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RESUMO A pesquisa translacional envolve a interface entre a pesquisa basica e a clinica médica
com o intuito de gerar produtos ou processos inovadores para introduzi-los nos protocolos clinicos
e nos sistemas de saude. O objetivo desse ensaio foi apresentar uma viséo geral dos avancos da
transcriptomica, subsidiados pela disponibilidade e utilizacdo das novas tecnologias da informacio
e biologia molecular. Na busca pelo diagnostico preciso e menos invasivo, testes transcriptomicos
utilizam assinaturas de expressio génica visando detectar doencas neurodegenerativas (Parkinson
e Alzheimer), autoimunes (lGpus eritematoso sistémico, granulomatose de Wegener), insuficiéncia
cardiaca, autismo e cancer (de mama, colorretal, hepatico e de pulmio). No sistema de satde inglés
as diretrizes clinicas incorporam oito testes transcriptomicos, todos com foco no cincer. No Brasil
testes gen6micos com base nas sequéncias de DNA sfo regulamentados para diagnosticar anomalias
congénitas, tanto no Sistema Unico de Satide, como na satide suplementar, mas os testes moleculares
nfo avancaram no ambito da transcriptomica diagnostica. O sistema de satide brasileiro deveria ir
além dos testes de analise genomica e iniciar o processo de regulamentacio das tecnologias trans-
criptomicas de diagnostico. No futuro, testes diagnosticos avaliando multiplos perfis de expressio
génica podem se transformar em exames de rotina numa forma de triagem molecular.

PALAVRAS-CHAVE Pesquisa médica translacional. Transcriptoma. Diagnostico.

ABSTRACT Translational research involves the interface between basic research and medical
practice in order to generate innovative products or processes to introduce them into clinical
protocols and health systems. The objective of this essay was to present an overview of tran-
scriptomic advances, subsidized by the availability and use of new information technologies and
molecular biology. In the search for accurate and less invasive diagnosis, transcriptomic tests
use gene expression signatures to detect neurodegenerative diseases (Parkinson and Alzheimer),
autoimmune (systemic lupus erythematosus, Wegener’s granulomatosis), heart failure, autism and
cancer (breast, colorectal, hepatic and lung). In the English health system the clinical guidelines
incorporate eight transcriptomic tests, all with a focus on cancer. In Brazil genomic tests based on
DNA sequences are regulated to diagnose congenital anomalies both in the Unified Health System
and in supplementary health, but the molecular tests have not advanced in the scope of the diag-
nostic transcriptomics. The Brazilian health system should go beyond the tests of genomic analysis
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and begin the process of regulation of transcriptomic diagnostic technologies. In the future, diag-
nostic tests evaluating multiple gene expression profiles may become routine exams in a form of

molecular screening.

KEYWORDS Translational medical research. Transcriptome. Diagnosis.

Introducio

A pesquisa translacional envolve, em sua fase
inicial, a transferéncia da tecnologia, em que
os conhecimentos gerados nas ciéncias basicas
levam a producéo de novos produtos, como
drogas, equipamentos, testes diagnosticos e
op¢des de tratamento inovadoras. Nessa inter-
face entre a pesquisa basica e a clinica médica,
ointuito é a gera¢fio de um produto inovador e
a sua introducio nos protocolos clinicos e nos
sistemas de saude. Outra fase da pesquisa trans-
lacional abrange a disseminacdo das inovacdes
produzidas, garantindo que as novas tecnologias
e o conhecimento gerado nas pesquisas atinjam
o usudrio finall. Originaria do conceito de ‘bench
to bedside’ (da bancada ao leito), a medicina
translacional visa eliminar as barreiras entre
os laboratorios de pesquisa e a pratica clinica?.

