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MOLECULAR BIOMARKERS OF HUMAN DISEASE: FUNDAMENTAL CONCEPTS, RESEARCH MODELS AND CLINICAL
APPLICATIONS. Molecular biomarkers correspond to all endogenous or exogenous biomolecules, whose presence or alteration in
metabolic pathways indicate the response of a biological system to a disturbance caused by internal or external factors. The search for
biomarkers has allowed deepening the knowledge of complex pathophysiological mechanisms of diseases, interactions with potential
drugs, and the improvement of diagnostic and therapeutic tests, establishing itself as a central point in personalized medicine. In
addition, the development of the omics sciences has fostered an increasing exploration in this field of research. This review presents

essential and relevant concepts in biomarker research, explores the various definitions and classifications of biomarkers according to

their purpose, the critical aspects to be considered in experimental design, the primary employed study models (in vivo, in vitro, and
in silico) and the factors that have hindered their ultimate implementation. Finally, important, and current clinical and pharmacological
research areas in which biomarker research play a central role are presented.
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INTRODUCAO

Qualquer parametro bioldgico que seja objetivamente mensurdvel
e capaz de indicar um estado particular de um organismo pode ser
utilizado como um biomarcador. A identificacdo desses possiveis
candidatos a biomarcadores pode ser obtida por diversas fontes, desde
questiondrios clinicos as medi¢des moleculares. No entanto, alguns
fatores como a sensibilidade e a seletividade desses biomarcadores
(além da facilidade com que serdo observados, medidos e avaliados)
sdo imprescindiveis para uma aplicacdo efetiva. Priorizando as anélises
clinicas, os compostos que podem ser observados antes dos primeiros
sintomas aparecerem e que sejam identificados/determinados em um
material de facil obtenc@o (como os fluidos bioldgicos: urina, sangue
e saliva) permitem exames menos invasivos quando comparados aos
exames de biopsia. Os marcadores passiveis de serem detectados
por meio de testes sensiveis que fornecam um diagnéstico antes do
aparecimento dos primeiros sintomas sdo essenciais, permitindo o
inicio de um tratamento com maiores chances de cura; sendo assim,
¢ importante conhecer as limitagdes e as vantagens de cada tipo de
biomarcador que serd explorado de acordo com sua aplicag@o clinica.
A inovagdo e a disponibilidade de tecnologias como as ciéncias
“Omicas” — como a gendmica, a transcriptdmica, a protedmica e a
metabolOmica, entre outras — impulsionaram a busca crescente de novos
biomarcadores, e atualmente sdo as principais abordagens utilizadas
nesses estudos. Cada uma das ciéncias dmicas pode ser diferenciada
em relacdo as modificagdes bioquimicas que ocorrem em dinamicas
espaciais e temporais distintas, e assim podem ser classificadas com
maior ou menor nivel de complexidade, avaliar diferentes tipos de
moléculas e fornecer respostas para diferentes tipos de aplicacgéio. Nesta
revisdo serdo abordadas algumas propriedades, conceitos e modelos
pertinentes a busca de potenciais biomarcadores relacionados a satide
humana e, portanto, com aplicacio na 4rea clinica.

*e-mail: avsimionato@unicamp.br

DEFINICOES

A constante exposicdo a agentes ambientais, quimicos, biolgicos,
entre outros, condiciona a populacdo a uma série de respostas e riscos,
sejam eles psicoldgicos, fisicos e/ou bioquimicos. A avaliagdo
desses efeitos € imprescindivel e tem ganhado grande destaque por
permitir que sejam determinados indicadores chaves, isolados ou em
conjunto, para a relagdo causa/efeito entre os agentes e o0 organismo.'
Os indicadores caracteristicos de condi¢des e/ou doencgas humanas,
por exemplo, sdo conhecidos como biomarcadores. Conforme
descreve Hulka et al., biomarcadores podem ser definidos como
as alteracdes celulares, bioquimicas e/ou moleculares mensuraveis
em matrizes bioldgicas, sejam tecidos, células ou fluidos humanos,
por exemplo.>* O Biomarkers Definition Working Group traz uma
defini¢do de biomarcadores mais abrangente como: uma caracteristica
objetivamente mensurdvel e avaliada como um indicador de um
processo bioldgico normal, um processo patogénico ou uma resposta
farmacoldgica a uma intervencdo terapéutica;* assim sendo, um
indicador fisiolégico, como a pressdo arterial, € um biomarcador
da hipertensdo, por exemplo. Nesta revisdo apenas serdo abordados
os marcadores moleculares, que por razdes de simplicidade, serdo
mencionados como simplesmente biomarcadores.

Os biomarcadores, tanto genéticos, quanto proteicos e produtos
do metabolismo, fornecem uma visdo das alteragdes dos processos
biolégicos de um organismo. Dessa forma, diante de uma intervengao
terapéutica, um biomarcador pode ser mensurado como um indicador
de um processo fisiopatolégico ou de uma resposta farmacolégica.'>
Um biomarcador € considerado ideal quando € exclusivo a uma
doenca, além de se diferenciar entre distintos estados fisioldgicos;
ser de medicdo segura e facil; determinado em amostras bioldgicas
obtidas de forma menos invasiva possivel; viabiliza diagndsticos
agilmente; e, consequentemente, gera resultados precisos e
consistentes independente de grupos €tnicos.

A partir da identificacdo de biomarcadores, a suscetibilidade,
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o diagndstico, o progndstico (evolugdo e possiveis consequéncias
de uma doenga) e a predicdo (avaliacio das possiveis respostas do
paciente a medicamentos e agentes externos) de uma patologia podem
ser determinados com maior exatiddo. Como exemplo, mutagdes
nos genes brcal e brca2 sdo biomarcadores de suscetibilidade,’
diagndstico® e progndstico’ do cancer de mama. A Tabela 1S apresenta
alguns potenciais biomarcadores de diversas doengas humanas
identificados por estudos metaboldmicos nos ultimos 5 anos.

BIOMARCADORES E SUAS CLASSIFICACOES

Com o passar dos anos, a ciéncia tem avangado ao ponto de realizar
andlises cada vez mais completas no organismo dos seres humanos. O
avango da ciéncia tem permitido a realizagiio de andlises para avaliar
o efeito de doencas em sistemas bioldgicos tais como, 6rgaos, células
(incluindo nivel subcelular) e fluidos biolégicos: portanto, € importante
ter defini¢des claras e uma comunicag@o eficiente entre as diferentes
dreas envolvidas por causa da sua intrinseca interdisciplinaridade.’

Devido ao aumento de complexidade em torno dessa questdo,
a Administracdo de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos
(FDA, U.S. Food and Drug Administration) e o Instituto Nacional
de Saude (NIH, National Institutes of Health) passaram a definir
apropriadamente os biomarcadores nos diferentes contextos de
uso (Figura 1), disponibilizando essas informag¢des no documento
chamado Biomarcadores, Desfechos Clinicos e outras Ferramentas
(BEST, Biomarkers, EndpointS, and other Tools), recomendando
componentes criticos para que haja validagao, qualificacio probatdria
e andlise da utilizacdo.’

Diversos prop6sitos podem envolver a avaliacdo e aplicacio de
diferentes categorias de biomarcadores. Um recurso importante e
em constante desenvolvimento € a identificacdo de biomarcadores
de susceptibilidade ou diagnéstico de patologias, sejam elas bem
conhecidas ou ndo.® E possivel elucidar a relacio dose-efeito em
um organismo ao se estudar um tratamento farmacolégico 6timo
para uma doenca, avaliando a resposta a partir de biomarcadores
farmacodindmicos especificos, por exemplo.’
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Figura 1. Classificagdo e proposito de biomarcadores segundo a FDA e o
NIH.>Fonte: Autor

Suscetibilidade/risco

Biomarcadores do tipo susceptibilidade/risco indicam o potencial
de desenvolvimento de uma doenga ou condi¢cdo médica na qual um
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individuo ndo estd clinicamente diagnosticado. Desse modo, sua
principal utilidade € orientar acdes preventivas, uma vez que neste
caso néo houve diagndstico para tal condi¢ao médica.® Assim, esses
biomarcadores podem ser usados para determinar qual o estilo de vida,
dieta, entre outras intervengdes preventivas sdo mais indicadas a um
determinado individuo, possibilitando o enriquecimento de ensaios
clinicos, da mesma forma que biomarcadores de progndstico seriam
usados. Assim, as estratégias de triagem e/ou orientacio podem
diferir alguém que parece sauddvel e alguém que j4 estabeleceu
algum tipo de doenca.’ Os casos clinicos mais comuns para a busca
desse tipo de biomarcador sd@o as altera¢des genéticas do DNA, que
podem ou ndo resultar em diferentes tumores malignos. Dentre os
biomarcadores recentemente identificados, o fingerprint do proteoma
urindrio possibilita estimar a susceptibilidade de individuos jovens a
desenvolverem complicagdes cardiovasculares. Entre estas proteinas,
pode se relacionar a adrenodoxina, a guanina desaminase e o fator
de crescimento 15.51

Predicao

Os biomarcadores de predi¢do, diferentemente dos de
susceptibilidade/risco, sdo determinados em individuos que ji
apresentam diagndstico para uma condic¢do. Estes biomarcadores
permitem avaliar a resposta de um individuo diante de um tratamento,
medicamento ou agente ambiental. Assim, o conceito de biomarcador
preditivo pode ser estendido para além dos ensaios de intervencdo,
tal como os estudos de exposi¢des a toxinas ambientais, fumaga de
tabaco, nicotina, dlcool, aditivos alimentares, radia¢cdo ambiental ou
ocupacional, agentes infecciosos, entre outros, ou também, para estudos
dos efeitos auxiliares, ndo intencionais, das diferentes intervencdes.®

Dentre os papéis desempenhados pelos biomarcadores preditivos,
o crucial € a compreensdo de condi¢des médicas que permitam
intervengdes aplicdveis a um grupo (e ndo somente a um individuo).
Um biomarcador preditivo em terapias personalizadas para cancer
colorretal metastitico € o gene kras. A presenca de mutagdes no
gene kras € conhecida como uma resposta negativa do organismo,
indicando resisténcia do tumor durante a terapia realizada.>!!1?

