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RESUMO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica € uma das doencas respiratorias mais
prevalentes em todo o mundo e de acordo com a Organizacdo Mundial de Salde prevé-se
que seja a terceira causa de morte a nivel mundial em 2030. E uma doenca complexa,
multifactorial e heterogénea associada a uma elevada taxa de mortalidade e morbilidade,
em que a sua prevencdo, diagnoéstico precoce e abordagem terapéutica sdo grandes
desafios na medicina atual.

A area cientifica da metabol6mica e os seus estudos permitem a andlise sistemética
imparcial, qualitativa e quantitativa dos metabolitos num determinado sistema biolégico,
recorrendo a técnicas analiticas como espectrometria por Ressonéancia Nuclear Magnética
de Hidrogénio ou espectrometria de massa. Estes estudos tém contribuido com dados sobre
a patogénese e etiologia da DPOC e com propostas de biomarcadores de doenca, de
progressdo e exacerbagdo. Tem igualmente demonstrado ser um potencial instrumento no
diagnostico diferencial entre a DPOC e outras doengas respiratorias através da distingéo
dos perfis metabolémicos, assim como na monitorizagdo da terapéutica e identificagdo de
possiveis novos alvos terapéuticos na DPOC. Esta revisdo pretende sistematizar o
conhecimento atual fornecido pelos mais recentes estudos metabol6émicos realizados na
area da DPOC, compreendendo o seu papel e o potencial futuro nas diferentes areas desta
patologia.

Palavras-Chave: Metabolémica, metabolitos, metaboloma, Doen¢ca Pulmonar Obstrutiva

Crénica



ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease is one of the most prevalent lung diseases
worldwide and according to the World Health Organization is predicted to be the third leading
cause of death throughout the world by 2030. It is a complex, multifactorial and
heterogeneous disease associated to a high morbidity and high mortality rate in which its
prevention, early diagnosis and therapeutic approach is a major challenge in current
medicine.

Metabolomics and their studies allow an unbiased, qualitative and quantitative
systematic analysis of the metabolites in a given biological system, using analytical
techniques such as Proton Nuclear Magnetic Resonance spectrometry or Mass
Spectrometry. These studies have contributed with important data on the pathogenesis and
etiology of COPD, as well as in establishing biomarkers of disease, progression and
exacerbation. They also have been shown to be a potential tool in the differential diagnosis
between COPD and other respiratory diseases, by distinguishing metabolic profiles, as well
as the monitoring therapy response and the identification of new therapeutic targets in
COPD.

This review intends to systematize current knowledge provided by the most recent
metabolomic studies performed in the area of COPD, including the understanding of its role

and potential future in the different areas of this pathology.

Keywords: Metabolomics, metabolome, metabolites, Chronic Obstructive Pulmonary

Disease
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INTRODUCAO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é uma doenca que afeta mais de
10% da populagdo com mais de 40 anos. Dado o aumento da sua prevaléncia prevé-se que
seja a 32 causa de morte, a nivel mundial, em 2030. E uma doenca complexa, heterogénea,
irreversivel e progressiva, com um diagnéstico inicial muitas vezes tardio, baseado no
estudo funcional ventilatorio. O recurso isolado ao estudo espirométrico ndo descreve o
impacto clinico no doente e os seus efeitos sistémicos. Em 2011 foi introduzida, pela Global
Initiative for COPD (GOLD), a estratificacdo dos doentes quanto a severidade (I-IV) e em
categorias (A-D) englobando uma visdo abrangente através dos sintomas respiratorios e
exacerbacdes, com vista a uma melhor abordagem terapéutica. No entanto, existe a
necessidade de uma medicina mais precisa, com terapéutica personalizada e fenétipo-
dirigida. Existe igualmente a necessidade de um diagnostico mais precoce, dete¢do da sua
progressao, assim como de novos alvos terapéuticos.

A metabolémica € uma parte do campo das —6micas que se foca numa grande
variedade de moléculas de baixo peso molecular, metabolitos, presentes nas amostras
biologicas. Estes refletem estados metabdlicos celulares na saude e na doenga, assim como
identificam “marcadores” de resposta a farmacos, podendo ser uma ferramenta para
conseguir compreender 0s mecanismos biologicos subjacentes e caracterizacdo de
fendtipos da doenca. Na medicina os dados provenientes dos estudos metabolémicos tém-
se mostrado promissores na procura de novos marcadores que permitam estabelecer um
diagndstico precoce, fazer diagndstico diferencial e a monitorizar e a descobrir de novas
abordagens terapéuticas.

Assim, este trabalho tem por objetivo uma revisdo tedrica sobre 0s mais recentes
estudos metabolémicos na DPOC, compreendendo o seu papel e os seus contributos na

doenca.



OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo a realizagdo de uma revisdo tedrica sobre o0s
estudos metabolomicos na DPOC, compreendendo o seu papel, baseada numa
investigacao bibliografica de artigos recentes, indexados e com interesse inequivoco para a
dissertacéo.

Os autores visam abordar aspetos da metaboldmica na medicina, as suas
metodologias e técnicas, a sua aplicacdo nas doencas respiratérias, assim como
compreender o papel e os contributos mais recentes dos estudos metabolémicos sobre
etiologia e  patogénese, possiveis  biomarcadores, diagnéstico  diferencial,

progressao/exacerbacdes e terapéutica da DPOC.



METODOS

Foi efetuada uma investigacédo bibliografica na literatura cientifica sobre os estudos
metabolémicos e a DPOC. Foram utlizadas as bases de dados Pubmed, EMBASE e
Cochrane Library usando palavras-chave relevantes. A pesquisa foi realizada usando as
seguintes palavras-chave: “metabolomics”, “metabolome”, “metabolites” e “chronic
obstructive pulmonary disease” com a equagao de pesquisa “metabolomics OR metabolome
OR metabolites AND obstructive pulmonar disease”. Subsequentemente a pesquisa foi
restrita a publicacdes em inglés, dos ultimos 5 anos. Durante a selecédo dos artigos foram
favorecidos artigos originais, estudos clinicos randomizados e revisfes sistematicas.
Usando os critérios de busca descritos, foram analisados 129 artigos dos quais foram
excluidos 56 artigos por irrelevancia ou acesso impossibilitado. O nimero final de artigos

selecionados foi de 73.
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METABOLOMICA

A metabolémica, ou metabonémica, € um ramo cientifico recente que permite a
andlise sistematica imparcial, qualitativa e quantitativa, de pequenas moléculas, metabolitos,
de um sistema bioldgico (células, tecidos, biofluido) em determinado tempo e condicdes,
assim como também permite o estudo da totalidade de metabolitos endégenos de um
sistema biolégico e dos que surgem em resposta a determinados estimulos internos ou
externos. (1) Os metabolitos sdo pequenas moléculas (<1000 Da) que participam em
reacdes quimicas dentro de um ser vivo, incluindo peptideos, aminodcidos, carbohidratos,
acidos organicos, vitaminas, polifenois, alcaldéides ou compostos inorganicos que agem
como pequenas moléculas biomarcadoras que refletem um determinado estado funcional da
célula, tecido ou organismo. (1,2)

O metaboloma é o conjunto de todas as pequenas moléculas expressas num

determinado organismo. O conceito de metaboloma aparece inicialmente na literatura por
Oliver Fiehn, em 1998, tendo este definido a metabolémica como a analise compreensiva e
gquantitativa da maxima quantidade possivel de metabolitos, com recurso a técnicas
analiticas, com o objetivo de obter uma fotografia instantanea do metabolismo. (3)
O conceito chave da metabolomica é de que as alteragdes que ocorrem a nivel do
transcriptoma, genoma ou proteoma, estédo refletivas no metaboloma, que por sua vez irdo
resultar em alteracdo nas concentragfes dos metabolitos nas amostras biolégicas. (4)
Enquanto a genémica e a proteémica preveem o que acontecera, a metabolomica diz-nos o
que aconteceu. (1)

Apesar de ser uma area cientifica recente, a quantificacdo de metabolitos em
amostras biologicas ndo é um conceito novo, tendo sido desde a antiguidade utilizado como
marcadores de diagndstico de varias doencas. O diagnéstico de Diabetes mellitus tipo | era
baseado no sabor doce da urina causado pela excessiva excrecdo de glicose como um
pequeno metabolito. Isto conduziu ao desenvolvimento de ferramentas analiticas que foram
implementadas ao longo de 100 anos na quantificacdo de pequenos metabolitos, em varios
tipos de amostras biolégicas, ainda utilizadas na atualidade. (3) Muitos estudos envolvendo
no¢des de metabolomica estdo reportados na literatura, no entanto apenas nos anos
noventa foram propostos os termos metaboloma, metabolémica e metabonémica. (3,5)

O conceito de metaboloma, em comparacdo com 0 genoma ou transcriptoma, €
muito mais dindmico, porque a metabolomica deteta alteracdes dos metabolitos resultantes
das alteraces fisiologicas e do préprio ambiente em determinado periodo. (5) O maior
desafio da metabolémica prende-se com a extrema diversidade e complexidade dos

compostos a analisar. Os metabolitos sdo um grupo de biomoléculas que apresentam um
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grande espectro de concentragfes e caracteristicas fisico-quimicas, como a massa e a
polaridade. (6)

A lipidomica é uma subdivisdo da metabolomica definida como a caracterizagédo
completa das espécies moleculares relativas aos lipidos e o seu papel biolégico em relagéo
a expressao proteica envolvida na funcdo e metabolismo lipidico, assim como na sua
regulacéo genética. Este termo foi proposto em 2003 por Hans e Gross para definir uma
area de investigacdo focada na identificacdo de alteracbes do metabolismo lipidico e
processos de sinalizacdo celular mediados por lipidos, envolvidos na regulacdo dos
processos de homeostasia celular na satude e na doenca. (5,7)

Outro campo dos estudos metabolémicos que se tem desenvolvido muito na Ultima
década é a breathomica. E definida como o estudo metabolomico de ar exalado do ser
humano. Esta area tem como um dos seus maiores objetivos conseguir de forma nao
invasiva a procura de moléculas biomarcadoras de doenca. (8) A detecdo de VOCs,
compostos volateis organicos, através da analise do ar exalado, reflete alteracdes do
metabolismo que esteja afetado. No entanto, a breathomica salienta que os VOCs do ar
exalado ndo representam exclusivamente o metabolismo pulmonar. (9)

A metabolémica € uma area muito abrangente que tem sofrido um rapido
desenvolvimento. A partir das pesquisas metabolémicas a nivel clinico, poder-se-&o
alcancar valiosos instrumentos para a detecdo de alteracdes fisiologicas, monitorizagéo de
possiveis alteracdes decorrentes de insultos ambientais, diagndstico precoce, progressao de
doenca e resposta terapéutica. (1)

12



METODOS E TECNICAS UTILIZADAS EM ESTUDOS
METABOLOMICOS

Os estudos metabolomicos tém dois tipos de abordagem. A abordagem dirigida,
targeted metabolomics, quando a pesquisa se propfe a pesquisar um pequeno nimero de
determinados metabolitos, previamente conhecidos. Neste contexto, realiza-se uma andlise
quantitativa de determinados metabolitos e/ou substratos de reacdes metabdlicas que
poderdo estar associadas a uma classe quimica comum ou ligada a determinada via
metabdlica selecionada. Este tipo de abordagem analisa um perfil metabolémico — metabolic
profiling, que permite testar hipoteses mais especificas. (4,5).

