais a sobrevida livre de leucemia apds alo-TCTH (Algeri; Merli; Locatelli;
Pagliara, 2021). Tradicionalmente, o alo-TCTH tem sido reservado para pacientes com
LLA com cromossoma Ph+ ou em pacientes considerados de alto risco (idade >35
anos, linhagem B com contagem de leucocitos 2100 x 10%L, linhagem T com
contagem de leucocitos 230 x 10%/L) (Jabbour; Fullmer; Faderl, 2011).

Os avangos no tratamento de adultos com LLA sdo grandes, como o uso das
imunoterapias direcionadas a transcritos especificos ou direcionadas a antigenos de
superficie das células leucémicas. Como por exemplo, os inibidores da tirosina
quinase (TKI) direcionados a tirosina quinase BCR-ABL1 e os imunoconjugados que
sdo direcionados a antigenos especificos da superficie de células leucémicas tais
como: o anti-CD22 ligado a calicheamicina, o anticorpo biespecifico anti-CD3 e anti-
CD19 e a terapia das células T, geneticamente modificadas, com receptor de antigeno
quimérico (CAR) anti-CD19 (Jabbour; Pui; Kantarjian, 2018; Rafei; Kantarjian;
Jabbour, 2019; Seber; De Castro Junior; Kerbauy; Hirayama et al., 2021).

2.2 Leucemia Mieloide Aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia hematolégica dos
precursores da linhagem mieloide (hemacias, plaquetas e leucécitos) (Pelcovits;
Niroula, 2020). E uma doenga mieloproliferativa clonal, geneticamente heterogénea
definida por o acumulo de alteragdes genéticas adquiridas (somaticas) nas células

progenitoras hematopoiéticas que alteram o0s mecanismos normais de
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autorrenovacao, proliferagédo e diferenciagdo (Dohner; Dohner, 2008). Caracterizada
pela expanséo clonal de "células blasticas" imaturas no sangue periférico e na medula
o0ssea, com consequente substituicao do tecido hematopoiético normal, resultando em
eritropoiese ineficaz e faléncia medular (Vakiti A, Mewawalla P., 2022). A doenga,
representa a fase final de uma série de danos as células progenitoras da
hematopoiese, que levam a proliferagao e ao bloqueio da maturagao da diferenciacao,
como resultado, os leucécitos, as hemacias e as plaquetas que séo a reserva medular
normal, diminuem ou se extinguem (Figueiredo, MS; Kerbauy J; Lourengo, DM, 2011).

A doenca pode ocorrer em qualquer faixa etaria, mas principalmente em
individuos adultos. Nos Estados Unidos da América (EUA), dados baseados entre os
anos de 2011-2016 mostram a idade mediana no diagnostico de LMA aos 68 anos.
No Reino Unido, Canad3, Australia e Suécia, a idade mediana relatada no diagnéstico
de LMA varia de 63 a 71 anos (Shallis; Wang; Davidoff; MA et al., 2019). No entanto,
na india, Brasil (Capra; Vilella; Pereira; Coser et al., 2007) e Argélia, a idade mediana
no diagnéstico da LMA foi de 40, 42 e 45 anos, respectivamente, que podem ser
atribuidos a esses paises populagdes em geral mais jovens ou as diferengas dos
métodos para obtencdo dos dados que podem tornar o diagndstico de pacientes
idosos com LMA menos provavel (Shallis; Wang; Davidoff; MA et al., 2019). Em todas
as faixas etarias, a incidéncia de LMA é maior em homens do que em mulheres
(Heuser; Ofran; Boissel; Mauri et al., 2020).

A LMA é a leucemia aguda mais comum em adultos, respondendo por
aproximadamente 80% dos casos neste grupo (De Kouchkovsky; Abdul-Hay, 2016) e
representando uma pequena fragéo de 15 a 20% de todas as leucemias agudas da
infancia (Morais; Souza; Silva; Santiago et al., 2021). Estudo realizado por MORAIS,
Rahuany Velleda de et al. no estado do Rio Grande do Sul encontrou uma incidéncia
de 13,2 ocorréncias de LMA por 1.000.000 criangas com idade <18 anos, com idade
mediana de 10,5 anos, o que contrasta com a literatura que relata uma idade média
de 5 anos no diagnédstico. Nos EUA, a incidéncia é de aproximadamente 8,9
ocorréncias por 1.000.000 criancas (Morais; Souza; Silva; Santiago et al., 2021).

Atualmente existem dois sistemas para diagnosticar e classificar a LMA: a
classificagdo do grupo Franco-Americano-Britdnico (FAB) e a classificacéo
preconizada pela Organizagao Mundial da Saude (OMS). A classificagcado da FAB usa
principalmente critérios de morfologia e imunofendtipo/citoquimicos para definir oito
principais subtipos de LMA (MO a M7), apresentados no Quadro 2. Essa forma de
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organizagao nao fornece informagdes progndsticas adicionais, mas € importante para
sistematizar a leucemia promielocitica aguda (LPA), uma variante bioldgica e clinica
da LMA, classificada como LMA M3 no sistema FAB, atualmente denominada
leucemia promielocitica aguda com t (15,17) (9q24.1,g21.1), e PML-RARA, no sistema
de classificacdo da OMS. O subtipo M3 é uma forma muito peculiar de leucemia e
pode ser considerada uma doenca particular, tanto pelas caracteristicas clinicas como

pelo bom prognéstico (Padilha; Souza; Matos; Domino, 2015).

Quadro 2 — Sistema de classificacdo da LMA de acordo com o grupo FAB

Tipo Descricao Frequéncia (%)
MO LMA sem diferenciacdo morfolégica 5
M1 LMA com minima diferenciagdo morfolégica 15
M2 LMA com diferenciagdo (componente monocitico < 20%) 25
M3 LMA promielocitica hipergranular M3 variante hipogranular; 10
MA LMA mielomonocitica (células monociticas = 20%) 20

M4 variante com eosinofilia

LMA monocitica
M5 M5a — LMA monoblastica (sem diferenciagao, blastos = 80%); 10

M5b — LMA monocitica (com diferenciacdo, blastos < 80%);

M6 Eritroleucemia e variante 5

M7 LMA megacarioblastica 5
Fonte: Adaptado de (Kumar, 2011; Silva; Pilger; Castro; Wagner, 2006).

Em maio de 2022 foi publicada a 5% edigdo da OMS para classificagcdo dos
tumores Hematolinfoides: Mieloides e neoplasias de células histiociticas e dendriticas
apresentando novas recomendagdes, valorizando multiplos parametros clinico-
patolégicos, moleculares/genéticos e com refinamento nos critérios de diagndstico
com énfase na terapéutica e/ou em biomarcadores que auxiliam no prognéstico
(Khoury et al., 2022). Resumidamente a 5% edicdo da OMS, organiza a doenca em
duas familias: LMA com anormalidades genéticas definidas e a LMA definida por
diferenciagao (Quadro 3). Importante critério revisado foi que a maioria das LMA com
anormalidades genéticas definidas pode ser diagnosticada com menos de 20% de
blastos (Khoury; Solary; Abla; Akkari et al., 2022).



33

Quadro 3 — Sistemas de classificacdo da OMS para leucemias mieloides agudas
- Leucemia mieloide aguda com anormalidades genéticas definidas
Leucemia promielocitica aguda com fusdo PML::RARA
Leucemia mieloide aguda com fusdo RUNX1::RUNX1T1
Leucemia mieloide aguda com fusdo CBFB::MYH11
Leucemia mieloide aguda com fusdo DEK::NUP214
Leucemia mieloide aguda com fusdo RBM15::MRTFA
Leucemia mieloide aguda com fusdo BCR::ABL1
Leucemia mieloide aguda com rearranjo KMT2A
Leucemia mieloide aguda com rearranjo MECOM
Leucemia mieloide aguda com rearranjo NUP98
Leucemia mieloide aguda com mutagédo NPM1
Leucemia mieloide aguda com mutagdo CEBPA

Leucemia mieloide aguda, relacionada com mielodisplasia

Leucemia mieloide aguda com outras alteracdes genéticas definidas
- Leucemia mieloide aguda, definida por diferenciacéo

Leucemia mieloide aguda com diferenciagdo minima

Leucemia mieloide aguda sem maturacéo
Leucemia mieloide aguda com maturacéo
Leucemia basofilica aguda

Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monocitica aguda

Leucemia eritroide aguda

Leucemia megacarioblastica aguda

Legenda: PML:RARA (fusdo dos genes Leucemia Promielocitica) e Retinoic Acid Receptor (Receptor
alfa do acido retindico). RUNX1:RUNX1T1: gene RUNX1 (fator de transcricdo 1 da familia RUNX)
funde-se com o gene RUNXLT1 (co-repressor transcricional 1 do parceiro RUNX1). CBFB:MYH11
fusdo dos genes CBF (subunidade beta do fator de ligacdo ao nucleo) e 0 gene MYH11 (cadeia
pesada da miosina 11). DEK:NUP214: fusdo dos genes DEK (DEK proto-oncogene) e NUP214
(nucleoporin 214kDa). RBM15: MRTFA: fusdo genes RBM15 (RNA Binding Motif Protein 15) e gene
MRTFA (Myocardin Related Transcription Factor A). BCR:ABL1: fusdo dos genes ABL (Abelson murine
leukemia) e BCR (breakpoint cluster region). KMT2A: rearranjo do gene KMT2A (lisina metiltransferase
2A). MECOM: rearranjo do oncogene MECOM. NUP98:rearranjo do gene Nucleoporin; NPM1: mutacao
gene nucleofosfomina 1. CEBPA:mutagdo CCAAT Enhancer Binding Protein Alpha.

Fonte: Adaptado de Khoury; Solary; Abla; Akkari et al., (2022, p. 1709).

2.2.1 Patogénese

O desenvolvimento da LMA tem sido associado a varios fatores gerais de risco,
estes incluem idade, antecedentes de doengas hematolégicas como a Sindrome
Mielodisplasica, disturbios genéticos como a Sindrome de Down, bem como
exposicao a virus, radiagao, produtos quimicos ou outros riscos ocupacionais (Shaikh;
Haider; Memon; Rahool et al., 2020). O desenvolvimento da leucemia € um processo
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que consiste em multiplas etapas, que requer a suscetibilidade de uma célula
progenitora hematopoiética a agentes indutores da leucemogénese, em varios
estagios desse processo (Deschler; Lubbert, 2008). No entanto, na maioria dos casos,
a LMA aparece como uma malignidade ‘nova’ em individuos previamente saudaveis
(De Kouchkovsky; Abdul-Hay, 2016).

A descrigédo da patogénese molecular das LMAs teve um progresso nos ultimos
anos. Foram descritos dois tipos principais de eventos genéticos que sao cruciais para
a transformacgido leucémica: alteracbes nos fatores de transcricdo mieloide que
controlam a diferenciagao e as mutacdes em moléculas de transducéo de sinal que
induzem as alteracdes na atividade e na expressao de varios fatores de transcricao
que sao cruciais para a diferenciagdo mieloide normal (Steffen et al., 2005).

Na analise citogenética é possivel identificar altera¢des a nivel de cromossomo
como inversdes, dele¢cdes e translocagdes. As anormalidades citogenéticas mais
comuns da LMA sao: t (8;21) (922; g22), inv (16) (p13; 922) e 1(15;17) (922;q12),
correspondentes a fusdo dos genes RUNX1/RUNX1T1, CBFB/MYH11 e PML/RARA,
respectivamente, apresentam progndstico favoravel por resultar uma boa resposta
terapéutica (Dos Santos, 2022). Enquanto, nos pacientes com mutagdes nos genes
NPM1 e FLT3-ITD apresentam progndstico intermediario. E em caso de alteragdes t
(6;9) (p23; g34), inv (3) (921; g26.2) o progndstico € adverso, a chance de recaida é
alta e a sobrevida desses pacientes € menor, caracterizando-os como prognostico
ruim (Dos Santos, 2022).

Embora a incidéncia de cariétipos anormais relatados na LMA tem sido de 55%
a 78% em adultos e de 77% a 85% em criangas, uma proporgéo substancial de
pacientes com LMA ndo apresentam anormalidades cromossOmicas (Schoch;
Haferlach, 2002). As mutag¢des genéticas sao mais frequentes e identificadas em mais
de 97% dos casos, muitas vezes na auséncia de qualquer grande anormalidade
cromossémica (De Kouchkovsky; Abdul-Hay, 2016).

A maioria das alteragdes cromossdmicas tipicas da LMA gera genes de fusao
envolvidos em fatores de transcri¢cao, estes importantes para a diferenciagao mieloide,
as proteinas de fusdo resultante interferem em sua fungdo, mostrando que € uma
doenca de desordem do controle transcricional (Steffen et al., 2005). De acordo com
as anormalidades citogenéticas e moleculares os pacientes com LMA podem ser
divididos em trés grupos de risco: favoraveis, grupo intermediario e desfavoraveis,

apresentado no Quadro 4 (Pelcovits; Niroula, 2020).
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Quadro 4 — Categorias do perfil de risco conforme determinado por anormalidades
citogenéticas e moleculares

Perfil de .
_ Anormalidades
risco
1(8;21)(022;922); RUNX1-RUNX1T1
Favoravel inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1,922), CBFB-MYH11

NPM1 mutante sem FLT3-ITD/low FLT3-ITD

CEBPA mutante bialélico (cariétipo normal)

NPML1 e FLT3-ITD mutantes (alto)

NPM1 de tipo selvagem sem FLT3-ITD/ baixo FLT3-ITD (cariétipo normal)
Intermediario |  4(9;11)(p21.3;023.3)MLLT3-KMT2A

Anormalidades citogenéticas nao classificadas como favoraveis ou
adversas

1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A rearranjo

1(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1

inv(3)(g21.3g26.2) or t(3;3)(q21.3;926.2);

GATA2,MECOM(EVI1)

-5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)

caribtipo complexo

cariétipo monossdémico

NPML1 de tipo selvagem e alto FLT3-ITD

RUNX1 mutante

ASXL1 mutante

TP53 mutante

Fonte: Adaptado de (Pelcovits; Niroula, 2020).

Desfavoravel

Dados emergentes obtidos com o uso de novas técnicas gendémicas, em
particular o sequenciamento de nova geragao (do inglés Next Generation Sequencig
- NGS), estdo fornecendo uma visdo abrangente da doenca com descobertas
importantes reveladas, tendo como exemplo, o padrao de aquisicdo das mutacgdes e
a existéncia de células-tronco pré-leucémicas, com o envolvimento dos genes
DNMT3A, ASXL1, IDH2 e TET2 associados a padrées de prognésticos e a expansao
clonal da hematopoiese (Dohner; Weisdorf; Bloomfield, 2015).

A aplicacdo do NGS tem revelado um substancial complexidade e
heterogeneidade genémica da LMA, aumentando o conhecimento da diversidade de
genes mutantes e do numero de mutagdes por paciente (Khwaja; Bjorkholm; Gale;
Levine et al., 2016). Até recentemente, trés grandes categorias eram descritas de
acordo com a classificagao funcional de mutagdes envolvidas na LMA, sendo elas:1)

mutagdes em genes que codificam fatores de transcri¢gdo, que estdo envolvidos na
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regulagdo da diferenciacdo e autorrenovagao celular; 2) ativacdo de vias de
sinalizagcdo celular que regulam a proliferagdo e sobrevivéncia celular e 3) as
modificagdes epigenéticas que regulam a expressao de varios genes. Com o0s
avancos no sequenciamento do genoma apontam para inclusao de outras categorias,
apresentadas no Quadro 5, como as mutagdes em spliceossomo (Khwaja; Bjorkholm;
Gale; Levine et al., 2016).

Quadro 5 — Alteracdes genéticas na LMA categorizadas em agrupamentos

funcionais
Funcéo Exemplos de genes mutados na LMA Freq((l)J/é)ncia
0
Vias de sinalizag&o FLT3, KIT, KRAS, NRAS e Proteina serina- 59
treonina quinases
Metilacdo do DNA DNMT3A, TET2, IDH1 e IDH2 44
- . Fus&o do MLL (conhecido como KMT2A) 30
Modificadores cromatina ASXL1 e EZH2
Nucleofosmina NPM1 27
Fatores de transcricdo RUNX1 e CEBPA 22
mieloide
PML-RARA, MYH11-CBFB e 18
Fatores de transcrigao RUNX1-RUNX1T1
Supressores de tumor TP53, WT1 e PHF6 16
Complexo de SRSF2 e U2AF1 14
spliceossoma

Fonte: Adaptado de (Khwaja; Bjorkholm; Gale; Levine et al., 2016).

As principais anormalidades moleculares tém sido identificadas e agora sao
usadas para prever resultados e ajudar na orientagéo do tratamento dos pacientes
com LMA. As mutagdes genéticas mais relevantes sao em: 1) Nucleofosmina 1
(NPM1); as mutacdes do NPM1 resultam na expresséo aberrante da proteina NPM1
no citoplasma, € nado no nucleo, estimulando a proliferagdo mieloide e o
desenvolvimento da leucemia. 2) Mutagdes no gene DNMT3A o qual codifica uma das
enzimas responsaveis pela metilacdo do DNA. 3) Mutagbes no gene do receptor
tirosina quinase 3 (FLT3) com importante regulacdo na sobrevivéncia e proliferagao
celular dos progenitores hematopoiéticos.4) As mutagcdes do gene isocitrato
desidrogenase (IDH) 1 e 2 sdo mutagdes de ganho de fungao, que produzem enzimas
deficientes para sua funcdo fisiologica. 5) Mutacbes em TET2 (Ten—Eleven

Translocation 2) com papel importante na desmetilagdo do DNA. 6) Mutagdes no gene
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RUNX, o fator de transcrigdo relacionado ao RUNX1 demonstrou ser essencial na
hematopoiese normal. 7) O gene CEBPA é responsavel pela codificagcdo da proteina
CEBPA que é um fator de transcricao para o processo de diferenciagdo e maturacao
dos granulécitos. 8) Mutagdes em ASXL1 envolvida na regulagdo epigenética
(modificagdes de DNA e/ou histonas). 9) Mutagdées no gene MLL o qual codifica uma
proteina que possui atividade de histona metiltransferase que coordena a modificacao
da cromatina. 10) Muta¢dées no gene TP53 o qual codifica a proteina p53 envolvida
em pontos de parada do ciclo celular como mecanismo de regulagao e apoptose. 11)
Mutagbes em KIT (receptor de tirosina quinase) participa do mecanismo de
proliferacao e diferenciagdo das células hematopoiéticas 12) Muta¢des genéticas do
fator de splicing e mutagbes em membros do complexo coesina (Cruz, 2021; Saultz;
Garzon, 2016).

2.2.2 Diagnostico

O diagndstico da LMA inicia-se a partir da suspeita clinica. Os sintomas clinicos
podem ser vagos e inespecificos, como a febre, fraqueza e letargia. Outros sintomas
podem ser dor 6ssea devido a expansao clonal na MO, hipertrofia gengival e
implicagcdes metabdlicas devido ao alto catabolismo celular, como hiperuricemia, que
pode levar a insuficiéncia renal (Figueiredo, MS; Kerbauy J; Lourengo, DM, 2011).
Outros sintomas mais frequentes sédo: a anemia, palidez, manchas e equimoses
decorrentes da diminuicdo da producao de gldbulos vermelhos e plaquetas; febres
decorrentes da propria doenga ou de infeccbes secundarias ocasionadas pela
diminuicao de gldbulos brancos; cefaleia, paralisia de nervos e vémitos, devido ao
acumulo de células leucémicas no liquido cefalorraquidiano; alteragdes articulares e
hipertrofia gengival (Lopes et al., 2022).

Nos pacientes com a variante M3, a leucemia promielocitica aguda (LPA)
caracteristicamente apresentam coagulagao intravascular disseminada (CIVD)
associada a eventos trombéticos e sangramentos, podendo ser fatal se for um
sangramento maior ou preocupante se for um sangramento em area ou 6rgao critico
(Libourel; Klerk; Van Norden; De Maat et al., 2016). Por isso, € vital diferenciar
urgentemente a LPA dos outros subtipos de LMA (Heuser; Ofran; Boissel; Mauri et al.,
2020).
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O diagndstico laboratorial se baseia na avaliagdo do sangue periférico e da
medula éssea, além do emprego de técnicas adicionais, incluindo imunofenotipagem,
biépsia da medula éssea, avaliagdo citogenética (FISH), estudos de genética
molecular (por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes), tornaram-
se ferramentas essenciais e obrigatorias (Silva; Pilger; Castro; Wagner, 2006). Outros
exames laboratoriais também sao realizados como o exame hemograma, dosagens
séricas das enzimas, por exemplo a lactato desidrogenase (LDH) e o acido urico. Uma
alta contagem de leucécitos no sangue periférico ou um nivel sérico elevado de LDH
no momento do diagndstico foram associados a pior prognéstico, porém, os niveis de
corte ndo sao uniformemente definidos (Liersch; Muller-Tidow; Berdel; Krug, 2014).

Pacientes com hiperleucocitose, definida como uma contagem de leucdcitos
>100 x10%L, pode levar a leucostase devido a oclusdo dos capilares, e, finalmente, a
faléncia de multiplos 6rgdos e morte. A lise espontanea do tumor pode ocorrer em
raros casos de LMA com alta carga tumoral, dando origem a hipocalcemia,
hipercalemia, hiperuricemia, hiperfosfatemia, aumento dos niveis plasmaticos de LDH
e mesmo insuficiéncia renal. Os achados mais comuns no hemograma sao anemia e
trombocitopenia frequentemente presentes e a contagem de leucdcitos, embora
geralmente elevada, pode ser normal ou baixa. A presenca de >20% de mieloblastos
no sangue periférico € a evidéncia de uma leucemia aguda, contudo uma contagem
mais baixa de blastos ndo exclui esse diagndstico (Khwaja; Bjorkholm; Gale; Levine
et al., 2016). Embora a LMA, seja por definicdo, uma neoplasia de blastos mieloides,
em alguns subtipos, o fendtipo do blasto pode ser pré-monocitico/monoblastico,
eritroide, ou de natureza megacarioblastica (Narayanan; Weinberg, 2020),
apresentados na Figura 3.

Outros exames que visam o controle das coagulopatias, principalmente na LPA,
igualmente s&o solicitados, como a quantificacdo de Dimero-D, fibrinogénio,
determinagao do Tempo de Protrombina e Tempo de Tromboplastina Parcial ativada,
objetivando manter o fibrinogénio acima de 150 mg/dL. Pacientes que apresentam
sangramento ativo ou risco hemorragico elevado (idosos, creatinina elevada e
hiperleucocitose) devem ser acompanhados com maior atencao (Jacomo; Figueiredo-
Pontes; Rego, 2008).
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Figura 3 — Exemplos de morfologias da LMA em esfregaco de sangue periférico
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Legenda: A) LMA promielocitica hipergranular com bastonete Auer (seta). Autor: Marco
Gambassi.Ano2011, ndmero da imagem: 00005911. B) LMA sem diferenciacdo morfolégica;sangue
periférico (blastos ndo possuem granulos azuréfilos ou bastonetes de Auer. Autor: Peter Maslak. Ano:
2010, numero da imagem:00001273.C) LMA mielomonocitica, esfregaco periférico apresentando
células monociticos anormais com alguns blastos. Autor: Peter Maslak.Ano: 2010, nimero da imagem:
00001217.

