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Resumo

O diagnéstico, classificacdo e monitoramento de leucemia requerem o uso e a combinagdo de varias tecnologias
geralmente envolvendo coloragdo e exame da morfologia das células em uma amostra de sangue ou deteccao seletiva
de antigenos especificos da membrana celular. A espectroscopia Raman é uma técnica Optica baseada no
espalhamento inelastico de luz por moléculas e pode fornecer informacBes bioquimicas altamente especificas com
minimo ou nenhum pré-tratamento de amostra. Com base nisso o presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisdo sistematica por meio do levantamento de picos e marcadores em estudos experimentais e clinicos acerca do
emprego da espectroscopia Raman no diagndstico e a classificacdo da leucemia. Com a analise dos estudos
selecionados foi possivel evidenciar um grande progresso nas pesquisas sobre a aplicabilidade da espectroscopia
Raman no diagndstico, em especial sobre a sua especificidade e sensibilidade, para garantir a diferenciagdo entre os
quatro principais subtipos de leucemias: leucemia linfoide crénica (LLC), leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia
mieloide cronica (LMC) e leucemia mieloide aguda (LMA).

Palavras-chave: Espectroscopia Raman; Diagndstico; Leucemia.

Abstract

The diagnosis, classification and monitoring of leukemia requires the use and combination of various technologies
usually involving staining and examining the morphology of cells in a blood sample or selective detection of specific
cell membrane antigens. Raman spectroscopy is an optical technique based on the inelastic scattering of light by
molecules and can provide highly specific biochemical information with minimal or no sample pretreatment. Based
on this, the present study aimed to carry out a systematic review through the survey of peaks and markers in
experimental and clinical studies about the use of Raman spectroscopy in the diagnosis and classification of leukemia.
With the analysis of the selected studies, it was possible to show great progress in research on the applicability of
Raman spectroscopy in diagnosis, in particular on its specificity and sensitivity, to ensure the differentiation between
the four main subtypes of leukemia: chronic lymphoid leukemia (CLL), acute lymphoid leukemia (ALL), chronic
myeloid leukemia (CML) and acute myeloid leukemia (AML).

Keywords: Raman spectroscopy; Diagnosis; Leukemia.

Resumen

El diagnostico, la clasificacion y el seguimiento de la leucemia requiere el uso y la combinacion de varias tecnologias
que normalmente implican la coloracion y el examen de la morfologia de las células en una muestra de sangre o la
deteccion selectiva de antigenos especificos de la membrana celular. La espectroscopia Raman es una técnica Optica
basada en la dispersion inelastica de luz por las moléculas y puede proporcionar informacion bioquimica detallada
con un pretratamiento minimo o nulo de la muestra. En base a esto, el presente estudio tuvo como objetivo realizar
una revision sistematica a través del relevamiento de picos y marcadores en estudios experimentales y clinicos sobre
la utilizacion de la espectroscopia Raman en el diagndstico y clasificacion de la leucemia. El anélisis de los estudios
seleccionados ha evidenciado un gran avance en la investigacion sobre la aplicabilidad de la espectroscopia Raman en
el diagnéstico, en particular en su especificidad y sensibilidad, para asegurar la diferenciacion entre los cuatro
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principales subtipos de leucemia: leucemia linfoide crénica, leucemia linfoide aguda, leucemia mieloide crénica y
leucemia mieloide aguda.
Palabras clave: Espectroscopia Raman; Diagndstico; Leucemia.

1. Introducéo

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (2019), as leucemias sdo caracterizadas como alteracdo patolégicas nos
glébulos brancos, em especial na medula dssea, que pela grande pluralidade celular acabam sendo liberadas na corrente
sanguinea. O nivel de maturacdo celular e 0s seus tipos que se alteram estdo diretamente correlacionados ao subtipo da doenca.
As mesmas podem ser divididas em dois grandes grupos: aguda e cronica e apresentam doze subtipos, sendo quatro os mais
importantes: leucemia linfoide cronica (LLC), leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide crénica (LMC) e leucemia
mieloide aguda (LMA).

As leucemias linfoides sdo alteragdes ligadas & linhagem linfocitica das células sanguineas, a etiologia da LLC
geralmente esta vinculada a uma alteracdo genética que impede o curso do ciclo celular e com isso impede a morte programada
dos linfécitos B (Hallek, 2017), apresentando desenvolvimento mais lento e normalmente acarreta pacientes mais idosos. Ja a
LLA é o cancer mais comum em criangas, muito relacionado com alteragdes genéticas, tais como translocacdo t(12;21) que
gera a fusdo TEL-AML1 e mutagBes nos genes relacionados a via regulatdria HOX, seja de forma direta, como translocagdes
no gene MLL, quanto de forma indireta com muta¢Ges nos cofatores da rota, juntamente com isso, as LLA tem grande
potencial de recidivas (Pui et al., 2004; Hunger & Mullinghan, 2015).