No aAmbito da pesquisa gendémica (e pos-
-genOmica) translacional, a traducéo dos
conhecimentos cientificos em avancos na
pratica clinica ainda representa um desafio.
Recentemente, os cientistas tém focado na
aplicacdo dos conhecimentos da genémica
humana no setor da satide, visando auxiliar
no diagnostico e no tratamento de doencas3.
Voltando ao inicio dos estudos genémicos, o
primeiro sequenciamento do genoma humano
foi realizado por um consoércio internacional,
custou milhoes de dolares e demorou mais
de uma década para que o esbo¢o do genoma
fosse publicado em 2001%4. Apos a elucidacio
da sequéncia do genoma humano, aimprensa
e 0 publico clamavam por respostas rapidas,
como a medicina personalizada e o diagnostico
molecular de doencas de base genética (exame
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genético do individuo para fins diagndsticos).
Os avancos na gendmica humana geraram altas
expectativas e uma certa ‘ansiedade translacio-
nal’s. Cientistas se perguntavam: como chegar
a traducdo dos conhecimentos biomédicos
basicos para a pratica clinica?e.

A transferéncia da tecnologia com base
nesses conhecimentos levou um certo tempo
por conta da complexidade da informacao
genética, mas ja estd se tornando realidade.
Seguindo o fluxo ‘dados — informacdo — co-
nhecimento’, pesquisadores do mundo inteiro
tém-se esforcado paralevar os avancos gerados
nabancada ao leito hospitalar e ao sistema de
saude, desenvolvendo produtos accessiveis
ao publico. A tecnologia da informacéo é um
instrumento indispensavel na medicina trans-
lacional no que diz respeito as ciéncias dmicas
(gendmica, transcriptomica, protedmica)e,
pois o grande volume de dados torna a analise
manual praticamente impossivel.

A era p6s-gendmica iniciou-se ha duas
décadas, e desde entdo os equipamentos e
as técnicas de sequenciamento tém evoluido
rapidamente de modo a baratear o custo das
analises e diminuir drasticamente o tempo ne-
cessario para o sequenciamento de um genoma
completo. Vale ressaltar que enquanto dados
gendmicos sdo decisivos para o entendimento
de patologias e efeitos de farmacos nos siste-
mas fisioldgicos, alacuna entre gendtipo (carga
genética do individuo) e fenétipo (caracte-
risticas observaveis) pode ser estudada por
meio da caracterizacio dos diferentes niveis
Omicos, incluindo os niveis intermediarios:
transcriptoma (sequéncias e niveis de RNA),
proteoma (o conjunto de proteinas presentes



na amostra), metaboloma (o conjunto de meta-
bolitos)?. Além do sequenciamento do genoma
(asequéncia de DNA do individuo), variacdes
nas metodologias permitem outras analises,
como o sequenciamento e a quantificacdo dos
transcritos (RNA) pela técnica de RNA-Seq8.

A imensa quantidade de dados bioldgicos
gerados na tltima década por estudos transcrip-
tomicos em larga escala depositados em bancos
de dados biologicos publicos permite que
estudos secundarios sejam realizados gerando
produtos viaveis que possam ser usados no diag-
noéstico molecular de doencas. E possivel que
determinados estados fisiologicos possam ser
caracterizados por meio de assinaturas de ex-
pressio génica®. Essas assinaturas de expressio
sdo padroes de expressio génica, conjuntos de
genes ligados a doencgas que podem ser usados
como testes diagnosticos moleculares. Alguns
desenvolvimentos recentes da transcriptdmica
translacional, em diversas areas da medicina,
sero descritos a seguir.

O objetivo deste trabalho foi apresentar
uma viso geral dos avancos da area trans-
criptomica subsidiados pela disponibilidade
e pela utilizacdo das novas tecnologias da
informacéo e de biologia molecular. A partir
da metodologia denominada design science®,
foram revistos os estudos transcriptdmicos e
apresentados exemplos de testes diagnosticos
baseados em padrodes de expressio génica.
As fragilidades dos estudos transcriptomicos
foram ponderadas na seciio seguinte, seguidas
por uma descricdo de tecnologias ja incorpo-
radas e regulamentadas.

Design science

Como forma de projetar as questdes que nor-
tearam este estudo, foi utilizado o modelo
de design science, que busca compreender e
identificar os principais pontos do estudo,
fundamentado na resolucéio de problemas.
Nessa abordagem, tem-se a Questio Geral de
Pesquisa (QGP), que pode ser categorizada
em outras questdes mais especificas; para o
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presente estudo, foram consideradas quatro
Questdes Conceituais (QC). Portanto, a questio
geral de pesquisa é:

QGP: como estdo sendo usadas e disponibili-
zadas as novas tecnologias para diagndstico
molecular na drea transcriptomica?