Fonte: Banco de Imagens ASH. Sociedade Americana de Hematologia.
https://imagebank.hematology.org/

2.2.3 Prognostico e tratamento

Os fatores de progndstico podem ser subdivididos naqueles relacionados ao
paciente como a idade e condigdes clinicas pré-existentes e aqueles que sao
relacionados a doenga como a contagem de leucécitos, alteracbes genéticas
envolvidas, leucemia secundaria e a remissdao completa apds a primeira inducédo de
quimioterapia (Padilha; Souza; Matos; Domino, 2015) Dohner; Weisdorf; Bloomfield,
2015; Padilha et al., 2015).

A LMA tem um curso clinico agressivo, mas houve um progresso na taxa de
sobrevida dos pacientes jovens e adultos especialmente na ultima década, com a
aprovagao de novos medicamentos pelo FDA (Food and Drug Administration)
conforme estudos realizados no MD Anderson Cancer Center, nos EUA, ao longo de
cinco décadas. Até o ano 2000 a probabilidade de sobrevivéncia em até 5 anos, para
pacientes jovens era de 18%, aumentando para 41% no periodo de 2010 a 2020. Ao
mesmo tempo, para os pacientes mais velhos a probabilidade de sobreviver foi 6%
(até ano 2000) para 11% no periodo de 2010 a 2020 (Kantarjian; Kadia; Dinardo;
Welch et al., 2021). As taxas de cura com os protocolos atuais de tratamento, para
criancas e adolescentes variam de 60% a 70% (Morais; Souza; Silva; Santiago et al.,
2021).

A estratégia terapéutica geralmente usada em pacientes com LMA consiste na
avaliagao inicial que determina se o paciente é elegivel para quimioterapia de inducao
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intensiva. Se a remissao completa (RC) for alcangada apds terapia intensiva, uma
terapia pos-remisséo € essencial (Dohner; Weisdorf; Bloomfield, 2015).

O tratamento da LMA envolve duas fases principais: quimioterapia inicial de
inducdo e quimioterapia pods-remissao (consolidagdo). O objetivo da terapia de
inducdo é alcancar a remissdo completa preferencialmente sem doenga residual
minima (DRM) mensuravel. A escolha do tratamento de indugéo inicial depende do
estado funcional do paciente, estado biolégico da doenga (medido por grupos de risco
de prognostico e o perfil molecular) e objetivos do paciente. As duas terapias de
inducdo comumente usadas incluem: 1) quimioterapia citotoxica e 2) agentes
hipometilantes (Pelcovits; Niroula, 2020).

Na primeira fase da terapia (fase de indugéo) tanto para adultos jovens (idade
< 60 anos) e pacientes idosos (= 60 anos) o regime padrao de tratamento aceito é
daunorrubicina e citarabina conhecido coloquialmente como esquema “3+7” (3 dias
de daunorrubicina + 7 dias de citarabina), alcangando uma remissao da doenga em
cerca de 65% a 85% nos pacientes mais jovens, mas em menos de 50% nos pacientes
com mais de 60 anos de idade. Essa abordagem terapéutica resulta em uma
sobrevida livre da doenga a longo prazo de aproximadamente 30%, com mortalidade
relacionada ao tratamento de 5% a 10% (Kumar, 2011). Pacientes classificados como
de risco favoravel levam a resposta completa da doenga em 80% e naqueles, de risco
intermediario e adverso em 50-60% de resposta completa (Pelcovits; Niroula, 2020).
O objetivo da quimioterapia de indugéo ¢é atingir a remissdo morfolégica completa, que
é definida como: (1) <5% de blastos na amostra de aspirado de medula 6ssea; (2)
contagem absoluta de neutréfilos >1.000/L e (3) plaquetas =2100.000/L (Kumar, 2011;
Saultz; Garzon, 2016).

Outros medicamentos podem ser associados na quimioterapia de inducgao
como o gentuzumabe ozogamicina (GO) que é um anticorpo monoclonal contra o CD-
33 (uma proteina que é expressa em células da leucemia mieloide) e o midostaurina
que é um inibidor da tirosina quinase em pacientes com uma mutacao FLT3 (Pelcovits;
Niroula, 2020).

Pacientes que sao do grupo de risco adverso tem uma sobrevida global
mediana na faixa de 12 a 18 meses. Mesmo com transplante alogénico de células-
tronco hematopoiéticas quase metade dos pacientes tém recaida da doenga. Os
pacientes desse grupo sao, portanto, geralmente encaminhados para ensaios clinicos,
se houver disponivel, devido as taxas mais baixas de sobrevida. Recentemente, duas
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terapias com agentes hipometilantes, CPX351 (que € uma formulagao lipossomal de
citarabina e daunorrubicina) e o venetoclax (bloqueio da proteina anti-apoptética
BCL-2), tém mostrado melhores resultados do que a terapia padrao em pacientes com
doencga de risco adverso (Pelcovits; Niroula, 2020). Embora a quimioterapia de
inducdo possa resultar em remissdo na maioria dos pacientes com LMA, a taxa de
recaida ainda é alta e varia de acordo com a idade, perfil citogenético, perfil molecular
subjacente da leucemia e a quantidade de detecgdo da doencga residual minima
(Khwaja et al., 2016).

Na segunda fase do tratamento, fase de pds-remissdo (ou também chamada
consolidagao) existem trés modalidades terapéuticas que podem ser administradas
nos pacientes: quimioterapia em doses convencionais, quimioterapia em altas doses
de citarabina seguidas de resgate com células-tronco hematopoiéticas autélogas e o
transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (Helman et al., 2011). Na
fase de consolidagdo também é feito o monitoramento da doenga residual minima,
com o uso de um ensaio de RT-PCR quantitativo para direcionar a terapia nesses
pacientes (Déhner; Weisdorf; Bloomfield, 2015). Dos pacientes que recidivam, apenas
uma pequena fragdo consegue uma segunda remissdo bem-sucedida usando
quimioterapia, por isso o transplante alogénico de células-tronco € usado com
intencao curativa (Saultz; Garzon, 2016).

Como a LMA nao é uma entidade unica, mas sim compreende varios subtipos
da doencga, com diferentes progndsticos e, assim podendo ser tratada de forma eficaz
com terapias seletivas e direcionadas, como por exemplo, no tratamento sem
quimioterapia usado na leucemia promielocitica aguda. Na qual € usado o regime do
acido all-trans-retindico (ATRA), que induz a diferenciacdo terminal das células
mieloides seguida de apoptose das células leucémicas e o triéxido de arsénico (ATO),
produzindo taxa de cura estimada em torno de 80% na leucemia promielocitica aguda
(Kantarjian; Kadia; Dinardo; Welch et al., 2021). O ATO em altas doses leva a
apoptose, enquanto baixas doses promovem a diferenciacao celular. O tratamento
com ATRA deve ser iniciado imediatamente diante da suspeita morfolégica de LPA,
mesmo antes da confirmagdo genética do diagndstico, pois leva a melhora da
coagulopatia e diminuicdo do risco de sangramento grave (Jacomo; Figueiredo-
Pontes; Rego, 2008).

Embora a terapia por transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH)

reduza fortemente a recaida é assunto de debate continuo, tanto em pacientes mais
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jovens como em pacientes mais velhos, devido a necessidade de contrabalangar a
morbimortalidade relacionada ao tratamento, que pode comprometer um efeito
favoravel na sobrevida global. O TCTH alogénico é geralmente aplicado em pacientes
com LMA de risco intermediario e risco adverso, mas nao € indicado para pacientes
com risco favoravel (Khwaja; Bjorkholm; Gale; Levine etal., 2016). O uso de
transplante de células-tronco hematopoiéticas € menos comum em pacientes com
mais de 60 anos devido ao risco aumentado de morbidade e mortalidade relacionadas
ao transplante (Kumar, 2011).

Além disso, o tratamento da LMA incluiu desde 2017, novos medicamentos
aprovados pelo FDA direcionados contra mutagdes genéticas especificas como o
midostaurina (FLT3), ivosidenib (IDH 1), enasidenib (IDH 2), gentuzumabe
ozogamicina (CD33), CPX-351 (citarabina-daunorrubicina lipossomal), o venetoclax
(inibidor BCL 2) e o glasdegib (bloquedor do receptor SMO), inclusive em

combinag¢des com ensaios clinicos (Kansal, 2020).

2.3 Metabolismo

O metabolismo consiste em uma série de reagdes bioquimicas que produzem
ou consomem energia e ocorrem dentro das células dos organismos vivos para
sustentar a vida (Deberardinis; Thompson, 2012). A completude dessas reacdes €
chamada de metabolismo e os precursores, intermediarios e produtos quimicos
envolvidos no metabolismo sao chamados de metabdlitos (Villas-Boas; Nielsen;
Smedsgaard; Hansen et al., 2007).

O processo do metabolismo envolve muitas vias celulares interconectadas
para, em ultima analise, fornecer as células a energia necessaria para realizar sua
funcdo. Em eucariotos, as vias metabdlicas ocorrem dentro do citosol e nas
mitocondrias das células com a utilizagcdo de glicose ou de acidos graxos
proporcionando a maior parte da energia celular em animais (Judge; Dodd, 2020). De
forma mais visual, o metabolismo pode ser retratado como uma maquina com
engrenagens metabolicas que se entrelagam com a atividade de genes e proteinas
(Rinschen; lvanisevic; Giera; Siuzdak, 2019).

O metabolismo pode ser dividido em catabolismo ou anabolismo. O
catabolismo é a degradacdo de macromoléculas complexas em moléculas mais

simples, como o dioxido de carbono, agua e a amdnia. O anabolismo sédo as vias
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biossintéticas as quais geram complexos de macromoléculas como os &acidos
nucléicos, proteinas, polissacarideos e lipidios (Judge; Dodd, 2020).

O metabolismo é essencial para a vida, interrupgdes ou desregulagdes nos
processos metabodlicos podem ser prejudiciais. Perturbagdes metabdlicas sdo a base
de muitas doengas humanas, como nos erros inatos do metabolismo e no
desenvolvimento do cancer (Judge; Dodd, 2020). A alteragdo do metabolismo celular
€ uma caracteristica do cancer, contribuindo desde a iniciacdo a transformacéao
maligna, no seu crescimento e na manutengdo de tumores. A desregulagdo do
metabolismo celular estd incluida como uma marca emergente como um
impulsionador da progressédo do cancer (Hanahan; Weinberg, 2011).

Estudos sobre uma variedade de problemas biologicos, desde o ritmo
circadiano até crescimento das células cancerigenas, comegaram a dar evidéncias de
que o estado fisiolégico das células e dos tecidos refletem tanto os sistemas
regulatérios da célula quanto seu estado de metabolismo. Isto &, o estado regulatério
de uma célula ou de um tecido, que é conduzido por fatores de transcri¢cao e vias de
sinalizagao, pode se impor sobre a dindmica do estado metabdlico (Mcknight, 2010).

Nos ultimos anos, estudos revelaram uma série de fungdes para os metabdlitos
e vias metabdlicas. Com isso, ndo é mais possivel ver o metabolismo apenas como
uma rede autorreguladora operando independentemente de outros sistemas
biolégicos. Em vez disso, 0 metabolismo impacta ou € impactado por praticamente
todos os outros processos celulares. A variagdo metabdlica também causa fendtipos

humanos (Deberardinis; Thompson, 2012).

2.4 Metaboldmica

O termo metaboldmica (do inglés, metabolomics) foi introduzido nos anos 2.000
por Dr. Oliver Fiehn e colaboradores (Fiehn; Kopka; Dormann; Altmann et al., 2000).
Com objetivo de investigar o conjunto de metabdlitos presentes em um sistema
biolégico, a metabolémica € uma nova e promissora disciplina do campo das ‘ciéncias
Oémicas’ na biologia dos sistemas, apresentado na Figura 4. Consiste numa
abordagem analitica para detectar metabdlitos e determinar suas concentragdes

(Liesenfeld; Habermann; Owen; Scalbert et al., 2013).
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Figura 4 — Organizacgao bioldgica das ciéncias ‘Gmicas’
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Legenda: O fendtipo observavel de uma célula é resultado de interagdes complexas e ciclos de
feedback entre os varios niveis ‘émicos’, cada um influenciado por perturbacdes ambientais. Fonte:
(Angione, 2019).

Metabdlitos sdo pequenas moléculas que tém um papel importante em
sistemas bioldgicos e representam candidatos atraentes para entender os fendétipos
das doencgas. Os metabdlitos representam um grupo diversificado de estruturas de
baixo peso molecular (< 1500 Da), incluindo lipidios, aminoacidos, peptideos, acidos
nucléicos, acidos organicos, vitaminas, minerais, aditivos alimentares, drogas,
cosméticos, poluentes e outras substancias que ingerimos, metabolizamos,
catabolizamos ou entramos em contato, o que torna a analise global um desafio
(Wishart; Feunang; Marcu; Guo et al., 2018; Zhang; Sun; Wang; Han et al., 2012).
Metabdlitos podem ser precursores, intermediarios e produtos dos processos
celulares (Duncan; Fyrestam; Lanekoff, 2019). Por isso, essas moléculas que sao
quimicamente transformadas durante o metabolismo fornecem uma leitura direta da
atividade bioquimica do estado de uma célula (Patti; Yanes; Siuzdak, 2012).

A metaboldmica € uma area interdisciplinar conduzida pelas ciéncias da
quimica analitica, bioquimica, estatistica, quimiometria, bioinformatica juntamente
com epidemiologia e pesquisa clinica (Liesenfeld et al., 2013). Varias areas podem
ser beneficiadas com a pesquisa metabolémica, como nas aplicagées das areas da

saude, incluindo a farmacologia, toxicologia, os erros inatos do metabolismo, a
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pesquisa clinica, as pesquisas do cancer, a nutricdo e na area da agricultura (Lindon;
Nicholson; Holmes, 2011).

O termo ‘metaboloma’ foi introduzido em 1998 em um artigo de Oliver et al. para
indicar o conjunto dos metabdlitos de um organismo. Estes metabdlitos derivam da
interagdo do genoma, do transcriptoma e do proteoma de um organismo com o meio
ambiente, dando origem ao seu fenétipo (Moreira, 2015). Sendo assim, os niveis dos
metabdlitos podem ser considerados como a resposta final de um organismo frente
aos diversos fatores do meio ambiente, modificacbes genéticas, alteragbes da
microflora intestinal e alteragbes na atividade de enzimas. Logo, os metabdlitos
servem como assinaturas diretas da atividade bioquimica e, portanto, se
correlacionam com o fendtipo observado (Patti; Yanes; Siuzdak, 2012; Zhang; Sun;
Xu; Qiu et al., 2013) Klupczynska; Derezinski; Kokot, 2015).

A analise do metaboloma (através da metabolémica) pode ser utilizada como
uma ferramenta de identificacdo de biomarcadores, ampliando o conhecimento sobre
0os mecanismos de desenvolvimento de diversos processos bioldgicos. O
entendimento dos metabdlitos principalmente como produtos da atividade de genes e
proteinas foi revisado. Sua atividade regulatéria de longo alcance afeta a fisiologia
celular através da modulagdo de outros niveis '6micos', incluindo o genoma,
epigenoma, transcriptoma e proteoma (Rinschen; lvanisevic; Giera; Siuzdak, 2019),

conforme esquematizado na Figura 5.
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Figura 5 — Metabdlitos como moduladores ativos da atividade de genes e proteinas

's N
Expressdo genética KMT. PRMT HAT
Regulagdo epigenética por (W . S tm}
cofatores Metilagdo Acelilacio
w
@
% L DNA ]
DNA = <
A"/ N/,
b= Metabolismo RNA
=) 5 i 3 25 Yot
. : Modificagdes pos-transcricionais
-\ J 4
Proteins
AL e L )
= \QQ e
\ J L = Atividade de proteina e
——— = = Regulagio alostérica de receptores e fatores de transcrigio I
Metabolites - = Catalise através de cofatores ou substratos Plasma
2o - = Modificagdes pos-traducionais GPCR membrane
T 0o
\ ) Transdugio de sinal
[T O
Fenétino <

Legenda: Os metabdlitos controlam ativamente a atividade das proteinas via regulacdo alostérica de
receptores transmembrana e fatores de transcricdo, como cofatores ou substratos enziméticos na
catdlise de reacBGes bioquimicas, via modificacdes pos-traducionais e como reguladores da
multimerizacéo de proteinas. Eles também influenciam o metabolismo do RNA regulando modificacGes
pés-transcricionais. Finalmente, como cofatores e co-substratos de enzimas modificadoras da
cromatina, os metabdlitos estdo ativamente envolvidos na regulacédo epigenética. Assim, por meio da
triagem de atividade baseada na metabolémica, é possivel revelar os papéis e mecanismos dos
metabdlitos na regulacdo de um fend6tipo. DNMT (DNA metiltransferase); KMT (lisina metiltransferase);
PRMT (peptidil-arginine metiltransferase); HAT (histona acetiltransferase); RBS (Sitios de ligacdo ao
ribossomo); TPP (pirofosfato de tiamina); GPCR (receptores acoplados a proteinas G); FAHFA (ésteres
de &cidos graxos ramificados de acidos graxos hidroxilados). Fonte: Adaptado de (Rinschen;
Ivanisevic; Giera; Siuzdak, 2019).

Nos ultimos 15 anos usando abordagens in silico, juntamente com a ampliagcéao
das bibliotecas de dados espectrais e com o desenvolvimento de instrumentos
utilizados nas analises metabolémicas, foi possivel expandir o nimero de metabdlitos
humanos conhecidos. Isto €, passiveis de serem detectados e identificados com as
técnicas instrumentais disponiveis e agrupa-los em bancos de dados publicos online
como por exemplo, o denominado Human Metabolome Database (HMDB)
(https://hmdb.ca), METLIN Metabolite and Chemical Entity Database
(https://metlin.scripps.edu) e MassBank (https://massbank.eu), entre outros. No ano
de 2022, a versdo do HMDB 5.0 tinha 217.920 entradas de metabdlitos, incluindo

metabolitos enddgenos, compostos derivados de alimentos, metabdlitos humanos
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recém-identificados, drogas recém-aprovadas e varios metabdlitos microbianos ou
derivados do intestino (Wishart; Guo; Oler; Wang et al., 2022).

Duas abordagens analiticas podem ser utilizadas na analise metabolémica: a
metaboldmica alvo (do inglés, targeted metabolomics) e a metabolémica global (do
inglés, untargeted metabolomics). A metaboldmica alvo refere-se a detecgéo e
quantificagdo precisa de um pequeno conjunto de compostos conhecidos. E
direcionada para um conjunto especifico de metabdlitos, com uso de padrdes que
foram claramente identificados e estdo disponiveis para processo de calibracio.
Enquanto a abordagem analitica global faz uma analise geral de metabdlitos, nao
direcionada, para detectar nas amostras uma ampla gama de metabdlitos, sem
requerer conhecimento prévio dos compostos da investigagao (Cambiaghi; Ferrario;
Masseroli, 2017).

Vérios tipos de amostras bioldgicas podem ser utilizadas nos estudos
metabolédmicos envolvendo humanos e animais como, soro, plasma, urina, liquor,
tecidos tumorais, saliva, fezes, ar expirado e amostras de pele (Liesenfeld;
Habermann; Owen; Scalbert et al., 2013). Na metabolémica também podem ser
utilizadas amostras de micro-organismos, como fungos e bactérias, plantas, amostras
de solo, aguas de rios entre outros (Belinato; Bazioli; Sussulini; Augusto et al., 2019;
Canuto; Costa; Cruz; Souza et al., 2018).

Resumidamente, o fluxo de analise da metabolémica pode ser agrupado em
quatro etapas: 1) preparagcao da amostra, 2) aquisicao dos dados utilizando diferentes
técnicas analiticas 3) Processamento dos dados e 4) interpretagao bioldgica.

O preparo da amostra € uma das etapas cruciais para analise metabolémica.
O primeiro passo € a interrupcéo rapida do metabolismo celular, o que no inglés é
chamado de “quenching” metabdlico, a fim de garantir a representatividade do estado
metabolico da amostra. Embora a meia-vida dos metabdlitos extracelulares seja maior
do que dos metabdlitos intracelulares, € importante interromper qualquer atividade
bioquimica (através da inibicdo de enzimas endégenas) das amostras evitando assim
qualquer variagao nos niveis dos metabdlitos. As estratégias comuns para “quenching”
metabdlico sdo baseadas em modificagcdo rapida das condicdbes da amostra,
geralmente alteragdao de pH ou de temperatura. Na modificagdo da temperatura, o
“‘quenching” metabdlico & realizado principalmente por resfriamento a valores

geralmente inferiores a -20°C, assumindo que a integridade da amostra nao é
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prejudicada pelo choque frio (Villas-Bdas; Gombert, 2006; Alvarez-Sanchez; Priego-
Capote; De Castro, 2010).

Para a aquisicdo dos dados podem ser usadas técnicas para separar e
caracterizar quimicamente diversos metabodlitos. Como por exemplo, técnicas de
separagdo (cromatografia gasosa (CG); cromatografia liquida (LC), eletroforese
capilar (CE)) combinadas com técnicas de deteccdo de compostos, como a
espectrometria de massas (MS) ou ressonancia magnética nuclear (RMN). No
processamento dos dados os sinais brutos (cromatogramas, espectros de massas ou
de RMN) sao pré-processados por softwares especificos, podendo ser comerciais
como os Compound Discoverer® da Thermo Scientific, MassHunter Data Analysis da
Agilent Technologies® ou alguns disponiveis gratuitamente como XCMS Online. O
pré-processamento dos dados envolve etapas como correcao de tempo de retengao,
reducdo de ruidos, detecgéo de pico, integragdo e alinhamento dos cromatogramas
(Cambiaghi; Ferrario; Masseroli, 2017). Um esquema do fluxo de analise encontra-se

representado na Figura 6.

Figura 6 — Fluxo de analise em metabolémica
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Legenda: O fluxo de trabalho pode variar dependendo da abordagem (targeted ou untargeted), mas

sempre apresentando etapas de preparo da amostra, aquisicdo dos dados, processamento dos dados
e interpretacao biolégica. Fonte: (Canuto; Costa; Cruz; Souza et al., 2018).

2.4.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)

Embora existam varias plataformas analiticas que possam ser usadas na

metaboldmica global, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
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(LC-MS), especialmente no modo de fase reversa, tem sido a técnica de escolha na
maioria dos estudos, pois permite a cobertura de uma ampla gama de tipos de
metabdlitos com alta sensibilidade (Burgos; De Macedo; Da Cruz; Junior et al., 2021).

Na cromatografia, os componentes de uma mistura sdo transportados através
da fase estacionaria pelo fluxo da fase mével e as separacdes ocorrem com base nas
diferencas de velocidade de eluicdo entre os componentes da fase mével. A fase
estacionaria em cromatografia € imobilizada em uma coluna ou sobre uma superficie
plana, enquanto a fase movel movimenta-se através da fase estacionaria
transportando a mistura dos analitos. A fase mével pode ser um gas, um liquido ou um
fluido supercritico (Skoog; West; Holler; Crouch, 2006). Na cromatografia liquida (LC),
a fase movel é um solvente liquido, sendo que no caso da metabolémica global
normalmente sdo empregados metanol ou acetonitrila e agua, além de aditivos
volateis, como acido férmico ou acido acético (Rojo; Barbas; Rupérez, 2012). Em
relacdo a fase estacionaria, a selegédo da coluna influencia na eficiéncia e seletividade
da separagdo. Em estudos metabolémicos geralmente s&o usadas colunas de fase
reversa ou colunas HILIC (Hydrophilic-Interaction Liquid Chromatography - em
portugués, cromatografia liquida com interacdo hidrofilica) (Dudzik; Barbas-
Bernardos; Garcia; Barbas, 2018).

A LC é capaz de separar eficientemente compostos altamente polares
(hidrofilicos), semi-polares, ndo volateis e/ou termicamente instaveis. E uma técnica
analitica que apresenta alta robustez, sensibilidade e seletividade (Langas, 2009;
Rojo; Barbas; Rupérez, 2012).

