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Resumo

A descoberta e a aplicagio clinica de biomarcadores para desordens mentais sdo confrontadas com muitos desafios. Em geral, os atuais métodos de descoberta e
validagdo de biomarcadores ndo produziram os resultados que foram inicialmente aguardados depois da finalizagdo do Projeto Genoma Humano. Isso se deve
principalmente a falta de processos padronizados conectando a descoberta de marcadores com tecnologias para a validagao e a tradugdo para uma plataforma
que oferega precisio e facil uso em clinica. Como consequéncia, a maior parte dos psiquiatras e praticantes em geral sdo relutantes em aceitar que testes de
biomarcadores pode suplementar ou substituir os métodos de diagnostico utilizados baseados em entrevista. Apesar disso, agéncias regulatorias concordam
agora que melhoras nos correntes métodos sao essenciais. Além disso, essas agéncias estipularam que biomarcadores sdo importantes para o desenvolvimento de
futuras drogas e iniciaram esfor¢os no sentido de modernizar métodos e técnicas para suportar esses esforgos. Aqui revisamos os desafios encontrados por essa
tentativa do ponto de vista de psiquiatras, praticantes em geral, agéncias reguladoras e cientistas de biomarcadores. Também descrevemos o desenvolvimento
de um novo teste sanguineo molecular para esquizofrenia como um primeiro passo a esse objetivo.
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Abstract

The discovery and clinical application of biomarkers for mental disorders is faced with many challenges. In general, the current methods for discovery and vali-
dation of biomarkers have not produced the results which were first anticipated after completion of the human genome project. This is mostly due to the lack of a
standardized pipeline connecting marker discovery with technologies for validation and translation to a platform that offers accuracy and ease of use in a clinical
setting. As a consequence, most psychiatrists and general practitioners are still reluctant to accept that biomarker tests can supplement or replace the long standing
interview-based methods for diagnosis. Despite this, the regulatory agencies now agree that improvements over the current methods are essential. Furthermore,
these agencies stipulate that biomarkers are important for future drug development and have initiated efforts to modernize methods and techniques to support
these efforts. Here, we review the challenges faced by this endeavour from the point of view of psychiatrists, general practitioners, the regulatory agencies and
biomarker scientists. We also describe the development of a novel molecular blood-test for schizophrenia as a first promising step towards achieving this goal.
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Introducao cadores. No fim, isso assistird as abordagens médicas personalizadas

. . . . para essas devastadoras condi¢oes (Figura 1).
Tentativas para identificar biomarcadores moleculares para desor-

dens psiquiatricas tais como a esquizofrenia estiao ocorrendo hd
muitos anos. Tem sido esperado que tais biomarcadores possam ser
usados como testes padronizados para facilitar o diagnéstico, bem
como o tratamento e a monitoragdo de pacientes. Até o presente,

Inicio da doenca  Aparecimento dos sintomas

essas desordens sio diagnosticadas por clinicos e psiquiatras com Predigdo Detecgéo imediata | Prognose e resposta ao tratamento
base em entrevistas subjetivas dos individuos por meio de questio-

nérios. Entretanto, os sistemas de classificagao diagndsticos usados, Uso de biomarcadores

tais como o Manual Diagndstico e Estatistico de Desordens Mentais . ) )

IV (DSM-IV)! e a Classificacdo Internacional de Doengas 10 (ICD- Figura 1. Estagios esperados no uso de biomarcadores para desordens

10; http://www.who.int/classifications/icd/en/), sio conhecidos por psiquiatricas.
possuirem alguns defeitos. Agora se pensa que biomarcadores, que
sdo reflexos da fisiopatologia da doenga ou 0 mecanismo de remédios

atualmente usados, levardo a melhores diagnosticos e potencialmente O desenvolvimento de biomarcadores e as implicagdes do uso
pavimentardo o caminho para tratamentos mais efetivos de pacientes. deles no diagndstico e testes clinicos estdo avangando, apesar de ndo
Isso pode requerer a desconstrugdo de procedimentos existentes de apresentarem um passo firme. Isso levou a necessidade do estabele-
longa data que objetivavam a classificagdo de categorias abrangentes cimento de procedimentos operacionais padrio para contornar as
de pacientes em favor de subtipos de doenca definidos por biomar-  dificuldades atuais e, a0 mesmo tempo, acordar com as exigéncias
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regulatorias. Agéncias regulatorias de saude como a Administragao
Americana de Alimentos e Drogas (FDA) consideram a incorporagao
de biomarcadores em projetos de descoberta de drogas como uma
importante proxima fase na industria farmacéutica. A FDA lan¢ou
esfor¢os agora para modernizar e padronizar métodos objetivando o
lancamento de drogas mais efetivas e seguras23. Isso requer que mo-
léculas alcancem o status de biomarcadores validados anteriormente
a decisdo regulatdria de uso em testes clinicos. Para esse fim, a FDA
estabeleceu um conjunto de regras dizendo que ha trés classes de
biomarcadores: 1) biomarcadores exploratdrios, 2) biomarcadores
provavelmente validos e 3) biomarcadores sabidamente validos*.
Para a classe de biomarcadores exploratdrios, deve haver evidéncia
cientifica para prova de conceito. A classe de provaveis biomarcadores
requer que os biomarcadores em questio possam ser medidos em
sistemas de testes analiticos com caracteristicas estritas de perfor-
mance e que haja achados cientificos que expliquem a relevincia e a
significincia dos resultados. A classe de biomarcadores sabidamente
validos requer que os resultados possam ser reproduzidos em dife-
rentes laboratdrios em diferentes lugares.