As leucemias mieloides sdo ligadas as mutagGes na linhagem mielocitica das células sanguineas, sendo a LMC
caracterizada pela translocagdo balanceada entre os genes ABL1 e BCR, 1(9;22)(q34;911.2). Essa alteracdo € conhecida como
cromossomo Filadélfia, e por ser uma mutacdo exclusiva é utilizada como critério de diferenciacdo das demais leucemias
através da pesquisa desta translocacdo (Jabbour & Kantarjian, 2018). A LMA ¢é dita como uma infiltracdo das células
promielociticas ndo diferenciadas ou com uma diferenciacdo inadequada na medula dssea; apresenta uma etiologia heterogénea
(D6hner; Weisdorf & Bloomfield, 2015).

Quando analisada a sua distribuicdo da LMA no Brasil, ela é mais comum nas regides Norte e Nordeste, ocupando
quinto e sétimo lugar de doenca mais incidente, respectivamente, com estimativa de 249 mil casos em homens e 187 mil em
mulheres até 2022 (INCA, 2019). Por conta disso a sua investigagdo deve ser feita da forma mais prética e rapida possivel, ja
que um diagndstico precoce esté diretamente relacionado a um tratamento bem-sucedido, as técnicas atualmente utilizadas para
diagnostico diferencial dos tipos de para a leucemia utilizam a amostra de pulsdo medular para pesquisa de alteragGes
moleculares, morfolégicas e quantitativas nas células do tecido sanguineo. Importante ressaltar que a analise da lamina de
mielograma a procura de células diferenciadas é essencial e indispensavel para o diagnéstico adequado dos pacientes (Azad et
al., 2015; Manago; Zito & De Luca, 2018; Naz et al., 2019).

Uma técnica que recentemente tem sido estudada para o diagnostico diferencial das leucemias foi a espectroscopia
Raman, que utiliza amostras de plasma para sua execucdo, essa técnica se relaciona na determinacdo morfoldgica das células.
A espectroscopia Raman funciona através do espalhamento ineléstico de radiacdo por moléculas polarizadas por um feixe de
luz e com isso hd uma reacdo de vibracdo das moléculas permitindo a formagdo de uma “imagem” através dos espectros
gerados, esses picos sdo correspondentes aos componentes quimicos da célula e com eles se consegue diferenciar de forma
especifica a fase de maturagcdo que as células se encontram, em especial quando ha uma associagdo com a técnica de
espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS) (Managd; Zito & De Luca, 2018; Bai et al., 2020).

Uma técnica derivada do Raman ¢ a utilizacdo espectro em conjunto com a andlise do espalhamento por superficie,

que consegue fazer a diferenciacdo das moléculas das células de maneira isoladas e juntamente com isso ha uma intensificacao
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da sensibilidade por conta da excitacdo utilizada na metodologia, deixando-a mais adepta para uso na parte biol6gica (Zong et
al., 2018). Outro método também derivado é a Raman com deslocado espacial que aumenta a sua capacidade de penetracdo em
tecidos biol6gicos e materiais turvos em até 5 cm, dando uma nova perspectiva para a investigacdo dos canceres (Nicolson et
al., 2021).

A proposta de utilizacdo desta metodologia vem para tentar acelerar o processo de diagnostico, podendo ser utilizada
em momentos iniciais da doenca e de forma ainda mais especifica, ja que com a técnica Raman tem-se a possibilidade de
determinacdo especifica de picos de proteinas, acidos nucleicos e lipidios relacionados aos subtipos das leucemias, assim como
pode ser utilizado para acompanhamento de tratamentos, levantando a possibilidade da utilizacdo do Raman nas etapas de
diagndstico e acompanhamento de prognostico (Managd; Zito & De Luca, 2018).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo realizar de forma sistematica (sintese qualitativa) o levantamento
de evidéncias em estudos experimentais (ex vivo/in vitro) e clinicos buscando trazer uma sintese da utilizacdo da

espectroscopia Raman no diagnostico de leucemias.

2. Metodologia
2.1 Estratégia de busca

Os estudos foram rastreados a partir das bases de dados eletrénicos SCOPUS, PubMed, Web of Science e Science
Direct no periodo de Outubro de 2020 a Fevereiro de 2021, empregando descritores de pesquisa que incluem “Raman
spectroscopy”, “leukemia” e “blood cancer” combinado com “Raman scattering”. As publica¢des que continham no titulo,
resumo ou nas palavras-chave os termos descritos acima foram lidos na integra para a verificagdo se eles se adequavam ao

estudo.

2.2 Selecdo dos estudos para inclusdo na revisdo sistematica

Os estudos obtidos das bases de dados foram incluidos na revisdo sistemética caso cumprissem 0s seguintes critérios:
a) o estudo foi experimental ex vivo/in vivo; b) o estudo foi clinico; ¢) o0 método de estudo incluiu a utilizacdo de qualquer tipo
de espectroscopia Raman; d) o método de estudo indicou as linhagens de células/populacdo empregadas; €) o estudo apontou
os resultados dos elementos bioquimicas que diferenciaram as leucemias associados a utilizagdo da espectroscopia Raman em
diferentes tipos de leucemia. Todos os artigos que ndo se encaixavam nesses critérios foram excluidos, assim como artigos

duplicados, revisfes bibliograficas, editoriais, cartas, teses e dissertacoes.