Outro tipo de abordagem é a nao dirigida, untarged metabolomics, baseia-se numa
analise qualitativa e quantitativa do maior nimero possivel de metabolitos de uma
determinada classe quimica ou bioldgica de uma amostra bioldgica, sejam estes metabolitos
intracelulares (fingerprinting) ou extracelulares (0 que a célula ou sistema excreta em
condi¢gBes controladas — footprinting). Este tipo de abordagem permite explorar e identificar
substancias desconhecidas, sendo Util na procura de possiveis biomarcadores. (5)

Os estudos metabolémicos respeitam importantes passos sequenciais subjacentes a

ambos os tipos de abordagem targeted ou untargeted.

Desenho Experimental

O passo inicial de um estudo metabolémico consiste na formulacdo clara do
problema/quest&o cientifica ou experimental colocada no qual este assentara. E um passo
crucial, pois define o desenho experimental a ser utilizado. De acordo com a questédo
formulada, o tipo de abordagem metabolémica (targeted vs untargeted) é definida. Define-se
igualmente o tipo, tamanho e as condi¢cdes experimentais relativamente a colheita das
amostras biologicas, as suas condicbes de armazenamento, assim como quais as
plataformas analiticas e metodologias estatisticas dos dados, a serem utilizadas. Os estudos
metabolémicos tém um caracter comparativo, existindo amostras bioldgicas de um grupo
controlo (grupo que ndo submetido a condicdo investigada) e amostras teste (com
informacéo sobre a condigdo em investigacdo). Todas as varidveis clinicas devem ser
definidas e controladas, assim como o tamanho e selecdo da amostra caso/controlo, de
modo a conferir validade interna e externa do estudo metabolémico, evitando “falsas

descobertas” em metabolémica. (3,4,10)
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Amostras bioldgicas

Os estudos metabolémicos utilizam nas suas investigacdes varios tipos de amostras
biol6gicas como urina, plasma, liquido cerebrospinal, bilis, liquido seminal, amniético,
sinovial, aspirado gastrico, ar condensado exalado (EBC), lavado broncoalveolar (LBA),
expetoracao, saliva, suor, tecidos, células in vivo ou seus extratos. A urina e sangue Sao 0s
biofluidos mais utilizados em estudos metabolémicos, apresentando milhares de metabolitos
detetaveis e podendo ser obtidos de forma néo invasiva ou minimamente invasiva. (4,10,11)

A urina € uma excelente amostra biolégica com varias vantagens. Apresenta uma
concentracdo baixa de células e proteinas, a sua colheita é facil e ndo invasiva. O
metaboloma urinario tem sido utilizado para investigar as consequéncias metabdlicas de
doenca, atendendo a que esta é uma via principal de excre¢do de metabolitos soluveis e de
compostos quimicos estranhos ao organismo, xenobidticos. A presenca, tanto de
metabolitos endégenos como exdgenos, torna a urina uma boa amostra biolégica para
implementacdo de estudos metabolémicos na procura de biomarcadores de doencas,
caracterizacdo e descoberta de medicamentos, determinagdo de status nutricional e efeitos
ambientais no organismo. (2,4,10)

O sangue e o seu perfil metabolémico reflete a homeostasia corporal através dos
seus constantes mecanismos reguladores, permitindo uma visdo global instantanea do
estado metabdlico do organismo. (2,10)

A colheita de EBC é um método simples, ndo invasivo, importante no estudo de
compostos bioquimicos e moléculas inflamatérias ao nivel do fluido de revestimento das vias
aéreas, sendo a sua maior vantagem a analise de metabolitos volateis e ndo volateis. No
entanto, a sua analise apresenta indesejavelmente grande variabilidade, com dificuldades
de estandardizac@o da colheita e controlo de fatores como, consumo tabagico e alcool, do
equipamento, exercicio, frequéncia e amplitude respiratéria, contaminacdo das vias aéreas
superiores, temperatura ambiental, compostos de amonia e enxofre presentes na cavidade
oral. (2,12,13) Acredita-se que a andlise de ar exalado, através das técnicas metabolémicas,
no estudo das doencas respiratorias seja promissora na procura de importantes marcadores
biol6gicos. Tém sido desenvolvidos esforgos, relativamente a instrumentos e metodologias
mais sensiveis para o estudo deste tipo de amostra atendendo a que a maioria dos
compostos exalados se encontram em concentracdes extremamente baixas e com uma
complexa mistura de compostos enddgenos e exogéneos. (13,14)

O LBA é um fluido fisiologicamente importante principalmente no estudo de doencas

respiratdrias, no entanto a sua maior limitacdo é a sua colheita ser invasiva com recurso a
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broncofibroscopia. Outra limitacdo é a necessidade de diluicho da amostra bioldgica,
inerente a técnica, que dificulta a analise metabolémica. (2)

A saliva tem sido um fluido biolégico negligenciado nas andlises metabol6émicas, mas
acredita-se que reflita com precisdo o metaboloma plasmatico. E uma amostra de facil
colheita, ndo invasiva, sem constrangimento ou desconforto, com protocolos de colheita pré-
definidos e instrumentos que possibilitam a reprodutibilidade da colheita. No entanto é uma
amostra suscetivel a influéncia de varios fatores externos, sendo necessarios métodos de
detecdo mais sensiveis e que permitam estabelecer as correlacdes bioldgicas da saliva e 0s
outros biofluidos. (6,10)

Existem varios protocolos estandardizados, consoante o tipo de amostras bioldgica,
para colheita, manipulacdo, armazenamento e preparacdo das amostras, necessarios para
assegurar o controlo da qualidade do estudo. (2,5) A preparacéo da amostra dependera do
tipo da amostra mas também do tipo de abordagem metabol6mica selecionada e da técnica

analitica eleita para a realiza¢cédo do estudo. (2)

Técnicas Analiticas

A metabolémica apresenta um grande desafio analitico, em comparacdo com as
outras ciéncias das —omicas, atendendo ao elevado numero de compostos quimicos com
diferentes propriedades quimicas, fungbes e estruturas moleculares, presentes nas
amostras biolégicas. Os metabolitos podem ser quantificados por diferentes técnicas
analiticas mas as mais utilizadas sdo a espectrometria por ressonancia magnética de protao
(1H-RMN) e a espectrometria de Massa (EM). Nenhuma técnica isolada consegue identificar
todos os metabolitos presentes no metaboloma simultaneamente. A escolha da técnica
analitica é influenciada por varios fatores, incluindo o tipo de amostra bioldégica a ser
utiizado no estudo. Cada técnica analitica apresenta determinadas vantagens e
desvantagens. (3,4)

A espectrometria por 1H-RMN utiliza um poderoso campo magnético para alinhar
protdes presentes na amostra. Varios campos magnéticos podem ser utilizados, entre 400 a
900MHz. Quanto mais alto este valor, mais sensivel € o campo magnético para baixas
concentracdes de metabolitos ou proteinas. Os protdes de hidrogénio ligados a diferentes
moléculas tém diferentes frequéncias de ressonancia de acordo com a posicao do
hidrogénio nesta molécula. De maneira analoga, cada metabolito tera um espectro
caracteristico de acordo com as frequéncias de ressonancia de seus protées, o0 que permite

sua pronta e inequivoca identificacdo pela posicdo dos picos num grafico, como uma
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"impressdo digital, uma verdadeira "assinatura" espectroscopica. A cada metabolito
correspondera um unico espectro de RMN. (4,6)

E uma técnica de detecdo de metabolitos universal, onde muitas classes de
metabolitos podem ser quantificadas simultaneamente e cujas amostras necessitam de pré-
tratamento minimo. A detecéo de metabolitos por RMN ¢é a Unica técnica ndo destrutiva para
a amostra biolégica e em alguns casos, como na urina, permite o retorno inalterado da
amostra ao investigador para outros ensaios diferentes, permitindo a confirmacéo por outras
técnicas e ter a possibilidade de voltar a testar a amostra. No entanto, apresenta pouca
sensibilidade e devido a complexidade do espectro alguns sinais podem-se sobrepor e
comprometer a clara identificacdo dos metabolitos. (3,4-6) A analise de biofluidos por
espectrometria por RMN é uma abordagem robusta e precisa que consegue superar outras
tecnologias “-6micas” em termos de reprodutibilidade. A metabolomica baseada em
espectrometria por RMN tem sido utilizada com sucesso para caraterizar varias patologias e
a sua progresséao ao longo do tempo. (15)

A EM é mais sensivel e especifica em comparacdo com a RMN, no entanto
normalmente necessita de um passo de separacao prévio, acoplando-se por isso, a técnicas
como a cromatografia de gas (CG) ou liquida (LG) ou electroforese capilar (EC). Essas
técnicas de separacao acopladas permitem reduzir a complexidade da amostra, minimizam
os efeitos de ionizacdo e aumentam a capacidade de identificagdo e cobertura do
metaboloma. (2,4) A EM é uma técnica analitica fisica que permite, através da razéo
massa/carga e intensidade relativa que caracterizam a estrutura da molécula, gerar um
espectro de dados de metabolitos. Apresenta uma elevada sensibilidade intrinseca que a
torna um instrumento importante na quantificacdo de metabolitos em biofluidos complexos.
Recentemente a Cromatografia liquida de ultra pressédo, ULPC, técnica de cromatografia
mais recente, permitiu melhorar a resolugdo da cromatografia e aumentar o limiar de
detecdo de metabolitos. Apesar de RMN, GC-MS, LC-MS e UPLC-MS serem as técnicas
mais utilizadas para analises de larga escala, os estudos metaboldmicos ndo se limitam
somente a estas plataformas analiticas. (2,5)

Outra plataforma analitica recente que tem sido utilizada na area “breathomica”, area
dos estudos metabolomicos baseado em amostras ar exalados, em doencas respiratérias,
sao os harizes eletrénicos (E-noses). Sdo um sistema sensorial artificial, com sensores para
varios compostos quimicos. Detetam determinados metabolitos, VOCs do ar exalado, cujos
dados sdo comparados com varias amostras prévias que dao um determinado padréo dos
componentes. Podem assim, comparar uma “pegada respiratéria” com a pegada controlo,
comparando patologico/saudavel. Podera acrescentar informacdo a determinados testes
diagndsticos como a espirometria. Apesar de ser uma nova tecnologia, tem sido utilizado em

varios estudos com o objetivo de diagnosticar doencas respiratérias como DPOC, asma e
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cancro do pulm&o, diagnostico diferencial entre doencas respiratérias ou detecdo de

atividade inflamatoria das vias éareas. (6,13,16,17)

