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Biomarcadores em Medicina

Biomarkers in Medicine

Albert Schriefer'? & Edgar M. Carvalho'?

Salvador, BA, Brasil

Os biomarcadores podem ser definidos como variaveis genéticas, imunolégicas e bioquimicas que se relacionam
com expressdo de doenga. Nas doencas inflamatdrias cronicas e nas doengas neoplasicas estes marcadores se
relacionam com atividade ou remissdo do processo patoldgico, contribuindo de modo importante como guia de
tratamento. Nos processos infecciosos, como a expressao da doenga varia de formas assintomaticas, oligossintomaticas
a doenca classica, estes marcadores tém um papel importante como valor preditivo de evolugéo clinica. Do ponto de
vista genético é amplamente conhecida a associacdo de doengca com antigenos do sistema HLA e mais recentemente
a expressdo clinica de doencas tem sido associada com polimorfismos de genes. Entretanto poucos genes tem sido
diretamente implicados com o desenvolvimento de uma determinada patologia. Na presente revisdo énfase é dada a
marcadores bioldgicos utilizados no acompanhamento de doencgas reumaticas sistémicas e de marcadores bioldgicos
associados com formas clinicas de doencas infecciosas como a doenca de Chagas, infecgéo pelo HTLV-1 e leishmanioses.
Palavras-chave: biomarcadores, sistema HLA, HTLV, doenca de Chagas, leishmanioses.

Biomarkers can be defined by genetic immunologic or biochemical variables associated with disease expression. In chronic
inflammatory diseases and in patients with cancer theses markers can be associated with remission or activity of the disease
and play a pivotal role in the decision about the type of therapy to be used. Disease expression is quite variable in infectious
diseases, as infected individuals can be completely asymptomatic have in oligosymptomatic for of the infection or have full
blown disease. In such case these markers may have predictive value regarding disease expression. For many years it is
known that there is an association between HLA antigens and diseases but very few genes or their products have been
correlated with pathology. In the present review emphasis is given to biomarkers that are used to monitor remission or
activity of chronic inflammatory diseases and biomarkers associated with disease expression in infections diseases such
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HTLV-1 infection, Chagas diseases and leishmaniasis.
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O melhor conhecimento dafisiopatologiatem permitido a
identificacdo de marcadores genéticos, bioquimicos e
imunol 6gicos que contribuem ndo s6 com o diagnostico das
doengas, mastambém com a atividade e remissio dos processos
patolégicos. Marcadores bioguimicos e imunoldgicos tém
moastrado forte associacdo com cancer de prostata, cancer de
intestino, cancer de figado e de mama e tém sido amplamente
utilizados como método auxiliar no diagndstico das doencgas
auto-imunes e doencas inflamatérias cronicas. Marcadores
genéticos tém sido associados com vérias doencas e espera-se
parao século X X1 um grande avanco no conhecimento sobre o
papel de genes no desenvolvimento de doengas inflamatorias,
neopléasicas e doengas infecciosas.

O desenvolvimento de doenca depende de um conjunto
de fatores extrinsecos envolvendo aspectos ambientais,
infeccOes, héhitos de vida e fatores intrinsecos regulados
principalmente por genes. Somente no fim do século XX
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evidéncias passaram a serem acumuladas de que na
dependéncia destes fatores, havia uma grande diversidade
na expressao clinica de uma mesma doenga. Estes aspectos
tem sido melhor estudados nas doencas infecciosas, doencas
auto-imunes, doengas inflamatdrias cronicas e neoplasias.
Obviamente que outros fatores principalmente relacionados
com novas formas de terapia, tem influenciado a expresséo
clinicae o curso das enfermidades mas, nestarevisdo, énfase
€ dada a como as caracteristicas proprias dos individuos
interferem no desenvol vimento das doencas, e principa mente,
a identificagdo de marcadores biolégicos que se associam
com expressdo da doenca e com resposta terapéutica. Estes
marcadores quando acopladosahistoriaclinicae examefisico
do paciente sdo de grande valor para determinagdo do
prognastico, dagravidade daenfermidade e podem auxiliar a
escolha terapéutica. A Tabela 1 mostra alguns marcadores
biol6gicos e asignificancia destas variaveis.