Dessa forma, a QGP enunciada acima pode
ser decomposta nas seguintes questoes de pes-
quisa conceituais apresentadas a seguir:

QC 1: quais sdo os meios para diagndstico
molecular na transcriptomica?

QC 1.1: quais testes de diagndstico molecular
estdo em estagio de desenvolvimento?

QC 1.2: quais testes de diagnostico molecular
estio regulamentados?

QC 1.3: quais testes de diagnodstico molecular
estdo incorporados e sdo utilizados em siste-
mas de satde semelhantes ao SUS?

Em design science, a estruturacio do con-
junto-problema de pesquisa é realizada por
meio da decomposicéo das questdes delineadas
anteriormente, e a construcdo do conjunto-
-solucéo ocorre pela composicio de solucdes
das questdes. As solucdes sdo apresentadas ao
longo do trabalho.

Métodos de estudos
transcriptomicos

Estudos transcriptomicos identificam e quan-
tificam o RNA nos diferentes tecidos e em
distintas condic¢des fisiologicas. As técnicas
mais usadas pelos estudos transcriptémicos
sdo: RT-qPCR; ¢PCR array, microarranjos e
RNA-Seq. A RT-qPCR ou Reac¢do em Cadeia
da Polimerase quantitativa com transcricio
reversa (Reverse transcriptase quantitative
Polymerase Chain Reaction) avalia a expres-
sdo génica de forma pontual (gene a gene). O
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arranjo de PCR quantitativa (qPCR-array) usa
aRT-qPCR para avaliar mudancas na expressio
de dezenas a centenas de genes. Microarranjos
usam a hibridizacio de acidos nucléicos para
avaliar a expressio génica. RNA-Seq emprega o
sequenciamento para quantificar os transcritos.
Todas essas técnicas (RT-qPCR, gPCR-arrays,
microarranjos e RNA-Seq) apresentam os re-
sultados em fold-change (indicando quantas
vezes a concentracio do RNA aumentou ou
diminuiu), e seus dados podem ser usados
em estudos comparativos, por exemplo, ana-
lisando as mudancas na expressdo génica
decorrentes do exercicio fisico™.

A técnica PCR convencional foi desenvolvi-
da nos anos 1980 baseada na amplificacdo de
fragmentos especificos do DNA™, Essa técnica
é capaz de detectar se o fragmento procura-
do esta presente ou ausente na amostra em
estudo, mas nfio quantifica o material genético
na amostra. A técnica RT-PCR apresenta-se
como uma variacdo da PCR convencional
na qual o material genético é marcado com
um reagente fluorescente e a deteccdo dessa
fluorescéncia é realizada apds cada ciclo de
amplificacdo. Por conta da detecgéio ciclo a
ciclo da fluorescéncia, a RT-qPCR é capaz de
quantificar o material genético na amostra
de forma comparativa, dando o resultado
em fold-change, que indica quantas vezes a
concentracdo do RNA encontra-se maior ou
menor em uma amostra comparando a uma
amostra controle. A RT-qPCR ¢é uma analise
pontual que avalia gene a gene. Ja a técnica
q-PCR array (arranjo de PCR quantitativo)
é uma RT-qPCR na qual diversos genes sio
avaliados em paralelo. Usando g-PCR array,
dezenas a centenas de genes podem ter seus
niveis de expressio avaliados ao mesmo tempo.

A técnica de microarranjo de DNA com-
plementar (complementary DNA microarray)
baseia-se na hibridizacio de acidos nucleicos,
sendo um sistema capaz de detectar a expres-
sfo de uma grande quantidade de genes em
paralelo. Milhares de sondas para os genes de
interesse sdo aderidas a pontos especificos
em um suporte solido. Nessa técnica, duas
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amostras de RNA (transformadas em DNA
complementar), marcadas com fluorescéncias
distintas, sdo avaliadas concomitantemente
(teste vs. controle). De acordo com a fluorescén-
cia detectada, é possivel aferir as concentracoes
relativas de transcritos nas amostras. Com o uso
de microarranjos, é possivel avaliar os padroes
de expressio génica complexos e desenvolver
sensores para o uso em diagndsticos clinicos®.