Andlise e interpretacdao dos dados metabolémicos

A andlise dos dados metabolémicos envolve varios passos desde o processamento
inicial, identificacdo de dados perdidos, normalizacdo, analise estatistica e posterior
interpretacdo biologica dos dados, assegurando a qualidade e controlo do estudo. Num
estudo metabolémico targeted os dados sdo mais diretos enquanto num estudo untargeted
os dados sdo muito mais complexos e por vezes nem todos 0s metabolitos sédo possiveis de
identificar. (5)

O processamento inicial dos dados é especifico consoante a técnica analitica
utilizada. Muitos dos instrumentos tém o seu préprio software informéatico para o
processamento de dados n&o tratados, que habitualmente incluem opgbes para a
normalizacdo e andlise estatistica. O processamento de dados das técnicas de LC-MS, GC-
MS e RMN séo extensamente revistos, permitindo recentemente o aumento da garantia e da
reprodutibilidade da LC-MS e GC-MS e processamento automatico dos dados em RMN.
Esses dados ap6s informaticamente tratados sdo submetidos a outras analises estatisticas.
(4-6)

Nos estudos metabolémicos, como em qualquer estudo experimental, os métodos
estatisticos sdo fundamentais. A maioria das andlises estatisticas, inerentes a estes
estudos, tem como objetivo encontrar diferentes carateristicas/metabolitos entre grupos
experimental/controlo ou estabelecer associacdes entre os metabolitos e determinadas
variaveis fenotipicas ou clinicas da populagcdo em estudo. A andlise estatistica pode ser
utilizada nas concentragfes/intensidades de picos da espectrometria, ndo havendo a
necessidade da identificacdo prévia dos metabolitos, como ocorre numa abordagem
untargeted. Isso permite identificar multiplas carateristicas desconhecidas que poderéo estar
fortemente relacionadas com a condig&o biolégica ou doenca em estudo. (4,6)

Com o avanco tecnolégico da metabolomica, varias plataformas informéticas (base
de dados online) como a human metabolome database, HMBD (base de dados clinicos
online, atualmente com mais de 10000 metabolitos) permitem sumariar e organizar os dados
metabolémicos dispersos (provenientes de varias técnicas analiticas), permitindo a sua
categorizacdo e diferenciacdo. (3,18) O human metabolome project foi criado em 2007
permitindo uma base de dados acessivel e gratuita de dados metabolémicos. Outros dois
grandes reportérios de dados incluem a BioMagResBank (BMRB) para dados de

espectrometria por RMN e a Scripps Research Institute’s METLIN. A partir destas bases de
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dados, relacbes qualitativas e quantitativas entre dados podem ser estabelecidas,
biologicamente interpretados, descritas vias metabdlicas e posteriormente exploradas
hipéteses e a sua viabilidade para aplicagdes clinicas. (18)
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A METABOLOMICA EM CONTEXTO CLINICO

Do inicio da metabolémica aos dias hoje, as aplicacbes da metabolémica foram
sendo redirecionadas para outros campos de investigagdo, pois inicialmente eram
essencialmente centradas na botanica. No entanto, com o enfase na medicina de precisédo
ou personalizada, o recente interesse pelos estudos metabolémicos, no contexto clinico,
aumentou. Com a fenotipagem molecular de biofluidos, células ou tecidos, os estudos
metabolémicos podem gerar dados que permitam compreender e identificar mecanismos de
doencas, diagndsticos, identificar novos alvos terapéuticos, personalizar e monitorizar
terapéuticas. (5)

A medicina personalizada é um modelo de pratica médica que integra a
caracterizacdo fenotipica e genotipica do individuo, tendo em conta o0s dados
sociodemogréficos, ambientais, estilos de vida, informagéo clinica e imagiologica, assim
como informacdo genética e metabolomica, de forma a estimar a predisposi¢éo individual
para a doenca e definir estratégias preventivas e terapéuticas para cada individuo. A
medicina de precisao, utilizada quase como sinbnimo da medicina personalizada, envolve o
acesso ao gendtipo e ao fenodtipo do individuo, antes e apds o tratamento, através de
métodos analiticos, permitindo direcionar a terapéutica. (19)

Neste contexto, € importante determinar biomarcadores subjacentes aos
mecanismos patogénicos para que possamos compreender a etiologia da doenca e deste
modo determinar o seu tratamento preciso. (5) Os biomarcadores séo definidos como uma
carateristica, objetivamente avaliada e quantificavel, inerente a um processo bioldgico
normal, patolégico ou de resposta a uma intervencdo terapéutica farmacologica. (5,20,21)
Os estudos metabolomicos tém sido um instrumento de extrema importancia para a
descoberta de biomarcadores em medicina. Atualmente a falta de biomarcadores
adequados tem sido um dos fatores impeditivos para a mais ampla implementacdo da
medicina personalizada. (19)

As mudancgas patoldgicas resultam habitualmente em altera¢cdes do metabolismo que
correspondem a alteracbes do tipo e concentragdo de pequenos metabolitos. Existem
assim, diferencas entre o espectro metabolémico num individuo doente e saudavel. Essas
diferencas poderdo aparecer antes dos sintomas clinicos, podendo a aplicagdo da
metabolémica ser uma abordagem muito Gtil na descoberta de marcadores de diagndstico
precoce de determinadas doencas. Desta forma, compreende-se que a informacéo biolégica
derivada destes estudos metaboldmicos seja util quer na abordagem clinica, quer na
compreensdo de mecanismos de doencas, descoberta de novos biomarcadores, abordagem

diagnostica e terapéutica e monitorizagdo da progressao da doenca. (1,4)
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OS DESAFIOS DA DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA
CRONICA

As doencas respiratorias sdo uma das maiores causas de morbilidade e mortalidade
global que afetam todas as faixas etérias da populacdo e que tém aumentado a sua
incidéncia nos ultimos anos. As doencas respiratérias crénicas, tais como asma, DPOC,
patologia ocupacional, SAOS (Sindrome de apneia obstrutiva do sono) e hipertenséo
pulmonar afetam centenas de milhares de pessoas, sendo as mais prevalentes as doencas
pulmonares obstrutivas como a asma e a DPOC. (20)

A DPOC é uma das doencas respiratorias mais prevalentes em todo o mundo e
estima-se que afete 300 milhdes de pessoas no mundo, com grande impacto econémico,
social e uma das principais causas de internamentos hospitalares. (2,18)

E uma doenca complexa, multifatorial e heterogénea, caracterizada por uma
limitacdo do fluxo aéreo, parcialmente reversivel, que inclui a componente de bronquite
cronica e enfisema pulmonar, caracterizado pela destruicdo e aumento dos alvéolos do
parénguima pulmonar. E uma sindrome sistémico, com envolvimento pulmonar mas com
repercussdes multiorganicas, clinicamente caracterizada por dispneia, tosse e expetoragcéo
cronica. (2,20,22) Essa complexidade e heterogeneidade justificam a necessidade de
personalizar a avaliacdo dos doentes com DPOC, assim como o seu tratamento, tendo-se
demonstrado como uma das maiores barreiras na abordagem da DPOC. (18,21) Doencas
cardiovasculares, diabetes, anemia, osteoporose ou cancro do pulmao, sdo altamente
prevalentes nos doentes com DPOC e contribuem para um prognostico mais reservado.
(21,23)

Quando falamos em complexidade e em heterogeneidade da DPOC significa que as
suas componentes ndo tém uma interacdo dindmica linear em todos os doentes e que nem
todos 0s componentes estdo presentes em todos os doentes ou hum determinado doente
em todos os momentos. (21) A grande heterogeneidade tanto a nivel dos fenotipos
patofisiolégicos, como na sua progressao, leva a que a DPOC seja subdiagnosticada,
subtratada e insuficientemente prevenida. (20)

O principal fator de risco associado a DPOC é o tabagismo, ativo ou passivo.
Também a exposi¢do a poeiras ocupacional e ambientais interiores e exteriores sao fatores
de risco que estdo na origem da les@o progressiva e irreversivel pulmonar na DPOC. (20)
No entanto, nem todos os fumadores desenvolvem DPOC e a sua severidade varia entre
individuos fumadores e ndo fumadores. Outros fatores de risco incluindo a genética, asma,

exposi¢cdes ambientais, prematuridade ou infe¢des respiratérias recorrentes na infancia tém
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sido associados a DPOC. A DPOC é o resultado final de um conjunto complexo de
interacdes entre genética-ambiente. (20,24)

A progressao da doencga € lenta e maioritariamente assintomatica até que a limitacao
do fluxo aéreo se torne clinicamente aparente e as exacerbacdes frequentes, normalmente
por volta dos 40 anos de idade. Compreende-se que 0 aumento da esperanca de vida e o
aumento da exposicdo a fatores de risco tem conduzido ao aumento da prevaléncia da
doenca. (20)

O seu diagnostico é caracterizado pela limitacdo do fluxo aéreo, classicamente pela
reducdo permanente do volume expiratério maximo no primeiro segundo (FEV1) e reducéo
da razdo FEV1/FVC (capacidade vital forcada) avaliada em estudo funcional respiratério
através da espirometria. (2,7,20) O FEV1 é o Unico marcador aceite na DPOC. Os testes de
funcdo respiratéria dao informagdo limitada relativamente a previsdo, prevencao,
diagnostico, tratamento e monitorizagdo da DPOC. Nenhumas destas informacdes s&o
especificas sobre processo biologico responsaveis pelos fenoétipos da doenca. (7) O
diagnostico precoce da DPOC é um desafio clinico e esforgcos consideraveis tem sido feitos
na procura de marcadores preditivos sensiveis e especificos. (2)

O recurso comum a broncodilatadores e corticoterapia é apenas terapéutica de
controlo de sintomas. (7,20) Os gastos econdémicos com farmacos na DPOC s&do enormes e
0s seus beneficios tém-se demonstrado modestos. Nenhuma dessas medicacdes
demonstrou impacto significativo no numero de hospitalizagbes e na mortalidade dos
doentes com DPOC. (18) Apenas trés intervencdes terapéuticas se mostraram capazes de
influenciar a histéria natural da doenca, a cessacdo tabagica, a oxigenoterapia de longa
duracéo (OLD) e a cirurgia de reducdo de volume pulmonar. Atualmente ndo existe nenhum
tratamento que previna ou trave a progressao da DPOC. (25)

O diagnastico e tratamento precoce s&o cruciais para melhores resultados na doenca

e para a reducdo dos seus custos inerentes. (14)
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ESTUDOS METABOLOMICOS NA DOENCA PULMONAR
OBSTRUTIVA CRONICA