Entretanto estes marcadores tém muito pouco valor
guando analisados de forma dissociada da doenca. Por
exemplo, enquanto mais de 90% dos pacientes com sindrome
de Reiter ou com espondilite ancilosante tem HLA-B27
positivo, quando este marcador é avaliado na populagéo,
documenta-se que a maioria dos individuos que tem HLA-
B27, nuncadesenvolverao sindrome de Reiter ou espondilite
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Tabela 1. Biomarcadores associados a doencas auto-imunes e doencas neopl ésicas.

Biomarcador

Significado

Anticorpo anti DNA

Anticorpo anti SSA eanti SSB
Anticorpo de anti citrulina
Antigeno prostético soltvel

o feto proteina

Antigeno carcino embrionario (CEA)
CA153

CA 125

Diagndstico eatividadedo LES
SindromedeS. jogren

Pior progndstico daArtrite Reumatéide
Cancer de prostata

Cancer defigado

Céancer decdlon

Céncer demama

Céancer deovario

ancilosante. Estatem sido a tnica da associagéo de doengas
com antigenosdo sistemaHLA, como acontece com aartrite
reumatoide, diabetesmelitus, febre reuméticae doencaceliaca.
Como até o momento ndo existe forma de prevenir o
aparecimento destas doencas em individuos geneticamente
susceptiveis, aidentificacdo de marcadores pode até funcionar
como um fator de constrangimento, desde que a presenca
destesmarcadores ndo significaque o individuo desenvolvera
a doenca. Neste contexto os biomarcadores ndo devem ser
utilizados isoladamente no diagnodstico de enfermidades, e
sim, namonitorizacdo clinica e terapéutica de pacientes e na
monitorizacdo clinica de individuos sadios que tem grande
risco de desenvolvimento de uma determinada patol ogia.

Biomarcadores em Reumatologia

A Reumatologia € uma das éreas da medicina em que 0s
biomarcadores tém um importante papel. As doencas
reuméti cas si stémicas princi pal mente as doengas auto-imunes
tem um espectro clinico amplo e evolucgo clinicaheterogénea.
Até a segunda metade do século 20 o diagndstico destas
doengas erafeito com base em critérios clinicos e de exames
complementares, que hoje sdo reconhecidos como presentes
em formas graves ou estégios avancados destas doencas.
Séo exemplos classicos desta situacdo o [Upus eritematoso
sistémico (L ES) eaartrite reumatéide. Em passado recente o
L ES eradiagnosticado predomi nantemente quando o paciente
apresentavaumal classicaem asade borboletaem regi&o
paranasal, artrite e a presenca das células L E no sangue por
um método com baixa sensibilidade. Em muitos casos o
diagnostico do LES erafeito ja navigéncia de doencarenal.
Por estasraz6es o LES era considerado invariavel mente uma
doenca grave com sobrevida de apenas 52% apés 4 anos de
doenca (HARVEY,A.M.; SHULMAN, L.E.; TUMULTY, PA.,
1954). Hoje, principal mente devido aajudade biomarcadores
como aidentificagdo do anticorpo anti nticleo, anticorpos anti
DNA eo anticorpo anti SSA € possivel o reconhecimento de
formas mais leves da doenca. Este aspecto associado ao
advento de novas formas de tratamento mudou
consideravelmente a histdria natural da doenca e hoje 90%
dos pacientes com LES tem sobrevida superior a 20 anos,
dados estes que contrastam com as observacOes feitas entre

