Z > ARQUIVOS DE  ©2018 ASBAI

% ASMA, ALERGIA
assar | FIMUNOLOGIA

7

Artigo de Revis&o

Biomarcadores nas doencas respiratorias obstrutivas

cronicas: a préxima pagina

Biomarkers for chronic obstructive respiratory diseases: the next page

Hisbello S. Campos'

RESUMO \

Nas ultimas décadas, consensos e diretrizes vém orientando pa-
dronizagbes terapéuticas que, mesmo baseadas em evidéncias,
partem do principio de que o mesmo medicamento é bom para
todos que tém a mesma doenca. Essa conduta vai de encontro
aos conhecimentos atuais sobre os mecanismos envolvidos na
patogenia da maior parte das disfungdes clinicas. Doengas séo
produto da conjuncdo de fatores genéticos, ambientais e com-
portamentais. Polimorfismos genéticos, microbioma, exposicoes
ambientais e agentes etioldgicos se conjugam, determinando
processos etiopatogénicos complexos que fundamentam a
expressao clinica. Propor padronizagdes terapéuticas que nao
levem em consideracdo as diferengas potenciais que tornam
Unica cada pessoa doente, atenta contra o bom senso. Hoje se
reconhece a necessidade de uma abordagem personalizada,
que considere a premissa de que, em cada individuo, a doenga
pode ter diferentes alvos terapéuticos, e que cada pessoa pode
responder diferentemente a mesma abordagem terapéutica.
Nessa nova perspectiva, biomarcadores capazes de identificar
0 mecanismo patogénico responsavel pela disfungdo em cada
individuo e o alvo terapéutico sao instrumentos fundamentais. A
identificagdo desses biomarcadores é uma etapa importante na
transicdo do modelo atual da pratica médica para a medicina de
precisao, na qual a abordagem preventiva e terapéutica levara em
consideragéo a variabilidade genética, o ambiente e o estilo de
vida de cada pessoa. Possivelmente, essa nova pratica médica
permitira aumentar as taxas de sucesso terapéutico na asma e
na doenga pulmonar obstrutiva cronica, problemas respiratorios
cronicos de prevaléncia elevada com uma gama ampla e variada
de apresentacdes clinicas e respostas as terapias atuais.

Descritores: Medicina de precisdo, asma, doenga pulmonar
obstrutiva crénica, biomarcadores.

‘ ABSTRACT

In recent decades, consensuses and guidelines have guided
therapeutic standards which, though based on evidence, assume
that the same drug is good for everyone who has the same
disease. This behavior is inconsistent with current knowledge
on the mechanisms involved in the pathogenesis of most clinical
disorders. Diseases are the product of the conjunction of genetic,
environmental and behavioral factors. Genetic polymorphisms,
microbiome, environmental exposures and etiological agents
combine to determine complex etiopathogenic processes that
support clinical expression. Proposing standardized therapies
disregarding the potential differences that make each diseased
person unique threatens common sense. Today, we recognize
the need for a personalized approach considering the premise
that in each individual the disease may have different therapeutic
targets and that each person may respond differently to the
same therapeutic approach. In this new perspective, biomarkers
capable of identifying the pathogenic mechanism responsible
for the dysfunction in each individual and the therapeutic target
are fundamental instruments. Identification of these biomarkers
is an important step for a transition from the current model of
medical practice to precision medicine, in which preventive and
therapeutic approach will take into account genetic variability,
environment and the lifestyle of each person. This new medical
approach may potentially increase therapeutic success rates in
asthma and chronic obstructive pulmonary disease, both highly
prevalent chronic respiratory problems with a wide range of clinical

presentations and responses to current therapies.

Keywords: Precision medicine, asthma, pulmonary disease,
chronic obstructive, biomarkers.
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Introducéo

A fala médica vem incluindo novos termos/frases,
como “Medicina personalizada”, “Medicina de preci-
sao”, “o medicamento certo para o paciente certo na
hora certa”, que representam evolugdo na aborda-
gem médica. Sinteticamente, podem ser vistos como
uma mudanca de modelo; uma transicdo do modelo
classico no qual as condutas médicas eram base-
adas nas orientacdes de profissionais renomados,
passando por propostas diagndésticas e terapéuticas
baseadas em evidéncias, e chegando ao modelo da
Medicina personalizada (MP). De forma simplista,
MP pode ser definida como o uso de biomarcadores
para a identificacdo de caracteristicas especificas do
problema em questao, e orientacdo das abordagens
preventivas, diagnoésticas e terapéuticas. Para que a
MP faca parte do cotidiano médico, é fundamental
identificar marcadores capazes de identificar os al-
vos terapéuticos basicos da disfungdo. A busca por
esses instrumentos vem sendo objeto de inumeras
pesquisas, e sua identificagao permitira subirmos de
patamar nas ag¢des diagndsticas e terapéuticas.