O acoplamento entre LC e MS da origem a uma ferramenta analitica versatil e
de grande potencial na andlise qualitativa e quantitativa, que é a LC-MS (Langas,
2009). A LC-MS é comumente usada no campo da metabolémica, para caracterizar
metabolitos enddgenos, desconhecidos ou metabodlitos exdgenos presentes em
amostras biolégicas complexas (Zhang; Sun; Wang; Han et al., 2012).

As analises por MS podem ser realizadas por meio de sistemas com diversas
configuragbes de instrumentos; no entanto, a maiorias dos sistemas MS
compreendem quatro componentes principais: (1) uma fonte de ionizagdo (para
atribuir cargas as espécies quimicas da amostra); (2) um analisador de massas
(responsavel pela separacgao dos ions com base na sua razao massa/carga (m/z)); (3)
um detector (sensivel aos ions que o alcangam); e (4) um processador (interface

computacional que permite que o usuario interaja com o equipamento, além de
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armazenar e processar os dados das analises) (Clarke; Marzinke, 2020; Segalin,

2015; Thomas, 2019), conforme esquematizado na Figura 7.

Figura 7 — Visao geral dos componentes de um instrumento de espectrometria de
massas

Alto vacuo 10-> mbar |

Introdugdo amostra i____—_——__——___—____——
Gc lon Mass SRS

Injecio direta |

Quadrupolo
TOF
Orbitrap

Mass
spectrum

Legenda: A Figura mostra exemplos de configuracGes de funcionamento de um espectrébmetro de
massas, listando alguns exemplos de entrada de amostra: GC (Cromatografia gasosa); LC
(Cromatografia liquida); injecao direta. lon source (fonte de ionizacdo); Exemplos de ionizac&o: ESI
(ionizacd@o electrospray); APCI (lonizacdo quimica a pressdo atmosférica); APPI (Fotoionizacdo a
pressao atmosférica); MALDI (lonizacdo e dessorcao por laser assistida por matriz); Exemplos de
analisador de massas - mass analyzer (analisador de massas), quadrupolo, TOF (tempo de voo);
Orbitrap Signal processor (processador do sinal), vacuum system (sistema de vacuo), mass spectrum
(espectro de massas). Fonte: Adaptado de Thomas (2019).

O efluente da coluna cromatografica, apos ser ionizado, é direcionado para o
analisador de massas. Os analisadores de massas separam os ions de acordo com a
relacdo existente entre suas massas e cargas, ou seja, a razdo m/z e, entao,
detectados. Os picos cromatograficos gerados pela separagao dos componentes da
amostra sao individualmente introduzidos na fonte de ionizagdo do MS para gerar os
ions a serem posteriormente separados no analisador de massas e encaminhados
para detecgao e quantificagdo. Um software apropriado instalado efetua os calculos e
gera os espectros de massas (Lancgas, 2009). O espectro de massas sera gerado a
partir do sinal produzido no detector durante uma varredura em funcao da razao m/z.
Onde no eixo x temos a relagédo m/z e no eixo y temos abundancia (%) (Colby; Thoren,
2020).

A ionizacao do tipo electrospray (electrospray ionization - ESI) é a técnica de
ionizacao mais util para a analise de metabdlitos quando combinado com separagao
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por LC. Varios tipos de metabalitos polares sao facilmente ionizados por ESI (Mizuno
etal.,, 2017). A ESI é uma técnica de ionizagdo branda que gera pouquissima
fragmentacdo. O processo de ionizagdo ocorre a pressao atmosférica, aplicando-se
uma alta diferenca de potencial entre a por¢cado terminal do capilar pelo qual flui a
amostra e o dispositivo de entrada (normalmente um cone) do espectrometro. Essa
fonte de ionizag&o pode gerar ions carregados positivamente, protonados (geralmente
[M+H]") ou negativamente, desprotonados (geralmente [M-H]), dependendo
especialmente dos grupos funcionais da molécula, do modo de analise e dos aditivos
empregados. Para analises em modo positivo, isto é, que detectam espécies
positivamente carregadas, emprega-se como aditivo o acido férmico e o acido acético
em baixas concentragbes (em torno de 0,1 %). Para o modo negativo, um dos
principais aditivos € o hidroxido de amdnio, pois ele favorece a desprotonag¢ao dos
analitos em solugao (Segalin, 2015). A natureza do solvente utilizado e o pH sao
igualmente importantes na geragao de ions positivos e negativos (Crotti; Vessecchi;
Lopes; Lopes, 2006).

Nos sistemas MS nos quais o analisador de massas € do tipo Q-TOF (do inglés
quadrupole — time of flight - analisador de massas do tipo quadrupolo e tempo de voo)
esses equipamentos possuem alta resolucdo e sensibilidade, sua aplicagdo é
bastante ampla, especialmente quando alta resolugao € necessaria. O quadrupolo é
composto de quatro barras, usualmente feitas de metal dispostas em dois pares. Um
par de barras € mantido em um potencial elétrico positivo, enquanto o outro a um
potencial negativo. Somente os ions que apresentarem determinada m/z, a qual esteja
em conformidade com o campo aplicado, irdo passar pelas barras do quadrupolo e
serao detectados. Nos analisadores de massas do tipo TOF, os ions formados na fonte
de ionizagao s&o extraidos e acelerados em alta velocidade por um campo elétrico em
um tubo longo denominado usualmente “drift tube”, apds o qual atingem o detector. O
principio de operagdo do TOF baseia-se na medida do “tempo de voo” de um ion
dentro do espectrémetro de massas, que depende da m/z do ion. O quadrupolo serve
de guia para os ions no modo TOF e também para fazer experimentos de
fragmentacao quando o instrumento € utilizado nesse modo de aquisicdo de dados
(Langas, 2009; Thomas, 2019; Zhang; Sun; Wang; Han et al., 2012).

A LC-MS é uma técnica analitica abrangente gerando um conjunto de dados
complexo com milhares de ‘features metabdlicos’, ou seja, picos correspondentes a
ions individuais com uma relagdo m/z e um tempo de retencédo (RT), podendo ser
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detectados em amostras biologicas. Aléem disso, cada feature no conjunto de dados
estd associado com um valor de intensidade (ou area sob o pico), que indica sua
abundancia relativa na amostra (Vinaixa;, Samino; Saez; Duran etal.,, 2012). A
identificacdo e quantificacdo de um “feature metabdlico” ndo se traduz
necessariamente em uma entidade de metabdlito, devido por exemplo, a presenca de

isétopos, adutos, dimeros etc. (Vinaixa et al., 2012).

2.4.2 Processamento dos dados

Os dados gerados a partir das analises metaboldmicas sdo abundantes e de
alta complexidade e, por isso, ferramentas adequadas ao tratamento de dados devem
ser empregadas a fim de evitar erros de interpretacdo dos resultados e manter a
integridade das variagdes bioldgicas inspecionadas. Dessa maneira, um dos maiores
desafios da metabolémica envolve o processamento e a analise estatistica de dados,
sendo necessarias amplas opgodes de softwares e estratégias para transformar dados
brutos em resultados bioldgicos uteis. As estratégias estatisticas mais utilizadas se
baseiam nas anadlises quimiométricas (Belinato; Bazioli; Sussulini; Augusto et al.,
2019; Katajamaa; Oresic¢, 2005).

O processamento de dados € um passo intermediario entre a aquisicao direta
e a analise estatistica dos dados. A maioria dos softwares de processamento
compartilham as fungdes gerais de detecgéo dos features, detecgao e alinhamento de
picos cromatograficos e preenchimento de lacunas (gap filling). As fungdes do
processamento dos dados sdo desempenhadas automaticamente com o auxilio de
diferentes softwares e plataformas online, como por exemplo o MassProfiler (Agilent),
XCMS-online (https://xcmsonline.scripps.edu/) (Smith; Want; O'maille; Abagyan et al.,
2006), MZmine (http://sourceforge.net/projects/mzmine/) e varios outros disponiveis
(Belinato; Bazioli; Sussulini; Augusto et al., 2019; Smith; Want; O'maille; Abagyan
et al., 2006). Outro exemplo de ferramenta que ¢ utilizada para otimizar os parametros
que serao utilizados no XCMS é o pacote do R chamado IPO (/sotopologue Parameter
Optimization) (Libiseller; Dvorzak; Kleb; Gander et al., 2015).

A Quimiometria é a aplicacdo de ferramentas matematicas e estatisticas a
quimica para extrair informacdes relevantes, através de métodos de analise

multivariada e univariada (Ferreira, 2015), sendo um campo bem estabelecido nas
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analises estatisticas dos dados ‘Omicos’ devido produ¢do de um conjunto de dados
complexos (Lindon; Nicholson; Holmes, 2011).

Nas analises multivariadas, a classificacao e discriminacdo de entidades ou
metabdlitos responsaveis por diferenciar os grupos de amostras sdo realizadas
através da avaliagcdo da matriz de dados. Normalmente sdo empregados métodos ndo
supervisionados e supervisionados (Canuto et al., 2018).

O uso de métodos nao supervisionados, como a analise de componentes
principais (PCA - do inglés, principal component analysis), € util para reconhecimento
de padrdes, tendéncias e agrupamentos das amostras podendo ser visualizados nos
graficos de score plot, ao passo que os graficos de loading plot descrevem a influéncia
das variaveis e a relagao entre elas (Trygg; Holmes; Lundstedt, 2007). O PCA é um
método baseado em uma projecédo que reduz a dimensionalidade dos dados criando
componentes principais (Souza; Poppi, 2012). Para os métodos supervisionados, séo
frequentemente utilizados a analise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA, do inglés, partial least squares discriminant analysis), e proje¢des
ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do inglés, orthogonal partial least
squares discriminant analysis) (Gromski etal., 2014). Os modelos estatisticos
resultantes da analise multivariada (e.g., PCA, PLS-DA e OPLS-DA) sao validados
utilizando parametros estatisticos R? e Q?, os quais sao ferramentas importantes para
avaliar o desempenho dos modelos multivariados. O parametro R? indica a qualidade
do ajuste do modelo. J&4 o parametro Q? é conhecido como goodness of prediction,
traduzido como “qualidade de predic&o”. Assim temos: R? varia entre 0 e 1, em que 1
indica um modelo perfeito e 0 indica nenhum ajuste do modelo. Q? representa um
indicador de desempenho mais efetivo e util, uma vez que estima o poder preditivo do
modelo. Igualmente como R?, o Q? tem limite superior em 1. Dessa forma, para que
um modelo seja considerado como um bom modelo estatistico, tanto R? como Q?
devem ser altos. De forma geral, Q? > 0,5 pode ser considerado como bom modelo
(Eriksson et al., 2008). Os valores usuais para R? e Q? obtidos em experimentos
bioldgicos sdo Q? 2 0,4 e R? 2 0,7 (Jiménez-Contreras et al., 2009). Ja na analise
estatistica univariada, que avalia as variaveis separadamente e despreza as relagdes
entre elas, os testes estatisticos frequentemente usados sdo ANOVA, teste t de
Student, ou de Mann-Whitney (Canuto et al., 2018).

Brevemente as etapas de anadlise univariada incluem: 1) Verificar o

desempenho do controle de qualidade (QC) para eliminar os features moleculares que
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tiveram grande variabilidade associada a aquisi¢do dos dados (comumente aceita-se
valores de coeficiente de variagao, CV < 20% nos QCs). 2) Verificar se a distribuicao
de dados é relativamente normal. 3) Escolher o uso de testes paramétricos ou nao-
paramétricos. 4) Realizar a corregdo de FDR (false discovery rate), para minimizar a
ocorréncia de falsos positivos por multiplas comparagdes, sendo que o consenso geral
aceito € 5% de FDR. 5) Calcular o fold change (FC), utilizando média ou mediana das
areas de pico dos grupos do estudo, dependendo do teste utilizado (paramétrico ou
nao-paramétrico). Ha a recomendagéo de usar um valor de corte arbitrario de FC =
1,5 que significa um minimo de 50% de variagao nos dois grupos comparados (Vinaixa
et al., 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

O acumulo continuo de conhecimento aumenta a esperanca de que a
compreensao do metabolismo dos tumores fornega novas maneiras de prever,
diagnosticar e até mesmo tratar o cancer. A metabolémica esta emergindo como uma
ferramenta para caracterizar e analisar processos metabdlicos em pacientes com
cancer, fazer a estratificacdo de risco, identificar biomarcadores por meio da
reconstrugao de vias metabdlicas perturbadas, como também apontar alvos viaveis
para o desenvolvimento de medicamentos (Allegra; Innao; Gerace; Bianco et al.,
2016; Woijcicki; Kasowski; Sakamoto; Lacayo, 2020). Dessa forma, a metabolémica
permite determinar a ‘impresséo digital quimica’ de um organismo em determinado
ponto no tempo (Cambiaghi; Ferrario; Masseroli, 2017). O metabolismo é considerado
o diagnéstico do fendtipo e, portanto, um bom indicador do estado funcional de uma
célula (Angione, 2019).

Vaérias especialidades médicas ja comegaram a revisar suas patologias e
condicdes clinicas a partir de uma perspectiva da metabolémica, como por exemplo a
oncologia, cardiologia, endocrinologia, neurologia, nefrologia, no transplante de
orgaos e em doengas hematoldgicas (Allegra; Innao; Gerace; Bianco et al., 2016;
Liesenfeld; Habermann; Owen; Scalbert etal., 2013; Varma; Oommen; Varma;
Casanova et al., 2018; Wishart, 2005; Zhong; Zhang; Cui, 2015). A integracao de
dados obtidos das ciéncias ‘6micas’ permite a compreensdo e sucessivamente a
validagao de biomarcadores na medicina de precisao, onde os resultados adquiridos
conduzem a previsdes nas analises e nos alvos terapéuticos (Angione, 2019).

Um dos estudos pioneiros de metaboldbmica em leucemias foi realizado por
Blankenberg et al. (Blankenberg; Katsikis; Storrs; Beaulieu et al., 1997), quando foi
estimado o percentual de apoptose de linfoblastos na leucemia linfoblastica aguda por
meio da técnica RMN. Estudos recentes utilizaram a metabolémica para explorar
biomarcadores nas leucemias, como o estudo realizado por Musharraf et al.
(Musharraf; Siddiqui; Shamsi; Naz, 2017) no soro de pacientes com LLA e LMA,
revelando que o metabolismo dos acidos graxos esta desregulado em pacientes com
leucemias agudas. Em outro estudo realizado por Piszcz et al. (Piszcz; Armitage;
Ferrarini; Ruperez et al.,, 2016) a metabolémica sérica revelou biomarcadores da
classe das acilcarnitinas e dos acidos graxos para diferenciagcdo entre a forma

agressiva e indolente da leucemia linfocitica crénica. Ja o estudo realizado por Bai
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et al. (Bai; Zhang; Sun; Sun et al., 2014), apontou a desregulagdo no metabolismo de
glicerofosfolipideos em pacientes com LLA. Outro importante estudo foi realizado por
Wen-Lian Chen et al. (Chen; Wang; Zhao; Xu et al., 2014), o qual identificou um painel
de 6 metabolitos biomarcadores envolvidos no metabolismo da glicose e com valor no
prognostico dos pacientes de LMA com citogenética normal. Entre esses 6
metabdlitos, glicerol-3-fosfato, lactato e citrato estavam diminuidos, enquanto
piruvato, 2-oxoglutarato e 2-hidroxiglutarato estavam aumentados no soro de LMA em
comparagao com o grupo controle. E por fim, o uso da metabolédmica tem levado a
avangos no desenvolvimento terapéutico da LMA, como o uso dos inibidores de
Isocitrato Desidrogenase (IDH) enasidenib e ivosidenib, fornecendo prova de recentes
trabalhos que exploram as vulnerabilidades metabdlicas das células cancerigenas
(Woijcicki; Kasowski; Sakamoto; Lacayo, 2020).

Diante do exposto, a utilizagdo da metabolébmica, pode ser util para a
compreensao das vias bioquimicas relacionadas as leucemias. No futuro, esses
padroes metabdlicos podem informar o desenvolvimento de biomarcadores nao
invasivos e atuar como modelos para o diagndstico precoce, melhorar a detecgéo de
pacientes com recaida e identificar pacientes com maior probabilidade de responder

ao tratamento.

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar, por meio de uma abordagem
analitica da metabolédmica global, diferengas nas assinaturas metabdlicas dos

pacientes com as leucemias agudas estudadas em relagao ao grupo controle.

3.1.1 Objetivos especificos

[) Identificar padroes metabdlicos diferenciadores entre os grupos: LLA vs.
grupo controle; LMA vs. grupo controle, como também entre os dois grupos das
leucemias agudas (LLA vs. LMA).

[I) Buscar a sua identidade molecular.

[II) Relacionar os metabdlitos apontados com as vias biolégicas envolvidas na

leucemogénese ou nas vias do cancer.
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IVV) Realizar avaliagdo longitudinal prospectiva dos metabdlitos encontrados em
diferentes tempos de coleta (TO, T1, T2, T3) para os dois grupos de pacientes
estudados (LLA e LMA).

3.2 Materiais e métodos

Este estudo esta vinculado ao projeto de pesquisa intitulado “Analise celular,
molecular e plasmatica, de biomarcadores de diagndstico, 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. Em anexo constam a carta de aprovagao do comité de ética
(ANEXO A) e carta de acesso a dados clinicos em formato eletrénico para fins de
pesquisa (ANEXO B).

Foi obtido a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXO C) de todos os participantes do estudo apds o devido esclarecimento dos
objetivos propostos pela pesquisa, enfatizando a participagao voluntaria, gratuita e a
livre deciséo de interromperem a participacédo no estudo.

O presente estudo é composto por duas fases de analise:

1) Estudo do tipo comparativo (caso-controle), no qual a comparagéao se faz
entre o grupo doente (LLA e LMA) e um grupo controle (sem as doengas estudadas).

2) Estudo longitudinal no qual a coleta dos dados é feita em determinado tempo.
O corte no tempo (T0) foi considerado o momento do diagndstico da doenga. Seguido
pelas coletas das amostras nos tempos T1, T2 e T3 que correspondem a
aproximadamente 7,14, 21 dias respectivamente, apds diagndstico (TO).

As analises instrumentais deste estudo foram realizadas no Laboratério do
Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria do Professor Dr. Marcone Augusto Leal

de Oliveira na Universidade Federal de Juiz de Fora, MG.

3.2.1 Delineamento experimental

Para um melhor entendimento, encontra-se abaixo um fluxograma

apresentando as etapas do presente estudo, Figura 8.
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3.2.2 Critérios de inclusao/exclusao

Os critérios de inclusdo dos pacientes com LLA e LMA neste estudo foram ter
o diagnéstico confirmado tanto laboratorialmente (hemograma e imunofenotipagem),
como pela avaliacédo clinica, para as respectivas doencas estudas, pelos médicos
hematologistas do Servico Hematolégico do Hospital das Clinicas da UFMG. Foram
excluidos do estudo pacientes com diagndstico de outros disturbios linfoproliferativos
como leucemia prolinfocitica, leucemia de células pilosas, linfoma esplénico com
linfécitos pilosos, leucemia plasmocitica, além dos linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin.
Estes dados foram obtidos a partir da consulta aos prontuarios dos pacientes.

Os critérios de inclusdo dos individuos que compdem o grupo controle foram:
ser voluntarios, saudaveis, ter auséncia de cancer (qualquer tipo), ndo ter histoérico
pregresso das doengas estudadas, como também nao apresentar sintomas de infegao
aguda ou outros sintomas gerais inespecificos como febre, calafrios, dor de garganta,

dor de cabeca, tosse, coriza e fraqueza no momento da coleta.



Figura 8 — Delineamento experimental
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3.2.3 Populacao estudada

A populagéo estudada foi composta por 27 individuos pertencentes ao grupo
doente com LLA e 26 individuos do grupo doente com LMA, selecionados a partir da
confirmagéo do diagndstico clinico e laboratorial.

A faixa etaria dos pacientes com LLA foi de zero a 67 anos (média = 15 anos e
mediana = 12 anos), 18 homens e 09 mulheres. Os subtipos com LLA obtidos a partir
da classificagdo da imunofenotipagem foram: subtipo LLA-B (n=24); e subtipo LLA-T
(n=3).

Para o grupo dos pacientes com LMA, a faixa etaria foi de um até 85 anos
(média = 42 anos e mediana = 38 anos), 11 homens e 15 mulheres. Os subtipos
classificados segundo resultado da imunofenotipagem foram: M0=02; M1=01; M2=05;
M3 (LPA)=06; M4=02; M5=09; e M7=01.

Os 32 individuos participantes do grupo controle foram voluntarios com faixa
etaria de 16 até 66 anos (média e mediana = 40 anos), 12 homens e 20 mulheres. Os
participantes do grupo controle foram, na sua grande maioria, trabalhadores da area
da saude do Hospital das Clinicas da UFMG o resumo da populagdo estudada

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Resumo da populacdo estudada

Grupo n Sexo Faixa etaria (anos) l\/é:ﬁlc?sr;a
LLA*
Subtipos:
LLA-B=24 o7  18M 00 a 67 12
LLA-T=03 09 F (7- 20)
LMA**
Subtipos:
LMA MO =02
LMA-M1 =01
MO = 26 11M 00 a 85 38
LMA-M2 =05 15 F (22-66)
LMA-M3= 06
LMA-M4= 02
LMA-M5= 09
LMA-M7=01
. 32 12M 16 a 66 40
Individuos controles 20 F (33-45)

Legenda: teste Qui-quadrado *valor-p<0,02 para idade entre grupo LLA vs. grupo controle. **valor-p
0,56 para idade entre grupo LMA vs. grupo controle. M(masculino), F(feminino). Mediana idade
representada no intervalo percentil 25 e75. Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.3.1 Protocolo do tratamento

Tratamento da LLA, conforme protocolo setorial do HC-UFMG n° 274 12 Versao:
junho de 2021. A partir dos resultados dos exames laboratoriais como por exemplo,
valor da global de leucécitos, contagem de blastos, marcadores de citogenética e
biologia molecular (BCR/ABL, MLL-AF4, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1) e a idade do
paciente € feita a estratificagdo do grupo de risco (baixo risco, risco intermediario e
alto risco). Alguns exemplos das principais drogas utilizadas em pacientes de baixo
risco sao: Fase de indugao prednisona, vincristina, daunoblastina, L-asparaginase. Na
fase de intensificacdo: ciclofosfamida, citarabina, 6-mercaptopurina. Fase de
consolidacdo: 6- mercaptopurina, metotrexate, leucovorin. O tratamento total
compreende 104 semanas.

As principais drogas utilizadas para a LMA: Fase indugdo metotrexate,
citarabina, tioguanina, etoposida e doxorrubicina. Para a LMA-M3, na fase de indugéo

ATRA (acido all-trans-retindico) e daunoblastina.

3.2.4 Coleta das amostras

As amostras biolégicas de pacientes participantes desse estudo foram
coletadas entre junho de 2020 até junho de 2022. Foram coletadas do mesmo
paciente, amostras seriadas de sangue periférico durante um periodo de tempo (~3
semanas). No qual foi considerado o ponto TO amostra colhida no diagndstico da
doencga, T1 (~7 dias apds diagnéstico), T2 (~ 14 dias apds diagnéstico) e T3 (~21 apds
diagndstico), para ambas as doengas estudadas. O numero de amostras obtidas para

cada tempo e para cada doencga esta descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Periodo e numero de amostras coletas para cada doenca

Periodo LLA LMA Total

TO (diagndstico) 27 26 53
T1 (~ 7 dias) 21 19 40
T2 (~14 dias) 20 18 38
T3 (~ 21 dias) 17 14 31

Fonte: Elaborado pelo autor.
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N&o foi possivel conseguir o mesmo numero de amostras para todos os tempos
de cada doenga, devido algumas circunstancias, como: em razdo da pandemia alguns
pacientes ndo permaneceram hospitalizados durante todo tratamento, alguns tiveram
intercorréncias graves no qual o acesso venoso foi prejudicado, outros estavam em
unidade de tratamento intensivo, quando o volume de amostra bioldgica coletada foi
de favorecimento para o exame hemograma em detrimento para a aliquota da

pesquisa e alguns foram a 6bito.