asdécadasde 195021990 (HARVEY,A.M.; SHULMAN, L.E;;
TUMULTY, PA.,1954; WARD, M.M.; PYERR, E.; STUDENS,
K.S., 1995). Por outro lado, apresencade anticorposanti DNA
eaquedanos niveis séricos do complemento, principal mente
niveis de C3 e C4, foram identificados como indicadores de
atividade da doenca (HARDIN, 1986; SHOENFELD, Y.;
ISEMBERG, D.A. 1987). Desta forma alteragdes nestes
parémetros em individuos em fase de remissdo da doenca,
indicam a necessidade de um acompanhamento e
monitorizacdo mais freqlente e re-introducéo precoce de
corticosteroides e drogas imuno moduladoras.
Umaoutraentidade em que os marcadores biol 6gicostem
tido uma participacéo importante € naartrite reumatéide, doenca
que no passado o diagndstico dependia de achados
radiol 6gicos. Como as alteragdes radiol 6gi cas caracterizadas
principalmente por erosdes 0sseas representam um estagio
avancado da doenga, esta confirmagdo diagndstica tardia,
terminava por retardar o tratamento e conseqgiientemente
interferir no progndstico daartrite reumatoide. A identificagdo
do fator reumatGide, e mais recentemente a documentacéo
dos anticorpos citrulinados tém se constituidos marcadores
bi ol 6gi cos que permitem a utilizagdo precoce deformas mais
agressivasdetratamento dadoenca(LEE, R.M.; SCHUR, PH.,
2003; MEYER, 2003; BRIDGES, JR., S.L.; DAVIDSON, PE.,
2005; LINDGVIST, 2007). | sto porque participam do tratamento
da artrite reumat6ide um ndmero grande de drogas. 1) os
antiinflamatoérios nao hormonais; 2) antiinflamatorios
hormonais; 3) drogas modificadoras da artrite reumatéide
representadas por varios medicamentosincluindo cloroguina,
metotrexato, azatioprina e leflunomida entre outros e 4) os
agentes biolégicos representados principalmente pelos
agentesinibidoresdo fator de necrosetumoral alfa(TNF-o) e
0 anticorpo contra o antigeno CD20 expresso em células B.
Neste contexto, a documentacdo de que a presenca de
anticorpos anti citrulina (LEE, R.M.; SCHUR, PH., 2003;
MEYER, 2003) e titulos elevados de fator reumatéide
(BRIDGES, JR., S.L.; DAVIDSON, PE., 2005) seassociam com
gravidade da doenca, tem feito com que a documentagédo
destes biomarcadores, associados a apresentacdo clinica,
permita a utilizac8o cada vez mais precoce de drogas com
maior potencial de controlar adoencacomo o methotrexato, a
leflunomidae osagenteshiol 6gicos (LINDGVIST, 2007).
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Biomarcadores em Doencas Infecciosas

O avanco no conhecimento sobre o binbmio, infeccéo-
doenca, tem mudado o conceito das doengas infecciosas e 0s
marcadores biolégicos tem tido um importante papel nesta
area. Algumas doengas infecciosas como as |eishmanioses,
doenca de Chagas, hepatite viral e a sindrome de
imunodeficiénciaadquiridaforam descritasno século XX ea
expressdo clinica destas infecgdes é extremamente variavel.
Inicialmente a documentagao de infecgdo por métodos
indiretos como a presenca de anticorpos contra antigenos
dos agentes infectantes, permitiu o entendimento de que na
maioria das doengas infecciosas 0 nimero de infectados é
bem maior do que o nimero de doentes. Estima-se, por
exemplo, que nainfeccdo pelo Tripanossoma cruzi 70% dos
individuos s@o assintomaticos e somente cerca de 30%
desenvolvem a forma classica da doenca de Chagas (
ANDRADE, 1999). Hoje, se sabe que estes individuos
assintomaticos denominados como portadores da forma
indeterminada da doenca podem ou ndo desenvolver doenca
cardiaca. Adicionalmente, entre os doentes, existem aqueles
gue se caracterizam predominantemente por apresentar
arritmia, enquanto outros desenvolvem uma insuficiéncia
cardiaca grave. Também tem sido observado que enquanto
no passado adoenca de Chagas era muito observada entre os
jovens, hoje uma grande parcela dos pacientes com
miocardiopatia chagéasi casdo diagnosti cados apds 0s 40 anos
de vida. Vérios estudos tém sido conduzidos no sentido de
entender aimunopatogénese da doenca de Chagas e hoje se
sabe que a agressdo ao musculo cardiaco € mediada
principa mente pela respostaimune do hospedeiro (DRIGO,
2006; CUNHA-NETO, 2005; MACHADO, 2005). Uma
deficiéncia nos mecanismos regulatérios da resposta imune
levaaumaintensarespostainflamatoriae conseqlientemente
dano tecidual. Com a finalidade de evitar que a resposta
imunol 6gica cause dano tecidual vérios mecanismos
regulatérios atuam no sentido de modular a resposta
imunologica. Tem papel importante nestamodul agdo ascélulas
regulatdrias e ascitocinas. Dentre estas, ainterleucina 10 (IL-
10) tem um importante efeito modulador da resposta imune
humana. Em contraste o TNF-o € umacitocinapré-inflamatoria
e relacionada com dano tecidual na infec¢do pelo T. cruzi
(CUNHA-NETO, 2005; MACHADO, 2005). Individuoscoma
forma indeterminada da doenca de Chagas produzem
significativamentemais|L-10 emenos TNF-a do que pacientes
com miocardiopatiachagésica(SOUZA, 2007).

