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Abstract

O Linfoma nao-Hodgkin (NHL) é uma neoplasia que acomete linfécitos, sendo registrada como
a décima primeira causa mais frequente de morte por cancer no mundo em 2018. Essa doenca é
diagnosticada e classificada para fornecer uma melhor abordagem de tratamento, por meio de uma
combinacdo de histopatologia, analise laboratorial e genética ap6s anamnese de sintomas e diversos
exames de imagem para definir o melhor local para bidpsia, bem como a extensdo da doenca que
informara o risco de progressdo e recorréncia. O diagnéstico e o estadiamento podem levar varias
semanas antes que 0s pacientes recebam quimioterapia e/ou anticorpos monoclonais e/ou radioterapia
e/ou imunoterapia. Uma alternativa mais barata e menos invasiva para diagnostico e prognéstico como
0 monitoramento de metabdlitos produzidos e secretados em fluidos ou tecidos bioldgicos seria Util,
uma vez que os linfomas sdo doencas sisttmicas com células neoplasicas circulando na corrente
sanguinea e gerando alteracGes metabdlicas de fécil acesso. Neste trabalho, uma abordagem
Metabolémica global foi usada para avaliar se 0s compostos organicos volateis (VOCSs) presentes na
urina levariam ao diagnéstico ou progndstico de NHL. Essa abordagem parece promissora por
contribuir para o progndstico e escolha do tratamento adequado do NHL para cada individuo.

Palavras-Chave: Metabolémica, Compostos Organicos Volateis, Biomarcadores, Linfoma nao-
Hodgkin

1. Introducéo

O linfoma é uma neoplasia que acomete um grupo de células do sistema imune que sofreram
mutac0es, sendo classificados em linfoma de Hodgkin (HL) e linfoma N&o-Hodgkin (NHL) [1]. Uma
possibilidade de diagnéstico das neoplasias linfoides € o monitoramento de biomarcadores sintetizados
e secretados em material biologico (tecidos ou fluidos), devido aos linfomas serem gerados por
alteracdes e mutacdes no organismo [2,3]. Algumas variagfes na homeostase como respostas imunes
e inflamatdrias, metabolismo do carbono, estresse oxidativo, reparacdo do DNA, e metabolismo de
desintoxicacédo - variagcdes na codificacdo de genes de enzimas fase | e fase Il, sdo sugeridos como
fatores contribuintes para neoplasias linfoides [3].

Alguns biomarcadores podem ser compostos organicos volateis (VOCs), sendo produzidos
pelo organismo e excretados na respiracdo humana, no sangue e na urina. A analise de VOCs € uma
abordagem alternativa para a investigacdo de biomarcadores de neoplasias devido a ser um método
ndo invasivo, com custo potencialmente baixo e proporcionar simplicidade de analise [4].

Para a extracdo dos VOCs é realizada a técnica de microextragdo em fase solida e headspace
(SPME-HS) [4]. O dispositivo de SPME-HS consiste em um bastdo de fibra otica de silica fundida,
recoberto com um filme fino de polimero ou de um sélido adsorvente [5]. Em seguida, os analitos
podem ser analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), onde
a separacdo ocorre de acordo com a volatilidade dos analitos, sua polaridade e forga de interagédo com
a fase estacionaria e a deteccdo e feita por MS de acordo com a razdo massa/carga (m/z) dos ions
gerados na fonte de ionizagdo [6, 7]. Desta forma, os potenciais metabdlitos (molecular features)
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podem ser identificados de acordo com seus respectivos tempos de retengdo, m/z e abundéncia, apos
um tratamento de dados adequado a analise metabolémica global. O objetivo deste trabalho foi
investigar os potenciais biomarcadores presentes em amostras de urina de pacientes com linfoma néo-
Hodgkin antes da quimioterapia, comparando com um grupo controle de pacientes saudaveis.

2. Materiais e métodos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo CEP sob o codigo CAAE 35481614.7.0000.5404.
Para esse estudo dois grupos foram comparados: Grupo 1- composto por 40 voluntarios saudaveis
(codificados como H, sendo 20 mulheres e 20 homens, com idades entre 18 a 66 anos), cujas amostras
de urina foram coletadas no Hemocentro de Campinas e armazenadas a -80 °C ; e Grupo 2: composto
por 18 pacientes diagnosticados com linfoma ndo-Hodgkin antes de iniciarem o tratamento de
quimioterapia no Hospital AC Camargo (S&o Paulo, Brasil) (codificados como L,, sendo 7 mulheres e
11 homens, com idades dentre 29 a 78 anos).

O preparo da amostra foi realizado pela eliminacdo de biomoléculas de alta massa molecular
por salting out, através da adi¢do de 0,5g de cloreto de sddio (NaCl) em 3,5 mL de amostra de urina,
seguido de  extracio  por  SPME, utilizando uma  fibra  OtableFlex  de
carboxeno/divinilbenzeno/polidimetilsiloxano (CAR/DVB/PDMS), selecionando 0s metabolitos
naturalmente volateis e termicamente estaveis. As condi¢cdes de extracdo previamente otimizadas
foram: tempo de incubagdo 15 min, tempo de agitacdo 19 s, temperatura de incubagdo 90 °C e tempo
de extracdo 15 min. O tempo de dessorcao foi de 5 min a 250 °C. Apds a extracao por HS-SPME, os
VVOCs foram analisados por GC-MS.