Coleta do Sangue:

As amostras de sangue venoso foram coletadas com sistema VACUETTE®
(Greiner Bio-One), sendo 4,0 mL (adultos) e 0,5 mL (criangas) em EDTA K3. As
amostras foram coletadas com tempo de jejum variado em fun¢do da dindmica do
horario de alimentagao dos pacientes dentro do ambiente hospitalar. As amostras de
sangue foram centrifugadas a 1000g, por 10 minutos a temperatura ambiente para
retirada do plasma sobrenadante. Aliquotas de 200 uL foram congeladas em tubo do
tipo eppendorf durante uma semana em freezer -20°C e posteriormente, transferidas

para um freezer -80°C até o momento do seu processamento.

3.2.5 Reagentes quimicos e consumiveis

- Metanol (alcool metilico absoluto HPLC, BIOGRADE®).

- Etanol grade gradiente LiChrosolv® (Merck®).

- Acetonitrila HPLC-S (hypergrade for LC-MS LiChrosolv®, Merck®)

- Acido férmico para LC-MS LiChropur® (Merck®)

- Padrao interno (F-Phe: p-Fluoro-DL-phenylalanine Sigma-Aldrich®), 240 mg/L em
metanol

- Agua ultrapura Tipo | (Ultra Purificador de agua Master System MS3000-
Gehaka®).

- Vials de vidro, fechamento com rosca 9-425, 12 x 32 mm, 2 mL, transparente, sem
tarja (Chromastore Comércio e Importacao Ltda).

- Insert de vidro, volume 150 pL, fundo cbnico, com mola de polipropileno
(Analitica).

- Coluna cromatografica: Kinetex® 5 um F5 100 A, 150 x 4,6 mm (modo separacéo

fase reserva).
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3.2.6 Preparo das amostras

Foi utilizado o protocolo de preparo de amostras, conforme reportado por
Delgado et al. (Delgado-Dolset; Obeso; Rodriguez-Coira; Tarin et al., 2022).

Primeiramente, as amostras foram descongeladas a frio (em banho de gelo)
por aproximadamente 2 horas. Apdés completo descongelamento, foram
homogeneizadas em agitador vortex. Em um tubo do tipo eppendorf foi colocado 100
ML de plasma com 300 pL de metanol:etanol (1:1, v/v) a frio (-20°C) e 20 pL do padrao
interno. O padréo interno utilizado foi a F-Phe, que foi adicionada em cada amostra
na mesma concentragcao para monitorar variagdes durante a analise, incluindo a etapa
de preparo da amostra. Em seguida, as amostras foram misturadas em vortex (30
segundos), mantidas em gelo por 5 minutos e centrifugadas a 16110 x g por 20 min a
4°C. Apos a centrifugacao foi transferido 100 puL de sobrenadante para insert, dentro
do vial, fechado com tampa de rosca e mantidas congeladas a -80°C até o momento
da realizacgao da analise no LC-MS.

O preparo e analise das amostras foram realizados em ordem aleatodria,
conforme definido pela fungédo de geragcdo de numeros aleatérios no Excel (Microsoft
Office 365), com objetivo de n&o dar preferéncia ou escolha intencional em nenhuma
amostra na hora do preparo e na sua analise instrumental. O fluxograma de trabalho

da etapa de preparo de amostra esta representado na Figura 9.

Figura 9 — Fluxo de trabalho da etapa de preparo das amostras de plasma

,
i

100 pL plasma + \/

300 pL metanol:etanol a frio
+ 20 pL F-Phe

Plasma Descongelamento 100 pL de sobrenadante

congelado -80°C a frio

Centrifugacéo 5
Vértex 16110 x g 20 min a 4°C (vial)

l LC-Ms

E i

- |

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.7 Preparo do branco e dos controles de qualidade (QC)

Para preparar o branco foi utilizado 100 yL agua ultrapura com 300 L
metanol:etanol (1:1, v/v) a frio (-20°C) e 20 yL do padréo interno (F-Phe). Um pool de
todas as amostras reunindo volumes iguais (5 uL) de plasma foi feito com a finalidade
de preparar aliquotas do controle de qualidade (QC). As amostras dos QC foram
preparadas igualmente como a dos pacientes. O objetivo de preparar os QC foi para

medir a estabilidade e desempenho analitico do sistema durante todas as corridas.

3.3 Andlise instrumental

As amostras de plasma foram analisadas usando um sistema Agilent HPLC
(série 1260 Infinity 1) acoplado a um sistema analisador de massas tipo quadrupolo-
tempo de voo (Q-ToF - MS 6530) (Agilent Technologies®), equipado com uma fonte
de ions do tipo electrospray de jato duplo (dual AJS ESI) com tecnologia de funil de
ions (Agilent Technologies®, EUA).

Para a separagao cromatografica, foi injetado 8 uL de cada amostra na coluna
de fase reversa Kinetex® 5 ym F5 100 A, 150 x 4.6 mm, Phenomenex Inc., EUA), a
40°C com eluigao gradiente. A taxa de fluxo foi ajustada em 0,6 mL/min, com parada
da corrida em 24 min. O gradiente de eluicdo envolveu uma fase movel consistindo
numa mistura das solugdes: (A) agua com 0,1% v/v de acido formico e (B) acetonitrila
com 0,1% v/v de acido férmico. O gradiente utilizado na separagdo cromatografica

encontra-se descrito na Tabela 3.

Tabela 3 — Programacéo da eluicdo gradiente utilizada na separacéo cromatografica

Tempo
. % Fase A % Fase B

(minutos)

0,00 min 99,0 1,0
15,00 min 1,0 99,0
19,00 min 1,0 99,0
19,50 min 99,0 1.0
24,00 min 99,0 1.0

Fonte: Elaborado pelo autor.



65

As amostras foram analisadas nos modos positivo e negativo em injegcdes
separadas, para cobrir metabdlitos catibnicos e anidnicos.

A voltagem do capilar (Vcap) foi ajustada em 3500 V para ESI (+) e 4000 V para
ESI (-), a voltagem nozzle foi ajustada para 500 V no modo negativo. A vazdo do gas
de secagem (N2) foi de 10 L/min a 330°C e o nebulizador de gas a 50 psi; a voltagem
do fragmentador foi de 175 V. As voltagens de radiofrequéncia do skimmer e octopole
foram ajustadas para 65 e 750 V, respectivamente. Os espectros de MS foram
coletados no modo centroide a uma taxa de varredura de 1,2 Hz. A janela de detecgao
de MS foi realizada em varredura ions (full scan) na faixa entre 50 a 1500 m/z para
ambos os modos.

O espectrometro de massas sistema Q-TOF foi calibrado usando solucdes
calibrantes de acordo com as especificagdes do fabricante. As massas de referéncia
para ESI (-) foram m/z = 68.99575800 / 112.98558700 /119.03632000 / 301.99813900
e para ESI (+) foram m/z = 121.05087300 / 922.00979800.

Com objetivo de medir a estabilidade do sistema analitico ao longo da
sequéncia analitica (modos positivo e negativo), as aliquotas de QCs foram injetadas
a cada 10 amostras. A sequéncia analitica para cada modo de aquisi¢cao foi de 243
injecdes, incluindo: 02 amostras branco (inicio e no final); 32 QCs (injetados no inicio
da sequéncia e apds cada 10 amostras do estudo); 177 inje¢des referentes ao grupo
doente (LLA e LMA nos seus respectivos tempos de coleta) e 32 corridas referentes
ao grupo controle. O controle do sistema LC-MS e a aquisicdo de dados foram
realizados usando o software Mass HunterMassHunter Workstation (versdo B.07.01,

Agilent Tecnologias, 2014)

3.4 Processamento dos dados e analises estatisticas

Os dados de LC-MS utilizados foram previamente convertidos ao formato
.mzXML com o software MSConvert (Chambers; Maclean; Burke; Amodei et al., 2012),
antes de serem submetidos ao processamento de dados. Foi realizada a otimizagao
dos parametros (detec¢ao dos features, agrupamento e alinhamento de tempos de
retencéo) através do pacote IPO (software estatistico R® versao 4.2.1).

Esses arquivos .mzXML foram entdo importados para a plataforma XCMS
Online, para detecgao de picos, agrupamento e alinhamento de tempos de retengao
(Smith; Want; O'maille; Abagyan et al., 2006), utilizando os parametros otimizados no
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pacote IPO, a fim de obter a matriz de dados a ser utilizada na analise estatistica Os
parametros utilizados no pré-processamento para identificar os molecular features por

LC-MS no plasma foram os seguintes: 1) Modo de aquisi¢cdo negativo: deteccéo de

features: método: centwave, ppm = 48; peakwidth = 9 a 106; prefilter peaks = 3,
prefilter intensity = 100, noise = 0. Correg¢ao do tempo de retengcédo: método obiwarp;

alinhamento: bw = 1; mzwid = 0.04; minfrac = 1,0; 2) Modo de aquisicéo positivo:

deteccao de features: método: centwave, ppm = 40; snthresh = 10, peakwidth = 10.4
a 94.6; mzwid = -0.045, prefilter peaks = 3; prefilter intensity = 270; noise = 0. Corregao
do tempo de retencdo: método obiwarp; alinhamento: bw = 1; mzwid = 0.04; minfrac
=1,0.

A matriz de dados obtida foi submetida a analises estatisticas multivariadas e
univariada com auxilio da plataforma MetaboAnalyst® versdo 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/).

Inicialmente os dados foram submetidos a analise estatistica multivariada, por
meio de métodos quimiométricos ndo supervisionados como PCA e métodos
supervisionados como PLS-DA e OPLS-DA. Posteriormente foi realizada analise
univariada por teste t de Student e fold-change, combinados através do grafico de
Volcano. A analise de cluster foi realizada através do agrupamento hierarquico do
heatmap. Foram selecionados os features moleculares discriminantes entre os grupos
utilizando a classificagao de Variable Importance Projection (VIP) e Volcano plot.

Para analisar as variaveis quantitativas, obtidas a partir do exame hemograma
e das dosagens séricas dos parametros bioquimicos, na sua distribuicdo de
normalidade (teste Anderson-Darling; teste Shapiro-Wilk; teste Kolmogorov-Smirnov)
e analise descritiva (média, mediana, amplitude, ANOVA, teste Kruskal-Wallis e Teste

de Dunn) foi utilizado o software Graphpad Prism® versao 9.0.0.

3.5 Identificacdo das entidades moleculares

A anotacao da identidade dos features foi construida através da busca do m/z
na base de dados da ferramenta online CEU Mass Mediator (CMM,
http://ceumass.eps.uspceu.es) juntamente com a plausibilidade bioldégica e sua
distribuicao isotopica (Agilent MassHunter Workstation Software - Qualitative Analysis

version 10.0). Outras plataformas de busca também foram utilizadas como o HMDB
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(https://hmdb.ca); PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) e KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes- https://www.genome.jp/kegg/).

Para considerar os metabdlitos como isétopos foi realizado teste de correlagao
de Pearson entre as intensidades dos features, através da ferramenta no Excel
(Microsoft Office 365). Foi considerado como forte correlagdo quando o valor do
coeficiente de correlagdo linear fosse R?> 0,90, avaliado através do grafico de

dispersao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas laboratoriais da populacdo de estudo

Com o objetivo de comparar o comportamento das variaveis (parametros do
exame hemograma e dos exames bioquimicos) ao longo do tempo como também
estudar a correlagdo com os features discriminadores obtidos do LC-MS, foi feita a
analise dos dados de cada grupo estudado (LLA e LMA), com seus respectivos tempos
de coleta. Os resultados do exame hemograma e dos exames bioquimicos, foram
obtidos através da consulta ao prontuario do paciente. As dosagens séricas avaliadas
do perfil renal foram: ureia, creatinina e acido urico; do perfil hepatico: ALT (alanina
aminotransferase); AST (aspartato aminotransferase); fosfatase alcalina e GGT

(gama-glutamil transferase) e a LDH (desidrogenase lactica) para avaliar dano celular.

4.1.1 Caracteristicas laboratoriais do grupo LLA

As comparagdes realizadas para os parametros do exame hemograma
mostraram que houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os
tempos avaliados (TO, T1, T2, T3) para os parametros: global de leucdcitos,
neutréfilos, linfocitos e blastos, conforme apresentado na Tabela 4. Essa diferenca é
mais observada quando comparado o TO (diagndstico) com os demais tempos (TO vs.
T1; TO vs. T2; TO vs. T3) e pode ser explicada em fungcdo do tratamento de
quimioterapia na qual a fase de indugéo visa eliminar o maior numero possivel de

células neoplasicas e, portanto, esperado a diminuigao no valor desses parametros.

Tabela 4 — Comparacédo das variaveis do exame hemograma do grupo LLA

Parametros TO T1 T2 T3 Valor-p
Global de leucécitos 80,21 2,90 1,36 2,20 <0052
(x 10%/uL) (10,52-197,00) (1,48 -5,21) (0,88-2,87) (0,80 -3,47) '
Neutrofilos 3,33 0,87 0,53 0,81 <0055
(x 10%/uL) (0,80 - 8,82) (0,41-1,52) (0,32-1,09) (0,47 -1,92) '
Linfécitos 4,92 1,03 0,66 0,72 <005°
(x 10%/uL) (2,56 - 9,00) (0,69 - 3,16) (0,38 - 1,18) (0,51-1,51) '
Blastos 54,54 2,18 19,87 <0.05 ¢
(x 103/pL) (7,93-157,80) (0,28 - 24,86) (0,11 - 39,63) '
Hemacias 2,82 + 0,81 203+052  288+031 276+0,39 (ns)®

(x 10%/uL)
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Hemoglobina (g/dl) ~ 847+222  842+144  847+112  833t115  (ns)®
- 24,1 24,8 25,7 24,2
0, L] L] il 1 e
Hematocrito (%) (183-290)  (220-289) (22.8-27.2) (229-269) ()
Plaguetas 46 49 105 91 (ns) ¢
(X 109/L ) (31 - 91) (19 - 119) (43 -149) (30 -214)

Legenda: Os valores entre parénteses sdo amplitude percentil 25% a 75% da mediana; valor sem
parénteses sdo as médias + SD. #P¢ dTeste de Dunn, estatisticamente significativo com valor-p<0,05.
aT0vs. T1; TOvs. T2; TOvs. T3; P TO vs. T2; ¢ TOvs. T1; TOvs. T2; TO vs. T3; 4 TO vs. T1. € Teste
ANOVA (ns) ndo significativo; (-) ndo constam dados. Fonte: Dados da consulta ao prontuério do
paciente, elaborado pelo autor.

Adiminuig¢do dos valores da global de leucdcitos, neutrdéfilos, linfocitos e blastos
€ esperado em fungdo da quimioterapia. Podemos observar que no T3 (~ 21 dias) a
contagem das células blasticas ndo aparece no exame hemograma, sinalizando
sucesso na primeira etapa do tratamento (fase de indugéo) a qual visa eliminar o maior
numero possivel de células neoplasicas presentes. A duragao da fase de indugao tem
duracdo de 4 semanas conforme protocolo do GBTLI = Grupo Brasileiro de
Tratamento da Leucemia na Infancia (Cazé; Bueno; Santos, 2010). Na analise do
parametro contagem de neutrofilos, os pacientes do estudo apresentaram valores
préximos de neutropenia, principalmente nos tempos (T1, T2 e T3). Neutropenia é
definida com uma contagem de neutrofilos <500/mm?® ou se estiver entre 500 e
1.000/mm?® com tendéncia a queda, sendo uma complicagao significativa e com risco
de vida, principalmente quando for acompanhada de febre. O tratamento da
neutropenia febril que € uma emergéncia oncoldgica com terapia precoce e eficiente
diminui significativamente a morbidade e mortalidade (Ozdemir; Tuyslz; Celik; Yantrl
et al., 2016).

Em relagdo ao comportamento dos exames bioquimicos para o grupo LLA foi
verificado que houve mudanca estatisticamente significativa (p<0,05) para os analitos:
acido urico, LDH, ALT, AST e a fosfatase alcalina, especialmente quando comprado o

TOvs. T1; TO vs. T2; TO vs. T3, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Comparacgéo das dosagens séricas do grupo LLA

Analito Bioquimico T0 T1 T2 T3 Valor-p
Uréia 28 31 35 39 (ns)*
(mg/dL) (19-36) (24-44) (27-58) (33-50)
Creatinina 0,61 0,58 0,56 0,38
(ns)*

(mg/dL) (0,47-0,81)  (0,30-0,70)  (0,38-0,68)  (0,35-0,63)
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Acido arico 5,2 2,3 2,6 2,0 <0,052
(mg/dL) 3.977) (1531  (L941)  (17-2.8)
1707 461
LDH (UIL) (657-3598)  (284-1331) - = 0,0209™
19 58 54 62 <0,05°
ALT (UIL) (14-45) (30-69) (33-120) (34-91)
43 40 32 24 b
AST (UIL) (34-74) (26-50) (23-41) (18-39) <0,05
. 151 102 97 79 ;
Fosfatase Alcalina (U/L) (96-298) (94-157) (63-137) (57-110) <0,05
50 60 57 74 .
GGT (VL) (26-142) (28-95) (39-66) (49-102) (ns)

Legenda: Os valores entre parénteses sdo amplitude percentil 25% a 75% da mediana. *Teste Kruskal-
Wallis e Teste Dunn; estatisticamente ndo significativo (ns). ** Teste Kruskal-Wallis estatisticamente
significativo valor-p <0.05. 2 b ¢ Teste de Dunn, estatisticamente significativo valor-p <0,05: 3T0 vs. T1;
TO vs. T2; TO2; TOvs. T3;2 TO vs. T3. ¢ TO vs. T3. (-) ndo constam dados. Fonte: Dados da consulta
ao prontuario do paciente, elaborado pelo autor.

O &cido urico é produzido principalmente no figado e é o produto final do
metabolismo das purinas. Células malignas contém uma carga pesada de produtos
de acido nucléico por causa de sua alta atividade celular e duplicacao. A liberagédo no
espaco intracelular de purinas dos acidos nucléicos e sua subsequente transformacgao
em acido urico levardo a quadro de hiperuricemia, definida por uma concentracao
sérica de acido urico igual ou superior a 6,8 mg/dL (Akkineni et al., 2014; Darmon
et al., 2008). O acido urico no soro € produzido pela quebra dos acidos nucléicos
celulares das células leucémicas e pode ser um marcador da agressividade da doencga
(Yamauchi et al., 2013). Apesar da diferenca estatistica observada, em nenhum dos
tempos avaliados houve aumento na concentragédo no sangue, acima do valor de
referéncia utilizado para acido urico, que € 3,5 a 8,5 mg/dL.

A enzima LDH €& uma enzima da via glicolitica responsavel pela aceleragao de
conversao do piruvato em lactato para produgdo de energia. Devido a rapida
proliferacdo e imaturidade das células tumorais, a LDH ¢ liberada devido a atividade
de multiplas citocinas e danos a membrana celular. Qualquer alteracdo no nivel de
lactato desidrogenase no sangue é um reflexo da presenga de dano celular. A
elevacdo da lactato desidrogenase encontrada em pacientes com leucemia
linfoblastica aguda esta relacionada com aumento da proliferagao e renovacao celular
(Walaa Fikry, 2017). Nossos achados para valores de LDH (mediana no TO = 1707
U/L e T1 = 461 U/L) estdo acima do valor de referéncia (V.R: 120 a 246 U/L),

confirmando que ha um dano celular nesses pacientes do grupo da LLA.
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Para as enzimas que avaliam a fungéo hepatica (ALT, AST e fosfatase alcalina),
somente a ALT apresentou pequena elevagao em relagéo ao valor de referéncia (ALT
V.R.: <50 U/L). AAST (V. R: 15 a 46 U/L) e a fosfatase alcalina (V.R.:0 a 9 anos: 55 a
425 U/L; 10 a 15 anos: 130 a 560 U/L; adultos: 38 a 126 U/L) ficaram dentro do
intervalo de referéncia, demonstrando assim que ndo ocorreram lesées maiores nas

células hepaticas nos tempos avaliados.
4.1.2 Caracteristicas laboratoriais do grupo LMA

A comparacédo dos parametros do exame hemograma para o grupo LMA nos
tempos TO, T1, T2 e T3 demonstrou que houve diferenca estatisticamente significativa
para os parametros: global de leucécitos, neutrofilos, promielocitos, mondcitos,
linfocitos, hemacias e hemoglobina, nos correspondentes tempos, de acordo com 0s

dados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Comparacéo das variaveis do exame hemograma do grupo LMA

Parametros TO T1 T2 T3 Valor-p
Global de Leucdcitos 21,06 1,59 1,52 1,19 <0052
(x103/ul) (6,19-77,41) (0,53-4,97) (0,53-3,82) (0,54-5,38) '
Neutroéfilos 1,69 0,29 0,45 0,69 <005
(x103/uL) (0,50- 9,46) (0,11-1,18) (0,02-1,18) (0,34-1,32) '
Promieldcitos 7,51 1,09 .
(x10%/L) (2,10-18,62)  (0,02-2.98) - - 0,0020
Mondcitos 1,27 0,17 0,09 0,12 <0.05¢
(x103/uL) (0,12-11,19) (0,03-0,71) (0,02-0,32) (0,05-0,66) '
Linfécitos 2,25 0,85 0,74 0,54 <0.05¢
(x103/uL) (0,72-5,03) (0,40-1,72) (0,39-1,15) (0,21-0,93) '
Blastos 7,25 1,55 6,39 0,51 (ns)
(x103/uL) (1,61-33,07) (1,46-6,37) (2,54-58,23) (0,15-5,81)
Hemécias 2,33 2,79 2,90 2,85 <0.05¢
(x10%/uL) (2,05-2,77) (2,36-3,17) (2,58-3,10) (2,46-3,21) '
Hemoglobina 6,9 7.8 8,2 8,5 <0.05¢
(g/dL) (6!0_7!9) (710_912) (715_819) (713_819) '
Hematécrito 20,6 24,7 24,5 24,7 (ns)
(%) (18,7-23,9) (20,4-27,6) (21,9-26,7) (21,2-26,9)
Plaquetas 32 49 32 97 (ns)
(x10%/uL) (19-46) (24-70) (13-108) (22-189)

Legenda: Os valores entre parénteses sdo amplitude percentil 25% a 75% da mediana. #P¢%¢ Teste
de Dunn, com valor-p<0,05: 2 TO vs. T1; TO vs. T2; TO vs. T3; ® TO vs. T1; TO vs. T2; ¢TO vs. T2;
9TOvs. T3;¢ TO vs. T2; TO vs. T3. *Teste Wilcoxon. (ns) estatisticamente nio significativo (-) ndo
constam dados. Fonte: Dados da consulta ao prontuério do paciente, elaborado pelo autor.
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A diminuicdo quantitativa dos parametros global de leucdcitos, neutroéfilos,
promieldcitos, mondcitos, linfécitos, hemacias e hemoglobina nos tempos avaliados é
esperado no contexto hematolégico da LMA em fungdo da quimioterapia,
especialmente na fase inicial do tratamento (fase de indug&o), na qual altas doses de
quimioterapicos sao utilizados com o objetivo de atingir a remissdo morfoldgica
completa das células “doentes” e como consequéncia clinica ha a presenca de
citopenias devido a mielossupressdo hematoldgica. Diferentemente da LLA, foi
observado na LMA uma severa neutropenia (contagem de neutréfilos <600/mm?3) nos
tempos T1 e T2, induzida pelos diferentes quimioterapicos administrados em ciclos
consecutivos para obter um resultado favoravel. Além disso, a presenca de
neutropenia predispor os pacientes a infecgdes graves na corrente sanguinea por
bactérias gram-negativas e cocos gram-positivos (Syrjala; Ohtonen; Kinnunen; Raty
etal., 2010). A presengca de anemia (observada pela diminuicdo de heméacias e
hemoglobina) é uma frequente complicagdo observada nos pacientes com cancer e
em tratamento quimioterapico. A causa da anemia nesses pacientes é multifatorial, e
para muitos deles a deficiéncia de ferro € o mecanismo dominante (Naoum, 2016).