RNA-Seq é uma técnica moderna de bio-
logia molecular que usa o sequenciamento
profundo de DNA complementar (produzido
a partir do RNA) para a quantificacio da ex-
pressio génica diferencial. Apos o sequencia-
mento, as sequéncias elucidadas sio mapeadas
usando o genoma de referéncia, a avaliacdo da
presenca e da quantidade de cada RNA pode
ser calculada e comparada as quantidades em
outra amostra sequenciada. Com a utilizacdo
de RNA-Seq, é possivel aferir a presenca e a
prevaléncia de transcritos conhecidos e pre-
viamente desconhecidoss.

A imensa quantidade de dados bioldgicos
gerados na ultima década por estudos trans-
criptoOmicos em larga escala depositados em
bancos de dados bioldgicos publicos permite
que estudos secundarios sejam realizados
gerando produtos viaveis que possam ser
usados no diagndstico molecular de doencas.
Alguns desenvolvimentos recentes da trans-
criptdmica translacional, em diversas areas da
medicina, serio descritos a seguir.

A transcriptomica
translacional no
desenvolvimento de testes
diagnosticos

Nabusca pelo diagnéstico preciso de enfermida-
des complexas, testes baseados no transcripto-
ma foram desenvolvidos para detectar diversas
doencas. Entre as enfermidades com diagnostico
molecular baseado na expressiio génica, estio
algumas doencas neurodegenerativas41s, au-
toimunes'®", cardiomiopatias® e autismo20:21,



Testes moleculares de doencas neurodege-
nerativas baseados no transcriptoma foram
desenvolvidos para Alzheimer e Parkinson.
Em 2014, a empresa Siemens Healthcare
Diagnostics depositou a patente para um teste
diagnéstico para o mal de Alzheimer, uma
doenca cujo diagndstico precoce representa
um desafio, ja que os sintomas iniciais se as-
semelham a outras desordens neuroldgicas,
bem como a processos naturais do envelheci-
mento. Os pesquisadores usaram a técnica de
RNA-Seq para a andlise da expressio génica,
especificamente de micro RNAs (miRNAs), e
desenvolveram um teste diagndstico em tecido
sanguineo que avalia o padréo de expressio
de 10 miRNAs (marcadores moleculares para
o mal de Alzheimer)4.

Padroes de expressdo de miRNAs também
podem ser utilizados para a deteccéo, o
prognostico e 0 acompanhamento do mal de
Parkinson em amostras de sangue, soro ou pele.
Em uma abordagem molecular baseada na
expressfo génica, foi revelado um conjunto de
142 genes com perfil transcriptomico especifi-
co paraadoenca. O padrio de expressio desses
miRNAs, quando comparados a individuos
saudaveis, incluiu 72 genes com um nivel de
expressio aumentado e 70 genes apresentando
uma expressdo menor em individuos com o
mal de Parkinson's.

Em 2006, a MetriGenic Corporation
(Canadd) patenteou padrdes transcriptémi-
cos associados a doencas autoimunes, par-
ticularmente: lipus eritematoso sistémico,
granulomatose de Wegener e vasculite anca
positivo. Os testes incluiram a analise da ex-
pressdo de um conjunto de 1.645 genes ou de
subconjuntos deles, sendo capaz de realizar o
diagnoéstico diferencial das doencas autoimu-
nes mencionadas. O ensaio desenvolvido ainda
pode ser utilizado para classificar as doencas
em subgrupos e predizer a apresentacdo dos
sintomas de lipus eritematoso sistémico®e.

A artrite reumatoéide foi revista por Burska
e colaboradores', em que foram avaliados
os métodos de diagnostico, progndstico e
predicdo de resposta a terapias baseados na
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expressio génica. Os protocolos descritos in-
cluiram testes transcriptémicos para o diag-
nostico de artrite reumatoide e osteoartrite,
bem como ensaios que diferenciaram entre
artrite reumatoide e osteoartrite de acordo
com o padrio de expressio génica. Os pes-
quisadores avaliaram diversas assinaturas de
expressdo génica, com comparacdes geralmen-
te inconclusivas, e perceberam uma grande
necessidade de harmonizacio dos métodos
e protocolos de estudo para que padrdes de
expressdo génica tornem-se ferramentas diag-
noésticas na clinica médica.