No caso de desordens psiquiatricas, é esperado que isso seja
dificil de alcangar. Uma razio para isso é que essas condigdes sdo
pobremente conhecidas, ha uma sobreposi¢io de sintomas por meio
de diferentes desordens e hd consideravel heterogeneidade em como
essas condicdes sdo manifestadas em diferentes individuos. Entretan-
to, plataformas moleculares emergentes tém facilitado a identificagao
de biomarcadores mediante a mensuragao de centenas ou milhares
de moléculas. Isso serviu para que fosse aumentada a precisdo dos
achados e minimizados a quantidade de amostra requerida e os custos
do processo. Empregamos recentemente uma plataforma de perfil
por imunoensaio multiplexado para analisar amostras de soro de
pacientes esquizofrénicos, o que levou a identificaciao de um painel
de moléculas que poderiam classificar individuos esquizofrénicos
comparados a controle com uma precisdo maior do que 80%s.

Nesta revisao, serao discutidos os desafios do desenvolvimento
e implementagdo de um teste de biomarcador molecular para desor-
dens psiquidtricas. Daremos atengio ao problema geral da introdugio
do novo paradigma da utilizagdo de biomarcadores moleculares no
campo da psiquiatria, o qual tem, até esta data, dependido de abor-
dagens ndo moleculares. Também se discutirdo os desafios associados
e métodos para a identificagao de biomarcadores. Finalmente, serd
detalhado o potencial uso de biomarcadores moleculares no campo
das desordens psiquidtricas, particularmente para uma mais apurada
classificagdo clinica e tratamento de pacientes e como meio de facilitar
a descoberta de drogas dentro da industria farmacéutica.

Dificuldades atuais nos diagnosticos psiquiatricos

A maioria dos psiquiatras concorda que a esquizofrenia é um termo
“guarda-chuva” para uma mistura de etiologias que se apresentam
com sintomas similares, da mesma forma que as doengas infecciosas
se apresentam com febres. Sendo assim, um diagnoéstico errado é um
problema comum na pratica psiquidtrica. Por exemplo, um estudo
no fim dos anos 1990 achou que 31% dos pacientes com desordem
bipolar foram inicialmente diagnosticados com esquizofrenia’.
Outro estudo desafiou os fundamentos assumidos dos sistemas de
classificagdo correntess. Esse estudo sugeriu que nao hd métodos para
validar os atuais conceitos diagnosticos.

Uma complicagao posterior é que clinicos ndo costumam sequer
usar esses sistemas de classificagao para estabelecer um diagnostico.
Em vez disso, a maioria aplica uma abordagem por entrevista deses-
truturada heuristica. Nesse caso, a diagnose pode estar baseada em
experiéncias e pontos de vista pessoais, mais do que correspondendo
aregras ou critérios de um sistema diagnéstico. Isso pode resultar em
erros sistematicos no julgamento baseado em conceitos erroneos, ou
poderia recair em uma memoria seletiva. Em questoes complicadas,
houve pouca ou nenhuma tentativa para resolver o problema de fal-
sos-positivos em diagndsticos de desordens mentais®. Um estudo que
investigou a influéncia da etnicidade no diagnéstico dos pacientes
encontrou que clinicos tendem a superestimar o nimero de casos

de esquizofrenia em afro-americanos!. Essa tendéncia foi removida
quando examinadores foram providos de transcritos étnico-cegos de
entrevistas de pacientes em questao.

Interessantemente, ha uma aumento aparente da prevaléncia em
esquizofrenia usando o critério para diagndstico ICD-10 quando
comparado ao DSM-IV11. Ambos esses sistemas conceitualizam que as
desordens mentais sdo diferentes entidades de doengas com patologias
comuns e podem ser definidas por conjuntos de critérios operacionais
baseados em sinais e sintomas. Entretanto, é improvavel que sintomas
especificos estejam ligados a entidades doengas definidas. Por exemplo,
pacientes com desordens traumaticas, infecciosas e metabolicas podem
se apresentar com sintomas similares aqueles da esquizofrenia!213. Em
adigdo, alguns individuos tém sido conhecidos por forjar sintomas de
esquizofrenia e outros transtornos mentais!4 por vérias razdes.

Um estudo de 1970 achou que mudangas tempo-dependentes
em diagnosticos resultavam frequentemente em erros de julgamen-
to de prognose e tratamento sub6timots. Estudos prospectivos de
pacientes que se apresentaram inicialmente com primeiro episédio
de psicose mostraram que o diagndstico inicial de esquizofrenia era
mais estavel ao longo de um periodo de cinco anos de acompanha-
mento. Entretanto, diagndsticos de outras condigdes como desordem
depressiva maior com psicose, psicose induzida por droga e psicose
esquizofreniforme tiveram que ser revisados mais frequentemente
ao longo do tempos. Em particular, as categorias listadas pela ICD-
10 como “desordens psicéticas transientes e agudas” e “desordem
psicotica breve” representam desafios diagndsticos mais dificeis. Em
um estudo de acompanhamento de 503 casos, o diagnostico de 60%
dos pacientes foi modificado pelo menos uma vez'’. Similarmente,
estudos de longo prazo de desordens de humor descreveram subs-
tanciais mudangas no diagnéstico de desordem depressivo maior a
desordem bipolar e esquizofreniats. Um estudo recente que investigou
pacientes psiquiatricos em quatro pontos no tempo diferentes achou
que somente 50% dos pacientes mantinham seu diagnodstico inicial®®.
Pacientes esquizofrénicos tinham o diagndstico mais estavel, ja que
78% retiveram seu diagnostico inicial. Eles foram seguidos pelos
pacientes de desordem bipolar, j& que 69% retiveram seu diagndstico
inicial, enquanto, para a desordem depressivo maior, somente 42%
pacientes mantiveram seu diagnostico estavel. A maior mudanga de
diagnostico foi de pacientes ndo esquizofrénicos para esquizofréni-
cos. De 306 pacientes com um diagnéstico nao esquizofrénico no
inicio, 32% foram eventualmente diagnosticados com essa condic¢ao.