Em relagdo a comparacgao das dosagens bioquimicas, somente o analito sérico
acido urico apresentou diferenga estatisticamente significativa entre os tempos
avaliados, como apresentado na Tabela 7. Mesmo assim, em nenhum dos tempos

avaliados, verificou-se um quadro de hiperuricemia.

Tabela 7 — Comparacdo das dosagens séricas do grupo LMA

Analito bioquimico TO T1 T2 T3 Valor-p
Uréia 33 27 28 22 (ns)
(mg/dL) (25-44) (17-38) (18-41) (15-41)
Creatinina 0,68 0,52 0,53 0,61 (ns)
(mg/dL) (052-0,82)  (0,38-0,67) (0,41-0,64)  (0,34-0,80)
Acido arico 4,4 2,4 1,9 3,2 <0.05
(mg/dL) 2857 (1436 (0937  (2,9-35) :
844 440 865
LDH (UIL) (500-1864)  (230-2751)  (635-1912) NC (ns)
24 32 30 27
ALT (UIL) (17-35) (15-60) (20-67) (16-52) (ns)
38 32 32 31
AST (UIL) (26-47) (26-43) (22-54) (19-55) (ns)
92 100 126 112

Fosfatase Alcalina (U/L) (74-160) (72-155) (91-200) (74-154) (ns)
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73 218 122 131 (ns)
(47-224) (48-271) (54-287) (45-170)

Legenda: Teste de Dunn estatisticamente significativo valor-p<0,05. 2TO vs. T1; (ns) estatisticamente
nao significativo). Fonte: Dados da consulta ao prontuario do paciente, elaborado pelo autor.

GGT (U/L)

4.2 Analise metabolémica global

A partir da analise metabolémica global por LC-MS e apos etapas de tratamento
dos dados, foram geradas na plataforma do XCMS Online, duas matrizes de dados,
sendo uma para cada modo de aquisigado (negativo e positivo). A aquisicao dos dados
no modo negativo gerou 4.241 features e no modo positivo gerou 6.688 features.

Com a finalidade de explorar os dados e buscar respostas para os objetivos do
estudo, foram realizadas analises estatisticas dos dados em trés grupos, conforme
abaixo:

1° Grupo: LLATO (n=27) vs. CTRL (grupo controle n= 32)

2° Grupo: LMATO (n= 26) vs. CTRL (grupo controle n=32)

3° Grupo: LLATO (n=27) vs. LMATO (n=26)

Inicialmente na matriz original dos dados foram detectados 3,7% de missing
values (valores ausentes). Na sequéncia foram removidos os features com valores
ausentes em >50% das amostras, sendo que os demais valores faltantes foram
substituidos por 1/5 do menor valor positivo de cada variavel. Posteriormente, foram
removidos os features com CV > 25% em relagéo aos valores de area de pico nos
QCs. Com isso, foram removidos 8.884 features, portanto as analises estatisticas
foram realizadas com os 2.025 features restantes. O objetivo da filtragem de dados é
identificar e remover variaveis que provavelmente nao serao uteis ou confiaveis ao
modelar os dados. A normalizacdo das amostras foi feita pela mediana, a fim de
minimizar o erro sistematico nos dados (Mastrangelo; Ferrarini; Rey-Stolle; Garcia
et al., 2015). Em seguida, foi aplicada a transformacao logaritmica (base 10) para
corrigir a heterocedasticidade, reduzir o impacto de outliers e converter os dados em
uma distribuicdo mais normal (Van Den Berg; Hoefsloot; Westerhuis; Smilde et al.,
2006). O escalonamento utilizado foi por Pareto, onde os valores das variaveis sao
centrados na média e divididos pela raiz quadrada do desvio padrao.

O objetivo da normalizagao de dados é reduzir qualquer viés sistematico dentro

de um determinado conjunto de dados e melhorar a consisténcia geral dos dados para
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que comparagdes bioldgicas significativas possam ser feitas. A transformagédo dos
dados € um método para alterar variaveis para que exibam uma distribuicdo mais
normal ou Gaussiana. O escalonamento dos dados visa tornar as variaveis
comparaveis entre si sendo util quando as variaveis sdo de ordens de magnitude muito
diferentes (Xia; Wishart, 2016).

A analise exploratéria inicial dos dados foi realizada através do grafico de
escores da PCA, com todas as amostras do conjunto de dados, apresentado no

Grafico 1.

Gréfico 1 — Grafico de escores por PCA construido com amostras dos grupos

doentes (LLA (TO) e LMA (T0)), grupo controle e amostras do controle de qualidade
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Legenda: CTRL: grupo controle; LLA_TO: grupo com leucemia linfoblastica aguda; LMA_TO: grupo com
leucemia mieloide aguda; QC: controle de qualidade. Fonte: Elaborado pelo autor.

O resultado dessa analise por PCA mostra que existe separagao entre o grupo
controle (CTRL), o grupo doente (LLA e LMA) e amostras de QC. Também é possivel
visualizar a estabilidade analitica do equipamento através do forte agrupamento do
QC, que possui informacdes representativas de todas as amostras. Nao é possivel
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verificar na analise do PCA uma clara separacao entre as duas leucemias estudadas,
LLA e LMA, e ha sobreposi¢cdo de algumas amostras de leucemias com o grupo
controle. O objetivo desse modelo foi mostrar uma analise geral, exploratéria dos
dados. Faz-se necessario a utilizagcdo de modelos de analise supervisionados como o
PLS-DA e OPLS-DA, além de outras estratégias estatisticas, como a separagéo dos

grupos, para melhor classificagdo das amostras e dos features diferenciadores.
4.3 Grupo pacientes LLA
4.3.1 Analises Estatisticas do grupo: LLA vs. controle

O resultado do PCA demonstrou uma maior separagdo do grupo controle
(CTRL) e uma sobreposic¢ao parcial de algumas amostras de LLA (T0), demonstrando

assim que ha uma variabilidade dentro do grupo doente.

Grafico 2 — PCA controle vs. LLA TO

Scores Plot

o CTRL
o LLA_TO
o QC

30
|

o
© oQ
® o
S 4 O 0 (@) ©)
o

PC2(85%)

-30 -20 -10 0 10 20 30

PC 1 (50.2 %)

Legenda: CTRL: grupo controle; LLA_TO: grupo com leucemia linfoblastica aguda no tempo zero de
coleta; QC: controle de qualidade. Fonte: Elaborado pelo autor.

Na sequéncia de anadlise, os resultados foram avaliados pelo método
multivariado supervisionado PLS-DA (Grafico 3), onde foi possivel visualizar uma
separacgao satisfatéria entre o grupo controle e o grupo doente. Para testar a validade

do modelo construido foi utilizado o teste de validagao cruzada, apesar da analise da
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plataforma do MetaboAnalyst sugerir 05 componentes, ja é possivel com 03
componentes principais obter um modelo altamente preditivo com os valores dos
parametros de R?= 0,90 e Q? = 0,79, conforme demonstrado na validagéo cruzada no
Grafico 4.

Gréfico 3 — Modelo de Andlise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais
(PLS-DA) entre o grupo controle (CTRL) e grupo doente (LLA TO)
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Legenda: CTRL: grupo controle; LLA_TO: grupo com leucemia linfoblastica aguda no tempo zero de
coleta. Fonte: Elaborado pelo autor
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Gréfico 4 — Classificagdo do modelo PLS-DA pela validacdo cruzada
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Legenda: Parametros de qualidade obtidos a partir da validagdo do modelo, com 03 componentes

principais (*) R?= 0,90 (variagdo explicada pelo modelo) e Q%= 0,79 (previsibilidade do modelo de
predicdo). Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir do modelo de PLS-DA foram selecionados 30 features com valores de
VIP >2.0, responsaveis pela separacao e discriminagao entre os dois grupos, sendo
08 do modo aquisicdo negativo e 22 do modo aquisigcdo positivo, todos com

intensidade aumentada no grupo LLA (T0), demostrado no Grafico 5.

Grafico 5 — Valores dos 30 metabdlitos como maiores VIPs identificados no modelo
de PLS-DA para o grupo controle (CTRL) e grupo doente (LLA TO)
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Legenda: CTRL: grupo controle; em azul menor intensidade dos metabdlitos. LLA_TO: grupo com
leucemia linfoblastica aguda tempo zero de coleta; em vermelho metabdlitos com maior intensidade.
Abreviaturas:LysoPE(14:1):lisofosfatidiletanolamina(14:1);LPEO-20:4:2-(8-[3]-ladderane-octanyl)-sn-
glycerphosphoethanolamine; CDP-DG(22:6/20:2): citidina difosfato diacilglicerol; PA: acido fosfatidico.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Outro resultado obtido a partir da analise estatistica univariada foi o Volcano
Plot que combina resultados da analise do Fold Change (FC) e Teste T em um unico
grafico. O fold change tem o objetivo de comparar os valores absolutos de alteragdes
entre as médias dos dois grupos (grupo controle e grupo doente). O valor de fold
change foi considerado acima do threshold de 2 e valor-p menor que 0,01 com
corregdo para False Discovery Rate (FDR). Foram obtidos 76 features com

intensidade diminuida e 259 com intensidade aumentada, apresentados no Grafico 6.

Grafico 6 — Volcano plot aplicado aos dados das amostras do grupo controle (CTRL)
e grupo doente (LLA TO)
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Legenda: Cada ponto no grafico representa um molecular feature. Os pontos vermelhos indicam
intensidade aumentada e os pontos azuis intensidade diminuida. Os pontos cinzas representam a nao
distingdo entre os grupos. Fonte: Elaborado pelo autor.

Verificamos que os 30 metabdlitos classificados pelo modelo PLS-DA (VIP>2,0)
estavam igualmente destacados como discriminantes na analise univaridada do

Volcano Plot, conforme analise realizada através do diagrama de Venn, Grafico 7.
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Gréfico 7 — Diagrama de Venn para os features moleculares discriminantes obtidos
pelo PLS-DA e pelo Volcano plot para LLA (TO) vs. CTRL

user_list1

user_list2

Legenda: User_listl: sdo os 30 metabolitos com indice VIP (>2.0) apontados pelo modelo PLS-DA.
User_list2: sdo os 335 metabolitos classificados no Volcano Plot. Fonte: Elaborado pelo autor.

A anotacdo da identidade dos features foi construida através da busca do m/z
na base de dados da ferramenta online CEU Mass Mediator (CMM,
http://ceumass.eps.uspceu.es) juntamente com a plausibilidade bioldgica e sua
distribuicao isotopica (Agilent MassHunter Workstation Software - Qualitative Analysis
version 10.0). As caracteristicas dos 30 principais metabdlitos diferencialmente

abundantes no modo de polaridade negativa e positiva sdo mostradas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Caracterizacdo dos 30 metabdlitos plasmaticos diferenciadores entre o grupo doente LLA (TO) e grupo controle

. Massa . .
N.° dentidade Classe quimica ”.“’Z exata Erro R.T Formula fon aduto Indice FC p-valor | Intensidade
Postulada experimental (Da) ppm | (min) | molecular VIP
1 tAigi'ggs?r'“co Imunossupressor 283.0399 | 284.0579 | 38 | 7.50 | CioH1zN4O4S | [M-HJ 2.3569 | 42.718 | 4.75E-05 1
2 (Ecsi';‘)gos'”a Esfingolipidios 320.2303 | 285.2668 | 21 | 13.91 | C17HasNO; [M+CIJ" 2.4586 | 117.88 | 5.18E-07 1
3 | Meticilina f\”tlb'o.t'cos B- 379.1150 | 380.1042 | 48 | 7.61 | Ci7H20N206S | [M-HJ" 2.4421 | 38.161 | 5.81E-05 1
actamicos
Se-
4 adenosilseleno Nucleosideo 431.0770 432.066 42 6.96 | CisHxoNsOsSe | [M-HJ 2.4993 | 46.051 | 4.14E-05 1
homaocisteina
g | Fluoroguinolona | Quinolonas e 436.1364 | 401.1751 | 20 | 7.36 | CaHaFNsOs | [M+CI) 2.3062 | 14.471 | 0.000807 1
(moxifloxacino) derivados
6 Acido taurocdlico | Acidos biliares 514.2826 515.2917 9.99 | CzH4sNO7S [M-H] 2.1824 | 45.67 | 1.81E-08 1
7 | Acido taurocdlico | Acidos biliares 515.2856 515.2917 9.99 | CzsHisNO-S [M-H] 2.2329 | 42.262 | 3.04E-08 0
8 | Acido taurocélico | Acidos biliares 516.2841 | 515.2917 9.99 | CzHasNO;S [M-HJ 2.4583 | 59.472 | 1.81E-08 1
9 | Propionilcarnitina | Acil lipidio 218.1307 | 217.1314 | 37 | 6.41 | CioH1sNOs4 [M+H]* 2.3227 | 12.028 | 1.32E-06 1
10 | LysoPE(14:1) Glicerofosfolipidios | 424.2324 | 423.2386 | 32 | 7.10 | CyeHssNOP [M+H]* 2.8942 | 129.3 | 2.58E-09 1
Gangliosideo
GAl/ o )
11 | Gangliosideo Esfingolipidios 4265791 | 1254.7812 | 38 | 7.49 | CeoH11aN2Op3 | [M+2H+Na]** | 2.649 | 156.54 | 2.31E-08 1
GB4
12 | LPE 0-20:4 Glicerofosfolipidios | 488.3213 | 487.3063 | 16 | 7.67 | CasHasNOGP [M+H]* 2.3085 | 33.087 | 1.88E-08 1
13 ég!g;’mfa“d'co Glicerofosfolipidios | 531.2930 | 508.3165 | 25 | 7.27 | CasHasOsP [M+NaJ* 2.1266 | 30.917 | 1.86E-06 1
CDP-
14 | diacilglicerol Glicerofosfolipidios 539.2902 1077.5456 | 21 7.09 | Cs4HgsN3O1sP2 | [M+2H]?* 2.791 | 79.41 | 4.28E-12 1
(CDP-DG)
CDP-
15 | diacilglicerol Glicerofosfolipidios 539.7913 1077.5456 | 21 7.09 | Cs4HgsN3O1sP2 | [M+2H]?* 2.3978 | 43.126 | 1.81E-08 1
(CDP-DG)
16 | Desconhecido 547.2854 7.61 2.204 | 50.024 | 9.66E-08 1
17 ggﬁ;?écyp””"' Acidos biliares 555.3063 532.307 | 19 | 7.27 | CarHas0sS [M+Na]* 2.3108 | 29.187 | 1.12E-06 1
18 | LysoPE(14:1) Glicerofosfolipidios 571.3018 7.10 | CigH3sNO,P [M+H]* 2.2192 | 32.521 | 1.23E-06 1
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19

CDP-
diacilglicerol
oxidado
(CDP-DG)

Glicerofosfolipidios

606.3336

1193.6505

20

7.67

Cs7H101N3O19P2

[M+H+NH4]%*

2.1353

30.436

1.88E-08

20

CDP-
diacilglicerol
oxidado
(CDP-DG)

Glicerofosfolipidios

607.3363

1193.6505

20

7.67

Cs7H101N3O19P2

[M+H+NH4]%*

2.1355

32.75

4.76E-06

21

Acido fosfatidico
oxidado

Glicerofosfolipidios

613.2779

574.3271

20

7.07

C29Hs5104P

[M+K]"

2.2945

58.523

1.88E-08

22

CDP-
diacilglicerol
oxidado
(CDP-DG)

Glicerofosfolipidios

653.3077

1193.6505

20

7.67

Cs7H101N3O19P2

[M+H+NH4]%*

2.1754

34.259

2.59E-07

23

Gangliosideo
GD1b
(d18:1/26:0) /
Gangliosideo
GDla
(d18:1/26:0)

Glicoesfingolipidios

658.0236

1948.102

18

9.18

Co3H165N3039

[M+2H+Na]®*

2.1168

19.908

3.08E-07

24

Gangliosideo
GM1
(d18:0/12:0)

Glicoesfingolipidios

743.3894

1462.8032

14

7.30

CossH122N203;1

[M+H+Na]?

2.097

21.608

1.88E-08

25

Desconhecido

763.9821

7.65

2.1657

36.668

6.87E-08

26

Desconhecido

774.0005

7.90

2.2314

24.462

6.07E-09

27

Desconhecido

774.2006

7.90

2.3549

42.002

6.75E-09

28

Desconhecido

823.0230

7.68

2.2661

71.128

1.12E-06

29

Desconhecido

823.2234

7.68

2.2129

92.205

1.66E-05

> |> > > |—

30

Desconhecido

861.1902

7.65

2.1545

17.424

1.71E-08

1

Legenda: RT: tempo de retencdo; VIP: variable importance for the projection; FC:

fold change. 1 intensidade aumentada no grupo LLA (TO). Abreviaturas:
LysoPE(14:1): Lisofosfatidiletanolamina(14:1);LPEO-20:4:2-(8-[3]-ladderane-octanyl)-sn-glycerphosphoethanolamine; CDP-DG, citidina difosfato diacilglicerol.
Os compostos n° 07 e 08 sdo is6topos do composto n°06, confirmados no teste de correla¢éo Pearson R2>0,90. Fonte: Elaborado pelo autor.
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O percentual de distribuicdo das classes foi de 50% de lipidios que se
enquadram em quatro categorias (acil lipidio, esfingolipidios, glicerofosfolipidios e
glicoesfingolipidios), 13% de acidos biliares; 10% de medicamentos, 3% de
nucleosideo e 24% de ‘desconhecidos’. Os features moleculares que permaneceram
desconhecidos foram espécies para as quais as buscas nos bancos de dados
metaboldmicos ndo retornaram nenhum resultado com plausibilidade biolégica que
fosse compativel com o m/z de alta resolugcéo e com o padrao de distribuigao isotdpica.
Nesse estudo os seguintes lipidios apresentaram-se elevados nos pacientes com LLA
quando comparado com o0 grupo controle: propionilcarnitina; esfingosina;
LysoPE(14:1); CDP-DG(22:6/20:2); LPE 0-20:4; acido fosfatidico (22:0); acido
fosfatidico oxidado (PA); CDP-diacilglicerol oxidado (CDP-DG) e gangliosideo
GA1/GB4; Gangliosideo GD1b/GD1a e gangliosideo GM1. O plasma contém milhares
de espécies moleculares lipidicas distintas que se enquadram em seis categorias
principais, incluindo acil lipidios, glicerolipidios, glicerofosfolipidios, esfingolipidios,
esterdis e prendis. A ligagao entre os lipidios e as varias doengas tém provocado um
crescente aumento na compreensao das diversas fungdes dos lipidios em muitas vias
metabdlicas celulares. Além de seu papel como blocos de constru¢ao de membranas
de células e organelas e como entidades de armazenamento de energia, os lipidios
desempenham fun¢des importantes na sinalizagéo celular e na regulagédo metabdlica
(Quehenberger; Armando; Brown; Milne et al., 2010). Nas leucemias agudas nas quais
proliferam na medula éssea um grande numero de células imaturas (blastos) ha um
envolvimento maior do numero de acidos nucléicos, proteinas e lipidios. Células
cancerigenas apresentam alteragbes especificas em diferentes aspectos do
metabolismo dos lipidios, especialmente dos acidos graxos. Os acidos graxos, sendo
o bloco de construgao dos lipidios, além da fungdo de armazenamento e sinalizagao
de lipidios, funcionam como recurso energético. A oxidagao de acidos graxos tem sido
descrita como um mecanismo usado pelas células leucémicas para gerar energia e
sobreviver sob condigdes de estresse metabdlico, sugerindo que a alta demanda
metabdlica de proliferacao celular requer o uso de multiplos substratos nos processos
metabdlicos (Musharraf; Siddiqui; Shamsi; Naz, 2017). Alguns tipos de cancer,
incluindo o de mama e de prostata mostraram aumento na expressao da enzima acido
graxo-sintase (FASN) o que sugere que a sintese de acidos graxos desempenha um
papel importante na patogénese do cancer. Assim como, existem varios estudos que

relacionam a [-oxidagdo com cancer. A oxidagcao de acidos graxos € uma via
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dominante para geragao de energia no cancer de préstata e tem sido associada a
promogao de tumores no cancer de pancreas (Santos; Schulze, 2012). Além disso,
também foi demonstrado que as células leucémicas oxidam os &acidos graxos,
promovendo uma mudanga na produgcdo de ATP (adenosina trifosfato) pela
preferéncia metabdlica da glicolise, mudando da oxidagao do piruvato para a oxidagao
dos acidos graxos. A ativagéo da -oxidagéo pode ser crucial para apoiar a viabilidade
das células cancerigenas durante periodos de estresse energético (Samudio;
Harmancey; Fiegl; Kantarjian etal.,, 2010). No entanto, quando as células
hematopoiéticas sao estimuladas a proliferar, comprometem-se com a sintese lipidica,
suprimindo a oxidacdo. A capacidade de suprimir a oxidacdo é necessaria para que
estas células atinjam taxas maximas de proliferagdo (Deberardinis; Lum; Thompson,
2006). Nos nossos achados encontramos os lipidios acido fosfatidico oxidado e CDP-
diacilglicerol oxidados com intensidade aumentada nos pacientes com LLA.

Outro metabdlito com intensidade aumentada foi o acido fosfatidico. O acido
fosfatidico (PA) é um lipidio segundo mensageiro que participa de varios processos
intracelulares e eventos de sinalizagédo, sendo gerado pela fosfolipase D (PLD) que
catalisa a hidrdlise da fosfatidilcolina em PA e colina. O PA contribui para a ativacao
do mTOR (do inglés-mammalian target of rapamycin) sua ativagado permite que as
células continuem a proliferar e evitem apoptose (Foster, 2009).

Mudangas no metabolismo lipidico que desequilibram os niveis de saturagao
dos acidos graxos da membrana influenciam na sua estrutura e fluidez, de onde se
originam muitas cascatas de sinalizagdo celular. Como consequéncia, a transdugao
de sinal aberrante pode aumentar a proliferacdo e sobrevivéncia de células
progenitoras hematopoiéticas. Por exemplo, a hidrélise da ceramida produz
esfingosina, cuja fosforilagdo produz esfingosina-1-fosfato que regula o crescimento
celular e suprime a morte celular programada (Stefanko; Thiede; Ehninger; Simons
et al., 2017). Nosso estudo demonstrou aumento da intensidade de esfingosina no
plasma dos pacientes.