Etiologia e Patogénese

A limitacao do fluxo aéreo é a principal alteracéao fisioldgica da DPOC, podendo ser
proveniente da obstrucdo crénica das pequenas vias respiratérias (estreitamento por
hiperplasia, muco e fibrose) e do enfisema (destruicdo e dilatacdo dos espacos alveolares
com reducdo da &rea de trocas gasosas). No entanto, muitos dos aspetos da patofisiologia
da DPOC séo pouco claros e compreendidos. (14,25)

A exposicgdo crénica ao tabaco € o fator de risco mais importante no desenvolvimento
da DPOC, assim como tem um grande contributo nas doencas cardiovasculares. Varios
efeitos provocados pelo tabaco sdo comuns a todos os fumadores mas esta estimado que
apenas 15 a 30% dos fumadores venham a desenvolver DPOC. (22,26,27) Além disso, nem
todos os fumadores desenvolverdo DPOC e a progressao da doenca pode persistir apés a
cessacao tabagica. Isto indica a existéncia de uma complexa predisposicao genética e
ambiental com um importante papel na patogénese da doenca. (27) Assim, houve a
necessidade de realizar estudos para compreender a relagéo entre o tabaco e a doencga, na
sua progressao e severidade e a relacdo com os seus diferentes fenétipos. (22)

Estudos iniciais exploraram principalmente as alteragbes do metaboloma
relacionadas com o tabagismo e a identificacdo de componentes no tabaco através de
técnicas analiticas como CL-EM, outros procuraram metabolitos especificos do tabaco em
biofluidos como marcadores de exposi¢do tabagica, enquanto outros se focaram em
compreender a atividade enzimatica e a biossintese da nicotina na planta do tabaco. (22,28)
Estudos metabol6émicos experimentais, com modelos animais, demonstraram que ap6s a
exposi¢cdo cronica ao tabaco, existia alteracdo de metabolitos plasméaticos a nivel do
metabolismo das purinas, aminoacidos e dos lipidos. (23,26,28,29) Detetaram igualmente,
altos niveis de metabolitos de pirimidina (uridina) e elevados niveis de metabolitos de
triptofano, envolvidos na resposta inflamatoria. (23)

Apls a cessacao tabagica, 40% persistiram com as mesmas alteracdes e 60%
regrediram. (12) As alteracges fisiolégicas induzidas pelo tabaco podem ser compreendidas
numa abordagem conjunta entre a genética, a transcriptomica e a metabolémica permitindo
elucidar sobre os mecanismos subjacentes a doenca. (22)

A fenotipagem metabolomica é uma abordagem que permite uma colecéo

abrangente do perfil metabdlico do ser humano, que pode ser alterado por fatores como

22



estilos de vida, dieta, intervengfes terapéuticas ou doencgas. Este paradigma € adequado a
um fator de risco como o tabagismao.

Para determinar as perturba¢gfes bioquimicas associadas a exposi¢do tabagica,
tentado estabelecer uma relagdo causal entre exposicdo e doenga, um estudo com
abordagem metabolémica com recurso a multiplas plataformas analiticas (contraponto com
estudos metabolémicos anteriores apenas com uma ou duas técnicas analiticas),
combinaram varios ensaios de RMN e de EM, tentando estabelecer perturbacfes
metabolémicas. Comparando amostras de soro plasmatico de 67 fumadores e 61 ndo
fumadores determinaram o metaboloma/lipidoma de cada grupo. A partir destas diferentes
analises metabolémicas, compreendeu-se gue as vias e categorias bioquimicas que tinham
sofrido maior impacto no soro dos tabagistas foi ao nivel do metabolismo dos esfingolipidos,
glicerofosfolipidos e aminoacidos (D-glutamato, glicina, serina, lisina, arginina e treonina).
Estes metabolismos sdo modificados pelo stress oxidativo, que esta envolvido em processos
de inflamacg&o subjacentes a doencgas cardiovasculares e ao enfisema. (30)

Outro estudo de coorte com individuos fumadores saudaveis e individuos com DPOC
em estadios iniciais (grupo de DPOC fumadores e individuo com DPOC nao fumadores)
efetuou, numa abordagem metabolémica untargeted, uma andlise plasmatica dos
metabolitos por CL-EM, identificando um grupo de 23 metabolitos que ndo se relacionavam
diretamente com a funcdo pulmonar mas com alteracdes da sinalizacédo celular, coagulacéo
e trombogénese. (28)

As alteracOes patolégicas da DPOC tém sido associadas a mecanismos fisiologicos
como ao stress oxidativo, resposta inflamatéria, aumento da senescéncia celular e
desequilibrio entre apoptose/ proliferacdo celular. A desregulacdo destes processos
fisioldgicos esta presente na patogénese de varias doencas respiratérias cronicas, incluindo
a DPOC. (27,31,32)

Historicamente mecanismos subjacentes ao enfisema eram atribuidos ao
desequilibrio entre protéase/antiprotease que resultavam da perda da matriz extracelular
dos alvéolos pulmonares e de facto os doentes com défice de a1l-antripsina apresentavam
um risco aumentado de desenvolver enfisema pulmonar. No entanto outros estudos,
incluindo com abordagem metabolémica, tém vindo a demonstrar o envolvimento de outros
processos celulares no desenvolvimento da doencga. (32)

Foi demonstrada a existéncia de uma disrup¢do do metabolismo lipidico nos doentes
com DPOC, assim como em ratos com enfisema pulmonar induzido pela exposicdo ao
tabaco. (30-33) Mais de 1500 moléculas lipidicas foram identificadas numa abordagem
metabolémica na expetoracdo de doentes com DPOC, concluindo que a expressao de
lipidos da via metabdlica dos esfingolipidos estava aumentada nos doentes fumadores com

DPOC em comparacdo com os doentes fumadores sem DPOC. (7) Os lipidos exercem
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multiplos papéis no corpo humano e muitos parecem ser relevantes na patogénese da
DPOC. Muitas espécies de moléculas lipidicas encontram-se num equilibrio dindmico, no
entanto permanece algo obscuro a sua relacdo precisa na patogénese da DPOC. (34)

Os metabolitos mediadores lipidicos sdo os principais fatores da polarizacdo Thl
(linfécitos CD4 helper 1) na resposta inflamatéria e imune, uma marca fundamental na
patogénese da DPOC. A inflamacdo e o stress oxidativo, envolvido igualmente na
patogénese da DPOC, partiiham metabolitos lipidicos regulares chave neste processo
patogénico. (27)

Tem sido referida a existéncia de relacdo entre a suscetibilidade a DPOC e as
alteracBes no metabolismo dos esfingolipidos. Alteraces essas igualmente identificadas
relativamente ao desenvolvimento do enfisema pulmonar. (33) Existem mais de 100
espécies de esfingolipidos no ser humano e mdltiplas enzimas que regulam o seu
metabolismo. Sao primariamente encontrados nas membranas plasmaticas celulares mas
também a nivel plasmético e tém sido implicados em vérias doencas respiratorias incluindo
na DPOC. Estes estdo implicados em diversos mecanismos biol6égicos como morte celular,
proliferacdo, diferenciacdo, autofagia, senescéncia, migracdo celular e eferocitose. Desse
modo compreende-se a sua importancia na homeostasia celular. (33,35)

Através de estudos metabolémicos com abordagem targeted com recurso a EM,
foram identificadas e quantificadas multiplas classes de esfingolipidos em amostras
plasmaticas de doentes com DPOC em diferentes fenétipo de doentes (bronquite crénica,
enfisema, exacerbacdo) permitindo demonstrar que especificos esfingolipidos, como as
ceramidas, esfingomielina e gangliosidio poderdo estar envolvidos, ndo s6 na patogénese
da doenca, como serem possiveis candidatos a biomarcadores dos determinados
subfendtipos da DPOC, como enfisema e as frequentes exacerbagfes. (7,31-34) A maioria
dos estudos tém-se centrado nas ceramidas, reconhecidas como um metabolito
intermediario central no metabolismo dos esfingolipidos e a molécula chave de sinalizacdo
proapoptética e um mediador crucial da apoptose das células epiteliais alveolares. As
ceramidas encontram-se marcadamente elevadas em amostras plasméticas e expectoragéo
de doentes com enfisema pulmonar. (7,33)

A hidrélise de esfingolipidos da membrana plasmatica em ceramida, apds N-
desacetilacdo forma a esfingosina que, apods fosforilagdo se torna em esfingosina-1-fosfato
(S1P). A S1P é um metabolito que tem um papel fundamental na sinaliza¢éo celular ao nivel
da proliferacéo, sobrevivéncia, adesédo, mobilidade celular e inibi¢do das enzimas envolvidas
na producdo das ceramidas. (27,30,32) A reducdo da producdo de S1P nas amostras
podera estar associada a diminuigdo da sobrevivéncia celular e proliferagdo e ao aumento

da apoptose das células epiteliais e endoteliais alveolares. (33)
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Diferencas no perfil metabolomico dos esfingolipidos e &cidos gordos plasmaticos
foram igualmente identificadas num estudo de coorte entre doentes com VIH-DPOC e com
DPOC com recurso a EM, evidenciando a necessidade de conhecer mais sobre as vias
metabdlicas que contribuem para VIH/DPOC e possiveis intervengfes terapéuticas
relacionadas com a alteragdo da expressédo dos esfingolipidos na reducdo do risco de
DPOC em doentes com VIH. (36)

Uma abordagem metabolémica incluida num coorte do estudo ECLIPE, Evaluation of
COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate End-points, com recurso a
espectrometria por RMN e confirmados por CL-EM, comparam dados metabolémicos de
amostras plasmaticas entre individuos saudaveis e doentes com DPOC GOLD Il e IV.
Identificaram diminuicdo das concentracdes de lipoproteinas e N,N-demetilglicina. Por outro
lado, constataram um aumento das concentracdes de glutamina, fenilalalina, 3-metilhistidina
e corpos cetonicos no grupo GOLD 1V, assim como também uma diminuicdo dos
aminoacidos de cadeia ramificada (ACR). Diferencas ao nivel de varios aminoéacidos e
outras pequenas moléculas foram demonstradas entre os diferentes grupos GOLD, assim
como entre os grupos de doentes com e sem enfisema, com ou sem caquexia. (37)

A carnitina € um composto quaternario de amonio, sintetizado no figado e rim a partir
dos aminoacidos lisina e metionina. Tem um papel major no ciclo acido citrico, ligando e
transportando varios grupos acilo para serem metabolizados através da (-oxidagdo. Estudo
metabolémico com recurso a UPLC acoplada a EM identificou diminuicdo da concentragcéo
de carnitina livre/acetilcarnitina. Este estudo refere que essa diminuicdo, possivelmente,
podera indicar uma maior predisposicdo dos doentes com DPOC a aterosclerose como
resultado da inadequada B-oxidacdo dos acidos gordos e do aumento do stress oxidativo.
Foram igualmente identificadas outras alteragbes relacionadas com o metabolismo dos
aminoé&cidos (como da alanina), assim como também altera¢cdes do metabolismo energético
ao nivel da glicolise, neoglicogénese e ciclo de acido citrico. A diminuicdo de niveis de
alanina, fenilalanina e carnitinas, que se relacionam com o metabolismo energético, podem
estar subjacentes a fendmenos como desnutricdo, disfuncdo musculo esquelética e
incapacidade funcional. (37-39)