Novas tecnologias farao parte do cotidiano médico,
mudando a abordagem atual de “um serve para todos”
para aquela que trata o paciente como um individuo
unico. Na proxima etapa da pratica médica, termos
como “farmacogenética”, “epigenética”, “modificacbes
pos-translacionais”, “metaboloma”, “transcriptoma”,
“proteoma”, entre outros, fardo parte de uma nova
ciéncia dedicada ao estudo da biologia celular no
nivel genético e molecular, a Ciéncia é6mica. Aliada a
bioinformatica, essa nova perspectiva de estudo dos
eventos celulares em seu nivel mais profundo prova-
velmente gerara instrumentos capazes de identificar
0s mecanismos basicos das disfung¢des celulares que
resultam em doencga. Os biomarcadores resultantes
servirao como instrumentos diagndsticos e preditivos
dos alvos terapéuticos e dos desfechos esperados.
Quando disponiveis, possibilitarao passarmos para a
proxima pagina da pratica médica, a Medicina de pre-
cisdo, na qual a abordagem preventiva e terapéutica
leva em consideragao a variabilidade genética indivi-
dual, o ambiente e o estilo de vida de cada pessoa.

Particularmente no campo das doencas respi-
ratérias obstrutivas crénicas (DROC), a evolugao
do conhecimento vem permitindo compreender que
multiplos fatores genéticos, microbioldgicos e am-
bientais interagem gerando numerosos mecanismos
patogénicos na asma e na doenga pulmonar obstru-
tiva cronica (DPOC), que determinam a ampla gama
de apresentagdes clinicas e desfechos terapéuticos

observados na pratica clinica. Num cenario como
esse, a identificacdo de marcadores capazes de dife-
renciar 0s mecanismos patogenéticos responsaveis,
e apontar os alvos terapéuticos efetivos, € um passo
fundamental para inscrever nossa pratica nesse futuro
modelo de abordagem médica.

Nesse artigo, ndo serdo abordados marcadores
clinicos (idade de inicio dos sintomas, associacao a
alergia, ao uso de farmacos, ao exercicio e a outros),
funcionais (parametros espirométricos mais ade-
quados para definicdo de gravidade, por exemplo),
ou de imagem!. O texto fara referéncia apenas aos
principios que regem a busca de biomarcadores
diagnésticos e terapéuticos para as DROC.

Medicina personalizada

Mesmo com todo o progresso médico, a defini-
¢ao de Medicina proposta por Hipécrates — “Arte
de consolar sempre, aliviar quase sempre e curar
algumas vezes” — continua atual. As taxas de cura
alcancadas em grande parte das doencas ainda
sao baixas. O desenvolvimento de instrumentos e
técnicas que permitam desvendar os mecanismos
moleculares envolvidos na génese das disfungdes
vem permitindo compreender os aspectos patogé-
nicos envolvidos nos processos doentios. Gracas a
esse progresso, passamos a compreender que o
resultado final (doenca) pode ser atingido de dife-
rentes modos, e que 0s mecanismos patogénicos
podem diferir entre os doentes gracas as interagcbes
com perfis genéticos variados, préprios de cada indi-
viduo, com o ambiente no qual ele esta inserido, e
com seu estilo de vida. Nesse cenario, € dbvio que
tanto a abordagem preventiva, como a diagndstica
e terapéutica devem ser centradas nos mecanismos
responsaveis pelo adoecimento naquela pessoa, e
nao, como ainda fazemos, no resultado final. Ainda
hoje, o objetivo do tratamento é remediar a lesé@o
instalada, e ndo prevenir ou interferir no mecanismo
determinante da disfungéo.

A compreensao de que a conduta atual é insufi-
ciente para prover saude e prevenir desfechos indese-
javeis vem mudando paradigmas na Medicina. Nesse
cenario de mudancas, a MP pode ser vista como
definicdo das condutas preventivas, diagndsticas e
terapéuticas fundamentadas nos dados individualiza-
dos do paciente, englobando informacgdes genéticas,
gendmicas, clinicas e ambientais. Nesse conceito, o
processo de adoecimento é definido por caracteristi-
cas proprias de cada individuo, o que pode modular o
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mecanismo determinante e a resposta ao tratamento.
Na abordagem personalizada, o estudo aprofundado
da biologia molecular (BM) — Ciéncia édmica — tem
papel de destaque, ja que resulta da incorporagao
de aspectos genéticos, moleculares e bioquimicos
nos processos bioldgicos e patobiolégicos. Na pers-
pectiva das ciéncias 6micas, que buscam desvendar
os fendmenos bioldégicos em termos genéticos e
moleculares, procura-se identificar personagens e
mecanismos envolvidos no desenvolvimento celular,
na comunicagao entre as células, e no controle das
acoes celulares. A partir dai, poder-se-a identificar os
pontos de desvio que geram as doengas.

A efetividade da MP é diretamente proporcional a
disponibilidade de marcadores que apontem exata-
mente 0 mecanismo patogénico e o alvo terapéutico
naquele doente em particular. Quando disponiveis
na pratica clinica, serdo instrumentos fundamentais
na selecéo da abordagem terapéutica, e na predicéo
do desfecho do tratamento. Certamente, o painel de
marcadores a serem empregados em cada investi-
gacgao clinica devera propiciar informagdes genéti-
cas e moleculares. Provavelmente, as tecnologias
necessarias para a obtencéo de biomarcadores com
esse potencial representardo valores financeiros
elevados. Assim, numa fase inicial, o custo podera
ser um obstaculo importante a ser superado para a
democratizacdo desses instrumentos fundamentais
na rotina médica. Mesmo caros, deve ser considerado
que o0 seu emprego representara abandono de testes
diagndsticos e tratamentos desnecessarios, ou seja,
racionalizacdo de custos.