Importancia do diagnostico precoce

A taxa de concordéncia para o desenvolvimento de esquizofrenia
em gémeos idénticos apresenta uma faixa de 10%-70% em diferentes
estudos20-22, Tais estudos tém provido evidéncia indubitavel de que
ha um componente genético e predisposigdo para a esquizofrenia.
Entretanto, esses achados também sugerem que um individuo nio
necessariamente desenvolve esquizofrenia mesmo quando tal pre-
disposi¢do genética existe. De fato, fatores ambientais e outros nio
genéticos parecem representar um papel mais importante na maioria
dos pacientes. Fatores que poderiam afetar a fungéo cerebral incluem
complicagdes na gravidez e no parto, tais como hipdxia intrauterina,
infecgdes e ma nutrigdo2324. Ha também fatores ndo bioldgicos que
poderiam precipitar o inicio de doengas psiquidtricas, incluindo es-
tresses psicossociais tais como a experiéncia de um desastre natural,
perda de um membro da familia, ou a cronica experiéncia de um
mau ambiente ou uma vida familiar disfuncional2s.

Isso sugere que a prevengao da doenga ou minimizagao poderia
ser possivel se fatores de risco ambientais pudessem ser determinados
e evitados. Nds e outros pesquisadores indicamos que as anormalida-
des metabdlicas tais como resisténcia a insulina ocorrem em 20%-50%
dos individuos com esquizofrenia de primeira ordem?s-2s. Em adi¢éo,
diversos pesquisadores encontraram alteragdes em fatores inflamaté-
rios circulantes e de resposta imune em pacientes com esquizofrenia
de primeira ordem?®. Em um estudo preliminar, mostramos que
varios marcadores relacionados a esses subgrupos podem ser identi-
ficados em pacientes até mesmo anteriormente ao inicio da doenga3!.
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Esse estudo analisou soro obtido de pessoal do exército americano
aproximadamente 30 dias antes do inicio dos sintomas.

Serd importante determinar se a conversio da doenga pode ou
nao ser prevenida ou mesmo minimizada em individuos em risco.
Houve extensivos relatos descrevendo a importéancia da intervencdo
precoce em individuos com alto risco de desenvolvimento de esqui-
zofrenia3-34. Um atraso no diagndstico pode ter efeitos deletérios na
vida dos pacientes, incluindo abuso de substancias, alienagdo social
da familia e amigos, aumento de acidentes, dano pessoal e dano para
outros. Em adi¢do, erros de diagndstico podem levar a um tratamento
inefetivo ou que produza efeitos ainda mais prejudiciais. Por exem-
plo, diagndstico erréneo de desordem bipolar como esquizofrenia
foi relacionado com aumento de risco na tentativa de suicidio3s,
hospitalizagdo mais longa’ e sérios problemas psicologicos, legais e
financeiros’. Em adicéo, erros nos diagnésticos tém inumeras conse-
quéncias socioeconomicas, incluindo altos custos médicos, auséncia
do trabalho e efeitos negativos na familia e relacionamentos.

Potencial do uso de biomarcadores em psiquiatria

A FDA, companhias farmacéuticas e industria de biotecnologia
aceitaram agora que a adogéo de plataformas baseadas em biomar-
cadores serdo benéficas no desenvolvimento de mais e melhores
diagnosticos e marcadores substitutos para a descoberta de drogas.
Um biomarcador é definido como “caracteristica mensuravel que
reflete processos fisioldgicos, farmacoldgicos ou de doenga” (Agén-
cia de Medicina Europeia; http://www.emea.europa.eu). No caso
de biomonitoramento, um biomarcador ¢ a presenca de qualquer
substancia ou uma mudanga em qualquer estrutura bioldgica ou
processo que possa ser medido como resultado de exposicio (Bio-
monitoringinfo.org/glossary). No caso de condigbes psiquiitricas,
hd muitos beneficios esperados (Tabela 1).

Tabela 1. Beneficios potenciais de biomarcadores em desordens psiquid-
tricas

Diagnostico precoce e decisdes de tratamento
Melhor prognéstico e economia do sistema de sadde

Diferenciagdo de desordens psiquiatricas de outras condicBes potencialmente
confundidas

Auxilio nas decisdes de tratamento clinico

Abordagens de medicina estratificadas
Predicdo de resposta a terapéutica especifica
Selecdo da droga certa para o paciente certo

Predicdo de quais pacientes desenvolverdo efeitos colaterais especificos (ganho
de peso, resisténcia a insulina, agranulocitose)

Monitoramento de paciente
Teste para normalizagdo de biomarcadores apds tratamento (eficécia)
Teste precoce para reaparecimento de assinatura na recorréncia de sintomas
Teste de concordancia médica
Teste precoce de efeitos colaterais
Desenvolvimento de abordagens de interveng&o da doenca
Predicdo de populagdes de alto risco e teste de tratamentos profilaticos

Atualmente, somente poucos biomarcadores tém sido usados no
campo de desordens psiquidtricas. Por exemplo, o teste de resposta
de lavagem de pele com niacinas3s3 tem sido usado esporadicamente
por diversos anos para o diagndstico de esquizofrenia#. Isso funciona
pelo fato de que alguns pacientes com esquizofrenia exibem reduzida
resposta a lavagem de pele a aplicagdo de niacina. Mais recentemente,
biomarcadores genomicos incluindo variantes de enzimas citocro-
mo hepético p450 tém sido usadas para predigdo de toxicidade em
subpopulagdes especificas em resposta a tratamentos antipsicticos*!.
Também variados polimorfismos em transportadores serotonérgicos
e genes receptores foram associados a resposta a antidepressivos
baseados em inibidores seletivos de reabsor¢do de serotonina#.