Gangliosideos sao glicoesfingolipidios (GSLs) contendo acido sialico e
fornecem uma parte significativa dos glicanos constituintes das membranas celulares
(Kolter, 2012). Estes metabdlitos estao localizados principalmente na camada externa
da membrana plasmatica das células dos vertebrados. Essas moléculas sialiladas
estdo envolvidas em muitos processos fisiolégicos, incluindo crescimento,

diferenciacdo, migracdo e apoptose, através da modulacdo de processos de
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sinalizagdo celular e interagcdes célula-célula (Vilcaes; Garbarino-Pico; Torres
Demichelis; Daniotti, 2020). Mudangas na expressdo de certas espécies de
gangliosideos ocorrem durante a proliferacdo, diferenciacdo e ontogénese celular
(Daniotti; Lardone; Vilcaes, 2016). Altas concentragdes de GD1a estdo presentes em
tecidos extraneurais, como nos eritrécitos, camada leucocitaria, medula 06ssea,
testiculos, bago e figado, enquanto diferentes GSLs estdo em quantidades elevadas
em outros tecidos, como por exemplo, GM4 no rim, GM2 na medula 6ssea, GM1 nos
eritrocitos e GM3 no intestino (Xu; Barnes; Sun; Grabowski, 2010). No entanto, a
expressao aberrante e elevada de gangliosideos também foi observada em diferentes
tipos de células cancerigenas, promovendo assim a sobrevivéncia do tumor. Tumores,
como melanoma, cancer de pulmdo, sarcoma e neuroblastoma, expressam
gangliosideos GD3, GM2 e GD2 em niveis mais elevados do que o tecido normal
correspondente. Os tumores liberam gangliosideos para o meio extracelular, povoam
o microambiente juntamente com outros GSLs biologicamente ativos. Eles tém o
potencial de se transferir para diferentes células do sistema imunoldgico, modificar a
composicao de sua membrana e induzir modificacdes que modulam a imunidade inata
e adaptativa, favorecendo assim, o escape do tumor (Daniotti; Lardone; Vilcaes,
2016).

Outra classe de metabdlitos identificada aumentada no plasma dos pacientes
com LLA foram os acidos biliares: acido taurocélico e 5beta-Cyprinol sulfate. Os acidos
biliares sdo originalmente conhecidos como detergentes para facilitar a digestao e
absorcao de lipidios. O conhecimento sobre sua fungéo foi estendido, considerando
que sinais diferenciais emitidos por varios perfis de acidos biliares podem produzir
caracteristicas fisiopatolégicas distintas, participando assim na ocorréncia e
desenvolvimento de tumores. Isso ocorre, por exemplo, ha angiogénese do cancer de
figado e na metastase do cancer colorretal, gastrico e cancer de mama. Alguns tipos
de acidos biliares sdo moléculas pro-inflamatérias devido a sua capacidade de
estimular a secre¢ao de uma variedade de citocinas e quimiocinas, mostrando que a
desregulacéo dos acidos biliares esta envolvida na regulacdo da inflamagao e da
imunidade (Fu; Yu; Xu; Yu, 2022).

Outro metabdlito aumentado na LLA foi o nucleosideo Se-
adenosilselenohomocisteina. Em humanos, o Se-adenosilselenohomocisteina
participa de diversas reagbes enzimaticas. Em particular, o Se-

adenosilselenohomocisteina pode ser convertido em selenohomocisteina e adenosina
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através da sua interagdo com a enzima adenosilhomocisteinase, que esta envolvida
no metabolismo do selenoaminoacido (Wishart; Guo; Oler; Wang et al., 2022). Em
razdo dos pacientes estarem hospitalizados para tratamento da leucemia e suas
complicagdes clinicas, foram detectados alguns medicamentos no plasma desses
pacientes pertencentes a classe dos antibiéticos B-lactdmicos e um medicamento
imunossupressor analogo da purina (acido 6-tioinosinico). Provavelmente sua
deteccéo foi devido ao uso de algum medicamento analogo ou metabdlitos de purina
utilizado no tratamento da LLA, como por exemplo a citarabina. Ndo conseguimos
determinar a identidade quimica de 7 features (24%), nomeados como

‘desconhecidos’, com seus respectivos valores de m/z e RT descritos na Tabela 8.

4.3.2 Analises Estatisticas para os diferentes tempos de coleta do grupo LLA (TO,
T1, T2, T3)

Foi construido um grafico de Heatmap com a finalidade de identificar
visualmente possiveis tendéncias nos niveis dos metabdlitos ao longo do tempo de
coleta (TO, T1, T2 e T3) das amostras do grupo doente de LLA. O resultado dessa

analise esta demonstrado no Grafico 8.
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Gréfico 8 — Mapa de calor (heatmap) dos 25 metabdlitos mais relevantes selecionados a partir do PLS-DA para o grupo LLA nos
tempos TO, T1, T2e T3
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Legenda: A cor vermelha estd associada com maior intensidade e a cor azul associada com menor intensidade dos metabdlitos. No lado direito do mapa nas
linhas, esta a relacdo dos metabdlitos. No lado esquerdo esta o dendrograma e na parte inferior do mapa a identificagdo das amostras. Abreviaturas:LPEO-
20:4:2-(8-[3]-ladderane-octanyl)-sn-glycero-3-phosphoethanolamine; LysoPE(14:1):lisofosfatidiletanolamina(14:1); CDP-DG(22:6/20:2): citidina difosfato
diacilglicerol. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Grupo pacientes LMA — artigo submetido
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Resumo

Objetivo: A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenca maligna agressiva e
heterogénea das células progenitoras hematopoéticas. O fenétipo da LMA resulta de
uma combinacdo de mutacdes oncogénicas, modificacdes epigenéticas e disturbios
metabdlicos.

Materiais e métodos: Realizamos o estudo do perfil metabolémico no plasma de
pacientes com LMA (n=26) comparado a um grupo de controles saudaveis (n=32),
utilizando abordagem da metabolémica untargeted através da cromatografia liquida
seguida de espectrometria de massas (LC-MS). Analises estatisticas quimiomeétricas
(PCA e PLS-DA) e analise univariada Volcano plot foram utilizadas para selecionar os
metabdlitos discriminadores entre os grupos. Adicionalmente, realizamos coletas
seriadas durante intervalo de tempo (~3 semanas) para avaliar perfil metabdlico
durante o curso da doenca, o que foi feito utilizando analise de agrupamento
combinada com heatmap. Resultados: Os achados demostraram 30 principais
metabdlitos com intensidade aumentada no grupo LMA quando comparado ao grupo
controle. Pertencentes a classe dos lipidios (esfingolipidios; acidos graxos e
glicerofosfolipidios), acidos biliares, aminoacidos, nucleosideos, medicamentos e
alguns ainda desconhecidos. A partir do heatmap 25 principais metabdlitos
apresentando intensidade diminuida nos pacientes com LMA relacionados a classe
dos &cidos dicarboxilicos e leucotrienos (leucotrienos B4 / B5) e com intensidade
aumentada acido taurocélico; esfingosina C17; derivados da vitamina D e &cido

fosfatidico. Concluséo: O estudo mostrou evidéncias da relacdo desses metabolitos
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com as vias biologicas relacionadas nos processos da regulacdo imunolégica como a
inflamacgé&o, atuacao nas cascatas de sinalizacdo RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT, (mnTOR),
na angiogénese, processos de sinalizacao celular, metabolismo energético celular e
da microbiota intestinal.

Palavras-chaves: metabolémica, cromatografia liquida-espectrometria de massas;

leucemia mieloide aguda; vias metabdlicas.

1 INTRODUCAO

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenca maligna agressiva e
heterogénea das células progenitoras hematopoéticas que resulta em alteracdes
guantitativas e qualitativas das células sanguineas, como hemacias, plaquetas e
leucaocitos, impulsionadas pelo acumulo de anormalidades genéticas e epigenéticas
(1). Essas alteracdes genéticas perturbam a diferenciacdo normal e/ou causam a
proliferacdo excessiva de células leucémicas imaturas anormais conhecidas como
blastos ou (mieloblastos). A medida que a doenca progride, as células blasticas
acumulam-se na medula 6ssea, no sangue e nos 0rgaos interferindo na producao de
células sanguineas normais (2). A doenca pode ocorrer em todas as idades, mas
ocorre predominantemente em adultos (>60 anos de idade). A LMA normalmente se
apresenta com um inicio rapido de sintomas, como fadiga, anemia, febre, infeccdes
recorrentes, hematomas e sangramentos atribuiveis a insuficiéncia da medula éssea
e pode ser fatal dentro de semanas ou meses quando néo tratada (3). O fenétipo da
LMA resulta de uma combinacdo de mutacdes oncogénicas, modificacdes
epigenéticas e distarbios metabolicos (4). Como exemplo, temos a identificacdo de
mutacdes genéticas recorrentes em FLT3-ITD, NMP1 e CEBPA, envolvidas na
ativacao constitutiva de vias de sinalizacdo, no crescimento e proliferacdo, que tem
ajudado a refinar o prognaéstico individual e orientar o manejo no tratamento (5). As
alteracdes em genes envolvidos na regulacdo epigenética incluem mutacfes nos
genes relacionados a metilacdo do DNA como o DNMT3A, TET2 e IDH-1 e IDH-2 (5)
e os disturbios em vias metabdlicas mitocondriais importantes na biologia da LMA (6)
e na rapida plasticidade metabdlica das células da LMA para a sobrevivéncia e
proliferacéo (7).

As mudancas no metabolismo celular e adaptacdo metabdlica séo

caracteristicas marcantes de muitos tipos de cancer, incluindo as leucemias (6). A
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metabolémica que compreende a deteccao e quantificacdo abrangente de metabdlitos
em sistemas bioldgicos oferece uma nova abordagem para interrogar a bioquimica
dos processos, como a saude e a doenca (8). Metabdlitos representam um grupo
diversificado de estruturas de baixo peso molecular (< 1500 Da), incluindo lipidios,
aminoacidos, peptideos, &acidos nucléicos, acidos orgéanicos, vitaminas, minerais,
aditivos alimentares, drogas, cosméticos, poluentes e outras substancias que
ingerimos, metabolizamos, catabolizamos ou entramos em contato, 0 que torna a
analise global um desafio (9, 10). Metabdlitos podem ser precursores, intermediarios
ou produtos dos processos celulares (11). Por isso, essas pequenas moléculas que
séo o produto final da expresséo genética e proteica, que € o metaboloma, fornecem
uma leitura direta da atividade bioquimica do estado de uma célula ou organismo e,
portanto, podem fornecer informacdes vitais sobre o estado bioldgico de um sistema
(12) (13). Em estudos metabolémicos untargeted que tém como objetivo determinar
simultaneamente um grande numero de metabdlitos, embora existam varias
plataformas analiticas que possam ser usadas, a técnica analitica cromatografia
liquida seguida de espectrometria de massas (LC-MS) tem sido a técnica de escolha
na maioria dos estudos, pois permite a cobertura de uma ampla gama de tipos de
metabdlitos com alta sensibilidade (13). Na LMA as células malignas estéo dispersas
na circulacdo interagindo com os 0Orgaos e assim, exercendo uma influéncia na
fisiologia de todo corpo. Em razdo disso, mais estudos com diferentes abordagens
sdo favoraveis para melhorar a compreensao da biologia da LMA (14). Por isso, a
metaboldomica estd emergindo como uma ferramenta para caracterizar e analisar
processos metabdlicos em pacientes com cancer, ajudando na estratificacao de risco,
em identificar biomarcadores por meio da reconstrugcdo de vias metabdlicas
perturbadas, como também apontar alvos viaveis para o desenvolvimento de
medicamentos(15).

Nesse estudo, o perfil metabdlico do plasma de paciente com LMA foi
comparado com o de individuos saudaveis, utilizando abordagem da metabolémica
untargeted baseada na LC-MS. Nosso objetivo foi identificar metabdlitos
diferenciadores entre o grupo doente e grupo saudavel, fornecendo novos insights
sobre as relagcdes com as vias metabdlicas, especialmente na LMA, como também
avaliar o potencial desses metabdlitos no diagnostico, progndstico ou no tratamento

da doenca.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Grupo de estudo

Este estudo incluiu 26 participantes (média= 42 anos e mediana= 38 anos, 11
homens e 15 mulheres) com LMA recrutados do Servico Hematolégico do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerias no periodo de junho de 2020
até junho de 2022, com diagnéstico clinico-laboratorial confirmado baseado nas
determinacdes laboratoriais do hemograma, imunofenotipagem e mielograma. A
classificagdo Franco-Americana-Britanica (FAB) dos pacientes com LMA (Material
suplementar Tabela 1). Foram excluidos do estudo pacientes com diagnostico de
outros disturbios linfoproliferativos, como leucemia prolinfocitica, leucemia de células
pilosas, linfoma esplénico com linfécitos pilosos, leucemia plasmocitica, além dos
linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin. Estes dados foram obtidos a partir da consulta aos
prontuarios dos pacientes.

O grupo controle foi constituido de 32 voluntarios saudaveis (média e mediana
= 40 anos, 12 homens e 20 mulheres). Os critérios de inclusdo foram nao ter histérico
meédico precedente para qualquer tipo cancer, como também nao apresentar sintomas
como febre, calafrios, dor de garganta, dor de cabeca, tosse, coriza e fraqueza no
momento da coleta. A permissédo de coleta foi concedida pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais - COEP, Projeto CAAE N°
02177612.0.0000.5149 e o termo de consentimento informado por escrito foi obtido

de todos os participantes.

2.2 Coleta de amostras e planejamento experimental

As amostras de plasma foram coletadas com sistema VACUETTE® (Greiner
Bio-One), sendo 4,0 mL (adultos) e 0,5 mL (criancas) em EDTA K3. As amostras foram
coletas com tempo de jejum variado em funcéo da dinadmica do horario de alimentacao
dos pacientes dentro do ambiente hospitalar. As amostras foram centrifugadas a
1000g, por 10 minutos a temperatura ambiente para retirada imediata do plasma
sobrenadante. Aliquotas de 200 pyL foram congeladas em tubo do tipo eppendorf
durante uma semana em freezer -20°C e posteriormente, transferidas para um freezer

-80°C até o momento do seu processamento.
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Foram coletadas do mesmo paciente amostras seriadas de sangue periférico
durante um intervalo de tempo (~3 semanas), sendo considerado como tempo TO
amostra coletada no periodo proximo ao diagnéstico da doenca, T1 (~7 dias apo6s
diagnéstico), T2 (~ 14 dias apoés diagndstico) e T3 (~21 apdés diagndstico).

2.3 Parametros séricos e do hemograma

As contagens do hemograma foram realizadas usando o equipamento HORIBA
Yumizen H2500. As concentracdes séricas de ureia, creatinina, acido Urico, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA),
gama-glutamil transferase (GGT) e lactato desidrogenase (LDH) foram determinadas
usando o método de quimica seca analisador VITROS® XT 7600 (Ortho Clinical
Diagnostics, Johnson and Johnson, Raritan, NJ, USA). Os resultados dos exames

laboratoriais foram obtidos através da consulta ao prontuario medico.

2.4 Andlise metaboldmica global: produtos quimicos e reagentes

Metanol (alcool metilico absoluto HPLC, da BIOGRADE®), etanol grade
gradiente da LiChrosolv® (Merck®), acetonitrila HPLC-S (Acetonitrile hypergrade for
LC-MS LiChrosolv®, Merck®) e o acido formico para LC-MS LiChropur® foi da
(Merck®). Foi utilizado um padréao interno (F-Phe: p-Fluoro-DL-phenylalanine da
Sigma-Aldrich®), 240 mg/L em metanol. A agua utilizada foi ultrapura Tipo | (Ultra
Purificador de agua Master System MS3000-Gehaka®).

2.5 Preparo da amostra

Foi utilizado o protocolo de preparo das amostras, conforme reportado por
Delgado et al.(16), que consistiu basicamente em uma etapa de desproteinizacdo com
solvente organico seguida de centrifugacdo. Primeiramente, as amostras foram
descongeladas a frio (em banho de gelo) por aproximadamente 2 horas. Apos
completo descongelamento, foram homogeneizadas em agitador vértex. Em um tubo
do tipo eppendorf foi colocado 100 uL de plasma com 300 uL de metanol:etanol (1:1,
v/v) a frio (-20°C) e 20 L da solugéo a 240 mg/L do padrao interno. O padréao interno

utilizado foi a p-fluoro-DL-fenilalanina (F-Phe), que foi adicionado em cada amostra
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para monitorar as variacdes durante a andlise, incluindo a etapa de preparo da
amostra. O padrao F-Phe (C9H10FNO2) aparece no modo positivo como [M+H] * com
m/z = 184.0768 e no modo negativo como [M-H]" com m/z = 182.0623. O padréo
interno utilizado teve como objetivo ter uma substancia de referéncia, presente em
todas as corridas na mesma concentragéo. Em seguida as amostras foram misturadas
em vortex (30 segundos), mantidas em gelo por 5 min e centrifugadas a 16110 x g por
20 min a 4° C. Apos a centrifugacgéo foi transferido 100 uL de sobrenadante para um
insert de vidro, dentro do vial, fechado com tampa de rosca e mantidas congeladas a
-80°C até o momento da realizacdo da analise no LC-MS.

O preparo e analise das amostras foram realizados em ordem aleatoria,
conforme definido pela funcao de geracao de niumeros aleatdrios no Excel (Microsoft
Office 365), com objetivo de n&o dar preferéncia ou escolha intencional em nenhuma

amostra na hora do preparo e na sua analise instrumental.

2.6 Analise LC-MS

As amostras de plasma foram analisadas usando a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) Agilent HPLC (série 1260 Infinity II)
analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF) (Agilent Technologies®, series
6530). A fonte de ions foi do tipo electrospray de jato duplo (dual AJS ESI) com
tecnologia de funil de ions (Agilent Technologies®, EUA). Para a separacéo
cromatografica, foi injetado 8 uL de cada amostra na coluna de fase reversa Kinetex®
F5, 5 um, 100 A, 150 x 4.6 mm (Phenomenex Inc., EUA), a 40°C com eluicéo
gradiente. A taxa de fluxo foi ajustada em 0,6 mL/min, com parada da corrida em 24
min. O gradiente de eluicdo envolveu uma fase movel consistindo numa mistura das
solucdes: Fase (A) agua com 0,1% v/v de acido formico e Fase (B) acetonitrila com
0,1% v/v de acido férmico. O gradiente foi definido da seguinte forma para modo
negativo e modo positivo: de 0 a 15 min, fase B foi aumentada de 1 a 99%, sendo
mantida a 99% para limpeza da coluna; de 15 a 19 min, retornando a 1% de fase B
até 19.5 min, permanecendo nessa condicdo até 24 min para reequilibrar a coluna
para a préxima corrida.

O efluente da coluna foi desviado para o descarte no inicio da separacao
cromatografica (0 a 1.5 min) e no final (19.0 a 24.0 min), a fim de preservar a limpeza

das partes frontais do MS com partes da separacao que nao fornecem informacgoes
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Uteis sobre a amostra (i.e., compostos praticamente ndo retidos ou que saem apenas
na etapa de reequilibrio da coluna).

O experimento foi medido em ionizacao por eletrospray nos modos negativo e
positivo (ESI- e ESI+, respectivamente). A descrigdo completa das caracteristicas
instrumentais, preparacdo dos QC e aquisicdo dos dados sdo apresentadas no

material suplementar 2.

2.7 Anélise estatistica

A aquisicado dos dados no modo negativo gerou 4.241 molecular features e no
modo positivo gerou 6.688 features. Foram detectados 3,7% de missing values. Na
sequéncia foram removidos os features com valores ausentes com >50% missing
values, seguido de substituicdo dos valores faltantes por 1/5 do menor valor positivo
de cada variavel. Em seguida, foram removidos os features com desvio padrao relativo
(RSD) > 25% em relagcéo as areas de pico nos QCs (foram utilizados 32 QCs). O
objetivo dessa filtragem de dados foi identificar e remover variaveis que
provavelmente ndo seriam Uteis na modelagem dos dados. Os resultados gerados a
partir da etapa de processamento de dados foram normalizacdo por mediana,
transformacao logaritmica (base 10) e escalonamento de Pareto. Em seguida foram
submetidos a analise estatistica multivariada, por meio de analise de componentes
principais (PCA) e analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA).
Posteriormente foi realizada analise univariada através do teste de Mann-Whitney
combinado com fold-change (LMA/controle), que foi apresentado como um Volcano
plot. PCA foi usado para investigar as tendéncias de agrupamento das amostras e
QCs, e PLS-DA foi usado para avaliar a classificacdo entre dois grupos. A analise de
cluster foi realizada através agrupamento hierarquico combinado com heatmap.
Foram selecionados como discriminantes os moleculares features que apresentaram
concomitantemente Variable Importance Projection (VIP) > 2, P-value < 0.01 no teste
de Mann-Whitney, com correcdo para false discovery rate (FDR), e fold-change = 5
entre 0s grupos. Essas andlises foram executadas no MetaboAnalyst® 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/) (17). A anotacdo dos metabdlitos foi realizada com
base em valores de m/z de alta resolucéo, plausibilidade biol6gica e padréo de
distribuicdo isotopica (Agilent MassHunter Workstation Qualitative Analysis

version 10.0) consultados no banco de dados of CEU Mass Mediator



94

(http://lceumass.eps.uspceu.es/) (18) the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) database (https:// www. genome. jp/ kegg/) and HMDB database (https://
hmdb. ca/ metabolites) (19). Para analisar as varidveis quantitativas, obtidas a partir
do exame hemograma e das dosagens séricas dos parametros bioquimicos, foi
utilizado o software Graphpad Prism® versdo 9.0.0. Para testar a significancia

estatistica das diferencas entre os grupos teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

3 RESULTADOS

3.1 Populagéo estudada e caracteristicas basais

Nesse estudo foram utilizadas amostras de 26 participantes do Servico
Hematoldgico do Hospital das Clinicas de Minas Gerais e 32 amostras de individuos
como controles saudaveis. Variagbes estatisticamente significativas foram
observadas entre os diferentes tempos de coleta (TO, T1, T2, T3) dos participantes
com LMA, em relacdo aos parametros laboratoriais contagem de leucdcitos,
neutrofilos, porcentagem de blastos, hemoglobina e acido urico (p < 0.05). Dados
basais dos participantes do estudo, bem como marcadores clinicos laboratoriais estdo

resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados demogréficos e clinicos dos participantes

Parametros LMA Grupo p* p**
controle
Sexo (F/M) 15/11 20/12 0.561
Idade (anos), mediana 38 (1- 85) 406(61)6 ) 0.916
Marcadores laboratoriais
Tempos de coleta TO T1 T2 T3
21.06 1.59 1.52 1.19
9
‘&V(féi:aﬁ:(ﬁ Ié)n o (0.67- (0.05- 0.17- (0.09- | <0.05
9 320.50) 85.67) 81.73) 7.39)
1.69 0.45 0.69
NEU (10°/L), 0.22- 0.29 0.01- 0.03- | <0.05
Mediana (range) ©. (0.01-9.17) ©. ©. <0
110.30) ' ) 4.20) 4.96)
Blastos periféricos (PB) (%), 36.79 5.66 (1009425 236107_ <0.05
mediana(range) (23.71-94.0) | (1.54-52.0) 21‘ 82) 16 .85) '
Hemoglobina (g/dL), 6.9 7.8 8.2 (25 <0.05
Mediana (range) (2.3-10.7) (6.2.-11.6) | (6.3-11.9) 12' 3) '
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Plaquetas (10%L), 32 49 32 97 0.158
mediana(range) (10-204) (2-144) (7-151) (6-253)
Ureia (mg/dL), 33 27 28 22 0.302
mediana(range) (4-222) (8-58) (11-106) (5-80) '
Creatinina (mg/dL), 0.68 0.52 (823 (8% 0.135
Mediana (range) (0.20-1.35) | (0.29-1.11) 1.63) 1.19)
Acido arico (mg/dL), 4.4 2.4 1.9 3.2 0.008
Mediana (range) (1.4-8.5) (0.9-4.6) | (0.7-4.7) | (2.9-35) |
LDH (U/L), 844 440 (ggg . 0.423
Mediana (range) (338-16412) | (193-5803) 1912) '
ALT (U/L), 24 32 30 27 0.402
Mediana (range) (12-494) (6-99) (14-176) (6-170) '
AST (U/L), 38 32 32 31 0.715
Mediana (range) (20-337) (18-68) (15-165) (7-108) '
ALP (U/L), 92 100 126 112 0.785
Mediana (range) (48-279) (57-305) (14-301) | (53-242) '

73
GGT (UL), ! 218 122 131
mediana(range) (11-589) | (12:306) | (30-830) | (26-256) | 672

Grupo citogenético (%)
Favoravel:

17 (65.39%)
Intermediario:5 (19.23%)
Adverso: 0 (%)

N&o avaliado:4(15.38%)

Categorias de Perfil de Molecular.