Biomarcadores

Os biomarcadores podem ser definidos de acordo
com a area em que sao empregados. Por exemplo,
dados os riscos & saude humana gerados pelas inter-
vengdes do homem ao meio ambiente, biomarcadores
podem ser instrumentos da Epidemiologia Ambiental
para mensuragao dos riscos associados a exposicao
a determinados agentes quimicos?. Também podem
ser usados na Monitoriza¢ao Bioldgica, na qual para-
metros biolégicos podem ser usados como marcado-
res de toxicidade por exposicéo a produtos quimicos?
ou a medicamentos (efeitos adversos ou toxicidade)*.
Nessa perspectiva, os biomarcadores poderiam ser
classificados em trés grupos:

— Biomarcadores de exposi¢cdo — permitem confirmar

e avaliar a exposicao individual ou de um grupo
a determinado fator, estabelecendo a correlagéo

entre a exposi¢cao e sua intensidade e o efeito no
organismo;

— Biomarcadores de efeito — documentam as alte-
racdes clinicas resultantes da exposicao;

— Biomarcadores de susceptibilidade — definem o
grau da resposta do organismo a exposicao.

Na perspectiva do presente texto, usaremos a
definicdo do National Institutes of Health Biomarkers
Definitions Working Group, que define biomarcador
como “uma caracteristica mensuravel objetivamente e
avaliada como um indicador de processos biolégicos
normais, processos patogénicos ou respostas farma-
colégicas a intervengdes terapéuticas.”> Um marcador
bioldgico que preencha essas qualidades e permita
“identificar a susceptibilidade individual & agresséo em
foco” seria o instrumento perfeito para a personaliza-
¢ao terapéutica. Idealmente, biomarcadores deveriam
incorporar algumas outras qualidades importantes,
tais como: (1) ndo ser afetado por fatores externos a
doenca em questao; (2) identificar a pessoa suscep-
tivel antes que a doenca se desenvolva; (3) permitir o
diagnéstico ainda na fase assintomatica; (4) indicar a
abordagem terapéutica potencialmente mais efetiva;
e (5) predizer a velocidade de progressao da doenca.
Finalmente, um biomarcador deveria ter, também:

— relagdo clara com o processo patobioldgico em
questao;

— sensibilidade, especificidade e valores preditivos
positivo e negativo elevados;

— flutuagbes em sua concentragdo proporcionais ao
estagio da doenca e a intervencao realizada;

— reprodutibilidade qualitativa e quantitativa.

Se uma disfuncdo ou uma doencga forem vistas
sob a perspectiva do funcionamento alterado de um
tipo celular ou de um conjunto deles, sua patogénese
tem por base disfuncdes genéticas. Nessa situacéo,
provavelmente, a identificacdo de biomarcadores
partira da utilizacao de técnicas que desvendem as
interagbes entre os componentes do sistema bioldgi-
co, identificando a relagédo entre fungdes e compor-
tamentos de genes, seus transcritos e metabdlitos
que geram 0s mecanismos patogenéticos basicos de
cada disfuncdo/doenca. A analise global dos sistemas
bioldgicos esta fundamentada em dados obtidos pelas
abordagens “6micas”: genémica, transcriptémica, pro-
tedmica e metabolémica®’. Denomina-se “Gendémica”
a ciéncia que utiliza métodos de sequenciamento de
DNA combinados com a bioinformatica classica para
sequenciar e analisar a funcéo e a estrutura dos ge-
nomas. Divide-se em Gendmica estrutural (estuda a
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estrutura dos genomas) e Genémica funcional (estuda
o funcionamento dos genomas). A Gendmica funcio-
nal abrange os estudos do:

— Transcriptoma: conjunto de RNAs mensageiros
gue uma célula expressa em determinado momen-
to, sob determinadas condicdes. Através dele, é
possivel saber quais genes sao expressos diferen-
cialmente em resposta a estimulos distintos (infec-
ciosos ou abiéticos). Como a transcrigdo pode ser
influenciada por fatores ligados ao ambiente ou ao
estilo de vida, sua analise pode, potencialmente,
identificar biomarcadores.