2.3 Extracdo de dados
Os dados de cada publicacdo que preencheram os critérios de inclusdo foram extraidos quanto ao: sobrenome do
primeiro autor, ano de publicacdo, amostra do estudo, populagdo, principais resultados obtidos, comparacdo e desfecho da

pesquisa descrevendo alteragdes bioquimica, diferenciacéo de leucemias etc.

3. Resultados e Discussao

Na busca realizadas nas quatro bases de dados: SCOPUS, PubMed, Web of Science e Science Direct usando os
descritores em conjunto foram encontrados um total de 639 artigos, que ap6s uma filtragem utilizando os critérios de inclusdo
e exclusdo de acordo com o fluxograma mostrado na Figura 1 totalizaram 29 artigos. Com uma distribui¢do temporal variando,

principalmente de 2008-2020, com um artigo anterior de 1984, tendo 0 maior nimero de publicagdes em 2015 (Figura 2).
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Figura 1: Fluxograma da filtragem dos artigos.
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Figura 2: Distribuicdo temporal dos 29 artigos coletados.
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Fonte: Pesquisadores (2021).

Nesta revisdo, destacamos a capacidade da espectroscopia Raman em determinar os subtipos de células de leucemia,

avaliando a diferenciacdo e detectando os estdgios da doenca. A espectroscopia Raman é uma técnica espectroscopica
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vibracional que fornece informac6es detalhadas sobre a composicdo quimica e molecular de células e tecidos. Quando a luz do
laser incidente atinge uma amostra de tecido, alguns de seus fétons sofrem uma mudanca na energia, conhecida como efeito
Raman (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito Raman e suas atribui¢Ges na leucemia

Autor/Ano

Picos utilizados

Atribuicdo na leucemia

Plouvier, Huong, 1984

Entre 240 e 300 cm-!

A analise dos espectros sugere estados de oxidagdo na
leucemia

Chan et al., 2008

678, 785, 1093, 1126, 1337,
1373, 1447, 1575, 1605,
1615 e 1650 cm-!

Mostrou a capacidade de discriminar células normais e
leucémicas de diferentes individuos.

Chan et al., 2009

785, 1230, 1305, 1660 cm *

Marcadores Raman especificos comumente atribuidos a
vibragdes de DNA, RNA, proteina e lipidios em células
de mamiferos, sendo marcadores importantes para
discriminar linfécitos normais e cancerigenos.

Neugebauer et al., 20102

1621, 1584, 1564, 1374 e
755 cm?

Separagdo das células tumorais circulantes dos

leucécitos saudaveis.

Neugebauer et al., 2010P

1580, 1480, 1640. 1373,

A diferenciagdo bem-sucedida de células tumorais de

1345, 1390, células sanguineas saudaveis de maneira ndo destrutiva
710 e 502 cmt
Nguyen et al., 2010 1616 cm? Detec¢do de marcadores de superficie de células de

leucemia linfocitica cronica usando nanoparticulas de
ouro

Dochow et al., 2011

1002, 1374, 1564, 1584 e
1621 cm?

Anélise discriminante linear para diferenciar eritrocitos,
leucécitos, células de leucemia mieldide aguda

Poplineau et al., 2011

720-725; 785; 1093-1094;
1315-1320; e 1575 cm™?

Discerniu células leucémicas tratadas com inibidor de
histona desacetilase do controle com alta confianga.

Le Roux et al., 2012

830-1093, 1490, 1579,
~1658, ~1607 e ~1255 cm
-1

Sugeriu que a extracdo de proteinas e fusdo de DNA
ocorrem nas células durante o tratamento com o0s
extratos etandlicos, alterando drasticamente o contetdo
molecular das células.

Ong, Lim, Liu, 2012

734, 1650, 1011 e 1672 cm?

Mediu e analisou os diferentes modos de morte de
células leucémicas individuais em suspensdo.

MacLaughlin et al., 20132

1618 cm™!

Marcacdo de trés marcadores de superficie celular de
interesse em células B malignas da linha de células de
linfoma LY10.

MacLaughlin et al., 2013°

Nao informado

Marcacdo de moléculas de CD20 em células de
leucemia linfocitica crénica

Gonzalez-Solis et al., 2014

1.002, 1.160 e 1.523 cm !

Monitoramento do tratamento da leucemia por
quimioterapia para distinguir entre soro sanguineo
normal e leucémico e identificar os diferentes tipos de
leucemia com base na bioguimica sérica

Happilon et al., 2015

700-800, 1010,
1665, 1258 e
1342 cm™!

Diagnoéstico de leucemia linfocitica cronica em
esfregagos de sangue néo corados

Khetani et al., 2015

1032, 1318, 650, 789, 1003,
1032, 1093, 1119, 1283,
1318, 1436 cm !