BCR-ABL 85% nao detectado
5% nao realizado

CBFB-MYH11
42% néo detectado
12% detectado
46% n&o realizado

RUNX1/RUNX1T1
42% néo detectado
15% detectado
43% né&o realizado

Duplicacédo FLT3 gene
57% nao detectado
19% detectado

23% nao realizado

NPM1 gene mutacédo
69% nao detectado
8% detectado

23% nao realizado

Nota:*P-valor foram calculados por meio do teste ndo paramétrico de Mann Whitney para variaveis
continuas e do teste Qui-quadrado para variaveis categoricas. Valores de p ** Teste de Kruskal-Wallis.
Abreviagbes: WBC: glébulos brancos; NEU: neutrdfilos; LDH: lactato desidrogenase; ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; ALP: fosfatase alcalina; GGT: gama-glutamil

transferase.
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3.2 Andlise multivariada

Incialmente, usamos o PCA scores plot para descrever o reconhecimento de
padrdes e tendéncias do grupo LMA (das amostras coletadas em todos os tempos TO,
T1, T2, T3), grupo controle e QCs (Fig.1A). O resultado do PCA com totalidade das
amostras revelou um agrupamento das amostras do grupo controle e dos QC, mas
uma maior dispersao das amostras dos pacientes coletadas em diferentes tempos.
Observa-se também um forte agrupamento dos QCs, demostrando boa estabilidade
do sistema LC-MS no decorrer da sequéncia analitica. No entanto, quando realizamos
o PCA com o grupo doente LMA (TO) e o grupo controle observamos uma separacéo
entre os grupos (Fig.1B). Na sequéncia das analises os resultados foram avaliados
pelo modelo supervisionado do PLS-DA (Fig. 1C) a conducao desse modelo foi para
revelar diferencas de metabdlitos entre grupo controle e grupo doente no inicio da
doenca (LMA T0). Em particular, na avaliacdo de dados metabolémicos o PCA tem
sido o método de escolha para obter uma visdo geral, encontrar clusters e para
identificar outliers e o0 modelo supervisionado PLS-DA para maximizar a separacao
das classes e identificar potenciais metabdlitos diferenciadores entre duas classes
(20). Através do modelo PLS-DA foi possivel alcancar uma clara separacdo entre
grupo controle e grupo doente com LMA. Em nossa analise, o PLS-DA validacéo
cruzada mostrou bom desempenho, com R2=0.971 and Q2=0.835 com 04
componentes principais, indicando um risco relativamente pequeno de overfitting. No
geral, quanto mais proximo de 1 € o valor de R2, melhor é o grau de ajuste do modelo
aos dados experimentais e quanto mais proximo de 1 € Q2, melhor € a habilidade de
predicdo do modelo (21). Os valores usuais para R2 e Q2 obtidos em experimentos
biolégicos sdo Q22 0,4 e R>2 0,7 (22).
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Fig. 1. PCA scores plot and PLS-DA scores plot amostras hos modos de polaridade positiva e negativa
A) PCA scores plot com amostras pacientes LMA (tempos de coleta TO; T1; T2; T3), grupo controle e
QC (LMA patients: TO = circulo vermelho; T1= circulo verde; T2= circulo azul escuro; T3 = circulo azul
claro); QC= circulo amarelo; grupo controle = diamante rosa). B) PCA scores plot com amostras
pacientes LMA (tempo coleta T0O) e grupo controle (Pacientes com LMA: circulo vermelho; controles
saudaveis: circulo verde). As amostras LMA(TO) e grupo controle tiveram um bom padrdo de
separacdo. C) Scores plot of PLS-DA mostrando uma discriminagdo visual do metaboloma entre os
pacientes com LMA (TO) e grupo controle. R2=0.971 and Q2=0.835.

A partir do modelo do PLS-DA, foram selecionados 30 principais metabdlitos
(07 negative polarity and 23 positive polarity baseado nos valores VIP > 2.0), como
metabdlitos importantes na contribuicdo da diferenciagdo entres dois grupos

analisados grupo dos pacientes no inicio da doenca LMA(TO) e grupo controle.

3.2.1 Andlise Univariada

Posteriormente da andlise quimiométrica, um Volcano plot foi construido,
combinando resultados fold-change analise e teste Mann-Whitney. Os 30 metabdlitos
previamente selecionados pelo VIP score do PSL-DA também foram considerados
significativamente diferentes nos dois grupos pela analise univariada (p < 0.01 and

fold-change > 5.0) entre o grupo LMA e o grupo controle (Tabela 2). As caracteristicas
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dos 30 principais metabdlitos diferencialmente abundantes nos modos de polaridade
positiva/negativa sdao mostradas na Tabela 2. A distribuicdo das classes que
contribuiram para separacdo entre grupo LMA (TO) e grupo controle foram os
seguintes compostos: 30.00 % lipidios (esfingolipidios; &cidos graxos e
glicerofosfolipidios), 6,6 7% imunossupressores, 6,67% antimicrobianos, 6,67% acidos
biliares, 3,33% aminoécidos, 3,33% nucleosideos, 3,33% anti-histaminicos e 40,00%
desconhecidos.

3.2.2 Anélise de Cluster

O agrupamento hierarquico dos metabdlitos que aparecem como
diferenciadores entre os diferentes tempos de coleta das amostras dos pacientes (TO,
T1, T2, T3) foi realizado através do Heatmap, mostrando os 25 principais metabolitos

top, ilustrado na Fig.2 (material suplementar, Tabela 3).

Class 3 class
[ — | I CTRL
" Dicarboxylic acids 2 AML_TO

I | Dicarbosylic 2cids 1 :::‘-1{;
‘ I Dicarboxylic acids o BawL_T3
I &-Oxo-5-trans-leukotriene B4 [ Leukotriene BS 1
| S-Oxo-5-trans-leukotriens B4 [ Leukotriene B5 )
| I S-Oxo-5-trans-leukotriene B4 [ Leukotriene B5 I
i |

fa

I Taurocholic zcid 3
I I I E-Aminoimidazole ribonudectide
C17 Sphingosine
[228)-23,25-dihdrasy-24-oxovitamine D3 23-beta-glucuronide]
2-(8-[3]-ladderane-octanyl}-sn-glycero-3-phosphoethanclamine

[235)-23,25-dihdraxy-24-oxowitamine D3 23-(beta-glucuronide]
I I [225)-23,25-dihdrasy-24-oxovitamine D3 23-{beta-glucuronide)
1 I COP-dizcylglyceral
Phosphatidic acd|{22:0)
I I ] Phasphatidic acid{22:0)
Ganglioside GAL [ Ganglioside GB4
Ebeta-Cypringl sulfate
{ - LyscPE(14:1)
L] CDP-dizcylglyceral{22:6/20:2)
{ Unknown
Unknown
I I i [PA) Ouidized phosphatidic zcid
Unknown

Unknown

Fig.2. Heatmap dos top 25 metabdlitos diferenciadores a partir da comparagéo estatistica do PLS-DA
VIP entre o grupo controle e o grupo LMA nos diferentes tempos de coleta (TO, T1, T2, T3). Em
vermelho indica intensidade aumentada do metabdlito e azul indica intensidade diminuida do
metabdlito. As colunas representam as amostras e as linhas os metabalitos.



Tabela 2 — Caracterizagdo dos 30 metabdlitos plasmaticos diferenciadores entre LMA TO e grupo controle.
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No. | Identidade postulada Classe Quimica m/z Massa efro R.T Composicao ion aduto VIP Fold . | Pvalor® | Intensidade
exata (Da) | (ppm) | (min) | molecular Change
1 6-Thioinosinic acid Purine 283.0399 | 284.0579 38 7.50 | C10H12N4O4S [M-HT 2.71 | 58.52 4.07E-06 | 1
nucleosides
2 C17 Sphingosine Sphingolipids 320.2303 | 285.2668 21 13.91 | C47H3sNO2 [M+CI] 2.30 | 72.55 8.82E-08 | 1
3 Beta-lactam antibiotics Carboxylic acids and 379.1150 | 380.1042 48 7.61 C17H20N206S [M-HT 2.78 | 24.33 3.15E-06 | 1
derivatives
4 Se- 5'- 431.0770 | 432.0660 42 6.96 | C14H20NsO5Se [M-H] 2.73 | 50.29 7.69E-06 | 1
Adenosylselenohomocysteine | deoxyribonucleosides
5 Fluoroquinolone Quinolines and 436.1364 | 401.1751 20 7.36 C21H24FN304 [M+CI 2.83 | 19.99 7.06E-06 | 1
antibiotic agent derivatives
6 Unknown 483.1491 9.68 2.98 | 145.71 1.95E-08 | 1
7 Taurocholic acid Bile acids 516.2841 | 515.2917 3 9.99 | CxH4sNO7S [M-HI 2.27 | 29.65 2.08E-07 | 1
8 Propionylcarnitine Fatty Acyls 218.1307 | 217.1314 37 6.41 C1oH19NO4 [M+H]* 2.65 | 16.06 1.95E-06 | 1
9 Phenylacetylglutamine Carboxylic acids and | 264.1185 | 263.1037 28 7.76 | C13H15N204 [M+H]* 224 | 571 7.01E-05 | ¢
derivatives
10 | Unknown 404.5590 2.23 | 25.34 7.13E-08 | 1
11 LysoPE(14:1) Glycerophospholipids | 424.2324 | 423.2386 32 7.10 | C19H3sNO7P [M+H]* 2.76 | 58.51 1.44E-09 |1
12 | Ganglioside GA1 (d18:1/18:0) / | Sphingolipids 426.5791 | 1254.7812 | 38 7.49 | Co2H11aN2023 [M+2H+Na]®* | 2.42 | 54.33 1.25E-07 | 1
Ganglioside GB4
13 | Unknown 457.5751 6.17 215 | 121.8 7.13E-08 | 1
14 | LPE O-20:4 Glycerophospholipids | 488.3213 | 487.3063 16 7.67 | CasHisNOeP [M+H]* 2.25 | 23.00 7.13E-08 | 1
15 | Dimenhydrinate Antihistamines 492.1736 | 469.1881 8 7.08 | C24H2sCIN5O3 [M+Na]* 2.39 | 24.50 2.39E-06 | 1
16 | 6-Thioguanosine-5'- O- Purine nucleotides 522.0228 | 521.0114 8 7.52 | C11H1sNsO13P3 | [M+H]* 211 | 25.42 1.55E-07 | 1
triphosphate
17 | CDP-diacylglycerol (CDP-DG) | Glycerophospholipids | 539.2902 | 1075.5299 | 15 7.09 | CssHgaN3O1sP2 | [M+2H]?* 2.46 | 35.51 1.38E-07 |1
18 | 5beta-Cyprinol sulfate Bile acids 555.3063 | 532.307 19 7.27 C27H4508S [M+Na]* 2.15 | 18.56 2.16E-05 | 1
19 | Unknown 590.0368 7.15 217 | 15.27 9.90E-08 | 1
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20 | Oxidized CDP-diacylglycerol Glycerophospholipids | 606.3336 | 1193.6505 | 20 7.67 | Cs7H101N3O19P2 | [M+H+NH4?* | 2.30 | 24.47 1.35E-08 | t
21 Oxidized CDP-diacylglycerol Glycerophospholipids | 607.3363 | 1193.6505 | 20 7.67 Cs7H101N3019P2 | [M+H+NH4?* | 2.46 | 27.05 1.35E-08 | 1
22 | Unknown 632.1342 7.63 2.26 | 18.95 1.35E-07 | 1
23 | Unknown 645.5024 7.90 2.21 | 23.65 5.77E-08 | 1
24 | Oxidized CDP-diacylglycerol Glycerophospholipids | 653.3077 | 1193.6505 | 20 7.67 | Cs7H101N3O19P2 | [M+H+NH4?* | 2.31 | 24.96 3.40E-07 | 1
25 | Unknown 686.0214 7.68 2.12 | 51.99 8.20E-07 | 1
26 | Unknown 774.0005 7.90 2.36 | 18.73 4.20E-09 | 1
27 | Unknown 774.2006 7.90 2.63 | 30.77 5.94E-10 | 1
28 | Unknown 823.0230 7.68 2.35 | 61.70 1.95E-08 | 1
29 | Unknown 823.4240 7.68 2.22 | 37.03 1.67E-10 | 1
30 | Unknown 823.8247 7.69 2.12 | 19.79 1.86E-07 | 1

Nota: 2 Fold change was calculated direction of comparison LMA (T0) /CTRL. P value corrigido para FDR.¢ 1 Increased intensity in the LMA TO group.
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3.3 Andlise das vias metabdlicas

Com objetivo de explorar e examinar o impacto dos metabdlitos diferenciadores
revelados (Tabela 2 and Fig.2) no enriguecimento das vias metabdlicas foi realizada
essa andlise conduzida atravées da plataforma online MetaboAnalyst 6.0
(http://lwww.metaboanalyst.ca). Pathway based from RaMP (integrating HMDB,
KEGG, Reactome, WikiPathways), analise revelou que os metabolitos diferenciais
estavam associados com vias biologicas importantes da LMA (p <0.05) como
metabolismo de lipidios, metabolismo esfingolipidico, biossintese de acidos biliares,
modulacdo da PI3K-Akt-mTOR, proliferacdo celular mediada por VEGFR2 entre
outras, mostrado na Fig.3A. Quando comparamos e enriguecemos 0 conjunto de
todos os metabdlitos apontados, a partir vias do KEGG mostram que esses
metabdlitos participam de vias envolvidas no metabolismo esfingolipidio, metabolismo
glicerofosfolipidios, metabolismo de purinas, metabolismo de drogas, metabolismo do
acido araquidénico, metabolismo da taurina e acidos biliares, como mostrado na
Fig. 3B.
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Fig.3. Resultados da Analise de Enriquecimento demostrando o impacto/perturbacdes bioldgicas dos
metabdlitos diferenciais nas vias biolégicas. A) Vias metabdlicas alteradas pelas vias do RaMP. B)
Metabolismo alterado pelas vias da base do KEGG.

4 DISCUSSAO

Neste estudo foi aplicado a abordagem da metabolémica untargeted, utilizando
LC-MS, com objetivo de relevar metabdlitos discriminadores no plasma de pacientes
com LMA quando comparados a um grupo controle. Primeiramente discutiremos os
metabdlitos revelados nas amostras coletadas no tempo (TO) quando comparados
com o grupo controle. Na sequéncia os metabdlitos apontados através da analise do

heatmap das amostras coletadas de forma seriada nos tempos (T0, T1, T2 e T3).

4.1 Metabdlitos revelados no estagio inicial da doenca (T0)

A partir da analise do PCA scores plot ja foi observado uma diferenca entre o

grupo controle e os pacientes, no entanto foi na analise do modelo discriminante do
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PLS-DA (R?=0.971 and Q#=0.835) que claramente exibiu essa forte separagao entre
os grupos (Fig.1B, Fig.1C). Depois de sistematica sele¢cdo foram identificados 30
principais metabdlitos nas amostras de plasma no tempo (T0), com VIP score > 2
obtidos do modelo PLS-DA, igualmente apontados pelo Volcano plot, (Informagéo
suplementar Fig.1).

com valores de fold-change na faixa de 5.00 a 145.71, ou seja, cerca de 5 a
145 vezes aumentados no grupo LMA TO em relagdo ao controle, como mostrado na
Tabela 2. Entre os 30 metabdlitos identificados, obtivemos a seguinte distribuigdo das
classes 30.00 % lipidios (esfingolipidios; acidos graxos e glicerofosfolipidios), 6,67 %
imunossupressores, 6,67% antimicrobianos, 6,67% acidos biliares, 3,33%
aminoacidos, 3,33% nucleosideos, 3,33% anti-histaminicos e 40,00% ainda
desconhecidos.

Os achados mostraram um aumento de nove diferentes tipos de lipidios, sendo:
dois pertencentes a classe dos esfingolipidios (C17 esfingosina e gangliosideo GA1
(d18:1/18:0) /gangliosideo GB4); um da classe dos acidos graxos (propionilcarnitina)
e seis da classe glicerofosfolipidios (LysoPE (14:1); LPE O-20:4; CDP-diacilglicerol e
CDP-diacilglicerol oxidado) (Tabela 2).

A desregulagdao do metabolismo de lipidios tem sido associada com a varias
doencas como cancer, doencgas cardiovasculares, diabetes e outras doencas de
disturbios metabdlicas, bem como exposi¢des toxicas e perturbagcdes ambientais (23).
Esfingosina é formada a partir da degradacao de esfingolipidios complexos, como a
ceramida, posteriormente fosforilada em esfingosina 1-fosfato (S1P) pela enzima,
esfingosina quinase (SK). S1P regula processos como a inflamagdo, que podem
impulsionar a tumorigénese, através da estimulacdo da angiogénese, fornecendo
nutrientes e oxigénio as células cancerigenas para seu crescimento e sobrevivéncia
celular, evidenciando o papel importante dos receptores S1P no cancer de tumores
sélidos e hematoldgicos (24). S1P exerce uma infinidade de efeitos na fisiologia e
patologia celular através dos seus cinco receptores S1P (S1PRs), sendo que esses
receptores estdo acoplados a subtipos distintos de a proteina G. A ativagdo dos
S1PRs e, a consequente estimulagao da proteina G associada, regulam vias distintas
de sinalizagao, incluindo Rac, Ras—ERK, PI3SK-AKT-Rac, fosfolipase C (PLC) and
Rho (25). Na LMA a maioria dos pacientes apresenta ativacdo das cascatas de
sinalizacdo RAF/MEK/ERK e PI3K/AKT, resultando em maior proliferacdo e
sobrevivéncia de células progenitoras hematopoiéticas (26). Neste estudo foi
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apontado a elevacédo dos niveis de C17 esfingosina no plasma dos pacientes, levando
a hipotese se esse metabdlito poderia contribuir como ativador para aumentar os
niveis do S1P e assim, provocar ativagdo anormal das vias de sobrevivéncia e
crescimento dessas células leucémicas.

Outro metabdlito detectado no estudo foi o gangliosideo GA1 (d18:1/18:0)
/gangliosideo GB4. Nao foi possivel a separagao na sua identificagdo por causa da
similaridade na distribuicdo isotopica. Os glangliosideos estdo localizados
principalmente na camada externa das membranas celulares. Estas moléculas estao
envolvidas em muitos processos fisiologicos, incluindo crescimento, diferenciagao,
migragao e apoptose através da modulagdo de processos de sinalizagdo celular e
interagdes célula-célula e, também participam na resposta inflamatéria (27).
Mudangas na expressao de certas espécies de gangliosideos ocorrem durante a
proliferacdo, diferenciagédo e ontogénese celular. Tumores, como melanoma, cancer
de pulmao, sarcoma e neuroblastoma liberam gangliosideos para o meio extracelular,
modificam a composi¢édo da membrana das células do sistema imunolégico e assim
conseguem induzir modificagcbes que modulam a imunidade inata e adaptativa,
favorecendo assim, o escape do tumor (28). Alteragcbes na sintese de
glicoesfingolipidios também foram observadas nos pacientes de LMA t (8;21) com
aumento do gangliosideo GM3, e nos pacientes com (8;21) e inv16 do globosides
GB4 em estudo conduzido por Stefanko, Adam, etal.2017 (29). A elevagao do
gangliosideos dos GA1/GB4 detectada no plasma dos pacientes com LMA nesse
estudo, sera que poderia auxiliar como indicador da proliferagao celular ou contribuir
como marcador da resposta imune?

Uma das caracteristicas de muitos tumores incluindo malignidades
hematoldgicas, € o aumento da lipogénese, decorrente do aumento das atividades
das enzimas (Acc1, Fasn and Scd1) na formagao dos acidos graxos para acelerar o
seu crescimento (29). Varios estudos ja demostraram diferentes regulagdes (para
baixo/para cima) no metabolismo de lipideos em pacientes com LMA (14, 29-31).

Foi observado neste estudo aumentos nos niveis de propionilcarnitina; LysoPE
(14:1); LPE 0-20:4; CDP-diacilglicerol e CDP-diacilglicerol oxidado. Células
leucémicas da LMA tem a biogénese mitocondrial aumentada, consequentemente os
blastos sdao metabolicamente mais ativos, e por isso, dependentes da funcao
mitocondrial (32). A propionilcarnitina € uma acilcarnitina que tem como fungéo

biolégica a produgao de energia para sustentar atividade celular através do transporte
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de grupos acil do citoplasma para as mitocondrias (33). Sendo assim, sua elevagéo
possivelmente indicando a manutengédo energética dos blastos. Em estudo similar
realizado por Wang, Dong et al., 2019 também foi demonstrado seu aumento no soro
de paciente com LMA (30).

Os lipidios oxidados, como CDP-diacilglicerdis oxidados, pertencem a um
grupo de biomoléculas que desempenham um papel como moléculas sinalizadoras
(34). Células leucémicas oxidam os acidos graxos por desacoplamento mitocondrial
através da fosforilagdo oxidativa promovendo uma mudanga na produgéo de ATP via
oxidagao dos acidos graxos (35). A oxidacao de acidos graxos apoia a sobrevivéncia
das células de leucemias fornecendo acetil-CoA para ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) (36). Além disso, tem sido demonstrado que o aumento da oxidagao de acidos
graxos promove a quimiorresisténcia (35). Portanto, a hipétese aqui € que os dados
encontrados neste estudo de maior abundancia desses lipideos nos pacientes com
leucemia mieloide aguda poderiam contribuir para sinalizar o apoio nos mecanismos
da manutengao do metabolismo energético do TCA ou conferir aos blastos resisténcia
frente a quimioterapia.

Os metabdlitos acidos taurocolico e bbeta-cyprinol sulfate, pertencentes ao
metabolismo dos acidos biliares foram apontados no estudo. A compreensao como
efeito protetor (facilitar a digestao e absorgao de lipidios) ou téxico dos acidos biliares
tem sido ampliada. Em alguns tipos de canceres como por exemplo, cancer figado,
cancer colorretal e cancer de pancreas os diferentes tipos de acidos biliares estao
trazendo uma ampliagdo do conhecimento na angiogénese, proliferacdo, metastase,
inflamacéao e a regulagao imunoldgica (37).