Outro fator de risco que tem sido enfatizado na DPOC é o género, tendo sido
evidenciadas diferengas entre géneros, com o sexo feminino a apresentar maior mortalidade
mesmo apds a cessacgdo tabagica. O tabagismo tem grande impacto na funcéo pulmonar
em mulheres, principalmente na pos-menopausa. A partir do estudo de coorte COMIC
(Clinical and Systems Medicine Investigations of Smoking-related Chronic Obstructive
Pulmonary Disease) foi realizada uma analise metabolémica untargeted com recurso a CL-
EM com o objetivo de identificar os marcadores moleculares subjacentes a desregulacao

metabdlica na DPOC em estadios precoces, com particular foco na avaliacdo do papel do
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sexo na etiologia da DPOC. Nesta abordagem foram identificadas mudancas significativas
em oito vias bioquimicas nas amostras plasmaticas de doentes com DPOC relativamente a
individuos saudaveis ndo fumadores, com aumento dos metabolitos do Ciclo de Krebs,
glicerofosfolipidos, via de sinalizacdo do cAMP, endocanabindides, esfingolipidos e
metabolismo dos acidos gordos. A estratificacdo do género permitiu estabelecer que as vias
dos é&cidos gordos e esfingolipidos tinham menos alteracdes no género feminino e que no
género masculino havia menos alteragcdes no cAMP e metabolismo do triptofano. Esta
analise evidenciou que as alteracdes de metabolitos mais relevantes estavam relacionadas
com o stress oxidativo. Os metabolitos relacionados com o stress oxidativo apresentavam

uma supra-regulacéo no género feminino. (24)

A procura de biomarcadores na DPOC

Atualmente néo existe nenhum biomarcador que identifique o diagnéstico da DPOC,
0 risco do seu desenvolvimento, progressdo e os fenotipos da doenca. (40) Para dar
resposta aos desafios e problemas subjacente a abordagem clinica da DPOC, os estudos
metabolémicos com abordagem untargeted, tém contribuido para fornecer informacao
pertinente para a descoberta e implementagcdo de biomarcadores que, com preciséo,
detetem a atividade da doenca, antecipem a resposta e monitorizem a terapéutica na
DPOC. (18,40) Muitos dos biomarcadores propostos estariam especificamente associados
aos diferentes aspetos da patofisiologia da DPOC. Apesar do estudo desses diferentes
aspetos e dos esfor¢cos no sentido de rapidamente encontrar um biomarcador na DPOC,
especialmente proteinas plasmaticas, nenhum marcador tem sido adotado até a data na
pratica clinica. (28)

E clara e urgente a necessidade de biomarcadores na DPOC que guiem o
tratamento individual, possibilitem com sucesso o desenvolvimento de novos farmacos. A
utilizacdo de plataformas analiticas que caracterizem o perfil “—6mico” dos fenoétipos da
DPOC tém-se demonstrado com grande potencial no avan¢o do diagnéstico laboratorial da
DPOC e na tentativa de “personalizacéo” da terapéutica. Outra grande premissa da procura
de biomarcadores na DPOC € que estes possam prever o desenvolvimento da doenca. (18)

No entanto, em toda a medicina, sdo poucos 0s biomarcadores com impacto a nivel
clinico e de monitorizagdo farmacoldgica. Projetos para a procura de biomarcadores, através
da andlise metabolomica, tém largamente falhado devido as comuns limita¢cdes do desenho
experimental, incluindo o pequeno numero de amostras. Acrescenta-se a isso 0 baixo
desempenho que caracteriza 0os possiveis biomarcadores descobertos, a incapacidade de

replicacdo dos estudos de coorte e de incorporar os biomarcadores na heterogeneidade da
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doenca em causa. A escolha de plataformas analiticas subdtimas e o viés estatistico que
conduz a uma pobre reprodutibilidade sédo outras limitagdes. (12,18)

A procura de possiveis biomarcadores volateis na DPOC, através de estudos
metabolémicos, tém ganho relevancia recente com vista a detecéo precoce, diagndéstico e
prognostico. (12,28) O volatitoma € uma fracdo do metaboloma que contém todos os VOCs
gerados no organismo e a sua analise reflete os processos metabolicos no organismo,
ficando alterados em condicdes de doenca. (12) Esses VOCs, como possiveis
biomarcadores da DPOC, tém despertado grande interesse particularmente pelo seu
potencial no diagnéstico, de forma nao invasiva, através da analise de ar exalado. (41)

Através de amostras de EBC, com o objetivo de estabelecer o perfil metabolémico
dos doentes com DPOC, com recurso a espectrometria por H-RMN, foram identificados
baixos niveis de acetona, valina e lisina e niveis significativamente elevados de lactato,
acetato, proprionato, serina, prolina e tirosina em comparag&o com o grupo controlo. (15)

Estudos metabolémicos com GC-MS, com ar exalado de doentes, identificarem como
possiveis biomarcadores o isoprene, acido succinico e o sulfito de pentametileno na DPOC.
Estes também tém sido identificados em outras doengas e ndo sdo exclusivos desta. (12)
Nenhum marcador VOCs, seja no diagnéstico ou no risco de desenvolvimento da DPOC,
tem-se mostrado completamente satisfatorio, existindo a necessidade de mais estudos. No
entanto, os estudos metabolémicos através da analise de ar exalado tém-se revelado um
instrumento com grande potencial. (42)

Mais recentemente recorreram a espectrometria de massa em tempo-real
(espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray), que se demonstrou ser uma
técnica analitica mais sensivel, com maior especificidade e com grande potencial na analise
de ar exalado, permitindo detetar compostos altamente volateis (13,14,43). Com base nesta
técnica analitica, numa abordagem metabol6émica untargeted, estudos de coorte mais
recentes compararam padrdes metaboldémicos do EBC de individuos com DPOC e
individuos saudaveis, identificando alteragdes nos metabolitos dos individuos com DPOC
relacionados com as classes quimicas dos &cidos gordos, aldeidos e aminoacidos.
(13,14,42,43) Identificaram uma diminuicdo de alguns &acidos gordos no ar exalado e um
aumento dos compostos de aldeido, que poderiam ser explicados pelo processo de
peroxidagdo lipidica secundaria ao stress oxidativo e inflamacg&o, processos que tém sido

demonstrados como carateristicos da DPOC. (43)

27



Diagnostico e Diagnésticos Diferenciais

As doencas respiratorias obstrutivas, por vezes, apresentam sintomas sobrepostos
que dificultam o diagnéstico correto e atempado. Além disso, os testes diagndsticos
disponiveis nestas doencas apresentam uma inadequada especificidade principalmente
para faixa etarias como crianc¢as e idosos. (44)

Pela apresentacéo clinica algo sobreponivel da DPOC com a asma o diagndstico
diferencial pode ser dificil, havendo a necessidade de exames auxiliares de diagndsticos
mais objetivos do que os disponiveis. Estudos metabolémicos tém tentado demonstrar ser
um potencial instrumento clinico na distincao entre a asma e a DPOC. (9,45-47) Atendendo
a que patogénese da asma é diferente da DPOC tanto ao nivel grau de inflamacgédo como da
lesdo celular e que esta varia consoante a gravidade da doenca, surge a hipotese de que a
atividade metabdlica dos asmaticos seja diferente da dos doentes com DPOC. Através de
uma abordagem untargeted com recurso espectrometria de H-RMN, com amostras de urina
de doentes com DPOC e asma, foram demonstradas diferencas nos perfis metabolémicos e
a possibilidade de os diferenciar. (45)

Apesar da maioria dos estudos metabolomicos no campo da “breathomica” se
focarem em identificar o perfil metabolémico da DPOC no contexto da procura de
biomarcadores para o seu diagnostico, alguns também se focaram em serem um possivel
instrumento para o diagnostico diferencial entre a asma e a DPOC. Alguns estudos
demonstraram que 0s narizes eletrénicos conseguem classificar o ar exalado dos asméticos
versus doentes com DPOC com uma precisdo moderada a boa. (9)

Além do diagnéstico diferencial entre a asma e a DPOC, a metabolémica tem
procurado ser um possivel instrumento para diagndstico diferencial com a ACO, sindrome
de sobreposi¢cdo asma-DPOC. A ACO é a combinacdo das duas sindromes com diferentes
endotipos e fendtipos com diferente patogénese. Um estudo de coorte multicéntrico com
grupos de doentes com asma, DPOC e ACO com uma abordagem metabol6émica, com
amostras de urina, recorreu a metabolomica de alta resolu¢cdo (HRM) acoplada a CG-EM e
demonstrou diferencas do metaboloma entre os trés grupos. Posteriormente numa
abordagem targeted foi quantificado o metabolito L-histidina, percursor da histamina, que se
encontrava claramente aumentada nos individuos com ACO, identificando-a como um
potencial biomarcador urinéario da ACO. Os niveis de L-histamina nédo foi significativamente
diferente entre o grupo da DPOC e asmaéticos. A histidina € um aminoacido essencial e um
potencial metabolito inflamatério e tem sido relacionado com o stress oxidativo e com
processo inflamatério. Os niveis de L-histidina encontram-se elevados em doentes com

patologia respiratéria obstrutiva severa, com elevados niveis de eosinofilia, com sintomas
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severos e nas exacerbacdes. Estudos anteriores demonstraram que 0S niveis se
encontravam mais elevados em patologias com perfil inflamatério Th2. (46)

O Sindrome de Apneia Obstrutiva do Sono, SAOS, encontra-se conjuntamente com
a DPOC em cerca de 10 a 20% dos casos, partiiharem as mesmas comorbilidades
especialmente a nivel cardiovascular mas tém fatores patogénicos distintos. A possibilidade
de distinguir a DPOC da SAOS através de um conjunto de metabolitos presentes em varias
amostras bioldgicas (soro plasmatico, EBC e urina) foi avaliada, num estudo metabolémico
com recurso a espectrometria por H RMN, que concluiu que apenas 10 metabolitos
separavam a DPOC do SAOS e que as diferencas da concentracdo nos metabolitos do EBC
ndo eram suficientemente especificas para uma correta diferenciacdo entre as duas
patologias. (48,49)