— Proteoma: conjunto de proteinas produzidas por
parte de um genoma. Enquanto o genoma de um
organismo mantém-se relativamente estavel ao
longo da vida, o proteoma é dindmico e variavel.
A andlise protedmica pode indicar a expressao
de um gene e apontar disfun¢gdes em proces-
sos metabdlicos, regulatérios e de sinalizagao.
Contrastando com estudos envolvendo uma Unica
proteina, no estudo protedémico busca-se identi-
ficar um conjunto de proteinas sintetizadas por
determinada célula ou tecido durante um evento
fisioldgico especifico. As proteinas controlam a
maior parte dos processos celulares, agindo como
enzimas, anticorpos, horménios, componentes
estruturais ou receptores celulares. A identificagao
das modificagcdes pds-transducionais, das con-
centragbes ou das interacdes proteina-proteina
em tecidos e fluidos corporais tem o potencial de
indicar ou distinguir processos doentios®. Como
o estudo do proteoma é baseado na andlise do
DNA, permite obter informagdes sobre processos
modulatérios da funcao e atividade proteica que
ndo podem ser alcangcados na andlise do RNA'0,

— Metaboloma: conjunto de metabdlitos (aminoa-
cidos, nucleotideos, espécies idnicas, alcoois e
cetonas volateis, carboidratos hidrofilicos, pro-
teinas e outros) produzidos ou modificados por
um organismo e detectaveis numa célula, num
fluido biolégico ou num tecido'. Num sistema
biolégico, o metaboloma representa a integracao
entre gendtipo e fendtipo, ja que integra fatores
genéticos e ambientais. Metabdlitos (moléculas
menores que 1kDa, na maior parte das vezes)
sao intermediarios e produtos do metabolismo.
Concentragdes infimas e existéncia fugaz sao
os principais obstaculos para sua detecgao, que
poderao vir a ser superados com o aprimoramento
de instrumentos e técnicas. A partir dai, a préxima
etapa consistira em identificar como a presenca

e concentracdo das centenas, talvez milhares,
de metabdlitos poderdo vir a ser usados como
biomarcadores na pratica clinica.

O numero astrondmico de informagdes, variagdes
e interagdes entre os componentes de um sistema
bioldgico torna obrigatério usar programas computa-
cionais (Bioinformatica) capazes de analisar e inter-
pretar todas as combinagdes possiveis. Na medida em
que as abordagens “dmicas” forem sendo inseridas
na pratica médica, estaremos realmente fazendo
uma Medicina de precisdo, oferecendo uma opgéao
terapéutica que leve em consideragao as particulari-
dades de cada doente.

Antes de chegarmos a esse ponto, teremos que
cumprir uma etapa dedicada a identificar biomarca-
dores usando as tecnologias atualmente disponiveis
na maior parte dos centros. Dadas as diferentes
classes de informagbes necessarias para o atendi-
mento adequado de um doente, que envolvem desde
o diagndstico até a selegéo do tratamento e predigao
da resposta terapéutica, certamente usaremos pai-
néis de biomarcadores. O impacto financeiro do seu
emprego na rotina médica tera que ser avaliado, ja
que, ao mesmo tempo em que potencialmente evita-
ria exames e tratamentos desnecessarios/inefetivos,
diminuindo, por conseguinte, o custo médico da
doencga, o custo da sua aplicagéo deve ser relevante.
Tradicionalmente, a area da Saude é um exemplo da
grande distancia entre 0s recursos necessarios e 0s
disponiveis. Mesmo nos paises mais evoluidos e com
maior renda, nos quais a maior parte dos agravos
preveniveis nao representa problema significativo, a
alocagao de recursos passa por critérios rigidos de
custo-efetividade. O cancer € um exemplo de uma
area na qual marcadores preditivos de resposta te-
rapéutica poderao ser instrumentos importantes para
a reducdo do custo elevado do tratamento. O debate
desse tema, no qual cifras astrondmicas por vezes
refletem-se em poucas semanas ou meses a mais de
vida em parcelas variaveis dos doentes submetidos a
tratamentos sofisticados, é importante para a Saude
Publica. Certamente, sera um debate espinhoso, por
envolver aspectos morais, éticos e financeiros.

Biomarcadores nas DROC

As doencas respiratérias obstrutivas crénicas
(DROC) constituem um grupo formado pela asma e
pela doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). O
progresso do conhecimento sobre os mecanismos
patogenéticos envolvidos em ambas, nos quais fa-
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tores genéticos interagem com fatores ambientais
(poluentes atmosféricos, alérgenos, microrganismos
€ outros) e com nosso microbioma, vem tornando
cada vez mais ténue a linha que separa a asma da
DPOC. Mesmo considerando as diferengas marcantes
nas apresentagdes anatomopatolégicas de ambas, é
possivel que, mais do que o conjunto de duas doen-
¢as ou sindromes, as DROC sejam compostas por
uma ampla gama de disfungdes respiratorias cronicas
resultantes da interacao descrita acima, cujos tracos
comuns sejam a inflamacgao da via aérea e a obstru-
¢a0 ao fluxo aéreo. Nesse grande painel de disfungbes
respiratérias, a “asma pura” estaria num extremo, e
a “DPOC pura”no outro. O intervalo entre elas seria
preenchido por inimeras apresentacdes clinicas, com
diferentes graus de disfuncéo ventilatéria e alteragdes
anatomopatolégicas, que passariam pela “asma com
aspectos da DPOC” até a “DPOC com caracteristi-
cas da asma”. Certamente, ambas, em suas formas
“puras”, podem coexistir no mesmo individuo, dada a
frequéncia significativa de cada uma. A partir do cen-
tro, arranjos genéticos e caracteristicas da disbiose
(desequilibrios do microbioma) presente resultariam
em diferentes formas clinicas que tenderiam mais pa-
ra um extremo ou para o outro. Se essa teoria estiver
correta, a ACO (Asthma—COPD overlaping) seria o
ponto central. Entretanto, a ACO foi definida como
uma entidade clinica “autdnoma”, como um fenétipo
clinico no qual o diagnéstico é estabelecido quando
dois dos trés critérios maiores ([1] prova broncodila-
tadora fortemente positiva —aumento do VEF, > 15%
e > 400 mL; [2] eosinofilia no escarro; e [3] historia
pessoal de asma) e dois dos critérios menores ([1]
IgE total elevada; [2] histéria pessoal de atopia; e [3]
prova broncodilatadora positiva — aumento do VEF,
>12% e > 200 mL) estao presentes em dois ou mais
momentos'3. Se observadas as caracteristicas clini-
cas e funcionais incluidas na caracterizagao da ACO,
pode ficar a impresséo de que seja uma forma mais
grave de asma, ou mais leve de DPOC'4. Entretanto,
segundo a teoria apresentada acima, parte das
apresentacgdes clinicas rotuladas como ACO pode-
riam ser, na verdade, resultados da multiplicidade
de mecanismos patogénicos envolvidos nas DROC,
e nao da associacao de asma e DPOC. Seriam, na
verdade, produtos de variages potenciais dentre
aquelas determinantes das DROC. A variabilidade
intra e interindividual, seja nos agentes etiopatogé-
nicos, na disfungéo ventilatéria e sua evolugéo, nos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos nos
processos inflamatdrios das vias aéreas, na diversi-