Seguranca

Durante a exposi¢do de um individuo a um tratamento clinico
ou a agentes ambientais, ocorre uma resposta a nivel bioquimico do
organismo que pode alterar a traducdo de determinadas proteinas e/
ou a presenca de metabdlitos. Nesse caso, os biomarcadores alterados
sdo classificados como biomarcadores de seguranga e, com estes, €
possivel indicar a presenca e extensao de efeitos adversos (geralmente
toxicos) apds a exposi¢do a uma terapia ou agente ambiental.’> Os
hormoénios norepinefrina e cortisol, por exemplo, sdo biomarcadores
de toxicidade caracteristicos relacionados ao aumento da gravidade de
miocardites induzidas por estresse.'* A medi¢ao desses biomarcadores
pode ocorrer tanto antes (a nivel de seguranca preventiva), quanto
depois da exposi¢do, prevendo ou detectando potenciais efeitos
toxicos. Por consequéncia, a avaliacdo de biomarcadores de seguranga
permite a manipulacéo ou interrupcdo de dosagens e tratamentos antes
que a toxicidade se agrave.’

Diagnéstico

Os biomarcadores de diagndstico, por sua vez, sdo uma alternativa
que auxilia na detec¢do e confirmacio de doengas e condigdes em
diversos estdgios, sempre em conjunto a ensaios clinicos e avaliacdes
médicas. Em alguns casos, a busca por esses biomarcadores pode
tornar tal diagndstico menos invasivo, uma vez que podem ser
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avaliados em matrizes de facil obtengdo como sangue, saliva e urina,
evitando a necessidade de uma possivel bidpsia em pacientes com
suspeita de cincer, por exemplo.'* Biomarcadores de diagndstico
permitem a avaliacdo tanto qualitativa, quanto quantitativa de uma
doenga e s@o, cada vez mais, estudados no dmbito da metabolomica,
visto que permitem relacionar diversas patologias ja confirmadas
as condigdes ambientais, comportamentais e de desenvolvimento
(ou seja, o fendtipo) de um individuo. Um pardmetro importante €
a performance esperada daquele biomarcador diagnéstico para que
sejam definidas as condi¢des de uso. Por exemplo, as troponinas
cardiacas T e I sdo biomarcadores bem estabelecidos para o
diagndstico de disfungdes cardiacas como infarto do miocérdio, assim
como altos niveis de creatinofosfoquinase no sangue."

Farmacodinamico/resposta e monitoramento

Um grupo importante na avalia¢do da resposta do organismo a um
tratamento clinico compreende os biomarcadores farmacodinamicos/
resposta. Essa classe permite compreender quali- e quantitativamente
as alteragdes bioquimicas, individuais ou de um grupo, que ocorrem
durante ou apds a exposi¢do a um produto médico ou agente
ambiental. Eles nio necessariamente refletem o efeito de uma
intervencdo em um evento clinico futuro, mas sdo utilizados em
contextos especificos como, por exemplo, em efeitos na pressdo
sanguinea's e no teste de HbA 1c para avaliar o controle de diabetes.!’
O uso desses biomarcadores € muito importante ao estabelecer ensaios
para o desenvolvimento de medicamentos e para orientar estudos
clinicos de dose-resposta.'®!® Os biomarcadores farmacodindmicos
se assemelham a uma segunda classe: os biomarcadores de
monitoramento. Com estes € possivel avaliar a resposta terapéutica
quando se comparam os valores obtidos durante e/ou apds o
tratamento com os obtidos no pré-tratamento, orientando os proximos
passos a serem tomados em uma terapia. Em ambas as classes, o
desbalanco ocorrido no meio bioldgico fornece evidéncias acerca
do efeito de intervengdes medicamentosas ou clinicas, permitindo
que seja avaliada a progressdo de uma doenga. A presenga de
imunoglobulinas (ou anticorpos) no plasma sanguineo € um exemplo
de avalia¢@o de um biomarcador de monitoramento da progressao de
uma doenca e da resposta de defesa do organismo.?

Biomarcadores ambientais

Naturalmente estamos expostos a0 meio ambiente e aos agentes
quimicos nocivos a saide — ou ndo — que dele fazem parte. A
avaliacdo e prevengdo dos danos a saide origindrios de contaminantes
presentes no ambiente, bem como a manutencdo dos niveis de
exposicao ndo prejudiciais, possibilitam diminuir os possiveis efeitos
adversos no organismo.?! Assim, a avaliagdo dessa exposi¢do pode
ser feita mensurando os biomarcadores indicativos do organismo,
que neste contexto sdo denominados biomarcadores ambientais.”
Os biomarcadores que apresentam resposta em niveis molecular
e celular sdo os mais utilizados no biomonitoramento.?? Os sinais
de perturbacdo ambiental no organismo que estes biomarcadores
permitem avaliar sdo, por exemplo, alteracdes celulares na membrana
lisossomal, alteracdes enzimadticas no citocromo P450 e inibi¢des
enzimadticas na acetilcolinesterase.”

Biomarcadores ambientais envolvem uma gama de agentes
poluentes avaliados, por exemplo, a partir da qualidade do ar, da
dgua e de agdes ndo antrépicas.?'*** Em casos de contaminagio
ambiental por substincias téxicas — micotoxinas — provenientes do
metabolismo de fungos, os biomarcadores apontam a relagdo dose/
resposta dos agentes toxicos e permitem confirmar a doenca que
acomete o individuo. Os principais biomarcadores de exposicdo as
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micotoxinas sdo os metabdlitos urinarios da aflatoxina B1, os niveis de
esfingosina nos fluidos bioldgicos, dentre outros.?!* Outro exemplo
sdo os acidentes ambientais decorrentes da industria do petrdleo,
que contribuem massivamente para a contaminagdo de dguas. A
contaminagdo por combustiveis fosseis ricos em hidrocarbonetos
benzeno, tolueno, etil-benzeno e xileno (BTEX) € nociva tanto
a pesca, quanto a saide publica, uma vez que estes podem ser
incorporados ao tecido gorduroso. Poluentes BTEX sdo conhecidos
por serem cancerigenos, podendo causar mutacdes génicas em
exposi¢des a longo prazo, sendo os biomarcadores o produto do
metabolismo decorrente da exposi¢io a eles.”

FATORES IMPORTANTES NO DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL DA PESQUISA DE BIOMARCADORES

A investigacdo de biomarcadores deve sempre iniciar pela
elaboracao da questdo bioldgica, ou seja, qual o objetivo a ser atingido
ao desenvolver aquele estudo. Assim, € importante para que as etapas
do processo de andlise e o contexto do problema bioldgico estejam
bem definidos. Além disso, o estudo deve ser minucioso ao definir
os critérios utilizados ao se encontrar aqueles biomarcadores, ja que
o metabolismo de cada individuo depende de diversos fatores como
habitos alimentares, fatores ambientais, ingestdo de medicamentos
e origem geogrifica, por exemplo, levando a grande variabilidade
do metaboloma.®?’

Considerando o potencial de identificar eventos iniciais de uma
doenga pelo seu histérico natural, assim como sua epidemiologia,
médicos e cientistas tornam-se capazes de reduzir as classificagdes
equivocadas de uma enfermidade e as possiveis exposi¢des que
levaram um paciente ou um grupo de pacientes a adquiri-la. Dessa
forma, surgem diversas possibilidades, a partir das quais potenciais
mecanismos relacionados a uma determinada patogénese podem ser
explorados, levando em conta possiveis variabilidades e modificacdes
dos efeitos previstos.?