Diferenciacéo sensivel para monitorar e detectar células
de leucemia e diferenciacdo de células apoptoticas,
vivas e necroticas

Vanna et al., 2015

665, 755, 1249, 1173, 1249,
1366, 1397, 1540, 1610 cm*

Identificacdo de células tipicas de leucemia mieloide
aguda e sindrome mielodisplasica

Zhang et al., 2015

728, 786, 827, 1003, 1102,

Espectro Raman revelou a parada do ciclo celular de

1257, 1340, 1450, 1660 | apoptose de linfocitos T leucémicos induzida por
cm! triptélidos
Fazio et al., 2016 1450 cm -1 Analisadas para abordar os efeitos, incluindo necrose e

apoptose, induzidos pelo estresse do envelhecimento

Manago et al., 2016

700-800, 1120, 1370, 1577
cm !

Diagnostico, classificagdo e acompanhamento de
leucemia linfoblastica aguda de células B

Hassoun et al., 2017

660, 900, 1376, 723, 1339,
800, 960, 2872, 2923 e 2952
cm?

Um chip microfluidico baseado em goticulas como uma
plataforma para a identificagdo de células lisadas de
leucemia

Suetal., 2017

875-880 cm 1

Revelou células-tronco mesenquimais que inibem o
crescimento de células HL60

Manago et al., 2018

745, 1120, 1310, 1337,

Identificacdo de células hematopoéticas normais e
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1370 e 1577 cm!

leucémicas

Silvaetal., 2018

400 a 1800 cm™?

Modelo espectral para diagnostico de leucemias agudas
em sangue total e plasma

Féré et al., 2019

745, 813, 840 € 1100 cm !

Classificagdo em diferentes condiges clinicas para
aplicacdo ao diagnostico de leucemia linfocitica cronica

Gonzéalez-Solis, 2019

1040-1654 cm !

Discriminacéo entre cancer de mama, leucemia, cancer
cervical com base em espectroscopia Raman de
amostras de soro sanguineo

Rygula et al., 2019

790, 1100, 1376-1344, 1580,
1660 e 1252-1265 cm !

Destacou a heterogeneidade bioquimica de eosinofilos
humanos versus linha celular de leucemia eosinofilica
humana

Bai et al., 2020

1445-1655 cm !

Estudou as caracteristicas de impressdo digital de
leucemia linfocitica cronica e linfoma difuso de grandes
células B

Dai et al., 2020

623, 646, 728, 748, 783,
853, 936, 1004, 1033, 1099,
1126, 1211, 1256, 1303,
1446 e 1658 cm-!

Caracterizagdo intrinseca entre células tumorais
malignas e leucécitos humanos normais

Xieetal., 2020

854, 1657, 1667 e 1681 cm
-1

Exploracéo in situ de Chidamida, um inibidor de histona
desacetilase, induz alteragBes moleculares de apoptose
de linfécitos T leucémicos

ExcitacGes moleculares e intera¢fes entre as moléculas da amostra causam essa mudanca e levam ao espalhamento de
fétons. Um espectrémetro conta fotons espalhados e mede a intensidade e a mudanca de energia da luz resultante em unidades
por centimetro. Como cada molécula possui vibragfes Unicas, o espectro Raman do tecido consistird em uma série de bandas
ou picos, caracteristicos da composicéo bioquimica daquele tecido (Plouvier & Huong, 1984; Dochow et al., 2011; Manago et
al., 2018; Xie et al., 2020).

Para melhor compreensdo dos dados é importante ressaltar que os tipos de estudos escolhidos variaram entre estudos
experimentais ex vivo e in vitro e ensaio clinicos, com uma soberania de estudo utilizando cultura celular pela praticidade e
menor burocracia que pesquisas clinicas. O estudo obteve um total de 17 (59%) estudos in vitro, 10 (34%) clinicos e 2 (7%) ex
vivos (Figura 3), sera abordado cada um dos tipos de estudo de forma individual (in vitro, ex vivo ou ensaio clinico), fazendo

um agrupado dos seus dados.

O primeiro tipo de estudo analisado foi o ex vivo, que foram os estudos de Plouvier e Huong (1984) e Rygula et al.

(2019), o primeiro estudo trouxe as amostras de 2 pacientes com leucemia, enquanto o segundo trouxe em seus resultados a

Fonte: Pesquisadores (2021).

Figura 3: Distribuicdo dos tipos de estudo.
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Fonte: Pesquisadores (2021).
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quantidade de células que foram analisadas para obtencdo da sua deteccdo do cancer, ambos conseguiram realizar a
diferenciacdo das células oncoldgicas e o estudo de Rygula et al. (2019) ainda as separou das células saudaveis.

Os in vitro forma os que mais contabilizaram com 59% dos estudos extraidos, para esse tipo de estudo sdo
contabilizadas células que foram analisadas pela espectroscopia Raman, porém 10 estudos ndo informaram o seu quantitativo e
apenas 7 trouxeram. Outro falou, j& mencionado, foi a variabilidade de linhagens celulares utilizadas nos estudos, foi
observado um total de 16 linhagens ATCC e 1 linhagem primaria, sendo a mais prevalente a linhagem de célula Jurkat
(leucemia de células T), seguida da OCI-AML3 (leucemia mieloide aguda). as linhagens de MN60, HL-60 e U-937
apareceram em dois estudos cada uma, as demais linhagens apareceram em apenas um estudo (CMSP, JM1, NC-37, MOLT-4,
K562, LY10, MON-MAC-6, L2-blast, RS4;11, REH e, THP1).