Ha somente poucos testes moleculares que predizem resposta
farmacodinimica e eles sdo principalmente restritos ao campo da
oncologia. Um bom exemplo disso é o teste para a expressao do gene
Her2 em células de cAncer de mama. Esse é um receptor de superficie
celular que pode ser bloqueado por terapéutica baseada em anticorpo
chamado Herceptin™s3 (Tabela 2).

Tabela 2. Testes de biomarcadores usados em outras indicagdes
Expressdo de HerZ em céancer de mama#
Proteina humana gonadotrofina corionica e gravidez

Teste Triplo/Teste Quad em sindrome de Down#s
Estriol, B-HCG, alfafetoproteina
Estriol, B-HCG, alfafetoproteina, inibina
Teste de satide OncoDx para cancer de mama‘
21 genes para predicdo de melhor tratamento
Hemoglobina glicosilada e frutosamina sérica em diabetes tipo |14

E evidente que a proxima fase para a psiquiatria deveria incluir
o desenvolvimento de um sistema diagnostico que seja baseado
nos fundamentos da fisiopatologia, como tem sido o caso para a
maioria das outras dreas da medicina. Para esse fim, desenvolvemos
recentemente um teste sanguineo de biomarcadores (VeriPsych™™)
baseado em um algoritmo de 51 biomarcadores moleculares, que
foi langado agora nos Estados Unidos34. Esse é o primeiro teste
sanguineo de biomarcadores com uma aplica¢do diagnostica que
entrou na pratica clinica.

Um problema que encontramos no desenvolvimento desse teste
relaciona-se ao fato de que as populagdes-alvo dos pacientes foram
selecionadas e classificadas de acordo com o critério DSM-IV; o qual
algumas vezes é questiondvel, como discutido anteriormente. Sendo
assim, nossos estudos iniciais envolveram a selecdo sistematica de
pacientes com respeito a psicopatologia e ao estdgio de doenga com
um foco em pacientes com esquizofrenia paranoica, os quais estavam
na sua maioria no primeiro episédio da doenga e livres de drogas.
Além disso, individuos com qualquer comorbidade foram excluidos
e pacientes foram pareados com individuos controle apresentando
similar background socioecondmico e status educacional. Em adi¢éo,
os pacientes foram monitorados por diversos anos para confirmar
a doengca e a estabilidade dos sintomas ao longo do tempo. No
momento da coleta de amostras, os pacientes foram avaliados por
meio da Escala de Sindrome Positivo Negativa (PANSS), DSM-IV e
outros sistemas de classificacio. Individuos controle também foram
avaliados por meio de DSM-IV. No estéagio inicial da fase de testes,
analisamos amostras de clinicas independentes na Alemanha, ja que
elas usavam procedimentos operacionais padrdes idénticos para
aquisi¢do e armazenamento de amostras, e também estabelecemos
um interclassificador de fidelidade entre os diferentes lugares.

Essa abordagem permitiu estabelecer os niveis de expressdo de
aproximadamente 200 proteinas e pequenas moléculas em amos-
tras séricas de todos os individuos. Esses foram entdo usados para
selecionar moléculas que mostraram mais significante associagdo
com o diagnéstico de esquizofrenia paranoide. Também testamos
amostras séricas de pacientes com desordem bipolar conformada,
desordem depressiva maior e sindrome de Asperger, o que permitiu
estabelecer uma assinatura especifica para esquizofrenia de 34 mo-
léculass. Posteriormente, 17 dessas moléculas foram adicionadas, o
que permitiu discriminagdo contra desordem bipolar e desordem
depressiva maior para propositos de diagndstico diferencial. Apds
isso, descobrimos que o mesmo teste funcionava mesmo quando
usando amostras ndo tao bem caracterizadas de pacientes tratados
com drogas e pacientes caracterizados como crdnicos ou de maneira
mais geral com esquizofrenia.

A especificidade do teste foi alcangada usando um algoritmo que
compreendia multiplas moléculas. Esse algoritmo foi treinado para
identificar moléculas associadas com esquizofrenia, e entao fomos
capazes de identificar diferengas moleculares estédveis em populagdes
de pacientes. Por meio de estudos de pacientes de primeira ordem,
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descobrimos que a maioria dos pacientes com esquizofrenia tem
diferencas nos niveis de moléculas insulino-relacionadas?, outros
hormonios do sistema neuroenddcrino difuso#, fatores inflamato-
rios50 e moléculas associadas com fungéo celular endotelial#. Espe-
ra-se que a determinagdo de quais desses fatores estejam alterados
em cada individuo venha a ser util para a estratificagdo do paciente
anteriormente ao tratamento antipsicético.