Na esfera dos estudos transcriptomicos de
cardiomiopatias, Liu e colaboradores™ utiliza-
ram a tecnologia de RNA-Seq no tecido cardi-
aco de um grupo de seis voluntarios (trés no
grupo controle, um paciente com cardiopatia
isquémica e dois com cardiomiopatia dilatada)
para definir padrdes de expressio visando
detectar insuficiéncia cardiaca. Usando a
assinatura génica gerada, os pesquisadores
testaram mais 313 amostras de tecido cardiaco
e foram capazes de classificar a insuficiéncia
cardiaca adequadamente.

Um estudo patrocinado pela empresa
CardioDX (EUA), que contou com a partici-
pacdo de mais de mil voluntarios, avaliou o
transcriptoma sérico de individuos visando
aperfeicoar e validar um ensaio por RT-PCR
para a deteccdo de doencas coronarianas. O
padrio de expressido génica no sangue dos
pacientes (nio diabéticos) foi avaliado usando
um conjunto de 23 genes, e os resultados
foram comparados a dados de angiografias
coronadrias. O teste desenvolvido, denominado
‘Corus CAD’, leva em consideracdo as diferen-
cas bioldgicas entre os sexos, e é, portanto,
sexo-especifico. No geral, o teste apresentou
sensibilidade de 85% e especificidade de 43%?18.
A sensibilidade de 85% encontrava-se em um
bom patamar, mas a especificidade de 43%
indicava uma alta taxa de resultados falso-po-
sitivos e refletia uma necessidade de aprimo-
ramento do teste. A empresa obteve aprovacio
pelaU.S. Food and Drug Administration (FDA),
e ‘Corus CAD’ foi listado no rol de exames
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oferecidos pelo seguro de satide ‘Medicare’,
do governo americano, entre 2012 e 2018. De
acordo com uma reportagem do jornal ‘San
Francisco Chronicle’, Medicare rescindiu a
cobertura do teste ‘Corus CAD’ no final de
2018, julgando o teste desnecessario e de pouca
usabilidade para os pacientes, o que levou a
empresa Cardio DX a fechar suas portas no
inicio de 201922,

Hu?2° (2009) estudou linhagens celulares
provenientes de amostras sanguineas de
gémeos monozigdticos com diagnosticos di-
ferentes na busca por um perfil molecular para
a deteccdio do transtorno do espectro autista.
Foi desenhado um método de microarranjo
para triagem de transtornos do espectro autista
avaliando a expressio génica do individuo. O
conjunto génico para uso no diagnéstico inclui
25 genes mais expressos e 19 genes com um
nivel de expressio menor em individuos autis-
tas20, OQutro teste baseado no transcriptoma para
a deteccdo de transtornos do espectro autista
foi patenteado por Kunkel e colaboradores?!.
0 método de caracterizaco e diagnostico de
transtornos do espectro autista descrito na
patente pode ser utilizado com amostras de
cérebro, fluido espinhal ou sangue, em um
sistema de andlise de expressio génica, com a
avaliaciio de, pelo menos, 10 genes dentro de um
rol de centenas de genes apresentados, seguido
pela classificacéo do fendtipo molecular a partir
de um algoritmo classificador?!,

Tendo em vista a existéncia de um grande
esforco no sentido do desenvolvimento de testes
moleculares para o diagnostico do céncer, estes
serfio apresentados em um item a parte.

Transcriptomica
translacional do cancer

Aliteratura cientifica, bem como os bancos de
patentes, revelou testes diagnosticos desenvol-
vidos para detectar alguns tipos de cAncer ana-
lisando os padroes transcriptdmicos. Diversos
testes estdo sendo desenvolvidos, entre eles,
alguns que visam detectar o cAncer de mama,
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colorretal, hepatico e de pulmao. Vale ressal-
tar que estes geralmente avaliam tecidos que
podem ser coletados de forma menos invasiva
que a biopsia do préprio érgio, por exemplo,
amostras de sangue, células do nariz23-28,