Os estudos in vitro se dividiram basicamente em trés objetivos, desenvolvimento de uma técnica de deteccéo,
determinacdo efeito de um tratamento sob as células ou se a espectroscopia conseguia distinguir as células leucémicas das
demais comparadas. Dos 17 estudos: 10 demonstraram a capacidade de diferenciacdo das células leucémicas, 4 traziam efeitos
observados sob um tratamento especifico e 3 eram desenvolvimento de novas técnicas (Figura 4).

A capacidade de detectar de forma ndo destrutiva e classificar de uma forma completamente livre de rétulos
subconjuntos distintos de leucocitos é significativa tanto para estudos in vivo quanto in vitro do sistema imunoldgico em que
uma técnica que fornece informagdes bioquimicas sem rdtulo sobre o tipo de leucdcito e o estado bioquimico pode ser muito
Gtil para dar suporte a hemogramas nao especificos padrdo, foi nesse sentido que Manago et al. (2018) demonstrou que a
espectroscopia Raman pode identificar e classificar com sucesso uma série de subgrupos de leucdcitos importantes
(granulécitos, monacitos e linfocitos).

Figura 4: Diferenciacdo dos objetivos dos estudos in vitro.

Fonte: Pesquisadores (2021).

O (ltimo tipo de estudo avaliado foram os ensaios clinicos, que totalizaram 10 estudos, 7 deles traziam ndmero
amostral detalhado, que no final totalizaram uma amostra de 405 pessoas, 139 voluntarios saudaveis e 266 pacientes com
leucemia (Figura 5), os estudos de Nguyen et al. (2010), MacLaughlin et al. (2013) e Dai et al. (2020) néo trouxeram dados
quantitativos as amostras usadas, porém todos os estudos tiveram como objetivo detecgdo especifica das células leucémicas. O
estudo de Silva et al. (2018) ainda trouxe a diferenca de sensibilidade quando a amostra utilizada era sangue total ou plasma,
tendo uma melhor deteccdo quando se utilizava plasma.

A pesquisa apresentada por Vanna et al. (2015) relatou a caracterizagdo de células que geralmente sdo avaliadas por
hematopatologistas para o diagndstico de leucemia mieldide aguda e sindrome mielodisplasica por meio de
microespectroscopia Raman. Outros estudos ja relataram a diferenciagdo baseada em Raman de células hematopoéticas (por

exemplo, Chan et al (2008) caracterizaram e distinguiram linfdcitos T e B de pacientes afetados por leucemia linfoblastica
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aguda; Neugebauer et al (2010%) estudaram e separaram células AML em cultura (OCI-AML) de outras células cancerosas em

cultura e células normais de sangue humano).

Figura 5: Distribuicdo quantitativa dos subtipos de leucemia dos estudos clinicos.

|l 167
aLLA B
BLMA 13
BLMC 5
OL eucemia 32

Fonte: Pesquisadores (2021).

Sobre os subtipos de canceres observados nos estudo clinicos, temos a leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia
linfoide cronica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide cronica (LMC) e leucemia sem estar especificada.
No geral a LLC foi mais abordada em mais artigos (n=5), seguida da LMA (n=3), LLA e LMC apareceram em 2 artigos cada e
apenas um artigo abordou de forma generalizada as leucemias, artigos que analisaram mais de uma leucemia foram contatos
mais de uma vez, como no caso de Gonzalez-Solis et al. (2014), que trouxe amostras de LLA, LMA e LMC.

No estudo de Gonzalez-Solis et al. (2014) a espectroscopia Raman foi usada para destacar as diferengas na
composicdo quimica das amostras de soro de pacientes com diagnostico clinico de leucemia versus controles saudaveis, um
total de 144 espectros foram coletados com 102 espectros de 21 pacientes controle e 42 espectros de 7 pacientes com leucemia,
permitindo identificar dois grandes grupos correspondentes a pacientes saudaveis e leucémicos, e dentro do grupo leucémico
foi possivel identificar os pacientes com LLA, LMA e LMC. A pesquisa demostrou que a espectroscopia Raman é uma
ferramenta com um forte potencial de suporte para as técnicas atuais para detectar e identificar os diferentes tipos de leucemia
com base em alteragdes de sondagem em nivel molecular.

Em contraste Khetani et al. (2015) demonstrou uma plataforma robusta e sensivel para monitorar e detectar células de
leucemia, tal esquema usou nanoparticulas e fibra de cristal fotbnico de nucleo oco para aumentar o sinal Raman fraco de
células de leucemia, obtendo um aprimoramento usando este esquema os autores também aplicaram a analise estatistica de
componentes principais para diferenciar células apoptoticas, vivas e necroticas, observando diferentes contagens de células,
demonstrando a capacidade do sensor de detectar contagens de células mais baixas.