O viruslinfotropico das células T humanas (HTLV-1) foi
identificado em 1980 e é o causador daleucemiadecélulas T
do adulto (ATLL) e da mielopatia associada ao HTLV-1 ou
paraparesia espasticatropical (HAM/TSP). O HTLV-1 éum
retrovirus que infecta predominantemente os linfécitos T e
umdosgenesdovirus, 0 TAX, tem apropriedade detransativar
nas células humanas vari os genes rel acionados com ativagédo
cdular esecrecéo decitocinas (HOLL SBERG 1999; MARINER,
2001). Assim os linfocitos T de individuos infectados pelo

HTLV-1 acham-se ativados, e em individuos infectados por
este virus, ha uma producéo elevada de citocinas como o
fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 2 (IL-2),
interferon gama (IFN-y), interleucina 15 (IL-15) por células
mononucleares do sangue periférico cultivadas in vitro sem
qualquer estimulo (HOLLSBERG, 1999; CARVALHO, 2001).
Do ponto de vista imunolégico, pacientes que apresentam
HAM/TSP produzem mais|FN-y e TNF-a etem maior carga
pro-viral, do queindividuos portadoresdainfecgdo pelo HTLV-
1(NAGAI, 2001; SANTOS, 2004). Adiciona mente, enquanto
nos portadores de HTLV-1 a principal fonte de IFN-y sdo as
células T CD4*, nos pacientescom HAM/TSPaprincipal fonte
destacitocinasdo ascélulasT CD8* (SANTOS, 2004).