As analises por GC-MS foram feitas no equipamento Agilent 7595 com um analisador de
massas quadrupolo, instalado no Laboratdrio Institucional do 1Q-Unicamp, com uma coluna HP-5MS
(30m x 0,25mm x 0,25um), com fase estacionaria composta por 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano
(Agilent Technologies). As condigdes cromatograficas avaliadas sdo as indicadas pela Biblioteca
Fiehn (que caracteriza os metabolitos de acordo com o tempo de retencdo e 0s espectros de massa
correspondentes): volume de injecdo 1 uL (modo splitless), analise por gradiente de temperatura
(temperatura inicial 60 °C, seguida de elevacdo de 10 °C/min até 325 °C), temperatura da linha de
transferéncia MSD 290 °C, scan 50,0 — 600,00 Daltons; [8]. O batch incluiu a injecdo de 3 amostras
branco, sequido da injecdo de 12 amostras de controle de qualidade (QCs) para equilibrar o
equipamento; 1 QC era injetado a cada 5 amostras, totalizando 8 QCs.

Os espectros adquiridos no GC-MS foram pré-tratados pelo software MS-DIAL (versao 3.66)..
A andlise estatistica das amostras de pacientes com NHL e individuos saudaveis foram realizadas com
o software MetaboAnalyst 4.0. Um teste-t foi utilizado para comparar a concentracdo de metabdlitos
na urina entre voluntarios saudaveis e pacientes com NHL.

3. Resultados e Discussdes

Um teste t foi aplicado para verificar se a concentracdo de algum dos metabolitos identificados
eram estatisticamente diferentes entre os grupos L e H, resultando na identificacdo de 28 metabolitos
com significancia estatistica (Tabela 1), sendo 12 deles identificados pela biblioteca Fiehn e NIST. A
analise de componentes principais (PCA) nédo apresentou separacdo entre ambos os grupos (Figura 1),
no entanto as amostras de QCs se apresentam bem agrupadas, principalmente de acordo com o PC1,
sendo um indicativo de que as variagdes instrumentais foram controladas, e qualquer variacéo de sinal
observada no tratamento dos dados é decorrente de causas bioldgicas. A analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA) mostra um grafico de pontuacéo (Figura 2- A) e um de projecédo
de variaveis importantes (VIP scores) (Figura 2 - B). Neste caso, o grupo saudavel foi claramente
separado do doente, e a pontuacdo VIP apontou para 43 metabolitos estatisticamente diferentes entre
0s dois grupos.



Tabela 1. Metabdlitos significativos em amostras de urina de pacientes com diagndstico de
Linfoma Nao-Hodgkin comparado com pacientes saudaveis pelo teste t.

ID Nome do Composto tr (min) p-valor

1 4-metil-benzaldeido 7.14 1.70*10716
2 Desconhecido.264 15.92 8.54*10°8
3 Desconhecido.186 13.18 2.21*10°3
4 Ester alil octadecil de &cido oxalico 22.01 9.49*10°
5 Desconhecido.247 15.15 4.68*107?
6 Desconhecido.315 19.09 5.30*%10°
7 | 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro-4,5-deca-6,9-dieno-2,8-diona 17.58 1.12*10%
8 2,2 5-trimetil-3,4-hexanodiona 18.19 1.78*101
9 Desconhecido.262 15.87 2.99%10
10 Desconhecido.260 15.79 3.22*10!
11 Desconhecido.124 11.41 5.32*10
12 Desconhecido.309 18.54 5.86*%10*
13 2-metil-1,4-benzenodicarboxaldeido 9.93 7.51*10*
14 Desconhecido.105 10.86 7.91*101
15 1-hidroxiantraquinona 8.94 8.79*10°
16 Desconhecido.9 7.26 9.20*10!
17 a-metilbenzenoacetaldeido 7.44 0.0001043
18 1-octanol 9.75 0.00012782
19 Desconhecido.326 20.93 0.00017604
20 1-fenil-2-butanona 9.16 0.00028461
21 Desconhecido.303 18.17 0.00086584
22 1,3-bis(1,1-dimetiletil)benzeno 9.33 0.0012214
23 Desconhecido.321 19.86 0.0013842
24 Desconhecido.56 9.23 0.001663
25 Desconhecido.107 10.90 0.0023801
26 Octametil-ciclotetrasiloxano 7.97 0.0024214
27 Desconhecido.173 12.83 0.0025481
28 2,6,10,10-tetrametil-1-oxaspiro[4.5]dec-6-eno 10.23 0.0031179
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Figura 1: Grafico de pontuacdo de PCA de amostras de
urina de individuos saudaveis e pacientes com diagndéstico
de NHL
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Figura 2-A: Gréfico de pontuagdo PLS-DA Figura 2-B: indice VIP mostrando as caracteristicas
moleculares que melhor diferenciaram cada grupo (VIP >
1,5, Total = 43)

Trés dos 28 metabdlitos significativos encontrados neste estudo apresentam correlagdo com o
metabolismo do cancer, sendo eles: 1-octanol [9, 10]; 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro-4,5-deca-6,9-dieno-
2,8-diona [11]; e 1-hidroxiantraquinona [12, 13, 14].



4. Concluséo

Foram encontrados vinte e oito potenciais biomarcadores para o diagnostico de NHL. Embora
um estudo com coorte amostral maior certamente seja necessario para confirmar os achados, esses
metabolitos parecem promissores para um diagndstico e prognostico ndo invasivo e bastante acessivel
do NHL, orientando a sele¢é&o do tratamento mais adequado.
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