Essa possibilidade foi exemplificada na revisao feita por Shafi ez al.
reunindo estudos que revelaram possiveis relagdes da COVID-19
com doengas cardiovasculares.?® Assim, realizando uma anélise da
concentracio de possiveis biomarcadores associados a doencas car-
diovasculares, como por exemplo a ¢cTnl (Troponina I), em pacientes
com COVID-19, foi possivel concluir que o virus pode potencializar a
doenca pré-existente ou aumentar a suscetibilidade de desenvolver uma
nova complicacdo/fator de risco para ela. Ainda tomando a Troponina I
como um exemplo, ainda hd controvérsias quanto a sua caracteristica de
biomarcador, pois, apesar de ter revolucionado o diagndstico do infarto
agudo do miocdrdio, seu processo de validagio foi complexo devido
a varia¢do das caracteristicas operacionais dos ensaios realizados,
principalmente o limite inferior de deteccio, fator este que pode levar
a uma grande diferenga no tratamento médico do paciente.®*

Para definir os pardmetros do estudo consistentemente, algumas
perguntas podem ser feitas para entender de forma criteriosa o
contexto em que os biomarcadores encontrados estdo contidos, como
as apresentadas na Figura 2. Outras questdes podem também ser
feitas, mas o importante € que os pesquisadores desenhem o estudo
de forma completa para ter pleno conhecimento do caminho que vao
percorrer a fim de minimizar erros e obter uma conclusio légica ao
final do estudo.>*

A seguir serdo discutidos tais fatores considerados criticos ao
realizar o estudo, requerendo minimizagdo de interferéncias para
obter resultados com alta confiabilidade, reprodutibilidade e evitar
erros na interpretagdo dos dados. Dentre eles, destacam-se: fatores
ambientais, demograficos, estilo de vida, a forma que foi feita a
coleta e preparo das amostras e descri¢do das condicdes de andlise
e tratamento de dados.?!
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Figura 2. Fluxograma para o desenho experimental de ensaios orientados a descoberta de biomarcadores. Fonte: Autor
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Fatores ambientais

Alteracdes no corpo humano podem ser vistas como uma
expressdo de fatores vindos do ambiente em que o individuo vive.
Diante disso, € possivel avaliar o nivel de exposi¢@o a esses fatores
ao analisar o que se chama de biomarcadores de exposi¢do, os quais
sdo estabelecidos a partir da quantificagdo de uma determinada toxina
ou metabdlito em uma amostra bioldgica, permitindo avaliar o nivel
de absorcdo de uma substincia quimica no organismo e os impactos
que ela pode causar.>*?

Brucker et al. demonstraram que individuos que moram ou
frequentam diariamente regides muito urbanizadas, tendem a
passar longos periodos expostos a poluentes, levando a possiveis
biotransformagdes em seus organismos, ou seja, havera a alteragdo
de metabdlitos e de outras espécies reativas. Consequentemente,
componentes celulares podem ser danificados e o organismo pode
desenvolver inflamagdes cronicas, tumorigénese, doengas auto-
imunes e outras doengas.*

Fatores demograficos

A classificagdo das populacdes em termos do grau de
suscetibilidade com base nos biomarcadores encontrados produz
maior precisdo do que confiar em defini¢des histdricas de
suscetibilidade. A capacidade de “quantificar” a suscetibilidade
permite a criagdo de um método mais confidvel para estimar o risco
de doencas entre populagdes de diferentes regides, de etnias e até
de género.*

Realizando andlises de vias metabdlicas de individuos do sexo
feminino e masculino, foram reveladas diferencas no metabolismo de
esteroides, dcidos graxos e outros lipideos, assim como uma grande
fragdo de aminodcidos e na fosforilagdo oxidativa.’! Dessa forma,
¢ essencial considerar o género do individuo que cedeu material
biolégico para o estudo para compreender o funcionamento de seu
organismo ao realizar andlise de biomarcadores de uma doenga, por
exemplo.3!3*

Esse fator também se aplica a idade, etnia ou descendéncia,
como mostrado por Slupsky et al., que encontraram metabdlitos
em amostras de urina relacionados ao metabolismo energético
mitocondrial para diferenciar sexo e idade, além de observarem
influéncia da diversidade cultural, habitos alimentares e localiza¢do
geografica, no perfil metabdlico urindrio. Estudos como esse
serdo essenciais para a descoberta de novos testes diagndsticos e
compreensdo do mecanismo das doengas.*

Estilo de vida

O estilo de vida de um individuo estd associado aos habitos
alimentares, rotina de exercicios fisicos, se estd sob prescri¢do
de algum medicamento e outros fatores, afetando diretamente
as alteracdes no metabolismo humano, de forma ndo totalmente
elucidada.* De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS),
afalta de exercicios fisicos € um dos maiores fatores de risco de morte
no mundo. A realizagdo de exercicios fisicos regularmente reduz o
risco a cerca de 20 condicdes cronicas, além de promover uma boa
qualidade de vida.’”*

Ha uma grande necessidade do conhecimento dos habitos de um
individuo para que sua amostra biolégica ndo gere potenciais erros de
interpretagdo na busca de biomarcadores. Kelly ef al. demonstraram
que arealizacdo de exercicios fisicos causa alteragdes no metabolismo
dos 4cidos graxos, no ciclo de Krebs, metabolismo do colesterol e
muitos outros, sendo possivel ver a grande alteragdo causada por essa
mudanca no estilo de vida.*
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Para evitar erros relacionados a falta de informagdes sobre o
estilo de vida, devem ser feitos questionamentos aos individuos
que irdo participar do estudo, tais como sobre o ambiente que
vivem, dados demogréficos e seu estilo de vida. Em posse desses
dados, os pesquisadores responsdveis devem tentar definir se ha
alguma ligagdo dos resultados com as informacdes fornecidas e se
todos os individuos estdo aptos a participarem da pesquisa, sendo
usado conhecimentos advindos da literatura para que ndo haja
interferentes.

Coleta e armazenamento de amostras

Depois das variagdes intra-individuais (fungdes fisioldgicas) e
inter-individuais (genétipo e caracteristicas do meio), os fatores que
mais geram erros sao os procedimentos de amostragem e preparacio
de amostra. Tais etapas podem levar a resultados tendenciosos devido
a conversdo ou degradacdo de metabdlitos. Um exemplo disso sdo os
metabdlitos intermedidrios do metabolismo energético, em que a taxa
de conversdo € de 1,5~2,0 segundos para Saccharomyces cerevisiae,
levedura usada para producio de paes e cervejas.**+

Para evitar essas alteracdes, usualmente € feito o processo de
quenching metabdlico ao fazer a coleta das amostras, no qual ha
a interrup¢do imediata da atividade enzimdtica, através da adicao
de solventes orgdnicos a baixa temperatura ou do congelamento
imediato das amostras com o uso de gelo seco ou nitrogénio liquido.
As amostras coletadas devem ser armazenadas a baixas temperaturas
(geralmente a -80 °C) para evitar a degradag@o dos metabdlitos ou
ativac@o das enzimas.®

E de suma importincia que todas as etapas metodoldgicas
realizadas para explorar a questdo bioldgica estejam rigorosamente
bem descritas e claras, para que seja feito uma interpretago confidvel
dos dados e que a pesquisa seja reprodutivel em quaisquer das etapas,
tanto de descoberta como de valida¢do. Com isso, se garante que as
respostas obtidas estejam condizentes com a questdo bioldgica, ja
que houve rigor nas etapas experimentais.

Os fatores criticos citados anteriormente sdo importantes na fase
preliminar de investigagdo de biomarcadores, entretanto a pesquisa
de novos biomarcadores requer modelos que sejam representativos
do modelo biolégico em questdo, assim modelos in vivo, in vitro e
in silico sdo usados para esse fim, e serdo descritos nas proximas
segoes.

MODELO DE ESTUDO

A avaliacdo de biomarcadores estd imprescindivelmente ligada
a resposta bioldgica apds um estimulo, por tanto, faz-se necessario
um sistema biolégico no qual essa avaliagdo possa ser feita de
uma forma controlada e ética, especialmente quando o objetivo € o
desenvolvimento e aperfeicoamento de terapias em satide humana.
A seguir, trés modelos mais amplamente utilizados em pesquisa de
biomarcadores sao apresentados (Figura 3).

Modelos in vivo

Modelos animais

Os modelos animais tém sido utilizados durante mais de dois
mil anos e aportado avancos significativos na pratica médica, desde
as caracterizagdes anatomicas até a biologia molecular de doengas e
desenvolvimento de novas drogas e medicamentos.* Na atualidade,
apreocupacio para a selegio e valida¢do dos modelos animais € cada
vez mais importante para compreender bem as multiplas interacdes
nos complexos sistemas bioldgicos, especificamente no campo da
medicina, a fim de entender a fisiopatologia e etiologia das doengas.
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Figura 3. Modelos de estudo utilizados na pesquisa de biomarcadores. A) Modelos in vivo, nos quais utiliza-se os organismos vivos para avaliar a resposta

do organismo quando um estimulo (tratamento) é aplicado; B) Modelos in vitro usualmente desenvolvidos por cultura celular dos quais tem se desenvolvido

modelos mais aperfei¢coados como os C) sistemas -on-a-chip, nos quais o meio de cultura que percorre o microssistema, é coletado para analisar as alteragdes

do perfil metabdlico apds as perturbagoes aplicadas; e finalmente os D) modelos in silico que visam a modelagem das respostas metabdlicas e essencialmente

estdo baseados em sistemas de bioinformdtica. Fonte: Autor

Os modelos animais (Figura 3A) séo os modelos in vivo* mais
amplamente utilizados para a avaliag@o da seguranca e efetividade de
novos medicamentos. Porém, devido as diferencas metabdlicas entre
seres humanos e animais e as diferentes condigdes experimentais em
laboratério e ensaios clinicos, ainda hoje hd necessidade de adequar
e melhorar os modelos e desenhos experimentais para uma efetiva e
eficiente translag@o clinica desde a pesquisa bdsica até a aplicacio
médica.*#¢ Esses desafios constituem importantes consideragdes
éticas resumidas nos principios orientadores de substituir, reduzir e
refinar, conhecidos como os principios dos trés erres (3Rs, Reduce,
Replace and Refine).***’ Guias como ARRIVE (Animals in Research:
Reporting In Vivo Experiments)* ou PREPARE (Planning Research
and Experimental Procedures on Animals: Recomendations for
Excellence)® detalham o desenho experimental ético com animais.