Aarge e colaboradores avaliaram o sangue de
pacientes com cincer de mama e compararam
com mulheres saudéaveis usando a técnica de
microarranjos. Os pesquisadores identificaram
uma assinatura génica em sangue que classifi-
ca, com um bom nivel de acuracia, individuos
com e sem cincer de mama. O teste produzido
inclui sondas para avaliar a expressio de 738
genes. Nas pacientes com cincer de mama,
observou-se a seguinte assinatura de expres-
sdo: 395 genes com niveis de expressio maior
e 343 genes com menor concentracdo do RNA
quando comparado a individuos sem a doenca23.
Um teste diagndstico para o cAncer de mama
baseado no transcriptoma de uma amostra de
sangue (ao invés de bidpsia do tecido mamario)
é muito menos invasivo e pode ser usado como
um sistema de triagem para minimizar os gastos
nos sistemas de saude.

Outro método in vitro baseado nas mu-
dancas do transcriptoma sanguineo para
diagnosticar, identificar e monitorar casos
de cancer de mama foi patenteado. O teste
patenteado inclui a deteccio de alteracoes
na expressio de um conjunto de 345 genes
ou de subconjuntos deles quando comparado
aum padrio de expressio génica extraido de
sujeitos saudaveis. O conjunto génico pode
ser avaliado por métodos de analise trans-
criptémica que envolvem amplificacio dos
acidos nucleicos (RT-PCR ou gPCR arrays) ou
hibridizacdo (microarranjos). Com o uso desse
teste, casos de cancer de mama podem ser
detectados antes que outros sinais e sintomas
se tornem evidentes?4. Um teste de deteccéo
precoce contribui para reduzir mortalidade
e diminuir os custos aos sistemas de satude,
ja que o transcriptoma revela a presenca de
um tumor antes que ele possa ser detectado
por outros métodos (como a mamografia), e
o tratamento pode ser iniciado antes que ele
evolua e se torne invasivo.



Nabusca pelo diagnostico preciso de cancer
colorretal e outras doencas relacionadas,
Galamb e colaboradores? usaram microarran-
jos para desenvolver um perfil transcriptomico
capaz de avaliar o material colhido durante
bidpsias e diferenciar entre cancer colorre-
tal, sindrome do colo irritado, adenomas e
polipos hiperplasicos. No intuito de classificar
as doencas colorretais em inflamatorias, be-
nignas ou malignas, os autores propuseram o
uso de um padrio de expressdo de 18 genes,
usando conhecimentos da biologia molecular
no diagnostico diferencial?5. Hauptman e co-
laboradores2é usaram meios computacionais
para reavaliar resultados de diversos estudos
de expressio génica na busca por um meio de
diferenciar entre adenomas benignos e malig-
nos. O padrio de expressio de um conjunto de
16 genes (COL12A1, COL1A2, COL3AlL, DCN,
PLAU, SPARC, SPON2, SPP1, SULF1, FADSI,
GO0S2, EPHA4, KIAA1324, L1TD1, PCKS1 e
Cl1orf96) foi proposto pelos autores como
método para distinguir entre os diferentes
tipos de adenoma, com o intuito de melhor
direcionar o tratamento dos pacientes?s.

O carcinoma hepatocelular tende a ser diag-
nosticado em estagios avancados da doencae
geralmente tem um progndstico ruim. Xie e
colaboradores?? desenharam um modelo de
diagnostico baseado em um padrio transcrip-
tomico no sangue periférico que diferencia
entre sujeitos saudaveis e pacientes com car-
cinoma hepatocelular em estagios iniciais.
O padrio de expressio proposto, que avalia
o RNA de nove genes (GPC3, HGF, ANXAI,
FOS, SPAG9, HSPAIB, CXCR4,PFN1e CALR),
apresentou uma sensibilidade de 96% e espe-
cificidade de 86% para a deteccdio da doenca
em um estagio precoce.