A histéria de testes sanguineos de biomarcadores para
desordens psiquiatricas

O sangue tem sido reconhecido como uma fonte de informagdes
sobre satide e doenga desde os tempos antigos. Com o aparecimento
de técnicas médicas experimentais na metade do século XIX, estudos
sanguineos de pessoas com doengcas psiquidtricas foram realizados
para identificar quaisquer caracteristicas fisicas que pudessem ser
usadas para distinguir o doente do saudavel ou para saber se pode-
riam ser usadas para confirmar um conjunto de entidades doengas
naturais discretas que pudessem ser classificadas em categorias cli-
nicas. A histéria desses estudos na psiquiatria nos ultimos 150 anos
compreendeu quatro principais fases (ver Nolls! para uma contagem
mais completa).

A primeira fase foi descrita como paradigma da riqueza corpus-
cular (1854). Investiga¢des microscopicas da morfologia de células
sanguineas em pacientes psiquiatricos foram conduzidas em um
sanatorio escocés por W. Lauder Lindsey. Usando um microscopio
de baixo poder, ele examinou e contou o nimero de diferentes
células sanguineas em amostras de seus pacientes e equipe. Entre-
tanto, esse trabalho chegou a conclusdo de que “insanidade e os
seus diferentes tipos e fases ndo sdo caracterizados por um estado
particular de morbidade do sangue” S. Rutherford Macphail (1884)32
revisou estudos subsequentes e concluiu que havia uma “deficiéncia
global da riqueza corpuscular do sangue nos primeiros estagios de
insanidade”. Estudos similares foram realizados ao longo das duas
primeiras décadas do século XX.

A préxima fase foi chamada de paradigma metabdlico (circa
1895). Ao longo dessa fase, o sangue foi usado para detectar e “me-
dir secregdes interiores” de “Orgaos secretores”, particularmente de
glandulas sem ductos como a tireoide, adrenais e pituitaria. Apds
1905, essas secre¢des internas ficaram conhecidas como horménios,
da palavra Grega dpu#, significando “impeto”. Esse novo paradigma
emergente foi imediatamente apoderado pelos “modernos” psi-
quiatras, os quais procuravam uma nova dire¢do para estudos de
individuos com doengas psiquiatricas. Pensou-se que uma produgao
exacerbada ou reduzida de secregdes internas poderia causar doengas
psiquidtricas da mesma maneira que o diabetes era causado pela falta
de uma “secre¢do interna,” como suspeitado nos anos 1890 (identifi-
cada como insulina em 1921). Isso levou a afirmacédo do psiquiatra
alemdo Emil Kraepelin (1856-1926) de que a severa desordem
psiquiatrica que ele descreveu como “dementia praecox” (em 1896)
era o resultado de uma doenca metabdlica sistémica em ocorréncia,
afetando o cdrtex cerebral e resultando em uma deterioracio mental
cronica®. Em 1908, o psiquiatra suigo Eugen Bleuler (1857-1939)
propds que a esquizofrenia era uma expansao dessa desordem, e o
termo “esquizofrenia” se tornou mais usado, e nao o conceito origi-
nal da doenga por Kraepelin. Por mais de um século mudangas na
fungio da pituitdria e anormalidades hormonais relacionadas em
varias desordens psiquidtricas tém sido estabelecidas e permanecem
como um achado biolégico importante atualmente.

A terceira fase foi chamada de o paradigma “imunossorodiag-
nostico” (1906). O desenvolvimento do teste de reagio de Wasserman
para a neurossifilis foi a primeira grande descoberta na biologia psi-
quidtrica. Esse foi o primeiro teste sanguineo para uma discreta forma
de insanidade observada em sanatérios. Em 1909, dois psiquiatras
alemaes injetaram veneno de cobra em pacientes com deméncia
precoce e insanidade maniaco-depressiva e relataram que todos do
primeiro caso e alguns do ultimo apresentaram reagdes a toxina, e
nenhuma reagio foi observada em individuos saudaveis. Entretanto,
esses achados ndo puderam ser replicados e foram eventualmente

refutados. Um teste muito mais influente foi desenvolvido pelo proe-
minente bioquimico suico Emil Abderhalden (1877-1950). Também,
um “teste de reagdo de fermentos defensivos” foi desenvolvido pelo
psiquiatra alemado August Fauser (1856-1938), o qual diagnosticou
deméncia precoce comparada a insanidade maniaco-depressiva e
individuos saudaveis ao longo de uma série de estudos. De 1912-
1920 acreditaram que um teste sanguineo para a loucura havia sido
encontrado. Entretanto, uma série de estudos foi publicada, mas
estes ndo verificaram a existéncia de fermentos defensivos, e o teste
foi posto em duvida. Ao longo do século XX, alteragdes na fungao
imune e inflamagao foram ligadas a varias desordens psiquidtricas
por diversas linhas de evidéncia.

O estagio final foi referido como o paradigma da medicina geno-
mica (2005)/pos-gendmica (2010). Nesse estagio, testes sanguineos
que tém por alvo o genoma e o proteoma tém sido usados. Entretanto,
tentativas para especificar a maioria das desordens psiquidtricas no
nivel gendmico tém se provado inefetivas. Isso poderia ser devido a
falta de certeza de quao fortes as contribuigdes genéticas e ambientais
realmente sdo e de como elas interagem para precipitar o inicio da
doenga. Apesar de 20 anos de investigagdes intensivas, nenhum gene
ou combinagdes de genes se mostrou significativamente relacionado
a probabilidade de desenvolver esquizofrenia. Em 2009, resultados da
Genome-Wide Association Studies (GWAS) foram publicados em trés
artigos na Natures+s6, Nenhum desses estudos identificou qualquer
marcador genético que fosse associado com esquizofrenia. Entretan-
to, trés regides cromossomicas foram implicadas. A mais significante
delas foi o brago curto do cromossomo 6, que é a regido de localizagao
de genes do complexo de histocompatibilidade maior (MHC).