O HTLV-1 tem sido considerado um virus de baixa
morbidade, desde que ATLL e HAM/TSP s ocorrem em
menos de 5% dos individuos infectados (EDLICH, R.;
ARNETTE, J; WILLIAMS, F,, 2000). Todaviaanormalidades
imunol 6gi cas semel hantes as documentadas em pacientescom
HAM/TSP, tém sido observadas em cerca de 45% dos
portadoresdeHTLV-1 (CARVALHO, 2001). Como asdteragies
imunol égicas tém uma rel agéo estreita com a patogénese da
doenca, estudos tém sido realizados no sentido de comparar
manifestagdes clinicas e neuroldgicas a em individuos
infectados pelo HTLV-1 com e sem alteractes de resposta
imune e em controles soro-negativos para o HTLV-1. Estes
estudos tém mostrado que quando comparados com
individuos soro-negativos parao virus, individuosinfectados
pelo HTLV-1 apresentam mais parastesias em membros
inferiores, maior frequiéncia de fraqueza muscular e mais
manifestagdes urindrias, como nocturia, urgénciamicciona e
incontinénciaurinaria(CASKEY, 2007; CASTRO, 2007). Tem
sido documentado que umagrande percentagem deindividuos
infectados pelo HTLV-1 e com queixas urinériastem um quadro
de bexiga neurogénica documentada através de estudos
urodinamicos. Estes individuos com bexiga neurogénica
associadaao HTLV-1 emboranao preencham oscritériospara
HAM/TSP apresentam niveiselevadosde |FN-y, TNF-o. e de
carga pro-viral semelhantes aos observados a pacientes com
HAM/TSP. A documentac&o de que producéo elevadade | FN-
v, TNF-o. e carga pro-viral sdo biomarcadores de doenga
neurol 6gicaétambém bem caracterizadaem criangasinfectadas
pelo HTLV-1, que tem uma doenga denominada dermatite
infectiva. A respostaimune nadermatiteinfectivase caracteriza
por uma grande producdo de TNF-o e de IFN-y e, nestas
criangas, detecta-se uma elevada carga proé-viral. Estudos
recentes mostram que diferente damaioriados pacientes com
HTLV-1 que desenvolvem HAM/TSP somente apos a 52
década, criangas com dermatite infectiva desenvolvem
precocemente, aindanaadolescénciaHAM/TSP. Estes dados
indicam que portadores de HTLV-1 que apresentam niveis
elevados de IFN-y, TNF-o. e da carga pré-viral tém risco
elevado para desenvolver HAM/TSP.

Asleishmani oses constituem um espectro de doencas que
ocorrem, sobretudo em regides tropicais e subtropicais do
globo. Véarias espéciesdeleishmaniatem sido implicadas como
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causadoras da doenca no homem e fatores rel acionados com
0 parasitae com o hospedeiro relacionam-se com adiversidade
de expressao clinicaapdsainfeccdo. A Leishmania chagasi &
a causadora da leishmaniose visceral no Novo Mundo, mas
85% dos individuos infectados ndo desenvolvem doenga
(BADARO, 1986). A capacidade de cél ulas mononucleares de
produzir IFN-y ap6s estimul o com antigeno deleishmaniaem
criangas recém infectadas com L. chagasi € um biomarcador
importante do controle dainfeccéo, enquanto a auséncia de
producdo de IFN-y esta fortemente relacionada com o
desenvolvimento da doenca (CARVALHO, 1992). A
leishmaniose visceral pode ter evolucdo fatal e os exames
laboratoriais assim como a pesquisa de parasita ndo so
métodos fidedignos de resposta terapéutica. Varios
marcadores solUveis tem sido associados com resposta
terapéutica como a queda nos niveis do receptor sollivel da
interleucina 2 (IL-2R) e da molécula de adesdo intercelular
(ICAM-1) solGivel. Em contrapartida nos pacientes que ndo
respondem a terapia antimonial as concentragdes séricas do
IL-2R soltvel e da ICAM-1 solGvel permanecem elevados
(SCHRIEFER, 1995).

Com relacdo ao parasito a forte associacdo entre espécie
deleishmaniaeformade doencasugere um papel proeminente
do contelido genético do parasito sobre os desfechos clinicos
e prognosticos das infecgBes. A Leishmania braziliensis um
dos agentes causadores da |leishmaniose tegumentar
americana(LTA) apresentaum elevado grau de polimorfismo
genético e fenotipico (KAHL, 1991; GOMES, 1995;
CUPOLILLO, 2003; OLIVEIRA, 2004), o qual € acompanhado
por um espectro de apresentacdes clinicas no hospedeiro
humano, incluindo: leishmaniose cuténea localizada (LC),
lei shmaniose mucosa (LM) eleishmaniose disseminada (L D).
A LM é umaforma grave da doenga que ocorre no curso ou
ap6s a cura da LC ou da LD. O desenvolvimento de
biomarcadores de cepas parasitarias com capacidade preditiva
sobre a evolugéo para LM seria de grande valor no manejo
clinico dos casos de LTA pelalL. braziliensis.