Os modelos animais ndo sdo genéricos, mas deveriam ser
avaliados para condigdes e/ou doengas especificas. Por exemplo,
Pensado-Lépez et al. descreveram os ratos (Mus musculus e
Rattus norvegicus) e peixe-zebra (Danio rerio) como modelos
experimentais de desordens do espectro autista,” enquanto Ghandi
et al. avaliaram biomarcadores de expressdo genética em ratos
humanizados hematopoieticamente sob radiagdo com aplicacdo
para estudos de biodosimetria.’! Por sua vez, foi demonstrado
que os embrides de rd-de-unhas-africana (Xenopus laevis) é um
modelo ttil para avaliar a lesdo hepdtica induzida por drogas,
principalmente na primeira fase de desenvolvimento de drogas.*
Os estudos desenvolvidos por O’Kell et al. assinalam o potencial
uso de caninos como modelo animal da diabetes tipo 1 (T1D), em
substitui¢do de ratos NOD j4 utilizados devido as similaridades
metabdlicas e genéticas, assim como necessidades terapéuticas e
possivel envolvimento de processo autoimune.®® Em 2017, O’Kell
et al. acharam mediante metaboldmica global um incremento
de intermedidrios na glicdlise e gliconeogénese, assim como
em cadeias ramificadas de valina, enquanto uma diminui¢do em
intermedidrios no metabolismo do triptofano, nas concentragdes de
aminodcidos multiplos (AA) e sais biliares nos animais diabéticos -
alteracdes similares as observadas em humanos.>*

O cachorro doméstico (Canis familiaris) ji tem sido proposto
como modelo de envelhecimento por apresentar similaridades no
padrio de envelhecimento, condi¢des ambientais, assisténcia médica,
tipo e evolugdo de doencas apresentadas no dltimo periodo da vida
com os humanos.’>% Porém, ainda € preciso determinar como
diferentes varidveis (e.g., peso, tamanho, origem, alimentagio etc.)
afetam o metabolismo nesta espécie. Como exemplo, Hoffman et al.
acharam maiores niveis em metabdlitos relacionados com o
metabolismo do triptofano nos individuos pequenos (mais longevos)
do que nos maiores, enfatizando que o triptofano desempenha um
papel importante nos processos de envelhecimento.”’

Na drea ambiental, Pinto-Vidal et al. utilizaram exemplares
da ra-touro-americana (Lithobates catesbeianus) para determinar
se os niveis permitidos de litio e selénio em corpos de dguas e
efluentes, segundo a legislagdo brasileira, efetivamente protegem
a vida aqudtica. A pesquisa avaliou as alteracdes metaboldmicas,
histolégicas e imunoldgicas em amostras de figado por meio de
biomarcadores especificos do metabolismo associado a produgdo e
consumo energético. O estudo mostrou um acelerado gasto de glicose
e triglicerideos relacionado com o processo de desintoxicagdo sob
niveis iguais ou menores aos indicados na legislagdo.’® As minhocas
de terra (Eisenia foetida) foram ja utilizadas na avaliagdo da
toxicidade do cobre em solos agricolas mediante a determinagdo de
biomarcadores do estresse oxidativo como a redu¢do do citocromo c, o
malondialdeido (MDA) e a atividade da catalase - compostos alterados
como consequéncia da presenca em excesso de cobre.”

Modelos in vitro

Cultura de células

A cultura de células data desde inicios do século XX e consiste no
crescimento de células individuais, ou seja, que ndo estdo organizadas
em tecidos.® Esse tipo de modelo in vitro representa uma alternativa
eticamente vidvel a utilizacdo de modelos animais, além de contar
com vantagens como ser de baixo custo e maior reprodutibilidade
dos resultados.! Condigdes experimentais especiais, tais como os
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nutrientes, fatores de crescimento e substratos devem ser observadas
para favorecer a proliferagdo e a diferenciago das células, assim como
para evitar contaminagdes cruzadas.®> O modelo de cultivo celular 2D
e 3D sdo os dois tipos de cultura de célula utilizados. A cultura em
2D apresenta a desvantagem de ndo ser desenvolvida num ambiente
e condig¢des proximas das condigdes in vivo, devido a fatores como a
perda da interag@o intercelular, a polaridade e o ambiente extracelular,
perda da morfologia e a organizagdo celular etc., que podem mudar a
expressdo genética, o fendtipo, ou a resposta celular. J4 a cultura 3D
permitiria contornar essas dificuldades, mesmo sendo mais custosos
e trabalhosos quando comparado com a cultura 2D.%% Segundo o
tipo de experimento a ser realizado e os objetivos do estudo, varios
sistemas tem sido desenvolvidos para recriar as estruturas 3D,
tais como a utilizaciio de material polimérico duro, fibra de vidro
hidrofilica, suportes em hidrogel, sistemas de microplacas esféricas
e levitagdo magnética, capazes de aproximar-se a0 comportamento
in vivo.** Por esse motivo, os sistemas de cultura 3D tem um maior
potencial na pesquisa biomédica, e na descoberta de biomarcadores.

No contexto da cultura celular (Figura 3B), a metaboldmica como
meio para a descoberta de potenciais biomarcadores encara algumas
dificuldades no preparo da amostra, i.e., 0 quenching metabdlico (a
interrup¢do do metabolismo e atividade enzimdtica) e a extragdo
dos metabdlitos. Tocante nisso, Dietmair et al.,”> Dettmer et al.* e
Teng et al.%” sugeriram algumas aproximacGes experimentais para
melhorar esses processos.

Os modelos utilizando culturas de células tem uma ampla
aplicac@o na busca de biomarcadores em células cancerosas,’*"°
seguido em menor extensdo por outras doengas, como virais”'
e produto de exposicdo a fatores ambientais.”> Outro campo de
suma importancia € no desenvolvimento e teste de novos farmacos
que ajudam a descartar moléculas nos primeiros estigios de
desenvolvimento,”™ além de avaliar a resposta ao medicamento” e
entender os mecanismos subjacentes — enfoque no qual as culturas
3D de células tém um aporte promissor.”*’

*-on-a-chip

O desenvolvimento dos microsistemas conhecidos como body-
on-a-chip,” organs-on-a-chip,® ¢ inclusive a human-on-a-chip,®
representa um avancgo importante nos estudos in vitro. Neste tipo de
modelo um tecido € cultivado em placas de poli(metil-metacrilato) ou
poli(dimetilsiloxano) (PDSM) sob condicdes quimicas e mecéanicas
que tentam mimetizar as condi¢cdes dindmicas de um ambiente in
vivo.® Essas placas de polimero recriam uma estrutura 3D com uma
complexidade estrutural mais semelhante a aquela encontrada nas
células, o que afeta a difusdo dos compostos e, portanto, o tempo
de contato com o tecido. Esse fato representa uma grande vantagem
quando comparado com os modelos tradicionais 2D de cultura de
células, que ndo permitem simular as respostas fisioldgicas e as
intera¢des entre os 6rgdos e o microambiente e, portanto, requerem
validagdo com os modelos in vivo.*

Tecidos individuais de tumores® e 6rgéos (organ-on-a-chip) como
figado,® corag@o,® vasos sanguineos,* pulmdo,? rins,®® cérebro,®
entre outros, tém sido cultivados neste tipo de microssistemas;
porém, também permite a interagdo de diversos tipos de tecidos
conformando sistemas multi-6rgdos, por meio de microcanais que
fornece uma grande drea superficial que incrementa a transferéncia
de massa, a rapidez de mistura, e o controle de outras propriedades
fisico-quimicas, permitindo a sinaliza¢do quimica entre os 6rgaos.*
Wang et al. desenvolveram pela primeira vez um estudo combinando
o metabolismo de droga, metaboldmica e engenharia de célula no
estudo do metabolismo da tolcapona (um inibidor enzimatico que
prolonga os efeitos do farmaco levodopa — usado no tratamento da
doenca de Parkinson) em um sistema microfisiolégico envolvendo
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cérebro, figado, coragdo, pulmio, pancreas, intestino e endométrio.*
O estudo identificou 18 biomarcadores no microssistema do cérebro
humano apéds a dosagem da tolcapona indicando alterag@o de varias
rotas metabdlicas.