A necessidade da padronizacéo de biomarcadores

O campo da protedmica clinica gerou grandes esperangas por meio
de um numero de relatos iniciais de biomarcadores em potencial.
Entretanto, na maioria dos casos, eles ndo puderam ser validados
em estudos subsequentes ou testes clinicos. Razdes em potencial
para a falha na incorporagdo dentro da clinica incluem problemas
de desenho experimental, a possibilidade de que os biomarcado-
res pudessem ndo ser causais, e sim um resultado do processo da
doenga, uma falta de congruéncia nos modelos animais da doenga
e as condi¢oes humanas correspondentes, ou a prética de registro e
recrutamento de pacientes em testes, os quais estdo em diferentes
estagios do processo da doengas’.

A ideia de que a pesquisa em biomarcadores ndo havia sobrevi-
vido ap6s a excitagdo inicial foi mostrada pelo numero de chamados
“avanc¢os” nos biomarcadores que ainda deveriam alcangar o mer-
cado. Com exce¢do de poucos biomarcadores usados na pesquisa
de cancer, a maioria nao havia sido validada. Entretanto, a maioria
deles ¢ usada apenas para monitorar a resposta a tratamento e nio
¢é adequada para o diagndstico precoce, com exce¢do do antigeno
especifico de prostatass.

A Organizagdo do Proteoma Humano (HUPO), que surgiu a
partir do Projeto Genoma Humano, desenvolveu diversas iniciativas
objetivando contornar as questdes relativas a irreprodutibilidade.
Essas iniciativas sdo focadas em plasma, figado, cérebro, andlise pro-
tedmica/glicomica de doengas, biomarcadores de doengas, modelos
de doenga em camundongos, modelos de organismos, rim/urina,
doenca cardiovascular, células-tronco, a Iniciativa de Anticorpos
Humanos e a Iniciativa de Padrdes Protedmicos (http://hupo.org/).
Cada um desses programas individualmente é baseado em um pais
e inclui subprojetos envolvendo laboratérios internacionais como
parceiros. Esses projetos foram conduzidos porque a maior parte
dos problemas relacionados a irreprodutibilidade pode resultar em
variabilidade ao nivel de amostra, tratamento de amostra, desenho
experimental, questdes técnicas e diferencas relacionadas ao usudrio.
Entretanto, um teste baseado em protedmica para cancer ovariano
foi agora aprovado pelo FDA, demonstrando que o sucesso nessa
area é possivel®.

O desenvolvimento e o uso de biomarcadores dispararam a
necessidade pelo estabelecimento de procedimentos operacionais
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padrio para ir ao encontro das exigéncias regulatdrias. As agén-
cias reguladoras, em particular a FDA, consideram agora que os
biomarcadores sdo importantes para o desenvolvimento de futuras
drogas. Na Iniciativa do Caminho Critico, a FDA produziu um
relatério branco para a modernizagao de métodos, ferramentas e
técnicas para facilitar o desenvolvimento de drogas mais eficientes
e seguras?3. Os aspectos regulatorios de biomarcadores foram ini-
cialmente descritos em uma orientag¢éo associada com a Submissdo
de Dados Farmacogénicos pela FDA (http://www.fda.gov/OHRMS/
DOCKETS/98r/2003d-0497-gd10002.pdf)%. Este destacou que
moléculas requerem o status de biomarcadores validados (descrito
acima) para serem usadas em tomadas de decisdo regulamentadas,
incluindo decisdes em testes clinicos, regimes de dose e selegdo de
pacientes. Atualmente, apenas testes bem estabelecidos tém sido
usados em decisdes regulamentadas, tais como determinagido de
niveis de creatinina sérica para monitorar fun¢ao renal e realizagao
de testes de tolerancia a glicose no jejum combinado com medidas
de glicose e insulina para estabelecer sensibilidade a insulinast<z.

Um exemplo de teste que foi desenvolvido em concordancia com
aqualificacio dos processos de biomarcadores foi em biomarcadores
de seguranc¢a em rins de ratos. Esses biomarcadores se tornaram parte
de um estudo de validagédo cruzada e alcangaram o status de biomar-
cadores sabidamente vélidos como parte do Consércio de Testes de
Predigdo Segura (PSTC; 2, 3). O PSTC foi fundado pela FDA para
agir como uma liga¢do entre a FDA e as companhias farmacéuticas
e a academia na qualificagdo de biomarcadores para uso pré-clinico
e clinico. O subgrupo de nefrotoxicidade do PSTC identificou sete
biomarcadores renais seguros para uso limitado em desenvolvi-
mento clinico e pré-clinico de drogass3. Um Rat KidneyMAP™
foi desenvolvido agora como um imunoensaio multiplexado pela
Medicina Baseada em Regras em colaboragao com o PSTC para a
detec¢do precoce de dano renal, que é comum nos programas de
desenvolvimento de drogas (http://www.rulesbasedmedicine.com/
products-services/rodentmap-services/rat-kidneymap/)s.