Estudos experimentais tém mostrado que L. braziliensis
isoladas de pacientes com diferentes formas de doenca
apresentam comportamentos bi ol 6gi cos distintos em model os
animais (KAHL, 1991; OLIVEIRA, 2004), refor¢cando o
raciocinio acimasobre arelacdo entre cargagenéticadacepa
parasitéria e evolucéo clinicado paciente.

Mais recentemente estudo de epidemiologia molecular
revelou que apopulacdo de L. braziliensis de umaareahiper-
endémicapara L TA localizadano sudeste do estado daBahia,
chamada Corte de Pedra, € multiclonal estando as diferentes
formas de LTA estatisticamente associadas a clones
especificos naquelapopul acéo (SCHRIEFER, 2004). Paratestar
ahipotese de que o polimorfismo parasitario estariaenvolvido
no espectro de doencas causadas pela L. braziliensis, e
caracterizar acuradamente a estrutura populacional desses
parasitos naqueladreaendémica, 45 amostrasde L. braziliensis
isoladas de pacientescom LC, LM ou LD entre 1991 e 2001
foram genotipadas por RAPD (Randomly amplified

polymorphic DNA — DNA polimérfico randomicamente
amplificado) e comparadas. O dendrograma de similaridade
gerado apartir dacomparagao dos perfis el etrof oréticos dos
RAPDs obtidos para cada isolado revelou a existéncia de
nove unidades discretas de tipagem agrupadas em cinco
subpopulagdes ou clados. Maisimportante, todas asformas
de LTA apresentaram uma diferenga estatisticamente
significante em suas frequéncias entre os clados, indicando
que infeccbes com os diferentes genétipos de L.
braziliensis sdo provavelmente acompanhadas por
manifestagoes clinicas especificas naquela area endémica
(SCHRIEFER, 2004).

O modo clonal de reproducéo e aassociagao de gendtipos
de L. braziliensis com formas de LTA propiciam que cepas
associadas a desfechos clinicos de |eishmaniose possam ser
distinguidas com base em marcadores moleculares bem
definidos. Esses biomarcadores poderiam ser explorados no
desenvolvimento de ferramentas diagnosticas com valor
progndstico para o melhor manejo de casos humanos. Esta
hip6tese leva em conta que a reproducdo clonal tenderia a
segregar grandes quantidades de mutagdes clinicamente
irrelevantes (e.g. indels ou mutac6es de ponto), juntamente
com aqueles tratos genéticos realmente importantes para o
desenvolvimento dos diversos desfechos da LTA, as quais
poderiam ser detectadas por procedimentos diagndésticos
altamente sensiveis e especificos como a reacdo em cadeia
pelaDNA polimerase (PCR).

Associacdo entre cepas e forma clinica da doenca tem
também sido documentada na infeccéo causada pela
Leishmania donovani. Os melhores exemplos de estudos
nesse sentido referem-se a distingdo de cepasde L. donovani
com maior propensdo a causar leishmaniose dérmica pos
calazar (PKDL, post-kalazar dermal leishmaniasis) em
pacientes com leishmaniose visceral (LV). Num desses
estudos Das Guptaet al. (1991) clonaram um minicirculo do
DNA mitocondrial do parasito, que usado como sonda é
capaz de hibridizar apenas a parasitos isolados de casos de
PKDL, mas ndo de LV por L. donovani. No outro estudo,
Sreenivaset al. (2004) reportaram um ensaio de deteccéo de
um polimorfismo localizado no gene codificante para a
subunidade 28S do RNA ribossomal capaz de diferenciar
cepas de L. donovani causadoras de PKDL daquelas
causadoras de VL. Todos esses esfor¢cos acima deverdo se
intensificar e se mostrar ainda mais bem sucedidos nos
préximos anos como conseqiéncia natural da divulgacéo
das sequéncias completas dos genomas das diferentes
espécies de leishmania, dentre elas asjadisponiveison-line
para a L. major, L. infantum e L. braziliensis (Sanger
Institute).
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