Algumas outras vantagens que esses tipos de modelos apresentam
quando comparados com os modelos in vitro classicos, sdo: (i) gerar
os estimulos mecanicos e quimicos dependentes do tempo que sdo
importantes para o funcionamento celular normal; (ii) gerar gradientes
mecanicos e gradientes na concentra¢do de moléculas de sinalizagio
que permitam mimetizar um 6rgdo funcional num chip; e (iii) reduzir
o0s custos e tempos associados a utilizagdo de modelos animais.*

Esse tipo de microssistemas visa aperfeicoar as avaliagdes
dos efeitos de compostos quimicos — drogas, por exemplo — nos
tecidos humanos, assim como avaliar a resposta de medicamentos.®
Jellali et al. estudaram a hepatoxicidade de DDT, permetrina e as
misturas em um microssistema de hepatdcitos de ratos Sprague-
Dawley.’! Os resultados do perfil metabdlico identificaram trés
metabdlitos (a-cetoglutarato, arginina e 2-hidroxibutirato) que estdo
associados a necrose hepdtica e inflamatéria. Outros metabdlitos,
como o benzoato, incrementaram seus niveis relativos de concentragdo
decorrente da dosagem de DDT150. Essa pesquisa representa uma
drea relativamente recente denominada como metabolomics-on-a-
chip (Figura 3C).9%

Modelos in silico

Com o desenvolvimento e aprimoramento dos sistemas
computacionais e os métodos de andlises multivariadas, as
plataformas in silico passaram a ser usadas como um amplo campo
para a descoberta e avaliagdo de biomarcadores, tendo como principal
caracteristica a possibilidade de estabelecer hip6teses comprovaveis
com experimentos in vivo ou in vitro.*®

As plataformas in silico sdo baseadas em métodos matematicos
e estatisticos que conseguem descrever a complexa dindmica da
informacgdo bioldgica gerada pelas intera¢des dos componentes dos
sistemas biol6gicos (genes/RNA, proteinas, enzimas, metabdlitos etc.)
(Figura 3D).**?7 A compreensio dessa dinidmica permite prever os
fenétipos em resposta a alteragdes especificas, como a fisiopatologia
de doengas ou os efeitos devidos a administracdo de uma droga.
Assim, a utiliza¢do dos métodos in silico tem o potencial de acelerar
o fluxo de trabalho, baixar os custos e diminuir a taxa de possiveis
erros nas pesquisas sobre biomarcadores de grande interesse em
dreas como a medicina translacional e medicina personalizada,®®
bem como o desenvolvimento de novos farmacos, sendo essa ultima
a drea onde se observa o maior crescimento na aplicaciio de modelos
de tais métodos.*'®

Em geral, os modelos in silico sdo classificados em: (i) modelos
baseados em interacdes, (ii) modelos baseados em restri¢oes;'*! e (iii)
modelos baseados em mecanismos. O primeiro descreve a topologia
dos elementos no sistema; o segundo incorpora ou acrescenta as
limitagdes referentes a intera¢@o, constantes termodinidmicas,'®
estequiometria,'® etc.; e o terceiro fornece informacdes sobre a
cinética das reacgdes e, portanto, da dindmica bioldgica.

Porém, a falta de informacao suficiente para cada um desses
modelos € um fator limitante para suas amplas aplicagdes. Alguns
aspectos a serem considerados na construgdo dos modelos sdo o tipo
de abordagem (fop-down ou bottom-up), a granularidade (o nivel
de escala biolégica que abrange o modelo) e o escopo, ou seja, 0
detalhamento do modelo.”

Pode-se descrever trés niveis de modelos de sistemas bioquimi-
cos'® cujo desenvolvimento € sequencial e iterativo, em que os resul-
tados dos modelos posteriores séo utilizados para melhorar aqueles
dos prévios: 1) os modelos bioquimicos; ii) os modelos matematicos;
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e iii) os modelos computacionais. Os modelos bioquimicos descrevem
de forma mecanicista o sistema como uma rede de reacdes que co-
nectam os componentes (metabdlitos, proteinas etc.) entre si. A partir
de tais modelos bioquimicos os modelos matemaéticos sio criados,
isso &, a informacdo bioquimica € traduzida em sistemas de equagdes
diferenciais (ordindrias e parciais), descricdes estocdsticas, redes
booleanas e bayesianas que incluem os principios de massa, energia
e balango de carga. Finalmente, o modelo computacional € gerado
quando sdo designados valores numeéricos as varidveis no modelo
matemdtico para conseguir explicar e predizer o comportamento do
processo biolégico.

Existe uma variedade de metodologias para analisar redes
metabdlicas,!®!1° cujo tratamento iria além do escopo desta reviséo.
O trabalho de Tomar e De trata de forma mais abrangente diversas
metodologias aplicadas na andlise de rotas metabdlicas.!'! No entanto,
¢ importante mencionar dois dos principais, as Redes Metabdlicas
(Network analysis) e a Anélise de Rotas Metabdlicas (Pathway
analysis). Para o leitor que quiser se aprofundar nas varidveis
que devem ser consideradas para construgdo de tais modelos, os
desafios em suas construgdes, possiveis solucdes e ferramentas para
contorné-los, sdo sugeridas as referéncias de Yuryev,''>!!3 Palson,''*
Yuraszeck,” Kdambi,’”” Maurya e Subramanian,' Torres e Santos,''
Lapatas et al.,'"'* Gémez-Cabrero et al.,'""” Pinu et al.,''* Brunak et al.,'*®
Gu et al.,” Son et al.,' O’Brien et al.,'”* Mardinoglu et al.,'*
Thiele et al.,'* e Masid e Hatzimanikatis.'?*-'?

As organizagdes cientificas tém despendido grandes esforgos
para criacdo e melhoramento de algoritmos de mineracdo de textos
e curadoria de bases de dados para a obtengdo de dados confidveis
em plataformas como a Sinal Transduction Knowledge Environment
(STKE),'* a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG),'”’
a Human Protein Reference Database (HPRD),'® a Biomolecular
Interaction Network Database (BIND),'” a Human Metabolome
Database (HMDB),"*° BioCyc,"! entre outras.!'> Além disso, diversos
softwares sao disponiveis para realizar Pathway Analysis em formato
livre on-line: Cytoscape, PathCase, cPath, GeneMAPP, CellDesigner,
Biological Network, MetaboAnalyst, MetaMapR,"**'33 etc, ou de uso
privativo como o MetaCore, GeneGO, Pathway Studio e Pathway
analysis.'3

Existe uma vasta variedade de modelos e software!> para o estudo
de diversos sistemas bioldgicos, tanto gerais quanto especificos -
cada uma com os respectivos desafios e possiveis solucdes. A
descricdo de cada um deles ultrapassa o objetivo desta revisido
bibliografica, porém, os leitores sdo encaminhados a outras revisdes
bibliograficas'*>!*¢ ainda mais detalhadas para uma compreensio
mais abrangente de cada t6pico possivel. Por exemplo, modelos in
silico para céncer,"’ glioblastoma,'? farmacocinética e toxicidade
em estudos pré-clinicos,'* otimizagéo de firmacos,'*’ biomarcadores
toxicoldgicos,'*! avaliagdo de risco ambiental,'*? doengas mentais
como o Alzheimer,'*!** asma e doencas alérgicas,'” e inclusive da
célula completa estdo disponiveis.!46147

RAZOES PELAS QUAIS A BUSCA POR
BIOMARCADORES PODE FALHAR

Com o desenvolvimento da quimica analitica instrumental, a
pesquisa em biomarcadores avangou significativamente, os quais,
apds uma longa etapa de validacdo bioldgica, podem conquistar
espago no mercado clinico de andlises de progndstico ou diagndstico,
0 que permitiria um tratamento prévio de diversas doengas complexas,
sendo essas categorizadas conforme seus sintomas clinicos,
superficiais e observaveis.!4

Entretanto, existem alguns problemas (em grande parte na
etapa de descoberta) que levaram a uma baixissima porcentagem
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de biomarcadores aprovados para uso clinico depois da etapa de
validagdo.'*15° Necessita-se, assim, buscar maneiras de compreender
como, onde e porqué a pesquisa em biomarcadores vem falhando
nos ultimos anos.'*! Concomitantemente, uma andlise dos métodos
utilizados no desenvolvimento de pesquisas em biomarcadores
deve ser feita para questionarmos sua eficiéncia como método
cientifico.!5*12

As preocupagdes com 0s erros na investigagdo de biomarcadores
advém da necessidade de testes clinicos com baixas taxas de falsos
positivos/negativos uma vez que mesmo um erro de 0,01% pode
representar um nimero alarmante de resultados errdneos quando
aplicado a uma grande populagdo e, assim, pode contribuir para a
precarizacdo da saide de individuos que se submetem ao exame e
vierem adotar um tratamento inadequado para a condigao clinica que
apresentam. Uma forma de minimizar essa taxa de erro € eliminar
ou minimizar erros analiticos que podem influenciar negativamente
a construgdo do estudo.' Desse modo, percebe-se a necessidade
de identificar e tratar de maneira adequada as falhas que tais
biomarcadores podem apresentar.

Meétodo de obtengdo, tratamento, armazenamento e perfil das
amostras

Para que seja garantida a qualidade de um estudo que utiliza
material biolégico, faz-se necessério a garantia de um controle de
qualidade quanto a selecéio de uma populacéo alvo e como as amostras
serdo obtidas, armazenadas e tratadas.

Nesse sentido, deve-se atentar a uma clara defini¢do de critérios
de exclusdo e inclusdo a partir das caracteristicas desejadas para
a populacdo alvo, de maneira que esses sejam definidos com
cautela e garantindo que os perfis das amostras coletadas estejam
suficientemente préximos, para semelhanca dos dados obtidos, e
que esse perfil seja equivalente a populagdo alvo do estudo. Assim,
critérios como idade, sexo, quadro clinico, gravidade da doenga em
estudo, entre outros, devem ser considerados.!>>!15

Adicionalmente, a sele¢@o de individuos com diferentes estdgios
ou gravidade da doenga'**3>15* ¢ forma de coleta, armazenamento
e preparo das amostras bioldgicas podem influenciar os resultados
obtidos devendo ser baseados nos padrdes validados pelos 6rgdos
de seguranga, ética e vigilancia sanitdria de cada pais.”>>!5 Tais
fatores devem ser considerados a fim de que a pesquisa ocorra de
maneira segura para os analistas e para que seus resultados possuam
confiabilidade frente a comunidade cientifica e a sociedade.