dade de apresentacdes clinicas, ou nos desfechos
terapéuticos, provavelmente tem como causa basica
a interagdo entre a diversidade genética, particulari-
dades do microbioma e da exposicao ambiental. Esse
conjunto seria o principal determinante do endotipo
(mecanismo determinante da disfungdo). O grande
e crescente conjunto de endotipos identificados nas
DROC é o responsavel pela dificuldade eventual de
diferenciar a asma da DPOC, e pela diversidade de
desfechos, deixando claro que a melhora das taxas
de sucesso terapéutico esta diretamente associada
a identificagdo de marcadores diagndsticos e tera-
péuticos precisos.

Num ambiente permeado por processos inflamato-
rios complexos e imbricados, como o das vias aéreas
nas DROC, o emprego potencial de biomarcadores
deixa claras as razdes do interesse elevado em iden-
tificar aqueles que possam ser uteis nas acoes pre-
ventivas, diagndsticas e terapéuticas. Até o momento,
a maior parte dos biomarcadores desenvolvidos e
avaliados tem como alvo caracterizar a inflamacao
brénquica. Linhas de pesquisa buscam identificar
citocinas envolvidas em pontos chave dos processos
patoldgicos. O grande obstaculo para o sucesso dessa
classe de biomarcadores estd situado tanto na sua
variabilidade durante as diversas etapas dos mecanis-
mos patogénicos envolvidos, como ha sua modulagéo
por fatores externos independentes. Por exemplo,
as disfungdes celulares que geram as alteragdes
basicas inflamatdrias do trato respiratério nas DROC
podem ser capitaneadas por diferentes classes de
linfécitos no mesmo individuo, em momentos distintos.
A “lideranca linfocitaria” dos processos inflamatérios
das vias aéreas tanto pode alternar como associar
diferentes células T e de outras classes, gerando
alteracOes inflamatdrias distintas que se expressam
de modo parecido. Apenas esse fator, provocaria va-
riacdes temporais nas concentracdes de muitas das
citocinas envolvidas, reduzindo seu potencial como
biomarcador. Mais ainda, as concentragées de muitas
das citocinas envolvidas também sao afetadas por
fatores externos, como comorbidades, tabagismo e
habitos dietéticos, por exemplo.

A identificagao de biomarcadores Uteis e confidveis
na pratica clinica € um processo complexo. Se usar-
mos a DPOC como exemplo, temos que ter claro que
um fator importante a ser considerado na identificagao
de biomarcadores é o tabagismo. O fumo, associado
a maior parte dos casos, por si s6 € uma causa de in-
flamacao e de estresse oxidativo no trato respiratdrio.
Por essa razéo, os biomarcadores devem ser capazes
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de diferenciar as alteracdes inflamatdrias associadas
diretamente ao fumo daquelas particulares da DPOC,
mesmo em fumantes. O mesmo racional deve ser
aplicado ao emprego habitual de queima de biomas-
sa para aquecimento ou cozimento de alimentos ou
de exposicao frequente a outros fatores causais das
DROCs. Esse desafio e sua superacao estao rela-
cionados a identificacdo precisa dos mecanismos
patogenéticos da DPOC. Talvez o aprimoramento de
tecnologias integrando alteragbes genéticas, seus
transcritos e produtos proteicos envolvidos em pro-
cessos celulares importantes nos mecanismos pato-
genéticos das enfermidades (Ciéncias émicas) seja
um caminho para a identificagédo de biomarcadores
efetivos no diagndstico, na selecédo terapéutica e na
predicao do desfecho.