Na busca por um método diagndstico nio
invasivo para detectar cancer de pulméio, um
grupo da Universidade de Boston desenvol-
veu um teste baseado no transcriptoma de
células do nariz. O teste envolve a amostra-
gem de células do epitélio nasal e a analise
da expressio génica de 535 genes ou de di-
ferentes subconjuntos deles (com 20, 40, 60
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ou 70 genes). O padrio de expressio desses
genes, quando comparado ao transcriptoma
de individuos sem a doenca, revela se o indi-
viduo apresenta cincer no pulmio utilizando
um procedimento de coleta pouco invasivo
e uma metodologia de analise mais precisa
que os outros testes disponiveis para o seu
diagnéstico e prognoéstico (raio-X do térax,
broncoscopia, analise citoldgica do escarro e
tomografia)28. No entanto, alguns desafios do
ponto de vista técnico ainda persistem e serio
expostos a seguir.

Desafios

Os estudos transcriptdmicos produziram dados
em abundéncia, mas, até agora, a compara¢io
dos conjuntos génicos gerados nos diferentes
estudos tende a ser inconclusiva, como no caso
de estudos com artrite reumatdide’”. Um grande
desafio na pesquisa transcriptomica é a repro-
dutibilidade dos resultados, o que dificulta a
definicdo de um conjunto génico padrio para
a detecciio de uma determinada doenca.

Os mecanismos moleculares de transcri¢éo
(produzindo RNA) e a traducéo (produzindo
proteinas) sdo processos-chave na etiologia
de doencas. O desenvolvimento de doencas é
influenciado por diversos fatores ambientais
e depende de interacdes altamente dindmi-
cas em diversas camadas: DNA, epigenética
(modificacdes na cromatina e no DNA que
alteram a expressio génica), RNA, proteinas e
metabolitos?®. Fatores que podem influenciar
os resultados das analises incluem a fonte da
amostra, metodologias experimentais e ferra-
mentas analiticas'. De fato, o transcriptoma
é bastante dindmico, e pode ser alterado por
fatores diversos. Diferencas no desenho ex-
perimental in-vivo, como o horario da coleta,
o material bioldgico coletado, se o individuo
se alimentou ou de esta em jejum na hora da
coleta, se o individuo se exercitou nas ultimas
24h podem afetar o resultado das analises.

Ha uma necessidade de harmonizacéo dos
estudos para que assinaturas de expressio
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ligadas a determinadas doencas possam ser
elucidadas, visando a producéo de novos
biomarcadores para uso na pratica clinica.
O preparo dos individuos para a coleta de
amostras deve ser padronizado no intuito de
permitir a comparacio entre os resultados
de diversos estudos em meta-analises e o
desenho de bons conjuntos de genes biomar-
cadores. A necessidade de padronizacio dos
estudos transcriptomicos vai além da etapa
in-vivo (com seres humanos), com as etapas
de bancada e o processamento dos dados. Os
estudos de RT-PCR e gPCR arrays comparam a
expressio dos genes-alvo com genes-controle.
A definicdo de genes-controle padréo para
estudar determinadas doencas facilitaria na
padronizacio e reprodutibilidade dos estudos.
No caso de estudos por microarranjos e RNA-
Seq, o tratamento dos dados deveria ser padro-
nizado, ja que algoritmos diferentes e limiares
estatisticos distintos nesse processamento
levam a diferentes conjuntos génicos.

Os estudos transcriptomicos comparam
individuos com a doenca contra individuos
saudaveis. Contudo, existe o ‘individuo sau-
davel padriao’? Acreditamos que niao. Como
mencionado anteriormente, o transcriptoma
¢é altamente dinimico, e diversos fatores am-
bientais o influenciam. O padrio de expressio
do grupo controle de um estudo pode diferir
de outro por diversos aspectos, tanto genéticos
quanto ambientais (que incluem modo de vida,
alimentacdo, clima, poluicdo, estresse etc.).
Uma soluciio para esse gargalo na pesquisa
transcriptémica pode ser a comparacédo de
duas amostras de um mesmo individuo antes
e depois de uma determinada intervencéo.
Explicitando essa linha de pensamento, em um
teste para avaliar o transcriptoma do diabetes,
por exemplo, poderia ser colhida uma amostra
de sangue em jejum, e apds a ingestdo de uma
dose predeterminada de glicose, aguardar um
tempo sob observacéo e colher outra amostra.
A comparacio do ‘depois’ versus ‘antes’ da
ingestdo da glicose revelara como o seu or-
ganismo reagiu a glicose. O metabolismo de
individuos diabéticos ou pré-diabéticos reagira

SAUDE DEBATE | RIO DE JANEIRO, V. 43, N. ESPECIAL 2, P. 169-180, NOV 2019

de forma diferente a dose de glicose quando
comparado a individuo nfio diabético. Dessa
forma, estariamos eliminando a necessidade
de estabelecer um perfil genético para o ‘in-
dividuo saudavel padrio’.