Meétodos de analise

Os resultados na identificagdo de potenciais biomarcadores
dependem do método de andlise selecionado devido a fatores como
a seletividade do método de extracdo dos analitos, precipitacdo de
interferentes,'**!57 da plataforma de anélise instrumental disponivel
e o leque de configuragdes nas quais estdo disponiveis.'*® Conforme
mostrado por Gika et al., diferentes {ons foram detectados em uma
mesma amostra ao realizar andlise metabolomica por espectrometria
de massas usando analisadores de massas diferentes (Qq-TOF e
Q-TRAP).»

Sobre ajuste (ovetfitting)

Um dos erros de cardter estatistico que podem ser cometidos
consiste no sobre ajuste dos dados, uma violagao quanto ao principio
da parcimonia,'**!%! que consiste na ado¢dao de um modelo de
tratamento estatistico de dados que assume mais valores do que se
faz essencial para a andlise ou se da pelo uso de abordagens mais
complexas do que o necessario.'®

Esse processo pode ocorrer de duas formas: (i) através do
uso de modelos mais flexiveis do que o necessdrio, ou seja, o



1106 Zamora-Obando et al.

método de abordagem estatistica aplicado tende a se adaptar aos
resultados adquiridos e incluir os erros inatos na andlise, tratando
tais erros como resultados;'*!%? ou (ii) pelo uso de modelos
que admitem elementos desnecessdrios para o tratamento dos
dados o que gera uma precarizacio da previsibilidade dos dados
analiticos, uma andlise imprecisa e um mal entendimento dos dados
obtidos.!®

Ntiimero de amostras

O segundo tipo de erro observado em estudos analiticos, como ja
citado anteriormente, relaciona-se a inerente existéncia de variancia
entre valores obtidos através da andlise de multiplas amostras.
Entende-se que € necessario sempre tomar um nimero de amostras
de maneira a minimizar esse desvio. Com isso, a necessidade de se
obter uma forma de calcular o nimero precisamente necessario de
amostras ¢ abordado por diversos autores.'¢>-167

Assim, a existéncia de um espaco amostral amplo acarreta uma
menor taxa de falsos positivos para o uso do biomarcador, permitindo
que o analista determine tendéncias dos valores relativos ao analito
em situacdes especificas, isso €, torna possivel perceber a existéncia
de resultados dispersos, que ndo sdo vélidos para a andlise e devem
ser excluidos.!6®

Por sua vez, € perceptivel que existe um desafio mediante a
complexidade do estudo e a raridade da doenga abordada. Com
isso, inerentemente ndo se faz possivel obter nimeros satisfatérios
de amostra para a garantia de poder analitico do estudo.'** Para isso
existem métodos estatisticos que visam corrigir possiveis falhas.
Entretanto, observa-se que diversas vezes o estabelecimento de
novos biomarcadores nao foi possivel devido a falhas relacionadas a
auséncia de tais métodos estatisticos ou a aplicagdo equivocada dos
mesmos na etapa de tratamento dos dados.!3!"!52

Testagem de hipoteses miiltiplas

Durante a realizagdo de um estudo para o descobrimento de
novos biomarcadores observa-se que, para um mesmo fendmeno,
podem ser admitidas diversas hipdteses. Dessa maneira, com o
interesse crescente sobre o estudo de biomarcadores usando as
ciéncias Omicas, as abordagens estatisticas que tratam multiplas
hipéteses de maneira abrangente tornaram-se necessdrias. Assim,
faz-se essencial minimizar interpretagcdes equivocadas durante o
estudo estatistico, a fim de conferir a confiabilidade desejada aos
dados'*!® relacionados diretamente ao aumento de falsos positivos
ao se realizar mais comparagdes entre probabilidades de significncias
em diferentes testes t.'”

Tais valores, se adotados para somente uma hipétese, regem
o comportamento de um conjunto de dados frente a hipdtese
admitida. Essa observag¢do, entretanto, pode levar o analista a
assumir que quando as amostras sdo submetidas a multiplas hipéteses
independentes, o valor que corresponde a probabilidade de se obter
um falso positivo se manterd o mesmo.'”°

Tal erro € facilmente percebido quando o valor 1 — o e € submetido
a mais testes de hipdteses (n) e, com isso, percebe-se que o valor
de p cai exponencialmente conforme (1 — o)™ Com isso, pode-se
observar que a ado¢@o de um unico p-valor para todas as hipdteses
abordadas durante a andlise dos dados levard o analista a aumentar
significativamente o erro da anélise.

Para corrigir tais erros, dispde-se de alguns métodos estatisticos
como a correcéo de Bonferroni,'”*'”2 0 método de Holm—Bonferroni
e a correcio de Sidak, sendo que todos os métodos representam
ferramentas eficientes para a correcdo dos p-valores das multiplas
hipéteses tomadas.!”>17

Também se percebe que a existéncia de miltiplas informagdes no
estudo de biomarcadores pode acarretar uma interpretacdo errada dos
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dados levando a falsas descobertas de biomarcadores. Entretanto, tal
problema pode ser contornado adotando-se ferramentas como o False
Discovery Rates (FDR)'"® e, também, tomando-se de abordagens mais
recentes como o Local False Discovery Rates (LFDR).!"

Nao reprodutibilidade

Mesmo com o desenvolvimento pleno do estudo e obtencdo de
dados que aparentam ser veridicos, a comunidade cientifica preza pela
realizacdio de testes de reprodutibilidade que se fazem primordiais para
o desenvolvimento das ciéncias dmicas.'”” Dessa forma, identifica-se
se houve generalizacdo dos dados obtidos e conclui-se se existiram
erros durante a andlise e como eles interferiram em seus resultados,
evitando que esse tipo de erro leve a divulgagio de biomarcadores que
apresentam falhas devido & estudos ndo reprodutiveis.!” Ao ignorar
a etapa da replicagdo do estudo de um biomarcador, negligencia-se
a validacdo desse biomarcador. Desse modo, os dados obtidos se
tornam ndo confidveis, sendo inadequados para a implementacio
clinica do método."!

Entretanto, percebe-se que a origem desse problema muitas vezes
ndo recai sobre o analista. A replica¢do, como toda etapa do método
cientifico, requer financiamento e €, majoritariamente, custosa quando
realizada de maneira adequada. Dessa forma, vé-se que limitacdes
financeiras contribuem para o desenvolvimento incompleto de um
estudo e, assim, permitindo a propagacdo de erros simples que
poderiam ser evitados.'>

Ndo adequacgdo para performance clinica

Muitos biomarcadores promissores e que tiveram investigacdes
bem-sucedidas ndo sdo implementados de fato em andlises clinicas.

A primeira razdo para esse problema consiste na forma como
as amostras devem ser coletadas para que a determinagdo do
biomarcador seja feita adequadamente. Isso se aplica principalmente
para aquelas extremamente invasivas, tornando a aplicagdo de tal
biomarcador invidvel na prética clinica.'!

Além disso, a falha de um biomarcador pode se relacionar a falta
de investimento para inser¢io dele no mercado. Isso ocorre quando
a performance do método ndo € suficiente para a implementacao
clinica, ou seja, quando a obtenc¢do de informagdes cruciais para a
determinagdo de algum transtorno nao é contemplada.'”

Percebe-se também que hd uma problemadtica que ronda a
retirada de biomarcadores ja amplamente difundidos no meio
clinico, mas que ndo apresentam sensibilidade, especificidade
e - para o caso de métodos mais invasivos - viabilidade para as
andlises, ou que sdo um ponto de divergéncia no meio cientifico.
Esses, por terem muitas vezes sido implementados durante o inicio
da pesquisa em biomarcadores, no qual utilizavam-se métodos
“rudimentares” para a andlise estatistica de dados, ainda sofrem
grande resisténcia para ndo serem mais usados em andlises clinicas
de rotina.'’! O exemplo desse tipo de situacdo é o biomarcador PSA
(prostate-specific antigen), aprovado em 1986 pela FDA para o
teste de rastreamento de cancer de prdstata, que apesar de ter uma
especificidade de aproximadamente 90%, possui uma inaceitdvel
baixa sensibilidade (20-45%) no intervalo de concentracdes de 0 — 4
ng/mL."%° Embora o teste PSA permita uma detecc¢@o precoce em
aproximadamente 90% dos casos, também ja foi demostrado que
conduz a sobrediagndsticos e sobretratamentos.'5"152

AREAS DE APLICACAO DOS BIOMARCADORES

Essa sessdo ndo pretende apresentar uma revisdo completa de
biomarcadores aplicados na drea clinica, mas estudos representativos
relacionados as doencas mais incidentes e com maiores indices de
mortalidade atualmente (Tabela 1S). Diversos tipos de biomarcadores
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tém sido buscados nas diferentes dreas Omicas (genOmica,
transcriptdomica, protedmica e metabolomica) para estudar os
estados patoldgicos e encontrar substincias que possam auxiliar e/
ou antecipar o diagndstico, progndstico e predicao de varias doengas
(Tabela 2S). Nesse sentido, a metaboldmica, que corresponde a
andlise abrangente de pequenas moléculas (ou metabdlitos) que
sofrem alteracdes mais rapidamente do que genes e proteinas, tem
sido considerada uma ferramenta mais sensivel para essa busca.'®!
Nessa drea, tanto a metaboldmica global quanto a alvo estido sendo
cada vez mais utilizadas para o entendimento de vdrias condicdes
patoldgicas, para o desenvolvimento e a descoberta de novos farmacos
e para o estudo das reagdes causadas pelos medicamentos associada
a medicina personalizada. Na Figura 4, a base de dados Scopus e
Web of Science mostram um aumento da busca por biomarcadores
baseados em metabolomica nas diversas dreas citadas acima a partir
de 2015 (buscar realizada em 14/04/2021).