Talvez a estratégia mais util para a qualificagao de biomarcadores
seja por meio do codesenvolvimento com drogas®. Essa estratégia
foi primeiramente descrita em guia-rascunho emitido pela FDA
[US Department of Health and Human Services, FDA (2005) Drug-
Diagnostic Co-Development Concept Paper (http://www.fda.gov/cder/
genomics/pharmacoconceptfn.pdf)]. A ideia por tras desse rascunho
¢ que o aumento do conhecimento da biologia que cerca um bio-
marcador em particular e uma forte associagao entre biomarcador
e a consequéncia clinica levarao a um processo de desenvolvimento
mais eficiente, com menores riscos. Também, a interacdo precoce
com agéncias regulatorias relevantes é essencial para que, assim,
os estudos sejam programados e os testes de biomarcadores sejam
realizados corretamente.

0 desenvolvimento de ensaios de biomarcadores para
desordens psiquiatricas

As autoridades de satide europeias deram apoio ao desenvolvimento
e aimplementagio de biomarcadores por intermédio de agéncias, tais
como a Iniciativa de Medicamentos Inovadoresss67. Essa iniciativa é
uma parceria entre a Comissao Europeia e companhias farmacéuti-
cas com o objetivo de promover uma mais eficiente identificagdo e
desenvolvimento de medicamentos. Um dos principais objetivos é a
identificagdo de biomarcadores traducionais, incluindo aqueles para
condi¢des psiquidtricas como desordens do espectro de esquizofrenia
e autismo. A Comissdo Europeia destinou 1 bilhdo de euros para esse
programa, e esse montante foi alcancado por gentis contribuigdes
de companhias pertencentes & Federagdo Europeia de Industrias e
Associacoes Farmacéuticas (EFPIA).

Ensaios diagnésticos nos Estados Unidos sdo regulados pela
Alteracdes de Melhoras em Clinica Laboratorial (CLIA; http://www.
fda.gov/MedicalDevices/DeviceRegulationandGuidance/IVDRegu-
latoryAssistance/ucm124105.ht). Esses padroes regulatorios federais
governam qualquer teste em um laboratério clinico em amostras
humanas com o objetivo de diagnostico, prevengao de doengas, tra-

tamento ou verificagdo de satide. Testes disponiveis comercializados
de acordo com a CLIA sio categorizados pela FDA em trés grupos,
dependendo do potencial de risco para a satide. Essa categorizagao
considera o conhecimento necessario, treinamento, materiais e
julgamento para conduzir tais testes e outros fatores, incluindo pro-
cedimentos operacionais, de manutengéo e controle de qualidade.
Por outro lado, aos testes pode ser dado o abandono caso sejam
precisos, basicos, excluam interpretagdes erréneas e nao coloquem
a satide humana em risco caso sejam interpretados incorretamente.

O desenvolvimento de ensaios diagndsticos para todas as doengas
incluindo as desordens psiquidtricas requer a repetida demonstracao
de caracteristicas de performance especificas, incluindo preciséo,
sensibilidade e especificidade. Esses fatores sdo agora considerados
requerimentos absolutos para experimentos, ja que a variabilidade
nas medidas de biomarcadores pode ser afetada por fatores biologi-
cos, ambientais, de coleta de amostra e analiticos. O desenvolvimento
de imunoensaios multiplexados, por exemplo, requer a validagao
da estrutura do ensaio e da performance analitica para maximizar a
precisio e a fidelidade. Nesse caso, os desafios associados incluem a
sele¢do e a imobilizagdo de ligantes de captura, calibragio, compati-
bilidade antigeno-anticorpo, faixa dindmica e limites de detecgaoss.

E aceito agora que biomarcadores tinicos pouco provavelmente
sdo efetivos, dada a complexidade da maioria das doengas, parti-
cularmente das desordens psiquidtricas®®. Também, a maioria das
condigdes psiquidtricas aparentemente é o resultado de uma com-
plexa interagao entre fatores ambientais e genéticos”. Sendo assim,
um painel de biomarcadores deve ser empregado para refletir a
complexidade e aumentar a especificidade das medidas. Tal painel de
biomarcadores deve consistir de moléculas rigorosamente validadas
em centros multiplos e ao longo de diferentes tempos, de forma a
prover testes reprodutiveis e precisos.

Painéis de biomarcadores devem ser também especificos para
doengas, pelo menos relativamente a outras doengas com sintomas
similares. Mais uma vez, isso é particularmente dificil para desordens
psiquidtricas, ja que elas podem ter muitas areas de sobreposi¢ao de
sintomas comportamentais subjetivamente avaliados. Exemplos disso
sdo a sobreposi¢do dos sintomas negativos entre desordem depressiva
maior e esquizofrenia”!, a similaridade nos sintomas psicéticos entre
desordem bipolar maniaca e esquizofrenia’ e os sintomas de déficit
cognitivo partilhados entre todas essas condi¢des?. Em adigdo,
condi¢des como desordem bipolar podem consistir de multiplos
estdgios considerando o ciclo de mania e depressao”2. A identificagdo
de biomarcadores validos que pudessem prever a mudanga entre
estagios seria inestimavel.

Finalmente, testes de biomarcadores devem ser em um formato
de alta resposta, precisos e amigaveis ao usudrio para permitir seu
uso por clinicos, equipe hospitalar e cientistas. Espectrometria de
massas e eletroforese bidimensional seriam demasiado incoémodas
e requereriam muita experiéncia para serem consideradas como
possibilidades realisticas. Em vez disso, plataformas automatizadas
como o sistema de imunoensaio multiplexado e a reagdo de monito-
ramento multiplo7+ sdo candidatas mais provaveis como plataformas
clinicamente amigaveis que ja& demonstraram sinais favoréveis.
Também sensores holograficos j4 foram empregados para detec¢io
de materiais bioldgicos’> e moléculas’67s e poderiam, dessa forma,
ser adaptados como uma forma de leitura de uma assinatura de
biomarcadores em aplicagdes clinicas.