A DPOC e o cancro do pulméao tém o fator de risco do tabagismo em comum, assim
a inflamacédo cronica esta envolvida em ambas as patogéneses. Pensa-se que a DPOC
aumenta o risco de desenvolver cancro do pulmao, sendo importante distinguir entre estas
duas patologias, principalmente no estadio precoce de neoplasia do pulmao. Na procura de
metabolitos biomarcadores, um estudo metabolémico, através da analise plasmética, com
recurso a espectrometria de 1H-RMN, comparou doentes com DPOC e com Cancro do
Pulméo de N&o Pequenas Células, reportando pela primeira vez alteracdes metabolémicas
entre as duas patologias, referindo como possiveis biomarcadores a isoleucina,
acetoacetato, a creatina (metabolitos apenas relacionados com o cancro), o glicerol e duas
N-acetil-glicoproteinas como possiveis biomarcadores da DPOC com estadios iniciais de
cancro do pulmdo. Este estudo refere que, apesar de necessitar de mais estudos de
validacdo, os seus resultados podem ser Gteis para distinguir estas duas entidades, que

apresentam sintomas e fatores de risco similares. (50)

Progressao e Exacerbacdes

As exacerbacdes da DPOC permanecem como uma das maiores causas de
mortalidade. Estudos metabolomicos tém procurado marcadores agudos de identificacao
das exacerbacdes da DPOC, que permitam iniciar o tratamento atempado. Estudos recentes
revelam que a via metabdlica da L-Arginina se encontra alterada na exacerbacdo e
identificaram potenciais marcadores (51-53)

O o6xido nitrico, NO, sintetizado a partir da L-Arginina através da sintetase do 6xido
nitrico, NOS, é vasodilatador e broncodilatador. A deficiéncia de NO resulta numa hiper
reatividade brénquica e disfuncdo endotelial. Além disso, a NO inibe a adesao plaquetar e é

considerado que tem algum envolvimento na imunidade inata. A dimetilarginina assimétrica
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(ADMA) é um derivado da protedlise de argininas metiladas de varias proteinas. A ADMA é
um metabolito que atua como um inibidor competitivo da NOS e da sua elevacao plasmatica
resulta uma diminuicdo dos niveis de NO do qual resultam mecanismos de vasoconstri¢cao,
agregacdo plaquetar e adeséo celular endotelial. Esta causa ndo so6 disfuncdo endotelial
como também toleréncia a hipéxia. A ADMA encontra-se elevada em multiplas patologias
com disfuncdo endotelial, em doencas respiratorias sistémicas e na sépsis. Tem sido
demonstrado que os niveis de ADMA estdo aumentados em doentes com exacerbacdes da
DPOC em comparacdo com os doentes estaveis. Assim como, nos doentes com DPOC,
encontram-se niveis superiores de ADMA e L-Arginina em comparacdo com os individuos
saudaveis. (53)

A analise da expetoracdo e do plasma sanguineo com recurso a CL-EM tem
sugerido alteracbes do metabolismo da L-Arginina e a ADMA como um marcador de
exacerbacdo da DPOC. Sugerem ainda, ser importante realizar estudos metabolémicos
relativamente aos efeitos de terapéuticas dirigidas ao metabolismo da L-Arginina na DPOC
(51-53)

Com a mesma tentativa de identificacdo de biomarcadores de exacerbacdo da
DPOC, foram quantificados os metabolitos, através de EM, no plasma de 33 doentes com
DPOC hospitalizados por exacerbacédo no dia 0 e 30 (pds exacerbacao) e 65 doentes com
DPOC estavel (grupo controlo). Evidenciaram altera¢cdes nos metabolitos relacionados com
o catabolismo de um aminoacido, o triptofano. O principal metabolito do triptofano é a
quinurenina, utilizada na producgdo de niacina, O triptofano € um aminoacido essencial e a
sua deficiéncia limita a sintese proteica, resultando na disfuncéo celular e diminuicdo da
proliferacdo. O estudo refere a necessidade de mais investigagdo sobre o papel do
catabolismo do triptofano durante as exacerbacdes da DPOC. (54)

Num estudo de coorte com o objetivo de discriminar entre um quadro de insuficiéncia
respiratoria por exacerbacdo de DPOC com um quadro por insuficiéncia cardiaca e
pneumonia através da analise metabolémica baseada em RMN, constataram a existéncia de
claras diferencas do perfil metabolomico, em amostras de sangue e urina, entre os grupo de
doentes com insuficiéncias respiratérias e o grupo de doentes com DPOC estavel, no
entanto nao foi identificado um marcador Unico de exacerbacdo da DPOC. (55)

Outro estudo metabolomico sobre a exacerbacdo da DPOC, demonstrou a
associacdo entre os metabolitos das hormonas da glandula suprarrenal, incluindo
glucocorticéides, mineralocorticoides e androgénio, e a mortalidade a curto e a longo prazo.
Estudo multicéntrico englobou 172 doentes com DPOC ao longo de 6 anos. A ativacdo do
eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal € um pivot essencial em doengas agudas ou crénicas
como é o caso das exacerbacbes da DPOC. A glandula suprarrenal modela a producéo e

libertacdo de glucocorticéides, mineralocorticoides e androgénio. Os glucocorticoides sao
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hormonas de stress com efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores, protegendo assim
contra resposta inflamatoria excessiva, fornecendo energia e melhorando o estado
hemodinamico. Vérios estudos correlacionaram os niveis de cortisol com a severidade e
efeito na sepsis e na pneumonia adquirida na comunidade. O andrégenios, como
desidroepiandrosterona, DHEA, e sulfato de desidroepiandrosterona, DHEA-S, tem uma
funcdo moduladora do sistema imunoldgico. Os doentes com DPOC séo recorrentemente
submetidos a tratamentos com corticoides inalados e orais, que podem influenciar estes
niveis hormonais e promover alteracdes dindmicas deste eixo hormonal e dos seus
metabolitos, principalmente apds tratamentos de exacerbacbes agudas da DPOC. Os
resultados apontam que niveis elevados de androgénios iniciais preveem menos
mortalidade a longo prazo, principalmente, DHEA e DHEA-S. A ativacdo de hormonas de
stress, como o cortisol, demonstrou uma relacdo dependente do tempo, em que niveis
elevados apontavam para maior mortalidade a curto prazo mas menor mortalidade a longo
prazo. A ativacdo do eixo dos mineralocorticOides estava associada a um aumento da
mortalidade a curto prazo. Estas alteracdes destes metabolitos e a sua relagdo com a
mortalidade demonstraram ser independentes da idade, género ou exposicdo a
corticoterapia. (56)

Evidenciando mais uma vez o envolvimento do metabolismo proteico na DPOC, foi
identificado o perfil metabolomico no LBA de 56 doentes com DPOC e 20 individuos
saudaveis para determinar a correlacdo entre os metabolitos e a funcao pulmonar, status
funcional e o grau de enfisema pulmonar. Foram identificados 3900 moléculas por EM,
sendo a maioria peptideos, existindo maiores concentracdes de peptideos em doentes com
DPOC com pior fungcdo pulmonar, mas sem relagdo com o enfisema ou com o0 status
funcional. (40)

Atendendo a que doentes com maior grau de enfisema pulmonar apresentam um
declinio mais acelerado do FEV1, do indice de massa corporal (IMC) e da massa muscular,
um estudo testou a progressao do enfisema na DPOC, a partir dos 1817 doentes a partir do
estudo coorte ECLIPSE DPOC, e incluiu uma abordagem metabolémica para identificacédo o
perfil metabolémico dos aminoéacidos, no plasma, de 41 doentes com DPOC sem enfisema
pulmonar e 77 enfisematosos, comparando os resultados com os diferentes graus de
enfisema pulmonar. Neste estudo foram observadas diferencas dos perfis metabolémicos
entre os doentes com maior grau de enfisema e os de menor grau de enfisema pulmonar.
Corroborando outros estudos identificaram no perfil metabolémico plasméatico diminuicao de
ACR em doentes com enfisema pulmonar. O estudo indicou que doentes com DPOC com
grau severo de enfisema apresentam uma perda de tecido em mdultiplos 6rgéos, ndo s6
pulmonar como também &sseo, esquelético, muscular e adiposo, propondo um novo

fen6tipo de DPOC multi-organ loss of tissue, MOLT. (57)
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Para elucidar o mecanismo de progressdo do enfisema na DPOC, outro estudo com
abordagem metabolémica targeted baseada em EM, quantificaram o metaboloma de tecido
pulmonar, LBA e soro plasmatico de modelos animais, em trés pontos de progressao de
enfisema pulmonar induzido farmacologicamente, demonstrando alteracdes do metaboloma
em que concluiram que a progressdo do enfisema era acompanhada pela reducdo L-
carnitina no tecido pulmonar. (31,38) A L-carnitina tem como principal fun¢do o transporte de
acidos gordos de cadeia longa para dentro da mitocdndria para a sua [B-oxidacdo e
producdo de energia, sendo conhecido como antioxidante e protecdo contra a apoptose.
(38) Isto sugere que o comprometimento da (B-oxidacdo de &cidos gordos é importante no

desenvolvimento do enfisema/DPOC. (31)

Terapéutica

A terapéutica farmacolégica da DPOC é utilizada para reducdo de sintomas,
frequéncia e severidade das exacerbacdes, assim como melhorar a tolerancia ao exercicio e
qualidade de vida. Atualmente, o tratamento terapéutico convencional da DPOC segue as
indicacdes da GOLD. N&o existe nenhum estudo cientifico conclusivo que evidencie a
existéncia de medicacdo para a DPOC que modifique a longo prazo o declinio da funcdo
pulmonar. Apesar de alguns progressos no tratamento da DPOC, as terapéuticas
farmacoldgicas ndo se tém modificado significativamente. Os estudos metabolémicos neste
ambito tém permitido identificar e quantificar alteragbes dos metabolitos induzidas por uma
determinada intervencao terapéutica, contribuindo para descobrir novos alvos terapéuticos,
monitorizar e personalizar a terapéutica.