Observando a proposta demonstrada por Féré et al. (2019) foi percebido que as variagdes nas bandas do citocromo ¢
revelaram uma aceleracdo metabdlica das células leucémicas que se dividem anarquicamente ou mostram disfuncéo no nivel
de apoptose, 0s autores mostraram que as bandas de DNA, proteina e citocromo ¢ podem ser marcadores bioquimicos que
discriminam entre estados saudaveis e doentes. Esses resultados estéo de acordo com o estudo de Poplineau et al (2011), onde
0s autores mostraram que a espectroscopia Raman é capaz de distinguir células saudaveis de células cancerosas por
condensacao de DNA ou modificagdes de proteinas.

Tais estudos também corroboram com Ong; Lim e Liu (2012) nos quais foi demonstrado a técnica espectroscépica

Raman simples para medir e analisar os diferentes modos de morte de células leucémicas individuais em suspensdo. A
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comparacdo da precisdo da classificacdo de morte celular entre analise de componentes principais e analise de componentes
bioquimicos foi realizada usando anélise discriminante linear com base em recursos extraidos nesses dois métodos. Ambos os
métodos apresentaram excelente desempenho na classificacdo de células vivas, apoptéticas e necréticas com 100% de precisdo
uma combinagdo de coeficientes de ajuste de proteinas, DNA e lipidios.

A técnica Raman permite investigar células vivas Gnicas em seu ambiente natural e avaliar sua estrutura bioquimica:
proteinas, lipidios e DNA podem ser visualizados de acordo com seus espectros vibracionais evitando o uso de marcadores ou
a coloracdo celular antes da analise. Como os sinais Raman ndo sdo perturbados pela agua, as células vivas podem ser
analisadas em seu ambiente aquoso em condicdes fisiolGgicas, portanto, Raman é geralmente preferido em vez de, por
exemplo, a espectroscopia de 1V (Su et al., 2017; Manago et al., 2018).

Em contrapartida Silva et al. (2018) utilizou a espectroscopia Raman em amostras de sangue total e plasma para
identificar diferencas espectrais entre individuos saudaveis e pacientes com leucemia aguda com base em seus componentes
bioquimicos (proteinas, aminoacidos, carboidratos, lipidios e carotendides) onde extraiu as informacgdes mais significativas
(com base na variancia) de um conjunto de dados original, gerando duas novas varidveis, chamadas vetores de carregamento
de componentes principais. O modelo de discrimina¢do baseado em minimos quadrados parciais aplicados ao espectro de
sangue total mostrou superioridade na discriminag&o do grupo saudavel do leucémico em relagdo ao plasma, com sensibilidade
de 91,9%, especificidade de 100% e acuracia de 96,5%.

A espectroscopia Raman tem o potencial de monitorar essas mudangas em nivel molecular no estagio inicial, pois
cada biomolécula da origem a um pico distinto no espectro Raman e gera impressoes digitais dessas moléculas e as diferengas
espectrais entre amostras normais e doentes fornecem basicamente informag6es sobre anormalidades, que séo utilizadas para
fins de diagnostico (Bai et al., 2020; Dai et al., 2020).

Ja o trabalho proposto por Rygula et al. (2019) forneceu caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas baseadas em
Raman de eosinéfilos humanos, tanto de células priméarias quanto da linhagem celular leucémica, EoL-1. A imagem confocal
Raman foi testada como uma ferramenta Util e rapida para caracterizar o contedo bioquimico localizado nas amostras. Esta
técnica ndo invasiva e ndo destrutiva encontrou grande utilidade na analise de diferentes células sanguineas, também a nivel
intracelular.

Entretanto, na pesquisa de Fazio et al. (2016) foi escolhida a linhagem celular U937 como modelo de leucemia, pois
apresenta diversas caracteristicas monociticas, como diferencia¢do ou susceptibilidade a apoptose, fen6menos de secrecdo de
citocinas e exposi¢do de novos receptores, nesta pesquisa espectros Raman foram utilizados como dados de entrada para
andlise de componentes principais, a fim de detectar e classificar alteracBes espectrais entre as células U937 e correlacionado a
um aumento significativo dos niveis de apoptose.

No estudo exploratério de Bai et al. (2020), os autores confirmaram que a andlise de plasma baseada em
espectroscopia Raman de linfoma é viavel, sugerindo um papel potencial para espectroscopia Raman plasmatica na deteccéo
de leucemia linfocitica cronica e aplicagOes de triagem.

Nesse sentido demonstramos com a presente pesquisa que espectroscopia Raman como uma ferramenta sem rétulo
para avaliar a fisiologia de células e tecidos percorreu um longo caminho nos Gltimos 30 anos, e especialmente a Ultima década
viu um crescimento quase exponencial de aplicacdes e metodologias relacionadas a este topico como demonstrado na tabela 2.

O ganho de sensibilidade gerado por novas tecnologias e as ferramentas de analise multivariada mais avancadas,
facilmente acessiveis e poderosas, como agrupamento de médias ou variacfes de analise de componente principal, tornaram-se
padrdo na andlise e interpretagdo de grandes conjuntos de dados multidimensionais obtidos por imagem Raman espontanea ou
imagem Raman coerente multiplexada (Xie et al., 2020).

Diante do exposto a Tabela 2 apresenta um compilado dos estudos demostrados acima:
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Tabela 2: Caracteristicas extraidas dos estudos utilizados.