A seguir s@o apresentadas compilacdes de artigos que realizaram
diversas pesquisas e investigagdes na tentativa de encontrar
biomarcadores das doencas mais relevantes atualmente.
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Figura 4. Nimero de publicagoes disponiveis pela base de dados Scopus e
Web of Science para a busca de biomarcadores baseados em uma abordagem
metabolomica de 2015 a 2021 ( 14/04/2021). Palavras-chaves utilizadas:
“metabolomics”, “biomarkers” e “applications” (nessa ordem)

COVID-19

Desde 2019, a COVID-19 tem sido o foco da atencgido
internacional devido a sua disseminac@o global. Ela atinge e causa
infecgdo do trato respiratdrio inferior em humanos.'®? Os sintomas
podem variar de leves a graves, mas as alteragdes fisioldgicas
associadas a essa patologia sdo pouco compreendidas. Por isso,
algumas pesquisas tem sido realizadas na tentativa de entender a
patogénese e facilitar o manejo clinico da doenga. Wu et al. realizaram
andlises metabolémica alvo empregando LC-MS/MS e descobriram
que: o nivel de carbamoil-fosfato em pacientes que morreram ¢
inferior que naqueles que tiveram sintomas leves; o monofosfato de
guanosina (GMP), que € mediado pela GMP sintetase, e as enzimas
imunomodulatérias — CD39 e CD73 —sdo significativamente alterados
entre individuos sauddveis e pacientes com COVID-19, assim como
em casos leves e fatais; e que a dislipidemia pode ser observada em
pacientes com COVID-19.'82 Por sua vez, Dogan et al. descobriram
diferencas significativas entre pacientes e controles sauddveis no
metabolismo da purina, glutamina, do leucotrieno D4 (LTD4) e da
glutationa. Além disso, que o uso de antagonistas do receptor D4 de
leucotrieno, visando a sinalizac¢ao purinérgica como uma abordagem
terapéutica, e a suplementagdo de glutamina poderia diminuir a
gravidade e mortalidade de COVID-19. Essas descobertas foram feitas
através de um estudo metabolomico global empregando LC-MS.!8?
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Doenca de Alzheimer (AD)

Nadoenca de Alzheimer (AD), diversos estudos sobre a investigagao
de biomarcadores foram realizados nos tltimos cinco anos por uma
abordagem metaboldmica, usando biofluidos como sangue, soro,
plasma, urina, fluido cerebroespinhal e saliva. Além disso, diversos
modelos animais induzidos a AD t€m sido avaliados para entender a
fisiopatologia da doenga.'®*85 Estudos alvo e global realizados em
diversas plataformas analiticas, como LC-MS,'8¢1% CE-MS!%1% ¢
GC-MS"¥ evidenciam a alteragdo de vérias vias metabdlicas, dentre
as quais se destacam o metabolismo da glutationa, da biossintese de
horménios esteroidais, dos niveis da lisofosfatidilcolina (postulado
por Liu et al e Lin et al. como um biomarcador em potencial no
plasma),2! dos glicerofosfolipideos, das acilcarnitinas, dos niveis
de alguns aminodcidos e dos intermedidrios do ciclo TCA e da
beta-oxidag¢do. Um estudo realizado recentemente por Shao et al.
em amostras de sangue analisadas por LC-MS identificou cinco
metabdlitos capazes de distinguir pacientes com AD, pacientes controle
cognitivamente normais e pacientes controle de doenga ndo-neurolégica
AD. Entre eles estdo o 4cido cdlico, dcido quenodesoxicdlico e o
triptofano.?” Vale ressaltar que, atualmente, a AD € diagnosticada
através da combinagdo de técnicas de imagem com a propor¢do entre
os niveis de peptideo 3 amildide (AP) total e a proteina TAU no fluido
cerebroespinhal > Além disso, as pesquisas sugerem que a patologia
associada a AD geralmente inicia 20 anos ou mais antes dos sintomas
aparecerem, daf a importancia de entender essa condi¢do patoldgica e
encontrar biomarcadores de diagndstico.”**

Doencas cardiovasculares (CVDs)

As doengas cardiovasculares (CVD, Cardiovascular Diseases)
se referem a qualquer doenca que afeta o sistema cardiovascular,
podendo ser doengas cardiacas, doengas vasculares cerebrais ou dos
rins e doengas arteriais periféricas. Sua patologia € bem diversificada,
como aterosclerose, cardiomiopatias, aneurismas, entre outros, e estao
associadas a um conjunto de fatores de risco, dentre os quais pode se
destacar o sedentarismo, tabagismo, obesidade e diabetes.?*>2% Essas
enfermidades s@o as maiores causadoras de 6bitos anualmente devido
a problemas envolvendo a baixa eficdcia das formas de prevencdo
e dos sintomas serem muito gerais, levando a m4 interpretagao
dos resultados, sendo de suma importancia a busca de um maior
entendimento sobre elas e de novas formas de tratamento.?’ 2% A
busca de biomarcadores dessas doengas se apresenta como uma
ferramenta muito importante nessa missao e a crescente publicacio
de artigos utilizando essa linha de pesquisa tem mostrado sua
eficiéncia.?'*?'' Dentro do extenso nimero de publicacdes nessa drea,
s@o encontrados estudos especificos, como por exemplo, insuficiéncia
cardfaca (IC),?'>?'3 hipertensao®'**! e doenga arterial corondria,*'¢2!”
assim como estudos mais amplos que exploram vdrias doengas
cardiovasculares simultaneamente.?'31°

A hipertensdo € uma das doengas mais comuns na populagio
em geral e sua patogénese € considerada complexa jd que existem
muitos fatores envolvidos como genética, abuso de dlcool e/ou cigarro,
sedentarismo, consumo em excesso de sal, sono inadequado, dentre
outros. Apesar disso, avangos para descoberta de biomarcadores
tem ocorrido possibilitando novas formas de diagndstico e
tratamento da hipertensdo essencial (EH).??*?2! Analisando urina
de pacientes com hipertensdo e pacientes sauddveis utilizando um
equipamento de UPLC-Q-TOF/MS, Zhao et al.*'* encontraram
10 biomarcadores: dcido 2-aminooctandico, melatonina, acido
5-hidroxiindolilacético (5-HIAA), 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG),
tirosina (metabdlitos do metabolismo dos aminoacidos), acido butirico,
acido 5-hidroxihexandico (metabdlitos do metabolismo dos acidos
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graxos), L-metionina, 11-hidroxiandrosterona e cortolona (metabdlitos
da biossintese dos hormonios esteroides e de estresse oxidativo). Esses
biomarcadores levaram os pesquisadores a criar hipSteses da cascata de
eventos que causam a diminui¢ao na elasticidade dos vasos sanguineos
e consequente aumento na pressdo sanguinea.

Cancer de mama (BC)

Um grande esfor¢o também tem sido feito para encontrar
biomarcadores na drea de oncologia, uma vez que o cancer continua
sendo uma das principais causas de morte no mundo, depois das
doengas coronarianas.’”? De acordo com a série da GLOBOCAN,
uma agéncia internacional de pesquisa do cancer (IARC), o cancer
de mama (BC) contribui com mais de 11,6% de todos os tipos de
cancer.””® Embora a mamografia digital anual seja considerada como
uma forma eficaz para reduzir a mortalidade por BC em mulheres
assintomdticas adequadas a idade, a sensibilidade tende a depender
da densidade do tecido e do crescimento do tumor.?** Nos ultimos
cinco anos, muitos estudos foram desenvolvidos para a busca de
biomarcadores de BC baseados em metabolomica. Nesse contexto,
Omran et al. desenvolveram um método empregando CG-MS
que permite identificar e quantificar 1-metiladenosina (1-MA),
1-metilguanosina (1-MG) e 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)
presente na urina de pacientes com BC. Esses nucleosideos modificados
podem ser tteis no diagndstico precoce da doenga.?? Park et al.
identificaram quatro biomarcadores (L-octanoilcarnitina, 5-oxoprolina,
hipoxantina e 4cido docosahexaendico) no plasma de pacientes com
BC por LC-MS, podendo contribuir para o diagndstico precoce da
doenga.??® Qutros metabdlitos, como a taurina, o dcido glutimico e
o acido etilmal6nico, identificados no soro de pacientes com BC por
LC-MS/MS e CG-MS/MS podem ser importantes na deteccio dessa
patologia.??” Além disso, menores niveis de aspartato no plasma foram
descobertos em pacientes com BC.?® Cui et al. identificaram que a
lisofosfatidiletanolamina e a ceramida (metabdlitos envolvidos na
sinalizac@o de lipidios) podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento e na progressio do carcinoma ductal invasivo, o tipo
mais comum do BC.?” Por outro lado, Fan et al. mostraram que oito
metabdlitos (carnitina, lisofosfatidilcolina 20:4 e 16:1, prolina, entre
outros) podem ser utilizados para a classificagdo dos quatro subtipos
do BC.*? Recentemente, Diaz-Beltrdn er al. encontraram perfis
moleculares distintos e representativos dos fenétipos de BC (Luminal
A - LA, Luminal B — LB, HER2 e Triplo Negativo — TN), analisando
amostras de sangue por LC-MS. Eles podem atuar como biomarcadores
para um diagndstico preciso, para a discriminagio fenotipica e para a
intervencgdo terapéutica personalizada.?!