Enquanto que na asma a corticoterapia inalada é geralmente eficaz, na DPOC a sua
eficacia anti-inflamatéria ndo esta claramente estabelecida, dai que alguns estudos tem
demonstrado que a metabolémica podera ser um possivel instrumento para avaliar algumas
terapéuticas farmacolégicas utilizadas na DPOC. (58,59)

Num estudo, 50 doentes com DPOC estavel, foram divididos em 2 grupos com
diferentes fendtipos definidos por tomografia computorizada de alta resolu¢cdo pulmonar.
Fendtipo E com enfisema pulmonar e sem espessamento da parede brénquica e Fen6tipo M
com enfisema e espessamento da parede brbnquica. Através de uma abordagem
metabolémica com recurso a espectrometria por H-RMN identificaram o perfil metabolémico
plasmatico de cada grupo e exploraram o resultado da inalacdo de Budesonida+Formoterol
nos diferentes grupos investigando as diferencas dos perfis metabolémicos antes e apos o
tratamento entre o fenétipo E e M. Os perfis metabolémicos plasmaticos de ambos os

fenétipos demonstraram diferencas significativas antes e depois do tratamento. As
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alteracdes metabolomicas dos perfis metabolomicos apos terapéutica relacionavam-se com
perturbagbes do metabolismo energético, aminoécidos, lipidico que se relacionam com a
melhoria da fungdo pulmonar, reducdo dos sintomas e efeitos anti-inflamatorios. As
diferencas metabolomicas entre fenotipos estavam associadas a metabolitos relacionados
com proliferacdo e supressao inflamatéria. Demonstraram que os perfis metabolomicos em
amostras de sangue podem ser instrumento clinico valioso para diferenciar possiveis
fenétipos de DPOC e avaliacao da terapéutica. (58)

Além do perfil metabolémico plasmatico, também as técnicas analiticas na area da
breathomica tém sido utilizadas para monitorizar o tratamento de doentes com DPOC sob
corticoterapia inalada e no desmame dessa terapéutica. Com recurso a analises do ar
exalado na fase gasosa com dois diferentes narizes eletrénicos e RMN dirigida para andlise
de EBC, um estudo prospetivo farmacoldgico demonstrou que a breathomica pode ser uma
ferramenta utilizada com sucesso para aferir os efeitos de terapéuticas com corticoterapia
inalada associada a agonistas beta2 de longa acédo, ICS/ LABA, nos doentes com DPOC.
Estas técnicas permitem uma abordagem integrada multidimensional conseguindo melhorar
a capacidade para identificar os efeitos das medicacbes nos doentes com DPOC
comparativamente a uma abordagem monodimensional baseada apenas em testes de
funcéo respiratéria. (59)

Além dos efeitos farmacoldgicos nos doentes, a abordagem metabolémica tem sido
igualmente utilizada a nivel do metabolismo farmacoldgico, para compreender a eficiéncia e
a seguranca de determinado farmaco. As técnicas analiticas metabolémicas tém sido
consideradas como um método robusto para a identificacdo de possiveis metabolitos de
farmacos nos humanos, permitindo um estudo compreensivo da sua acdo em diferentes vias
metabdlicas. Andlises metaboldmicas de sangue e urina, com recurso CL de ultra
performance acoplada a EM, demonstraram ser um instrumento preciso e sensivel para
compreender o metabolismo do (R)-bambuterol in vivo. O (R)-bambuterol é agonista seletivo
B2, em ensaios clinicos de fase |, que tem demonstrado elevados efeitos broncodilatadores.
(60)

Um dos farmacos mais recentes para a DPOC, aprovado em 2010 pela Agéncia
Europeia do Medicamento, o Roflumilast, de acordo com a GOLD, encontra-se indicado
para doentes do grupo D que mantenham exacerbacdes mesmo medicados com
LABA/LAMA/ISC e com VEMS <50% ap0s broncodilatacdo, com uma pelo menos uma
hospitalizacéo por exacerbacao no ultimo ano. (61). Este tem o objetivo de reduzir o risco de
exacerbacdes nos doentes com DPOC severa e com histéria de exacerbagdes recorrentes.
O seu metabolito ativo € o N-oxido roflumilaste, um inibidor seletivo da 4-fosfodiesterase,
PDE4, apresenta efeito anti-inflamatério inibindo os mediadores anti-inflamatérios dos

neutréfilos, monécitos e citocinas dos linfécitos CD4 e CDS8, reduz o stress oxidativo e
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apresenta uma acao contra a remodelacéo fibrética pulmonar. (61,62) O recurso a analises
metabolémicas permitiram explorar os efeitos do Roflumilast. Foram estudadas as
alteragbes do metaboloma com amostras de tecido pulmonar com recurso a espectrometria
por H-RMN, em modelos murinos, antes e apds inducdo de fibrose pulmonar com
bleomicina, assim como na administracdo do Roflumilast como preventivo desse processo.
Os espectros dos perfis metaboldmicos demonstraram diferencas estatisticamente
significativas entre os modelos controlo e os modelos com fibrose pulmonar induzida pela
bleomicina, estes com consequéncias draméticas metabdlicas. Alteracdes relativamente a
glicina e prolina, aminoacidos envolvidos na formacéo e estrutura do colagénio, foram as
mais evidentes, assim como alterac6es a nivel do equilibrio oxidativo, aumento da via
glicolitica anaerdbia (aumento do lactato) e diminuicdo da sintese proteica (uracil e
aminoacidos ramificados). Os animais tratados preventivamente com Roflumilast
apresentaram niveis de glicina e prolina perto dos do grupo controlo, assim como se
verificou efeitos anti-inflamatérios e capacidade de inibir o processo de fibrose e de stress
oxidativo. (63)

Para compreender os produtos de degradacdo e as potenciais toxicidade deste
farmaco, estudos com recurso a CL de alta precisdo e RMN ajudaram a identificar quais os
compostos de degradacao deste farmaco, dos quais alguns potencialmente hepatotoxicos,
demonstrando o seu interesse também na area de estudos farmacolégicos. (61)

Outra estratégia farmacolégica neste grupo de doentes, além de se considerar o
roflumilast, € a de considerar a utilizacdo de um macrdlito. A azitromicina reduz a inflamacéo
pulmonar e o niumero de exacerba¢des no doente com DPOC com enfisema. A identificacéo
dos metabolitos microbianos no LBA em doentes tratados com azitromicina, permitiram
compreender que a azitromicina afeta o microbioma pulmonar e que conduz ao aumento
das concentragbes de metabolitos induzidos por bactérias na via aérea inferior e a
diminuicdo de niveis de citocinas inflamatorias. (64)

A antibioterapia com doxicilina, uma tetracicilina, é reportada como utilizada em
varias patologias respiratérias. O seu papel anti-inflamatério nas bronquiectasias, no
Sindrome de Dificuldade Respiratério Agudo e na Fibrose Quistica é reconhecido. Os
estudos cientificos com tratamento com doxicilina na DPOC s&o limitados e a sua a¢cédo néo
foi elucidada. Independentemente da sua atividade anti-bacteriana, € reconhecida na
doxicilina a reducado da atividade da sintese e atividade das metaloproteinases, MMPs, que
promovem a degradacdo da matrix extracelular, que est4 conhecidamente elevada na
DPOC. Um estudo metabolémico com recurso a espectrometria por H-RMN analisou o perfil
metabolémico de amostras de sangue de doentes com DPOC, antes e ap0s o tratamento
com doxiciclina, submetidos a terapéutica de base com SABA+ SAMA+LABA+ICS de base,

demonstrou alteragbes em 6 metabolitos. O lactato e &cidos gordos significativamente

34



diminuidos e o formato, citrato, imidazole e L-arginina aumentados pés tratamento. A
doxiciclina, possivelmente, potencia a sua agdo anti-inflamatéria através da diminui¢cdo dos
niveis de lactato, inibindo a atividade da arginase e diminuindo os niveis de acidos gordos,
evidenciando que dados provenientes da espectrometria de H-RMN podem ser Uteis como
informacg&o complementar sobre as alteracdes metabdlicas induzidas pela doxiciclina. (65)

A hidrolase epoxido soluvel, sEH, é um potencial alvo terapéutico identificado em
modelos animais, ratos, com DPOC. A inibicdo farmacoldgica do sEH, aumenta os niveis
plasméticos dos acidos epoxieicosatrienoicos, EETs, produtos da epoxigenacdo do &cido
araquidonico através da monooxigenase do citocromo P450. Os EETs possuem
propriedades anti-inflamatorias, pertencem aos eicosandides, uma classe de lipidos
reguladores, derivados do &cido araquidonico incluindo mediadores inflamatérios
importantes, como as prostaglandinas e os leucotrienos, produzidos na via da cicloxigenase
e lipoxigenase respetivamente. Outros compostos provenientes de outros acidos gordos
como 4cido linoleico, acido eicosapentaenoico, entre outros, sdo também eicosandides
colectivamente denominados oxilipinas. Com recurso a CL-EM foi identificado o perfil
metabolémico das oxilipinas no LBA de ratos com DPOC, com administracdo de inibidores
de sEH, demonstrando ser um potencial alvo farmacolégico para o desenvolvimento de
terapéuticas na prevencéao e tratamento da DPOC. (66)

Na China, com altos niveis de poluicdo atmosférica nas cidades, estima-se que,
entre 2003 e 2033, cerca de 65 milhbes de mortes estejam relacionadas com a DPOC. A
Medicina Tradicional Chinesa, MTC, tem sido utilizada como alternativa ao longo de séculos
na Asia Oriental no tratamento da DPOC. Alguns estudos metabolémicos tém sido incluidos
em estudos farmacoldgicos como instrumento para elucidar mecanismos de acao, efeitos,
eficacia e vantagens de determinados compostos utilizados na MTC no tratamento da
DPOC. (67-73)

O bergenin é um composto polifenol, citoprotetor e antioxidante, que se encontra em
vérias plantas e presente num medicamento da MTC, Bergenia. O seu mecanismo de acao
subjacente e efeitos ndo sdo muito compreendidos. Com recurso a espectrometria de RMN
uma abordagem metabol6émica com amostras de LBA de modelos animais, com bronquite
cronica induzida pelo tabaco, explorou potenciais biomarcadores da DPOC e os potenciais
mecanismos terapéuticos da dexametasona em comparacdo com o bergenin. Foram
identificados 18 metabolitos potencialmente relacionados, incluindo aminoacidos de cadeia
ramificada (isoleucina, leucina e valina), serina, alanina, glutamina, prolina, treonina, glicina,
glutamato, lactato, creatina fosfato, glucose, acetona, acetoacetato, piruvato, glicerol e
isobutirato. Os resultados apés tratamento, sugeriram que 0 mecanismo anti-inflamatério da

dexametasona pode estar associado a alteracbes no metabolismo dos ACR e glicélise
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enquanto o bergenin pode alterar o metabolismo dos ACR, glicina, serina e no metabolismo
da treonina e glicélise. (73)

A Bufei Jianpi formula (BJF), um conjunto de 12 plantas medicinais da MTC, tem sido
extensivamente utilizado na Asia Oriental na DPOC e durante séculos com efeitos efetivos
no alivio dos sintomas dos doentes. No entanto, os mecanismos de acdo dos efeitos
benéficos destas terapéuticas da MTC estéo por elucidar. (67) Acredita-se que os multiplos
compostos desta formula atuem em varios alvos terapéuticos com efeito sinérgico e com
efichcia terapéutica a longo prazo. Estudos clinicos anteriores demonstram 0s seus
extensos efeitos farmacoldgicos incluindo no alivio de sintomas nos doentes com DPOC
estavel, na reducdo da frequéncia das exacerbacdes, no atraso das agudizacdes e nha
melhoria da funcdo pulmonar e capacidade de exercicio. Para a compreensdo do seu
sistema farmacologico, estudos experimentais demonstraram nesta formula, a presenca de
145 ingrediente bioativos e 175 potenciais alvos terapéutico, com efeitos inibit6rios
inflamatério ao nivel das citoquinas, expressao de fatores hipertréficos, equilibrio protéase-
antiprotease e deposi¢éo de colagénio. (71)