Desenvolvimento de um teste molecular sanguineo para a
esquizofrenia

Ao longo da dltima década, a maioria dos estudos protedmicos ba-
seados em biomarcadores ligados a esquizofrenia tem sido realizada
tendo como alvo apenas uma ou poucas moléculas. Entretanto, ao
longo dos tltimos dois ou trés anos, uma abordagem mais compreen-
siva tem sido aplicada usando espectrometria de massas acoplada
a cromatografia liquida e plataformas de perfil por imunoensaio
multiplexado, os quais sdo direcionados a dezenas ou centenas de
proteinas simultaneamente. Desenvolvemos recentemente o primeiro
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teste para biomarcadores por meio de imunoensaio multiplexado
(Veripsych™) para desordens psiquiatricas, em colaboragdo com a
Medicina Baseada em Regras e a Psynova Neurotechs4. Esse sistema
de ensaio foi langado em 2010 como um teste aprovado pela CLIA
para auxiliar no diagnéstico de esquizofrenia. Esse ensaio emprega
um algoritmo proprietdrio para alcangar uma sensibilidade de 83%
e especificidade de 83%. E esperado que esse teste de biomarcadores
possa ser empregado em estagios multiplos do processo da esquizo-
frenia para melhorar a vida dos pacientes (Figura 2).

Microesferas com anticorpos conjugados

Adicionar amostra contendo
as moléculas de interesse

Adicionar anticorpo contra
as moléculas de interesse

Detectar e quantificar
as moléculas de interesse
por laser

Figure 2. Diagrama esquematico do sistema de imunoensaio multiplex
para esquizofrenia. Medida de uma Unica molécula-alvo é indicada. Em
ensaios atuais, mltiplas moléculas-alvo (conjugado anticorpo-microesfera)
sdo medidas simultaneamente, e 0 uso do sistema /aser pode identificar
e quantificar moléculas.

Anilises decisdo-modeladas foram realizadas para construir
um caso socioeconémico para um teste baseado em biomarcadores
tal como o VeriPsych para o diagnostico precoce de esquizofrenia
e para determinar a prospectiva de mercado”. Isso mostrou que,
no Reino Unido, o custo de cada paciente diagnosticado apds o
primeiro episddio psicético seria de aproximadamente £ 182.000
ao longo de um periodo de cinco anos. Entretanto, o custo para um
paciente diagnosticado precocemente seria em torno de £ 27.000,
indicando uma potencial economia de seis a sete vezes. Isso sugere
que hd uma boa razao socioecondmica para a introdugao de melhores
ferramentas diagnosticas para a detec¢do de esquizofrenia durante
a fase prodromal.

Psiquiatras e profissionais da satide tém, até o momento, visto esse
teste com reagdes mistas. A maioria concorda que um teste sanguineo
e especifico para desordens psiquidtricas seria muito bem-vindo e
um grande avango no campo, embora muitos sejam resistentes em
usar tal teste clinico na pratica. Uma critica justificada e especifica
do atual teste sanguineo é que foi desenvolvido para distinguir
pacientes esquizofrénicos de individuos saudéveis, e ndo como um
diagndstico diferencial de esquizofrenia para outras desordens psi-
quidtricas. Entretanto, a préxima versdo do teste tentard contornar
essa desvantagem, incluindo uma capacidade diagndstica diferencial
de esquizofrenia comparada & desordem depressiva maior e & desor-
dem bipolar. Nossa pesquisa de mercado mostrou que os psiquiatras,
em sua maioria, acreditam que sdo bons ao diagnosticar pacientes
esquizofrénicos usando uma entrevista clinica basica. Entretanto, eles
constantemente sentem que outros colegas profissionais sio menos
capazes de alcangar o correto diagnéstico. Em adi¢do ao auxilio ao
diagndstico para os psiquiatras, uma posterior aplicagdo do teste
pode ser para melhorar pontos de vista e aceitagiao da doenga pelos
pacientes, como descrito recentemente em um relato anedotalso.
Atualmente, a falta de evidéncia objetiva leva muitos pacientes a
terem pouca confianca em seus diagnosticos. Essa aplicacdo pode
alargar a utilidade clinica do teste.

Conclusdes

Este capitulo descreveu desafios e recentes sucessos associados com
adescoberta e o desenvolvimento de biomarcadores sanguineos para
desordens psiquidtricas. O atual processo diagnéstico e estratégias
para o desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos necessi-
tam de uma mudanga de paradigma. Apesar disso, ha relutancia em
aceitar a ideia de que biomarcadores serdo de qualquer ajuda nessa
tarefas!. E verdade que somente uns poucos dos milhares de bio-
marcadores promissores identificados sobreviveram ao entusiasmo
inicial. Entretanto, autoridades regulatérias de satide agora conside-
ram a identificagdo, a validagao e a implementagio de biomarcadores
de critica importancia para a descoberta de futuras drogas. Como
resultado, elas agora chamaram esforgos para a modernizagio de
métodos, ferramentas e técnicas para alcangar esse objetivo. Dada a
complexa natureza e a baixa abundancia de muitos biomarcadores
protedmicos, isso provavelmente requererd o desenvolvimento de
métodos mais sensiveis e reprodutiveis e uma massiva integragao
de tecnologias. Entretanto, agora hd razdo para otimismo de que
posteriores avangos tecnolégicos e abordagens interdisciplinares
contornardo as limitagdes atuais no campo dos biomarcadores para
auxiliar na condugio do estudo de desordens psiquiatricas inteira-
mente no século XXI.
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