Biomarcadores no ar expirado

As DROC estao associadas ao estresse oxidativo
(EO) e a inflamacéao das vias aéreas. Por essa razao,
ha linhas de pesquisa que buscam biomarcadores
em condensados do ar expirado (CAE), obtido com
o resfriamento do ar exalado. Caso se identifiquem
substancias que preencham as caracteristicas ne-
cessarias aos biomarcadores, passaremos a dispor
de elementos simples, coletados por métodos mini-
mamente invasivos e facilmente reprodutiveis sem
gerar inflamacao ou disfuncdo nas vias aéreas. Na
pratica, ao fornecerem informacdes sobre a compo-
sicao extracelular do fluido brénquico e dos gases
soltveis exalados'®, poderao indicar o diagndstico, o
tratamento mais adequado e seu desfecho potencial.
O equipamento necessario seria portatil, ndo induziria
desconforto e poderia ser empregado em criangas ou
pacientes sob ventilacdo mecénica. Entretanto, os
modelos disponiveis ainda requerem aprimoramento
que eleve sua sensibilidade. Além disso, os principais
inconvenientes do procedimento incluem a diluicao
por vapor d’agua, inespecificidade da area alvo nas
vias aéreas, contaminagao pela saliva, e baixa re-
produtibilidade. A mensuragéo da fracdo exalada de
oxido nitrico (FeNQO) foi uma das primeiras tentativas
de identificar um biomarcador capaz de distinguir as-
maticos de ndo asmaticos'®. Desde ent&do, numerosos
estudos vém buscando decifrar o real valor do FeNO
como biomarcador. No trato respiratério, o 6xido nitrico
(NO) regula o tono vascular e brénquico (promovendo
a dilatagdo)'”, modula a coordenagdo do batimento
ciliar'® e age como neurotransmissor na rede neural
nao-adrenérgica e nao-colinérgica'®. A fonte anato-
mica precisa do NO exalado ainda ndo esta definida,

mas acredita-se que a maior parte tenha origem nas
vias aéreas inferiores. Ha indicios de que a maior
parte do NO seja excretada pelas células epiteliais
das grandes vias aéreas centrais?°. Dada a grande
interferéncia de fatores pessoais (idade, sexo, atopia
e morbidades [fibrose cistica, hipertensédo pulmonar,
discinesia ciliar primaria, displasia broncopulmonar,
hipotermia], por exemplo) e habitos de vida (taba-
gismo, uso de medicamentos e outros) nos valores
medidos da FeNO, seu valor real como biomarcador,
e até mesmo as faixas de normalidade, ainda sdo
motivos de debate. Resumidamente, os niveis de
FeNO séo elevados em asmaticos, e diminuem com
o tratamento com corticosteroides. Acredita-se que a
inflamacéo eosinofilica das vias aéreas estimule as
células epiteliais a produzir NO, o que faria da FeNO
um marcador desse tipo de inflamacédo brénquica.
Atualmente, preconiza-se usar pontos de corte em
vez de valores normativos na interpretagéo das con-
centragdes de NO em asmaticos.

— Valores da FeNO abaixo de 25 ppb em adultos
e menores que 20 ppb em criangas sugerem
inflamacéo nao-eosinofilica das vias aéreas, ou
auséncia de inflamacao.

— Valores maiores que 50 ppb em adultos e 35 ppb
em criancas sugerem inflamagéao eosinofilica nas
vias aéreas.

— Concentracdes entre 25 e 50 ppb em adultos, e
20 a 35 ppb em criancas, devem ser interpretadas
cuidadosamente e com base na histéria clinica
(sintomas, tabagismo, medicagao em uso).

— Variagbes maiores que 20% para cima (25 ppb em
adultos e 20 ppb em criangas) sugerem progresso
da inflamagéo eosinofilica.

— Reducgdes maiores que 20%, quando os valores
anteriores superavam 50 ppb, podem ter relevan-
cia clinica?!.

Com todas essas indefinicdes, é pouco provavel
que a medida da FeNO possa ser um biomarcador
confiavel numa condigdo como a asma, na qual os
diversos endotipos associados deixam clara a grande
variacao na (1) associa¢cdo com atopia; (2) etiopato-
genia; (3) celularidade inflamatdria das vias aéreas
(eosinofilica, neutrofilica, por exemplo); (4) resposta
aos medicamentos, e (5) histéria natural, € os nume-
rosos fatores intervenientes. Ainda n&o ha estudos em
numero suficiente de doentes para avaliar seu valor
na DPOC. Aparentemente, esta aumentada naqueles
doentes com eosinofilia marcante no escarro e sem
hiper-responsividade brénquica (HRB)22.
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A maior parte dos biomarcadores potenciais no
CAE que vém sendo avaliados para emprego na asma
tem relagéo com ainflamacéo e o EO das vias aéreas,
e nao com aspectos especificos das DROC. EO é o
resultado do desequilibrio na formagéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e mecanismos pulmona-
res antioxidantes de defesa. Pode ser induzido pelo
fumo ou por exposicdes téxicas ambientais, mas nao
€ um atributo exclusivo das DROC. As incertezas
e divergéncias nos estudos realizados, e o fato de
serem afetados por fatores externos, reduz seu valor
potencial como biomarcadores. Dentre os avaliados,
pode-se citar o pH e o peréxido de hidrogénio (H,0,),
marcadores do estresse oxidativo. Mediadores infla-
matorios (leucotrienos, isoprostanos e prostaglandina
E2), citocinas (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-17, RANTES,
TNF-a, MIP1B, MIP1B, eotaxina-1, PCR) e proteinas
(citoqueratina 1, malondialdeido, dimetilarginina) vém
sendo pesquisados. Resumidamente, o caminho ain-
da é longo na busca de biomarcadores uteis no CAE.
Apesar de 0 método representar um grande atrativo
na coleta do material para exame (€ s6 soprar no equi-
pamento), os estudos realizados pecam pela baixa
reprodutilidade de resultados. Certamente, isso deriva
da incapacidade técnica ainda existente de analisar
especificamente diferentes processos inflamatérios
que coexistem nas vias aéreas de asmaticos?3.