Estudo experimental com abordagem metabolémica, em modelos animais, ratos,
com DPOC, recorreram a CL-EM, com o objetivo de elucidar os mecanismos moleculares e
vias metabolicas desta formula e explorar os seus alvos moleculares. Foram identificadas
diferencas significativas no espectro de metabolitos no tecido pulmonar do grupo néo tratado
e grupo tratado com esta férmula. (69,70) Os dados da analise metaboloémica identificaram
30 metabolitos fortemente relacionados com o tratamento, identificando alvos e vias
moleculares relacionadas com o0 metabolismo dos acidos gordos, especialmente
relacionados com o metabolismo do acido araquidénico. O &cido araquiddnico e seus
derivados esté@o envolvidos no processo inflamatério da DPOC. A formula podera melhorar a
capacidade antibacteriana pulmonar através de alterages identificadas no metabolismo da
fenilalanina e dos esfingolipidos. (70)

Posteriormente, uma abordagem integrada baseada em gendmica-protedémica-
metabolémica para aprofundar os mecanismos moleculares terapéuticos do BJF em ratos
com DPOC, demonstrou que a perturbacdo do metabolismo lipido pode ter um papel critico
no desenvolvimento da DPOC e na intervencdo da BJF no ambiente pré clinico. Foi
demonstrado que os efeitos protetores e terapéuticos da BJF se relacionam com a
regulacdo de multiplas funcdes biolégicas como metabolismo lipidico, stress oxidativo,
resposta inflamatoria e adeséo focal celular. (67-69,72)

As técnicas metabolémicas tém sido instrumentos para o estudo de possiveis novos
alvos terapéuticos na DPOC. A mutacdo do gene do regulador de condutancia
transmembranar da fibrose quistica (CFRT) é conhecida na Fibrose Quistica mas na sua

relacdo com a exposi¢cdo ao tabaco tem sido observada. Na exposicdo ao tabaco existe
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disfuncdo CFRT, com a reducdo da sua atividade, respetivo aumento de muco e
pronunciada disfuncdo do transporte mucociliar, pouco explicado a nivel bioquimico e
molecular. A reducéo da atividade do CFTR foi observada nos doentes com DPOC nas vias
aéreas superiores, inferiores, glandulas sudoriparas e intestino. Com recurso a nano CG-EM
detetaram alteracdes de residuos proteicos relacionadas com modificagdes induzidas pela
acroleina, um aldeido presente no fumo do tabaco, confirmando modifica¢des induzidas pela
acroleina na proteinas do CFTR, justificando a reducdo da atividade deste na exposicao ao
tabaco. Estes efeitos sdo reversiveis in vitro pelo ivacaftor, um potenciador do CFTR,
representando uma potencial estratégia terapéutica na DPOC com bronquite crénica. (63)

O papel de intervencBes nutricionais e suplementag¢do nutricional na DPOC é
controverso. A investigacdo dos efeitos da suplementacdo nutricional com Creatina e
Coenzima Q10 (antioxidante com poder de reducédo do stress oxidativo e melhor a fungéo
mitocondrial) no perfil metabolémico de doentes com DPOC com OLD, com uma abordagem
targeted com EM, focada nos esfingolipidos, aminoacidos e acetilcarnitinas (identificados
como parte chave das vias bioguimicas na DPOC) identificou um aumento no perfil
metabolémico de niveis de espécies de Lisofosfadilcolina (LPC). A LPC, atua como um
produto inibidor na secrecdo das fosfolipase A2, podendo ajudar a aliviar as condicdes
inflamatodrias. Foi demonstrado ainda uma diminuigdo das espécies de esfingomielinas, cujo
aumento foi associado a maior progressdo de enfisema pulmonar. O aumento de
acetilcarnitinas no perfil metabolémico dos individuos com suplementagdo né&o foi

estatisticamente significativo. (39)
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A utilizacdo da metabolémica no estudo de doencas respiratdrias encontra-se ainda
numa fase de crescimento e desenvolvimento, mas os seus estudos tém revelado ser um
instrumento potencialmente importante no diagnéstico precoce, monitorizagcdo de
terapéutica e na compreensao da patogénese de algumas doencas com o objetivo de uma
medicina mais personalizada.

O numero de estudos metabolémicos na DPOC tem aumentado nos ultimos anos,
com recurso a diferentes tecnologias, com a maioria dos dados proveniente da
metabolémica baseada em técnicas analiticas como a H-RMN e EM, igualmente em
evolugdo, nos mais diversos biofluidos como urina, EBC, soro ou plasma sanguineo, saliva,
expetoragdo ou LBA, com intuito de explorar e contribuir com dados relativos a
compreensdo da sua patogénese, biomarcadores, diagnéstico diferencial, monitoriza¢éo da
progressao e exacerbacdo da doenca e sobre a sua abordagem terapéutica.

Os metabolitos sdo os produtos finais dos processos celulares e devem ser
encarados como a Ultima resposta do nosso sistema, desde a genética ao ambiente,
compreendendo-se que a sua analise no ser humano possa ser uma fonte de informacgéo
muito valida no estudo de doencas. Os estudos metabolémicos tém contribuido para
compreender as altera¢cdes metabolémicas entre individuos saudaveis comparativamente a
individuos doentes. O primeiro esforco da metabolomica é adquirir o maximo de informacao
guimica possivel para obter uma visdo global da doenca. Numa fase posterior, os estudos
metabolémicos apresentam abordagens mais direcionadas, permitindo complementar os
dados globais com uma pesquisa de metabolitos mais especifica.

O interesse revelado pelos estudos metabolomicos na procura de marcadores
metabdlicos na DPOC é evidente. Estes tém-se demonstrado ser um potencial instrumento
para o diagnéstico precoce e diferencial entre a DPOC e outras doencas respiratérias.

Os estudos metabolémicos recentes na DPOC reportados, identificaram metabolitos
relacionados com alteragfes ao nivel do catabolismo dos aminoacidos, principalmente ARC
(leucina, isoleucina e valina), estas mencionadas tanto nos estudos relativamente a
exposi¢ao tabagica, como associado com a severidade da doenca, progressao e enfisema
pulmonar. Alteracbes das concentragbes de alanina, fenilalanina, glutamina, tirosina, N,N —
dimetilglicina, 3-metilhistidina , metionina, lisina, taurina séo referidas nos varios estudos. A
modificagdo do metabolismo dos aminoacidos pode ser o resultado da atrofia muscular,

fadiga, fraqueza, perda significativa de peso que carateriza os doentes com DPOC.
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A ADMA e a L-Arginina, como um metabolito que reflete alteracdo do metabolismo
da Arginina, assim como a quinurenina, principal metabolito do catabolismo do triptofano,
séo identificados como potenciais marcadores de exacerbagédo da DPOC.

A carnitina, carnitina livre, as acetilcarnitinas, o acetato ou o lactato sdo metabolitos
reportados, associados a disfun¢éo do metabolismo energético podendo explicar fenébmenos
de desnutricdo, disfuncdo muscular e incapacidade funcional na DPOC.

A reducdo da L-Carnitina foi identificada na progressdo da DPOC, metabolito com
propriedades antiapoptoticas e antioxidantes. Apesar da necessidade de mais estudos, a
sua suplementacao é vista como uma possibilidade para atrasar a progressao da doenca.
Alteracdes do metabolismo lipidico, principalmente dos esfingolipidos, estdo igualmente
reportadas nestes estudos metaboldmicos na DPOC. As ceramidas, a esfingomielina e
gangliosidio e a S1P, metabolitos intermediarios dos esfingolipidos, sdo propostos como
possiveis candidatos a biomarcadores na DPOC, estando envolvidos em varios processos
biol6gicos, como o stress oxidativo ou inflamacéo, inerentes a DPOC.

O Isoprene, o succinato e o sulfito de pentametileno sdo os compostos volateis mais
recentemente referidos como putativos biomarcadores na DPOC, apesar de nao exclusivos
e se encontrarem igualmente referidos noutras doencas respiratorias crénicas. Outros
compostos volateis como terpineol, nitrilas, aldeidos, undecano, hidrocarbono, hexanal sao
igualmente referidos como aumentados na DPOC.

Os estudos metabolémicos tém-se demonstrado como um potencial instrumento para
o diagndstico diferencial entre a DPOC e outras doencas respiratérias como a asma. Niveis
de 3-hidroxyisovalerato, metabolito do catabolismo da leucina, encontraram-se
consistentemente mais elevados na asma do que na DPOC, enquanto a betaina e colina
encontram-se mais elevados na DPOC do que na Asma. Niveis de 1l-metihistadina, do
catabolismo na histidina, s@o superiores nos doentes asmaticos. A L-histidina é um
metabolito identificado como um potencial biomarcadores da ACO.

Importante real¢car que, estes estudos permitiram detetar e comparar os diferentes
perfis metabolomicos destas doencas através da analise de amostras biologicas né&o
invasivas, como é o caso da urina ou EBC.

Tém igualmente demonstrado ter um papel na monitorizacdo das terapéuticas
farmacologicas e ndo farmacolégicas (como suplementagdo nutricional) na DPOC,
conseguindo aferir os efeitos de determinadas terapéuticas em diferentes fenotipos da
DPOC, assim como tém sido um instrumento de monitorizagdo da seguranca e eficiéncia do
metabolismo farmacol6gico em ensaios clinicos dirigidos ao tratamento da DPOC. O seu
papel tem sido igualmente importante na procura de potenciais alvos farmacologicos e

desenvolvimento de terapéuticas na prevencéo e tratamento da DPOC, assim como também
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na elucidacdo dos mecanismos de certos compostos de plantas medicinais utilizadas na
Medicina Oriental na DPOC.

Tal como as outras “dmicas” ricas em dados, a metabolémica nos humanos €
influenciada por inUmeras variaveis, de dificil controlo, como a idade, género, etnia ou estilos
de vida, incluindo dieta, que tornam dificeis as validacbes de estudos de grandes
dimensfes. Apesar da presencga de alguns estudos clinicos, a maioria foram realizados a
nivel experimental, realizados com modelos animais. Os estudos efetuados a nivel clinico
apresentam amostras pequenas referindo a necessidade de continuacdo e validacdo dos
resultados com mais estudos e com novas plataformas metabolémicas. E realcado a
importancia de um desenho experimental bem formulado para a validacdo dos estudos
metabolémicos e para a veracidade dos seus dados.

Atendendo a importancia da DPOC na salde global, pela sua elevada incidéncia,
morbilidade e mortalidade, diagnostico tardio e escassas opcdes terapéuticas atuais
compreende-se a importancia da area da metabolomica no estudo desta doenga. Entende-
se assim o seu papel e contributo atual que, apesar da escassa aplicabilidade em termos
clinicos, aparenta ser um instrumento extremamente promissor, atendendo aos poucos anos
da metabolémica como ciéncia, ao grande numero de dados fornecidos até hoje e a

constante evolucédo tecnoldgica ao nivel das suas plataformas analiticas.
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