A deteccdo elevada da fenilacetilglutamina (PAGIn) foi encontrada nos
pacientes LMA. A fenilalanina, que € um aminoacido proteogénico, € o precursor da
fenilacetilglutamina (38), sendo absorvida no intestino delgado. A fenilalanina nao
absorvida é metabolizada em acido fenilpirivico e posteriormente acido fenilacético
pela microbiota intestinal do intestino grosso. O acido fenilacético, € absorvido pelo
sistema porta e metabolizado no figado para produzir fenilacetilglutamina (39). Niveis
aumentados no sangue de PAGIn foram encontrados em estudo como marcador de
alerta precoce do inicio de acidente vascular cerebral, em fungdo da formacao de
trombos pela ativagcdo plaquetaria (38). Também tem sido associado com a
patogénese de polineuropatia simétrica distal em paciente com diabetes mellitus tipo 2
(40). Por outro lado, altos niveis plasmaticos de PAGIn foram relacionados ao menor
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risco de desenvolvimento de cancer de mama (41). Nossos achados para maior
elevagao de PAGIn, sugerem mudanga na microbiota intestinal dos pacientes ou uma
disfuncédo hepatica apesar de ndo observarmos variacdes nos valores das enzimas
hepaticas das transaminases (ALT and AST), ALP and GGT.

Outro metabdlito aumentado na LMA foi o Se-adenosilselenohomocisteina
(SeAH). A SeAH participa de varias reagdes enzimaticas envolvidas no metabolismo
do selenoaminoécido. E formada a partir selenometionina (SeMet) que por acédo de S-
adenosilmetionina sintases é convertida em Se-adenosilmetionina (SeAM). A SeAM é
utilizada em reagcdbes de metilagdo, tendo como produto a Se-
adenosilselenohomocisteina (42). Os selenocompostos, podem servir como
precursores para a biossintese de selenoproteinas (43). Estudos mostram a
complexidade das fungdes das selenoproteinas (proteinas contendo selénio) que
parecem desempenhar um papel dividido tanto na prevencdo do cancer, (efeito
antioxidante regulando espécies reativas de oxigénio celular (ROS) como também
promovendo o cancer, como por exemplo, com a superexpressao de tiorredoxina
redutase 1 (TR1) em células cancerigenas (44). Portanto, um questionamento a ser
avaliado com mais estudos € se a elevagcdo da Se-adenosilselenohomocisteina
poderia contribuir na tumorigénese da LMA.

Até o momento, ndo conseguimos reconhecer a identidade molecular de 12
features, apontados como ‘desconhecido’ com valores de m/z e tempos de retencéo,

descritos na Tabela 2.

4.2 Metabolitos revelados no decorrer do tempo (TO, T1, T2, T3)

Quando analisamos a partir do heatmap, o padrédo dos 25 metabdlitos
verificamos nos resultados dos pacientes dois padrdes de intensidade distintos
(diminuicdo e aumento) nos diferentes tempos de coleta (TO, T1, T2, T3), quando
comparado com o grupo controle. Primeiro, a diminuicdo na intensidade dos
metabdlitos da classe dos acidos dicarboxilicos e leucotrienos (5-Oxo-6-trans-
leukotriene B4 / leukotriene B5), no plasma dos pacientes, Fig.2. Os acidos
dicarboxilicos de cadeia muito longa (VLCDCA) sao lipidios enddégenos com
propriedades anti-inflamatdrias e quimiopreventivas (45). A diminuigdo dos niveis
séricos dos VLCDCA 28:4 ja foi detectada em estudos anteriores em pacientes com
cancer colorretal e cancer do pancreas (46). A inflamacao afeta varios aspectos da
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hematopoiese, como a progressédo da doenga, quimiorresisténcia, mielossupressao e
sindrome de leucostase (47). Sabidamente, blastos leucémicos usam mecanismos
moleculares das integrinas e selectinas para ativar as células endoteliais secretando
citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1b e IL-6, que induzem as condicdes
necessario para sua adesao ao endotélio vascular, migragao para tecidos, proliferagcéo
e quimiorresisténcia (48). Sendo assim, a diminuigdo da intensidade desses lipidios
anti-inflamatdrios poderia ser estudada para compreender como poderia impulsionar
ou afetar os mecanismos inflamatérios dos diferentes tipos de leucemias. Os
leucotrienos sdo metabdlitos do acido araquidénico, através da enzima 5-LO (5-
lipoxigenase). Esses compostos sao derivados de leucécitos como PMNNSs, incluindo
neutrofilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos, mastécitos e macréfagos (49). Séo
mediadores inflamatérios que funcionam na defesa normal do hospedeiro e
desempenham papéis em doencgas inflamatdrias, exercendo seus efeitos bioldgicos
ligando-se a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (50). A redugéo no plasma,
possivelmente seja relacionada devido a neutropenia dos pacientes, Tabela 1.

Um segundo padrao observado foi o aumento da intensidade dos metabdlitos
acido taurocélico; C17 Esfingosina; derivados da vitamina D e glicerofosfolipidios.
Entre os glicerofosfolipidios, destaque para a elevagao do acido fosfatidico. O acido
fosfatidico (PA) € um componente das membranas celulares e um intermediario critico
na biossintese de fosfolipidios (51), podendo ser gerado de acido lisofosfatidico (LPA)
e diacilglicerol (DG) e também de fosfatidilcolina. A fonte mais provavel e relevante
nas células cancerigenas seja através da hidroélise de fosfatidilcolina (52). A fosfolipase
D (PLD) é uma proteina de membrana que catalisa a hidrolise de fosfatidilcolina (PC)
em acido fosfatidico e colina. Em humanos duas isoformas de PLD sao referidas PLD1
e PLD2 (53). O acido fosfatidico, por ser um lipidio multifuncional, € capaz de mediar
cascatas de sinalizacéo recrutando ou modulando as atividades enzimaticas. E um
importante cofator em diversas vias de sinalizagao celular que regulam a proliferagao
celular e a apoptose, incluindo Raf, vias de quinases (ERK), Akt, the mammalian target
of rapamycin (mTOR) e via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Também é um cofator
importante de proteina quinase citosodlica multifuncional envolvida na ativacao da
NADPH oxidase em neutréfilos (51, 54). Estudo realizado por Lu, Ying etal.,
demostraram niveis mais elevados de mRNA de PLD1 em pacientes com LMA.
Embora n&o seja claro como a PLD1 regula a progressao do processo leucémico, o
acido fosfatidico gerado por PLD1 regula o crescimento celular através do mTOR, cuja
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a ativacao representa uma das marcas da LMA (55). Um aumento na expresséo de
mRNA PLD1 foi observada durante a administragao de 1,25-dihidroxivitamina D3 na
diferenciagdo induzida de queratindcitos epidérmico (56). Apesar do nosso estudo néo
ter medido os niveis de PLD1, curiosamente os nossos resultados mostraram
elevagao de derivados da vitamina D ((23S) -23,25-dihdroxy-24-oxovitamine D3 23-
(beta-glucuronide)), CDP-diacilglicerol e do acido fosfatidico.

E por fim, com o objetivo de desenvolvermos uma compreensao integrada do
impacto desses metabdlitos no enriquecimento das vias biolégicas aplicamos essa
exploragéo atraveés da plataforma online MetaboAnalyst 6.0. Utilizando como condigao
de triagem p < 0.05, os metabdlitos apontados neste estudo foram relacionados em
varias vias bioquimicas importantes do cancer, como por exemplo vias envolvidas na
biossintese de acidos biliares, metabolismo dos lipidios, metabolismo das purinas,
vias de modulagcdo de PI3K-Akt-mTOR, e receptores de fatores de crescimento
endotelial vascular (VEGFR2), entre outros, Fig. 3. Com o presente estudo esperamos
fornecer aspectos para contribuicido do melhor entendimento da fisiopatologia da
leucemia mieloide aguda, ainda que possua algumas limitagdes como o numero
pequeno de pacientes participantes e os varios subtipos de classificacbes LMA,
incluindo os pacientes com LPA, o que nos impediu de tirar conclusdes definitivas
sobre o painel de metabdlitos. Outra limitagdo foi ndo conseguir coletar o mesmo n
amostral dos pacientes em todos os tempos de coleta (TO n=26; T1(n=19); T2 (n=18);
T3 (n=14)) em fungdo das amostras terem sido coletadas em periodo de pandemia
(junho de 2020 até junho de 2022) e alguns pacientes faleceram durante o tratamento.
Além da limitagdo para identificar os metabdlitos nomeados como ‘desconhecido’.
Como os pacientes estavam hospitalizados inevitavelmente estavam sendo
medicados, em razao disso detectamos alguns medicamentos, como por exemplo os

antibioticos das classes dos antibiéticos beta-lactamicos e quinolonas.

5 CONCLUSAO

Através desta analise metabolémica global (LC-MS), foi possivel revelar no
plasma de pacientes com LMA, trinta metabdlitos (VIP score > 2 and FC entre 5.00 e
145.71) e vinte e cinco metabdlitos a partir heatmap.

Em nosso estudo encontramos aumento da intensidade no plasma dos

pacientes de metabdlitos relacionados com processos na regulagcéo imunoldgica como
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na inflamacao, com atuag¢ao nas cascatas de sinalizacdo RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT,
(mTOR), na angiogénese, processos de sinalizacao celular, metabolismo energético
celular e da microbiota intestinal. E uma diminuigdo em relagdo ao grupo controle, na
abundancia dos metabdlitos de acidos dicarboxilicos e leucotrienos. Entre as
possiveis interpretagbes dos nossos resultados podemos sugerir que os metabdlitos
apresentados mostraram influenciar em vias biolégicas importantes da
leucemogénese. O movimento dessas moléculas aumentadas ou diminuidas no
plasma dos pacientes com LMA sugere uma mudanca em dire¢do a sintese ou
degradacgao desses metabdlitos.

Na analise do heatmap a diminuicdo e o acumulo da intensidade dos
metabdlitos nos pacientes parecem nao ter havido diferencas consideraveis nos
diferentes tempos de coleta (TO, T1, T2 and T3), no entanto quando comparamos com
0 grupo controle observamos que existem claras separagdes. O perfil do ‘fendtipo
metabdlico’ dos diferentes tempos de coleta aparenta ndo ter grande variagdes no
decorrer das trés semanas analisadas.

Portanto, com esses achados esperamos contribuir com o fornecimento de
informagdes que possam ajudar no desenvolvimento de novas estratégias para
diagndstico, acompanhamento de progndstico, no tratamento e quimiorresisténcia.
Estudos complementares com maior numero de participantes serdo necessarios para

melhor compreenséo e verificagdo desses mecanismos.
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5 COMPARACOES PACIENTES LLA VS. LMA

5.1 Andlises Estatisticas entre os grupos LLA vs. LMA

Iniciamos essa avaliagao entre os dois grupos doentes (LLA e LMA) através da
analise estatistica quimiométrica do PCA. Essa analise exploratéria mostrou uma
separagao do grupo controle, um forte agrupamento dos QCs e uma similaridade no
padrao da distribuicdo das amostras dos dois tipos de leucemias estudadas, conforme
anteriormente demostrado no Gréfico 1.

Na sequéncia das analises foi plotado o grafico de Volcano com os seguintes
critérios para selecao dos features diferenciadores entre os dois grupos: fold change
>2.0, testes ndo-paramétricos com p-valor <0.05 e com a direcido da comparacao de
LLA TO/LMA TO. Essa avaliacdo mostrou que 01 feature aparece com intensidade
diminuida LLA_TO e 08 features com intensidade aumentada em LLA TO, como

demonstrado no Grafico 9.

Grafico 9 — Volcano Plot aplicado aos dados das amostras entre os grupos doentes
LLA TOvs. LMA_TO

POS;; 5/[203T3_2

N
N

FoldChange
M2QOTS [ |
NEG:M178T7 B
POS:M331T10 4 QANEG 5 T NEG:M134T7
9 © NEG:M246T9

-log10(p-value)

log2(FC)

Legenda: Cada ponto no grafico representa um molecular feature. Os pontos vermelhos indicam
intensidade aumentada e os pontos azuis intensidade diminuida. Os pontos cinzas representam
features que ndo tiveram distincao significativa entre os grupos. 01 feature aparece com intensidade
diminuida LLA _TO e 08 features com intensidade aumentada em LLA _TO. Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Tabela 9 apresenta as propriedades dos 09 features diferenciadores entre os

dois grupos.

Tabela 9 — Relacao dos features diferenciadores entre dois grupos LLA TO e
LMA TO

n Cadigo do Feature m/z RT (min) Intensidade LLA TO/LMA_TO

1 POS:M331T10_1 331.1315 9.57
2 POS:M203T3_2  203.1509 2.59
3 POS:M219T5 219.1431 5.48
4 NEG:M178T7 178.0513 7.37
5 NEG:M245T9 245.0485 9.33
6 NEG:M134T7 134.0615 7.37
7 NEG:M247T9 247.0466 9.33
8 NEG:M246T9 246.0519 9.33

9 NEG:M203T8 203.0025 7.96 1
Legenda: m/z relacdo massa-carga; RT=tempo de retencdo; POS: modo de aquisicdo positivo; NEG:
modo de aquisi¢do negativo; | intensidade diminuida; 1 intensidade aumentada. Fonte: Elaborado pelo
autor.

- 5 5 5 5 5 > —

Outra avaliacdo realizada foi a comparagao das duas listas com os 30
metabdlitos VIP de cada grupo, caracterizados na Tabela 6 (grupo LLA (TO) vs. Ctrl) e
Tabela 2 (do artigo cientifico, grupo LMA (T0) vs. Ctrl). Essa integracao de analise
mostrou que ha 08 metabdlitos exclusivos do grupo LLA (TO), 12 metabdlitos
exclusivos do grupo LMA (T0) e 16 metabdlitos em comum entres as duas leucemias,
quando comparados com o grupo controle, conforme demonstrado no Grafico 10.
Essa analise reforca o que foi observado no PCA (Grafico 1) que ha uma maior
similaridade no padrdao metabdlico entre as duas leucemias do que diferencgas,
possivelmente devido a presencga das células imaturas blasticas no sangue desses

pacientes.
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Gréfico 10 — Diagrama de Venn construido com as duas listas dos 30 metabolitos
VIP de cada grupo em suas comparacfes com 0 grupo controle

user_list1

user_list2

Legenda: User_listl: sdo os 30 metabdlitos VIP do grupo LLA(TO) vs. CTRL. User_list2: sdo os 30
metabolitos VIP do grupo LMA(TO) vs. CTLR. Sendo 08 metabdlitos exclusivos do grupo LLA, 12
exclusivos do grupo LMA e 16 metabdlitos sdo comuns entre as duas leucemias. Na construcdo
Diagrama de Venn foram removidos das listas de comparacdo os metabdlitos is6topos. Fonte:

Elaborado pelo autor.

A apresentacdo desses metabdlitos esta descrita no Quadro 6.

Quadro 6 — Relacdo dos metabdlitos exclusivos e comuns entre 0s grupos

RT:7.68)

LLA e LMA
Exclusivos Grupo: Comum entre os Exclusivos Grupo:
LLA vs CTRL dois grupos LMA vs CTRL
Desconhecido Unknown
Acido fosfatidico (22:0) (POS: m/z=774.2006; (POS: m/z=823.4240;
RT: 7.90) RT: 7.68)
Desconhecido 28 Unknown
Acido fosfatidico oxidado (POS: m/z=823.0230; (POS:m/z=645.5024;
RT: 7.68) RT:7.90)
Desconhecido
(POS: m/z= 823.2234; Meticilina Phenylacetylglutamine

Desconhecido 25
(POS: m/z=763.9821,;

CDP-diacilglicerol

6-Thioguanosine-5'- O-

RT:7.65) (CDP-DG) triphosphate
Desconhecido Unknown
(POS: m/z= 861.1902; Acido 6-tioinosinico (POS: m/z= 686.0214;
RT:7.65) RT:7.68)
Unknown
Gangliosideo GM1 CDP-diacilglicerol oxidado (POS: m/z=823.8247;
RT:7.69)
Unknown
Gangliosideo GD1b Fluoroquinolona (POS: m/z=404.5590;
RT:7.67)
Desconhecido Unknown
(POS: m/z=547.2854; LPE O-20:4 (POS: m/z=457.5751;
RT:7.61) RT:6.17)
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LysoPE(14:1)

Dimenhydrinate

Gangliosideo GA1/GB4

Unknown
(POS: m/z=590.0368;
RT:7.15)

5beta-Cyprinol sulfate

Unknown
(POS: m/z=632.1342;
RT:7.63)

Se-
adenosilselenohomocisteina

Unknown
(NEG :m/z =483.1491,
RT:9.68)

Esfingosina (C17)

Desconhecido
(POS: m/z= 774.0005;
RT: 7.90)

Propionilcarnitina

Acido taurocolico

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

As principais limitagdes do estudo s&o: o numero pequeno de pacientes
participantes e os varios subtipos de classificagdes da LLA e LMA , o que nos impediu
de tirar conclusdes definitivas sobre o painel de metabdlitos. Outra limitacdo foi nao
conseguir coletar o mesmo n amostral dos pacientes em todos os tempos de coleta
em fungcdo das amostras terem sido coletadas em periodo de pandemia (junho de
2020 até junho de 2022) e alguns pacientes faleceram durante o tratamento. Além da
limitagdo para identificar os metabdlitos nomeados como ‘desconhecido’. Como os
pacientes estavam hospitalizados, inevitavelmente estavam sendo medicados, em
funcdo disso detectamos alguns medicamentos, como por exemplo, a presenga de
antibidticos, possivelmente utilizado no manejo do tratamento devido a neutropenia

desses pacientes.
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7 CONCLUSOES

Apos a avaliagdo dos resultados obtidos e das discussdes realizadas, foi
possivel concluir que a abordagem da metabolémica global através do uso da LC-MS
€ importante para explorar e pesquisar metabdlitos em amostras biolégicas como o
plasma, e também util para a compreensao desses metabdlitos nas vias bioldgicas do
cancer.

Neste estudo foi possivel identificar um padrédo de metabdlitos do grupo LLA
envolvidos nas vias biolégicas do metabolismo de lipidios, acidos biliares,
nucleosideos e alguns ainda com identidade desconhecida.

Para o grupo LMA um grupo de metabdlitos relacionados com os processos na
regulagao imunolégica como na inflamagéo, com atuagao nas cascatas de sinalizagao
RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT, (mTOR), na angiogénese, processos de sinalizagao
celular, metabolismo energético celular e da microbiota intestinal.

Quando comparamos os metabdlitos identificados em cada uma das leucemias,
observamos que ha um padrdo de metabdlitos que sdo comuns entre as duas
leucemias e alguns que sao exclusivos de cada tipo, como apontado no Quadro 6.

O movimento dessas moléculas aumentadas ou diminuidas no plasma dos
pacientes sugere uma mudanga em dire¢ao a sintese desses metabdlitos. Ou de outro
modo, seriam efeitos moleculares secundarios da doenga?

Portanto, com esses achados esperamos contribuir para o fornecimento de
informagdes que possam ajudar no desenvolvimento de novas estratégias para
diagnostico, acompanhamento de progndstico, no tratamento e quimiorresisténcia.
Estudos complementares com maior numero de participantes serdo necessarios para

melhor compreensao desses mecanismos.
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ANEXOS

ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, COEP (2016)

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 Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no dia 21 de
julho de 2016, a emenda abaixo relacionada, do projeto de pesquisa intitulado
"Analise celular, molecular e plasmatica de biomarcadores de diagndstico,
prognéstico e avaliagao in vitro de potencial terapéutico de biomoléculas em
amostras de pacientes com Neoplasias Mieléides, Linféides e
Mielodisplasia” com atualizagao do projeto contendo todas as outras neoplasias
a serem avaliadas atualmente:

1 Leucemias agudas;

1.1 Leucemias mieldides agudas;

1.2 Leucemias linféides agudas;

2 Doengas mieloproliferativas cronicas;
2.1 Leucemia mieloide cronica;

2.2 Policitemia Vera;

2.3 Trombocitemia essencial;

2.4 Mielofibrose;

2.5 Mieloma multiplo;

2.6 Mielodisplasia;

3 Doengas linfoproliferativas crénicas;

3.1 Leucemia linfocitica cronica;

3.2 Leucemiaprolinfocitica;

3.3 Tricoleucemia;

4. Linfomas (Hodgkin e Nao-Hodgkin).

e refatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um ano apos
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ANEXO B — ACESSO A DADOS CLINICOS EM FORMATO ELETRONICA PARA
FINS DE PESQUISA

Universidade Federal de Minas Gerais EBSERH
. Ho‘pm‘ das Clinicas SeAPen sl RN (LBl

TERMO DE RESPONSABILIDADE: ACESSO A DADOS CLINICOS EM FORMATO
ELETRONICO PARA FINS DE PESQUISA

Peditica de¢ Scgursncs em Teenologia da Informacdo nx Saide
(Perfil de Acesso: Pesquisador)

| Noge S0 projeco de pesquisa:

Andize Celuler, Molecudr ¢ Plazmatca Pregnostico {
omnmumrnm«mm.m {
Pazkeries com Neophasos Mislodes, Linfoidee & MsdodsglatiaNao Hamatoldgioas R
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02177812 0.0000 5149 o ‘
' Daroglo da pesquisa data de infowx WW data Oc Mrminx_ 03 |06 g A4
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( x ) Consulta-prostudno dentro dos Sistemas S PEF do Hospila) &es Clinacsa ds UFMG ¢ adiciomlmente
registros de papel no anguivo SAME
() Base de chadon clinicn, nnosimizada. Nevie cavo deetificar o nome &0 sistena ¢ 0 perfodo &e coleta de dodos
Coasiates no puojeto sutorizado pelo CEP UFMG |
() Base & dada clinica eatificada Neste caso sdeatificar o nome 8o sisterna ¢ 0 periedo de coleta de dades
coastantes no peojeto autorizado pelo CEP UPMG
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pertencam 3o pacwnic, atio sob # gwanda do Hospital das Clinicas da Univensadode Federal de Minas Gerals,
admisiaralo pelr Empresa Brigileies de Servigos Hosprtalares, ¢ 580 de cariter sigiloso. Eo coaccedo em tomar
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PROJETO
DE PESQUISA

Anexo 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto de Pesquisa: “Caracterizagio de assinaturas metabdlicas, em pacientes com neoplasias

hematolégicas”
Subprojeto: “Caracterizagio de assinaturas metabdlicas, em pacientes com Leucemias Agudas”

Prezado (a) Senhor {a),

O Laboratério de Hematologia do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais estd realizando um estudo de interesse para o
diagndstico e controle das Neoplasias Miel6ides, Linféides e Mielodisplasias/tumores sélidos. Se vocé
quiser participar deste estudo, solicitamos que autorize a utilizagdo do sangue total ja coletado paraa
realizacde do “hemograma” ou sangue da medula (se houver solicitagio médica) para realizarmos
exames laboratoriais que incluem hemograma, exames genéticos e testes com biomoléculas,
importantes parametros para o diagndstico, avaliagdo de progndstico e descoberta de novas drogas para

tratamento destas doengas. Utilizaremos também resultados dos exames j4 solicitados pelo seu médico.

Toda informacdo obtida nesta pesquisa & considerada confidencial. Sua participacio é totalmente
voluntdria e caso vocé ndo gueira participar ndo haverd nenhum prejuizo para o seu tratamento. O (a)
Sr{a) ndo tera gualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e ndo recebera remuneracio por sua
participa¢do. O participante e o pesquisador assinardo duas vias iguais, ficando uma via com o

participante e a outra com o pesquisador,

Qualquer outra informag3o que desejar podera ser obtida com o Professor Adriano de Paula Sabino da
Faculdade de Farmacia/UFMG, através do telefone 3409-6882. Informag®es sobre os aspectos éticos da
pesquisa poder3o ser obtidas com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG/COEP, pelo telefone
3409-4592, localizado @ Av. Antonio Carlos, 6627, Unidade Administrativa I, Campus Pampulha, Belo

Horizonte - MG. Desde ja agradego sua colaboraggo.

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

Nome:

Documento de identificagao:

Contato:

Assinatura: Data: / /