Regulamentacio de
métodos transcriptomicos
de diagnostico

No sistema de satide da Inglaterra (National
Health Service — NHS), o 6rgio responsa-
vel pelo aconselhamento e regulamentacéo
da incorporacéo de tecnologias em satude
é o National Institute for Health and Care
Excellence (Nice). Buscas nas diretrizes do
Nice (www.nice.org.uk) com a expressio ‘gene
expression’ e o termo ‘RNA’ revelaram oito
testes transcriptomicos ja regulamentados
na Inglaterra, todos com o foco no cancer. Na
avaliacio transcriptomica do cdncer de mama,
foram encontrados alguns testes que avaliam
a probabilidade de recorréncia do cancer
em um periodo de dez anos (EndoPredict,
MammaPrint, Oncotype DX e Prosigna) e
testes rapidos para avaliar se ha metastase
em amostras de linfonodos (RD-100i OSNA e
Metasin). Na avaliacdo do cancer de prostata, o
teste PROGENSA PCA3 avalia células da pros-
tata em amostras de urina para o diagnostico e
o teste Prolaris avalia o perfil transcriptomico
de amostras tumorais para predizer o risco de
mortalidade em dez anos30.

No Brasil, a Comissdo Nacional de
Incorporacio de Tecnologia no SUS (Conitec)
assessora o Ministério da Satide na elaboracéo
de protocolos clinicos e diretrizes terapéu-
ticas e na incorporacio de tecnologias em
saude pelo SUS3'. Uma busca nas diretrizes
da Conitec (com os termos ‘expressio génica’
e ‘RNA) nio revelou resultados relevantes no
admbito da transcriptomica diagnostica.

Testes genOmicos com base nas sequén-
cias de DNA ja sdo regulamentados no Brasil
para diagnosticar anomalias congénitas32.



A Agéncia Nacional de Saude Suplementar
(ANS) emitiu a Nota Técnica 876/2013/GEAS/
GGRAS/DIPRO/ANS com diretrizes de utili-
zacdo de procedimentos de analise molecular
de DNA com cerca de 30 testes genéticos que
devem estar disponiveis aos usuarios de planos
de saude33. No entanto, as analises gendmicas
avaliam apenas a carga genética do individuo
(o DNA). O Brasil, a exemplo da Inglaterra,
deveriair além dos testes de analise gendmica
e iniciar o processo de regulamentacio das
tecnologias transcriptémicas de diagndstico.

Neste ensaio, partiu-se de premissa de
descrever testes de diagnostico molecular
que estivessem incorporados e utilizados em
sistemas de satide semelhantes ao SUS, o que
exclui os Estados Unidos da América. Portanto,
nio foram avaliados dados do Food and Drug
Adminstration (FDA).

Consideracdes finais

A era pds-genOmica trouxe novos desafios
e oportunidades para a medicina diagnosti-
ca. Na area da transcriptdmica, pesquisas de
bancada tém gerado assinaturas de expressio
génica ligadas a diversas doencas, havendo a
necessidade de pesquisa translacional para a
producio de testes diagnosticos, bem como
para garantir a transferéncia da tecnologia e
sua aplicacdo nos sistemas de satde.
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No futuro, testes diagnésticos avaliando
multiplos perfis de expressio génica podem
se transformar em exames de rotina em uma
forma de triagem molecular, por exemplo,
para diversos tipos de cadncer. Um exame de
sangue pode revelar se existe maior probabi-
lidade de desenvolvimento de cdncer em um
determinado 6rgfo, e exames mais especificos
(e mais invasivos) seriam ento realizados para
confirmar o diagnéstico. A triagem molecular
por métodos transcriptdmicos pode contri-
buir para reduzir a mortalidade e economi-
zar recursos para os sistemas de satude pela
capacidade de deteccéio precoce das doencas.
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