Farmacos

Outra aplicag@o importante dos biomarcadores € na farmacome-
taboldmica. Essa drea surgiu com o propoésito de buscar metabdlitos
que possam auxiliar na previsao do resultado do tratamento com um
medicamento, seja ele de eficdcia ou toxicidade.?*? Essas informagdes
tém se tornado cada vez mais importantes na medicina de precisdo,
uma vez que € possivel conhecer o fendtipo do individuo em resposta
a drogas.”*** O termo farmacometaboldmica foi definido em 2006
em um estudo realizado por Clayton et al.*** Nele, avaliou-se a urina
de ratos antes (pré-dose) e apds (pés-dose) a administragdo do parace-
tamol, um formaco com propriedades analgésicas e antipiréticas. Eles
verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os perfis
bioquimicos urindrio pré-dose e o resultado histoldgico p6s-dose
entre os grupos estudados. Além disso, observaram que a taurina, o
N-6xido de trimetilamina (TMAO) e a betaina (metabdlitos presentes
na urina antes da administra¢do do medicamento) estdo envolvidos
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na previsdo da hepatotoxicidade desse medicamento, uma vez que
seus niveis urindrios estdo associados a diferentes graus histolégicos
de danos ao figado. Vale ressaltar que a hepatotoxicidade € a causa
mais frequente de faléncia aguda do figado. Faz parte ainda de uma
das maiores causas do recolhimento e retirada de medicamentos,
restri¢Ges e falhas de projeto.?*> Além disso, os prejuizos provocados
ao figado por medicamentos constituem um desafio para clinicos,
inddstria farmacéutica e agéncias regulatorias.

Recentemente, um estudo farmacometabolomico realizado
por Wu et al. identificou 4 metabdlitos (dcido 3-hidroxadipico,
D-galactose, lisofosfatidilcolina (LisoPC) (P-16:0) e tetradecenoil-L-
carnitina) como indicadores preditivos da eficacia da gemcitabina em
pacientes com cancer pancredtico. Vale ressaltar que a gemcitabina
é um medicamento de primeira escolha para o tratamento do cancer
pancredtico, mas o tempo de sobrevida geral dos pacientes em
monoterapia com esse medicamento € menor do que 6 meses,?¢*7
o que justifica a necessidade de alcancgar os melhores resultados
terapéuticos nesses pacientes.

A esclerose lateral amiotréfica (ALS) € uma condicdo
neurodegenerativa caracterizada pela atrofia, fraqueza muscular,
fasciculagdes e morte, cerca de 2 a 5 anos apds o inicio da doenga
devido a insuficiéncia respiratéria.”*® Em 2018, Blasco et al.
mostraram através de um estudo farmacometabolémico que o
tratamento com olesoxima e o riluzol em pacientes com ALS
modifica diferentes vias metabdlicas. Além disso, observaram que o
mecanismo de acdo desses medicamentos pode ter implicagdes para
o desenvolvimento de outros medicamentos.? Nesse caso, 0 nimero
reduzido de biomarcadores validados* e a compreens@o limitada dos
fatores etioldgicos dificultam o desenvolvimento de medicamentos.

Ja pacientes com cancer que fazem o uso da cisplastina enfrentam
o seu principal efeito adverso, a nefrotoxicidade (com grandes
diferencas individuais). Isso consiste numa limitagdo importante ao
seu uso e a sua eficdcia sobretudo para idosos com a fung¢@o renal ja
debilitada. Ao reconhecer as diferencas individuais, alguns métodos
sdo adotados, mas carecem de sensibilidade, especificidade ou sdo
formas muito invasivas para realizar uma avaliacdo. Nesse contexto,
Zhang et al. descobriram aminodcidos de cadeia ramificada (BCAAs)
como preditores das diferencas individuais da nefrotoxicidade em
ratos com 85% de precisdo. Nesse estudo, tanto a metabolomica
global quanto alvo (LC-MS/MS) foram utilizados.?*!

Tang et al. também realizaram um estudo farmacometabolémico
para identificar biomarcadores de resposta em pacientes com
leucemia miel6ide aguda tratados com a associacdo de citarabina
e antraciclina.>*? O regime medicamentoso utilizado € padrio para
essa condigdo e geralmente beneficia muitos pacientes.?* No entanto,
de 30 a 40% dos pacientes sofrem de alguns efeitos adversos sem
observar qualquer resultado positivo.**> Nele, a dodecanamida e o
leucotrieno B4 dimetilamida foram descobertos como preditores da
quimiossensibilidade para esses pacientes.”*

CONCLUSOES

Dentro de uma descricio abrangente do que € um biomarcador,
como indicador fisiol6gico de uma condigdo particular de um sistema
biol6gico, os biomarcadores moleculares sdo de especial interesse
devido a sua estreita relaciio com as rotas bioquimicas subjacentes a
condig¢do em particular sob estudo. A investiga¢do de biomarcadores
moleculares tem-se potencializado com o desenvolvimento das
ciéncias Omicas — especialmente a metaboldmica — que tem permitido
avaliar a complexidade molecular inerente a dindmica e resposta
dos sistemas bioldgicos decorrentes de perturbagdes ambientais,
quimicas e bioldgicas. Como indicadores clinicos, eles devem
responder a quesitos de susceptibilidade e predi¢do para uma doenga
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em particular, assim como confiabilidade na sua medicéo, e cuja
obtengdo gere o menor desconforto aos pacientes.

A busca por biomarcadores € uma drdua tarefa abordada em
diferentes contextos cientificos, portanto a padronizacdo do que
se entende por biomarcador — e suas respectivas classificacdes — €
indispensédvel para a comunicacdo efetiva e harmoniosa entre as
pesquisas biomédicas. Além disso, a correta conceitualizacido de
‘biomarcador’ ndo € de trivial importincia particularmente no que
tange ao desenho experimental.

O desenho experimental € a etapa mais importante para a
investigacdo e descoberta de biomarcadores. Para isso devem ser
considerados os fatores ambientais, demogréficos, estilos de vida,
condi¢des de coleta, preparo e andlise das amostras, etc., para
conseguir discernir entre a variabilidade propriamente associada
a perturbacdo daquela heterogeneidade bioldgica e ambiental das
amostras. A interpretagdo bioldgica das mudangas bioquimicas e,
portanto, a identificagdo de potenciais biomarcadores dependem
diretamente desta etapa.

No nivel experimental, desde a tradicional cultura de células
(in vitro), passando pelos modelos animais (in vivo) até o
aproveitamento de sistemas bioinformadticos (in silico), tém sido os
modelos utilizados na determinagdo de biomarcadores a partir de uma
reconstrugdo — ainda parcial — da complexa dindmica fisioldgica e
bioquimica. Embora os modelos in silico estejam em auge, gragas ao
desenvolvimento tecnoldgico e a ciéncia de dados, certamente ainda
dependem da informagao fornecida pelos modelos experimentais “de
bancada”. Tais modelos ainda continuam se aperfeicoando como
descrito no desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas como os
orgaos on-a-chip.

De maneira intrinseca, os erros instrumentais sempre estarao
presentes em qualquer experimento, portanto, € necessario especial
cuidado na capacitacdo do pessoal encarregado tanto da coleta como
da andlise das amostras para diminuir o impacto dos erros derivados
desse tipo de fontes. No entanto, uma das principais fontes de erro
que dificulta a implementag@o final de biomarcadores em uso clinico
de rotina, que deve ser seriamente considerado em qualquer pesquisa,
¢ a reprodutibilidade dos experimentos. A transferéncia efetiva de
ensaios em baixa escala dependerd tanto da repetibilidade como
do poder estatistico de uma amostra cuidadosamente selecionada e
representativa da populagao alvo, sendo esse um dos maiores desafios
neste tipo de pesquisa.

Finalmente, a notdria quantidade de artigos publicados em anos
recentes constata o crescente interesse pela pesquisa de biomarcadores,
uma 4rea promissoria que com esfor¢os principalmente inter e
transdisciplinares possibilitardo, num futuro, melhoras clinicas e
terapéuticas com um grande impacto na qualidade de vida das pessoas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O seguinte material suplementar pode ser acessado livremente
pelo website da revista Quimica Nova (http://quimicanova.sbq.org.br):
Tabela 1S. Estudos realizados para a busca de biomarcadores ou para
o entendimento de patologias como a COVID-19, a AD, as CVDs, o
BC e as analises farmacometaboldmicas; Tabela 2S. Potenciais
biomarcadores identificados para diferentes doencas humanas nos
dltimos 5 anos utilizando uma abordagem metabolomica. Base de
dados: Web of Science; Palavras-chave: biomarkers, metabolomic,
human diseases.
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