Autor Amostra Popula¢do Resultado Comparagéo Desfecho
Plouvier & Ex vivo: Sangue total de 2 pacientes Utilizacdo da espectroscopia Raman para analise Células com e sem marcagdo 2 pacientes positivos
Huong, 1984 pacientes com leucemia celular através da marcacao com particula azul com a particula azul
Chanetal., In vitro: Células Né&o informado Usada comparacdo entre espectro das células T e  Amostras saudaveis Diferenciacdo especifica do
2008 mononucleadas de sangue B das amostras saudaveis e amostras leucémicas, tumor
periférico (CMSP) observando de diagnéstico positivo em 11 picos

Chanetal., In vitro: linhagens JM1, Né&o informado Observacdo da diferenca de espectro das amostras  Comparacao entre as 3 Diferenciagdo especifica do
2009 NC-37 e Molt-4 fixadas com metanol ou paraformaldeido com as linhagens tumor

ndo fixadas para realizacdo da identificacdo,

forma observados 7 picoss determinantes
Neugebauer et In vitro: linhagem OCI- 261 celulas Conseguiu diferenciar especificamente as células Linhagens tumorais, Diferenciacdo especifica das
al., 20102 AML3 tumorais de leucocitos saudaveis, eritrcitos e das leucdcitos e eritrocitos celulas tumorais

outras linhagens tumorais usadas no estudo em 5

picos diferentes.
Neugebauer et In vitro: Linhagem OCI- 8 células Deteccdo das ceélulas leucémicas nos picos Comparagdo entre as Diferenciagdo especifica das
al, 2010° AML3 diferentes del482, 11235 e 1004 linhagens células tumorais
Nguyen et al., Clinico: Leucemia linfoide  N&o informado Célula marcadas com nanoparticulas anti-CD19 Células marcadas com anti- Diferenciagdo especifica das
2010 crbnica conseguiram ser detectadas em 11 picos diferentes CD19 e anti-CD4 células tumorais
Dochow et al., In vitro: linhagem OCI- 75 células Similaridade nos picos da linhagem leucémica e Comparagdo com as demais Detecgdo de 70 células de
2011 AML3 leucdcito linhagens, leucécitos e forma correta

eritrocitos
Poplineau et al., In vitro: linhagem células 333 células Deteccéo de picos especificos, especialmente para Desenvolvimento de uma 226 tratadas com TSA e MS-
2011 Jurkat 0 DNA e proteinas com Raman de pinca a laser nova metodologia para 275 e 107 ndo tratadas
deteccdo

Le Rouxetal., Invitro: linhagem U-937 Néo informado Identificagdo da linhagem U-937 por 4 Comparacéo de linhagens Diferenciacdo especifica das
2012 pardmetros, totalizando 7 picos tratadas e ndo tratadas células tumorais
Ong; Lim & In vitro: linhagem K562 20 células Detecgéo nos picos 1011, 1672 e 1650 Determinacdo das células por  Pico 734 para determinagdo da
Liu, 2012 morte celular morte
MacLaughlin et Invitro: linhagem LY10e  N&o informado Deteccdo especifica da linhagem com sondas de Desenvolvimento de uma Diferenciagdo especifica das
al., 20132 primaria de leucemia nanoparticulas de Au nova metodologia para células tumorais

linfoide crénica

deteccdo

MacLaughlin et
al., 2013°

Clinico: leucemia linfoide

cronica

N&o informado

Determinacdo das células pela detecgdo de CD20
através de nanoparticulas de Au conjugada com
rituximab

10

Desenvolvimento de uma
nova metodologia para
deteccédo

Diferenciagdo especifica das
células tumorais
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Gonzalez-Solis

Clinico: pacientes com

7 pacientes e 21

42 espectros diferentes para leucemias

Amostras saudaveis

Diferenciacdo especifica das

etal., 2014 leucemia (trés tipos) e voluntarios células tumorais

voluntarios saudaveis saudaveis
Happilon et al.,  Clinico: pacientes com 49 pacientes com  Deteccdo das células de LLC marcadas com May- Amostras saudaveis 88% de eficiéncia para
2015 leucemia linfocitica crénica  cancer e 27 Grinwald Giemsa identificacdo de saudaveis e

e voluntarios saudaveis voluntarios 91% para células leucémicas
Khetani et al., In vitro: linhagem HL-60 Né&o informado Detecgdo das células leucémicas usando Raman Desenvolvimento de uma Diferenciacdo especifica das
2015 com HC-PCF com nanoparticulas Ag, deteccdo nova metodologia para células tumorais

nos picos de 1032 e 1318 com observacdo do detecgéo
ciclo celular

Vanna et al., Clinico: pacientes com 7 pacientes com Detecc¢do obtida nos picos de 500 e 1800 Amostras saudaveis e Diferenciacdo dos tipos
2015 leucemia mieloide aguda e  diferentes tipos de diferenciacdo entre LMA e celulares: mieloblastos,

sindrome mielodesplésica LMA SMD promielécitos,  promielécitos

anormais e eritroblastos
Zhang et al., In vitro: células Jurkat 10 células Avaliacdo da morte celular a avaliando o ciclo Amostras saudaveis Diferenciacdo especifica das
2015 individuais celular em 9 picos diferentes células tumorais
Fazioetal., In vitro: linhagem U937 Né&o informado Detecc¢do obtida nos picos de 788 e 1095 Desenvolvimento de uma Diferenciacdo especifica das
2016 nova metodologia para células tumorais
deteccdo