Na DPOC, a situagao é equivalente. A maior parte
dos biomarcadores potenciais estudados nao sao
promissores, ja que tém mais ligacdo com o tabagis-
mo, com o estresse oxidativo e com a inflamagéo das
vias aéreas, e ndo parecem ser capazes de distinguir
os diferentes fendtipos (enfisema, bronquite crénica,
ACOS). Dentre eles, o pH, a concentracao de nitratos
(S-nitrosotiols, nitrosamina, amdnia) e isoprostanos,
citocinas (IL-1a, IL-1B, IL-2,IL-4, IL-5, IL-8, IL-10,IL-
120.e B, IL-17, TNF-a e IFN-y), proteinas sinalizadoras
e regulatorias (citoqueratinas | e Il), assim como gases
(CO) tém sido alvo de estudos™.

Biomarcadores no escarro

Dada a facilidade e o baixo risco na sua obtengéo,
0 escarro € um material que vem sendo usado para
estudar os processos inflamatérios nas vias aéreas.
Embora em alguns pacientes, especialmente aque-
les com bronquite crbnica ou fibrose cistica, possa
ser obtido espontaneamente, em parte das vezes é
induzido por nebulizagdo com solugéo salina hiperto-
nica. Diversos marcadores de EQ, inespecificos para
as DROC, podem ser detectados, mas os métodos

atuais ainda permitem grande variacao nos resulta-
dos?4. Independentemente da baixa especificidade,
deve-se ter em mente que o EO também altera acidos
nucleicos. Particularmente na DPOC, a lesao oxida-
tiva do DNA/RNA é fator importante na patogenia, o
que pode fazer dos marcadores genéticos fontes de
biomarcadores lteis25:26,

A busca de biomarcadores na asma e na DPOC
na secrecao brdnquica iniciou-se pela pesquisa da
celularidade no escarro. Tradicionalmente, a asma
era vista como uma disfuncao respiratéria com pre-
dominancia de eosindfilos nas vias aéreas, enquanto
na DPOC, predominavam os neutréfilos. Entretanto, o
progresso no conhecimento sobre os mecanismos pa-
togénicos de ambas vem reduzindo a especificidade
do método?728, A eosinofilia no escarro pode ser uma
caracteristica de uma parcela da populagdo asmati-
ca, particularmente a atdpica, que responde bem ao
corticosteroide, mas também pode ser observada na
DPOC, particularmente durante exacerbagdes. Ja a
neutrofilia, frequente na DPOC, pode ser observada
no asmatico com sintomatologia persistente e menor
grau de resposta ao corticosteroide.

Uma grande quantidade de moléculas liberadas
pelas células ativadas do trato respiratério (citoci-
nas, quimiocinas, linfocinas, fatores de crescimento,
proteases e antiproteases) tem sido encontrada em
concentragdes alteradas tanto na asma, como na
DPOC. Dezenas de citocinas, com sobreposicdo em
suas funcgobes, tém sido associadas aos processos
inflamatdrios nas vias aéreas, tais como TNF-q,
IL-1B e IL-6. Quimiocinas chaves no recrutamento
de células inflamatérias (CCL2, CXCL8, CXCL1 e
CXCLS5, por exemplo) estao marcadamente elevadas
no escarro de portadores de DPOC. Ainda resta por
definir sensibilidade, especificidade e valores prediti-
vos dessas moléculas para que possam ser avaliadas
quanto a incorporagao no painel de biomarcadores
das DROC.

Biomarcadores no sangue

Um fato relevante que deve ser lembrado na
busca de biomarcadores sanguineos das DROC é
a presenca frequente de comorbidades extrapul-
monares, particularmente na DPOC. Nessa Ultima,
0s biomarcadores de inflamagao sistémica mais
estudados incluem fibrinogénio, proteina C-reativa
(PCR), IL-2, IL-6, IL-8, IL-13; todos com especifici-
dade insuficiente2?. Outros que vém sendo avaliados
na DPOC incluem metaloproteinases de matriz8 e 9



322 Arq Asma Alerg Imunol — Vol. 2. N° 3, 2018

Biomarcadores nas doencas respiratdrias obstrutivas crénicas — Campos HS

(MMP-8 e MMP-9), eotaxinas, IFN-y, EGFR, proteina
surfactante-D (SP-D), e proteinas 16 e 18 de célula
clara (CC-16 e CC-18)30. Um problema na identifi-
cagao de biomarcadores séricos na asma reside no
fato de, aparentemente, ndo haver comprometimento
sistémicos, ao contrario da DPOC. De qualquer modo,
FeNO e periostina sérica3!, entre outros, estdo sendo
avaliados.