Manago et al., In vitro: linhagem L2-blast, >300 células Identificacdo de espectros especificos para cada Comparagdo entre as Resultado com 298 células B
2016 RS4;11, REH, MN60 um dos 4 tipos celulares. linhagens e com as células B identificadas, 283  células

RS4;11, 286 células REH e
300 células MN60

Hassoun et al.,
2017

In vitro: linhagem THP-1,
MONO-MAC-6 e célula
Jurkat

Néo informado

Mais especifico para MONO-MAC-6, em seguida
THP-1 e por u(ltimo Jurkat com auxilio de
nanoparticulas

Comparagdo entre as
linhagens

Diferenciacdo especifica das
células tumorais

Suetal., 2017

In vitro: linhagem HL-60

N&o informado

Deteccdo especifica em 7 picos diferentes

Sem comparacéo determinada

Avaliacdo de crescimento

Manago et al.,
2018

In vitro: linhagem MNG60

600 células

Determinacdo de 4 picos especificas para a
linhagem tumoral

Amostra saudavel

Diferenciacdo especifica: 300
células B e 296 linhagem
MN60

Silva et al., Clinico: sangue e plasma 38 amostras Determinac&o de pico especifico: 830 Amostra saudavel Sensibilidade para plasma de
2018 de pacientes com leucemia  sangue total e 40 95,7%, especificidade de 98%
amostras de e acurécia de 97,1%.
plasma
Féré etal., Clinico: pacientes com 61 voluntarios Determinacdo de bandas associadas aos acidos Amostra saudavel Detecgdo especifica das células
2019 leucemia linfoide crénica saudaveis e 79 nucleicos, proteinas e citocromo ¢ das células leucémicas

pacientes

leucémicas
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Gonzalez-Solis, Clinico: amostra de soro 7 pacientes Associacdo do pico de 1447 na deteccdo da Amostra de cancer de mamae Detecgdo especifica das células

2019 leucemia cervical leucémicas

Rygula et al., Ex vivo: células isoladas de 60 células Marcacdo de lipideos, nlcleo e citoplasma de Eosindfilo derivado de Deteccdo de picos especificos

2019 amostras clinicas e eosinofilos para diferenciacdo entre as células amostrada ATCC para diferenciacdo entre as
linhagem EoL-1 derivados clinicos e de ATCC origens

Bai etal., 2020  Clinico: pacientes com 39 pacientese 30  Desenvolvimento de nova parametro para a Amostra saudavel Deteccéo especifica das células
leucemia linfoide crénica voluntarios amostra de sangue, usando os picos de 1445 e leucémicas com sensibilidade

saudaveis 1655 de 92,86% e especificidade de
100%

Dai etal., 2020  Clinico: pacientes com Néo informado Determinacdo de 17 espectros possiveis para Amostra saudavel 94,43% de especificidade na
leucemia e voluntérios deteccdo de células tumorais deteccdo das células tumorais
saudaveis

Xie etal., 2020 Invitro: linhagem células Néo informado Determinacdo da morfologia por 2 componentes Comparacéo de linhagens Diferenciacdo especifica das

Jurtak

principais (PC): PC1 com 15 espectros e PC2 com
6

tratadas e ndo tratadas
(Chidamide ou SAHA ou MS-
275)

células tumorais e o0 tipo de
morte celular

Fonte: Pesquisadores (2021).
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4. Concluséao

Com a analise detalhadas dos 29 artigos foi possivel observar um grande avanco nas pesquisas sobre a aplicabilidade
da espectroscopia Raman no diagndstico, em especial sobre a sua especificidade e sensibilidade, para garantir que a
diferenciacdo entre os quatro principais subtipos de leucemias (LLC, LLA, LMC e LMA) sejam feitas de forma confiavel,
muitas vezes 0 ensaio era associado a sondas ou corantes para que as analises de picos fossem as mais precisas. Os estudos
com pacientes confirmaram a eficiéncia da técnica para diagnéstico, dando uma maior credibilidade e bagagem para a sua
consolidacdo junto aos protocolos clinicos num futuro préximo.

As informac@es reunidas no presente estudo podem fundamentar a realizacdo de novas pesquisas para esse fim, o
diagnéstico ndo invasivo de leucemias. Sera de grande importancia a criacdo de um banco de dados espectral, para servir de
base comparativa na analise das amostras realizadas clinicamente. Ainda, a criacdo de uma tabela de picos dos elementos
bioquimicos modificados pelo céncer a fim de agilizar o diagnéstico ou a determinacdo de possiveis alteragdes. Mais estudos

envolvendo amostras sanguineas fragmentadas, células e soro, contribuirdo para a maior especificidade do diagndstico.
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