MicroRNAs como biomarcadores nas DROC

MicroRNAs (miRNA) sdo um grupo de pequenas
moléculas de RNA nao-codificante que modulam a
expressao genética no nivel da traducao, através da
interferéncia na acdo do RNA mensageiro (mMRNA),
modificando a proteina resultante (agao epigenéti-
ca). Os miRNA s&o fundamentais na regulacao de
processos bioldgicos e de etapas da funcéo celular
(ciclo celular, diferenciacéo e apoptose).

Aparentemente, ha mais de 1000 miRNA distin-
tos presentes no genoma humano3®2, modulando a
expressdo de mais de 60% dos genes33. Problemas
no funcionamento e/ou na expressao (redugao ou
aumento) de miRNAs estao associados a diversas
doencas, como neoplasias3+3%, doencas pulmona-
res (asma, DPOC, fibrose cistica, fibrose pulmonar
idiopatica)3®, diabetes, patologias cardiovasculares®”
e infecciosas®8.

Os estudos sobre miRNAs sdo recentes, e buscam
avaliar se alteragbes na sua expressao representam
papéis funcionais nos mecanismos patobioldgicos
de diversas doencas. Se ficar demonstrada sua
participacao na génese de doengas pulmonares, 0s
miRNAs poderao ser biomarcadores efetivos, assim
como alvos terapéuticos. A principal vantagem da sua
utilizacao como biomarcador esta no fato de que ndo
parece ser influenciado por fatores externos ao meca-
nismo determinante da disfuncéo, o que lhe confere
acuracia. Perfis alterados de expressao de miRNAs
em diversas doengas respiratorias podem ser identi-
ficados tanto em tecido pulmonar, como no escarro,
lavado broncoalveolar e sangue/soro periférico’.
Estudos sobre sua expressao e funcdo na asma® e
na DPOC“0 sugerem grande potencial como biomar-
cadores. Particularmente na asma, concentracdes al-
teradas de dezenas de miRNA vém sendo associadas
a producao de citocinas TH2, a etapas da inflamacéo
pulmonar alérgica, a hiper-responsividade bronquica,
a funcao da célula T, ao remodelamento da via aérea,
ao bindmio infeccdo da via aérea/exacerbacéao, € a
outras alteragbes prdprias da asmas®2. O tabagismo

estd presente em grande parte dos portadores de
DPOC, e ele, por si so, é fator causal de alteragbes
moleculares e genéticas no trato respiratério*!. Isso
€ um fator relevante e deve ser considerado na busca
de alteracoes de miRNAs especificas da DPOC, e
nao apenas dos processos oxidativo e inflamatorios
presentes no trato respiratério de fumantes.

Dada sua participacao nos mecanismos pato-
genéticos de diversas doencas, os miRNA também
podem ser alvos terapéuticos. Essa segunda pers-
pectiva advém de estudos em outras doengas, como
hepatite C*2 e carcinoma hepatocelular, nos quais
farmacos inibidores especificos mostram resultados
promissores.

Medicina personalizada e Medicina de precisao
nas DROC

As DROC tém sintomas iniciais inespecificos,
apresentacdes heterogéneas e sao causa relevante
de morbidade e mortalidade. A caracterizacao dos
diversos endotipos englobados pelas DROC é uma
etapa basica para a identificacdo de biomarcadores
efetivos no diagndstico e na definicao terapéutica. As
citocinas, que hoje sédo alvos de estudos que buscam
identificar biomarcadores efetivos, provavelmente
ndo preenchem as qualidades necessérias, dadas
as variagbes em suas concentragées moduladas por
fatores externos aos processos inflamatérios envol-
vidos na patogenia das DROC. O mesmo pode ser
imaginado com relagdo a diversos outros produtos
bioldgicos, cujo potencial como biomarcadores vem
sendo avaliado.

Certamente, a abordagem démica representa a
tecnologia mais segura na busca dos biomarcadores
adequados, capazes de direcionar o desenvolvimento
de novos farmacos e elevar as taxas de sucesso tera-
péutico. Mais ainda, os painéis de biomarcadores per-
mitirdo que a pratica médica possa adotar os preceitos
da Medicina personalizada, etapa prévia da Medicina
de preciséo. A progressao do conhecimento, a partir
dessa fase, permitira que as bases da Medicina de
precisdo sejam incorporadas na rotina clinica, e a
terapéutica seja individualizada para as necessidades
do paciente, com base em caracteristicas genéticas,
fenotipicas e psicossociais, que diferenciam um dado
paciente de outros com apresentagdes clinicas seme-
Ihantes. Ai, finalmente, teremos virado uma pagina,
e poderemos oferecer maiores taxas de sucesso
terapéutico aos nossos pacientes.
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