Biomarcadores e Doencas Relacionadas

QBQ2509: Bioquimica Redox
QBQ5893: Processos Redox em Bioquimica
Dr. Danilo B. Medinas

Material de estudo para prova
Halliwell: Capitulo 6

Manuscritos citados




Topicos e metas da aula

 Revisar conceito de estresse oxidativo e sua relacao com doencas
 Discutir o balanco redox na célula e efeito de causalidade.

 Definir biomarcadores.
 Entender critérios para estabelecimento de biomarcadores.

 Recapitular de tipos de biomarcadores de estresse oxidativo.
 Revisao dos principais produtos de oxidacao de biomoléculas.

« Exemplificar doencas relacionadas ao estresse oxidativo.
« Reconhecer evidéncias experimentais, biomarcadores, que sugerem a participacao do
estresse oxidativo na etiologia ou progressao de doencas.



Estresse Oxidativo — Revisao
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Consequéncias do Estresse Oxidativo?

-Teoria do estresse oxidativo em doencas: Oxidantes sdo deletérios e causam danos
(modificagbes quimicas) em biomoléculas que alteram sua funcéo e integridade da informagcdo genética,
causando diferentes patologias.

Renal failure Stroke

Parkinson's disease Ageing
Multiple-organ Arthritis
failure

0s Alzheimer's
Ischaemia disease
Heart failure Atherosclerosis
v
Diabetes Cancer

Chronic bronchitis Ghezzi et al, Br J Pharmacol, 2017
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Problemas com a Teoria do Estresse Oxidativo

-Nenhuma doenca cuja etiologia envolva
estresse oxidativo foi provada.

-Terapias antioxidantes nao mostraram
eficacia em testes clinicos randomizados,
apesar de resultados positivos terem sido
obtidos em modelos experimentais.

-Teoria popular que remete ao equilibrio de
forcas entre o bem e o mal. Grande mercado
de suplementos antioxidantes, nao
reembolsaveis por planos de saude.




Causalidade
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Sabendo que oxidantes tambem exercem efeitos

fisiologicos benéeficos a saude, como neutralizar
somente os oxidantes deleterios?




O que € um

biomarcador?

A OMS definiu um biomarcador como qualquer substancia, estrutura
ou processo que pode ser mensurado no corpo ou em seus produtos
(sangue, urina, saliva, pele) e influenciar ou prever a incidéncia e o
resultado de uma doenca.

Ainda ndo temos um biomarcador de estresse oxidativo que cumpra
fodos os critérios acima (embora seja provavel que disturbios
oxidativos ocorram em doencas e mesmo causem algumas delas e
que varios dos  biomarcadores  cumpram  0S  critérios
técnicos/analiticos) (nem sempre com custos atuais viaveis para
analises clinicas).

Table 6.1 Criteria for an ‘ideal’ biomarker of oxidative damage.

A. Fundamental criterion
The biomarker predicts the later development of pathology or
overt disease.

B. Technical criteria

i.  The biomarker should detect a major part, or at least a fixed
percentage, of total oxidative damage to the target
molecule in vivo.

ii. It must employ validated measurement technology,
preferably simple to use (if achievable).

jii.  The result of the assay must be accurate, i.e. give the correct
answer for the amount of biomarker present.

iv.  The coefficient of variation between different assays of the
same sample should be very small in comparison with the
differences between subjects or the effect of experimental
manipulations (e.g. antioxidant supplementation) upon a
subject, i.e. the precision ('reproducibility’) of the assay
should be high.

v. It must not be confounded by diet or other physiological
factors.

vi. It should be stable on storage, not being lost, or formed
artefactually, in stored samples.

vii. ~ For human use, it is preferable if it can be measured in easily
obtainable samples, e.g. blood, urine, saliva, skin, or muscle
biopsy.




Vias Redox com Potencial Uso Biomarcador
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Metodologias:

Laboratorios de Pesquisa vs Laboratorios Clinicos

LC-MS/MS Histopatologia ELISA
Sensivel Sensivel Menos sensivel
Inequivoco Ruido/Inespecificidade Ruido/Inespecificidade
Caro Consome tempo Rapido/Acessivel

Substrate

Jos




Biomarcadores
Padrao Ouro

Isoprostanos:

lipoperoxidacao do
acido araquidonico

Requer LC-MS/MS

2,3-dinor-5,6-dihydro-15F,,-IsoP

2,3-dinor-15F,,-IsoP



Biomarcadores
Padrao Ouro

Isolevuglandinas:

lipoperoxidacao do
acido araquidonico

Requer LC-MS/MS
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Alerta

Nao utilizar TBARS (determinacao de MDA)

como biomarcadores de lipoperoxidacao lipidica

Frijhoff et al, ARS, 2015



Biomarcadores
Padrao Ouro

3-nitro-tirosina

Histopatologia
ELISA
LC-MS/MS

Pathway 1
a) 0, +'NO — ONOO™
b) ONOO™ + CO, — °NO, + CO;"

¢) CO,™ + Tyr — Tyr + HCO;

d) Tyr + ‘NO, —> 3-NO,-Tyr

Pathway 2

a) H,0, + MPO — Compound | + H,0

b) NO, + Compound | —= Compound Il + ‘NO,
c) Compound | + Tyr —s Compound Il + Tyr’
d) Tyr' + "NO, —> 3-NO,-Tyr

Frijhoff et al, ARS, 2015

nitrotyrosine




Biomarcadores
Padrao Ouro
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desoxiguanosina

Histopatologia
ELISA
LC-MS/MS

7.8-dihydro-8-oxo-2'-deoxyguanosine

7.,8-dihydro-8-oxo-guanosine

Frijhoff et al, ARS, 2015




Podem os niveis de enzimas antioxidantes serem
utilizados como biomarcadores de estresse
oxidativo?

Situacao patologica vs adaptacao ao estresse?



SX  SX

NR@ Electrophile (0
SH SH

e
Proteasomal
N R F 2 degradation C=sssmsssssssssssssss=ss=s==as NRF2 Y p62
ﬁ mRNA

Ribosome AUCGCCA

- ) : P
BTrCP i P g Degradation
. p62 by autophagy
@ NRF2 od

IPPPEEEEEEIN
S PR

—
q=m=ss=ssmmm====
.

Biomarcador para
prognostico do
cancer.

§@®Q
-

=7

Y
[}
)
[y
[y
[y
Y
.

* PKC

N * p38MAPK

/ / @ o x ° pzl
‘ Antioxidant * BRCA1
j —1 @3 A@ |_' genes % o NF-«xB

Other negative regulators

% Other positive regulators
Oxidants

;- « HRD1
ﬁ % « CRIF1
* Progerin
0 Nucleus fn Cytoplasm o NRF2 microRNAs

Forman e Zhang, Nat Rev Drug Disc, 2021




Esclerose
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Uma doenca

oxidante?

W

A cada 90 min
alguém é diagnosticado
ou alguém falece

55 anos de idade
em média

3 a5 anos
sobrevivéncia

1 em 500 mortes
800.000 personas nos USA

USD$ 1 bilhao/ano (USA)
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Protein Modification by the PCPCPCPC
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A evidéncia convence?

Importante utilizar varios biomarcadores
nas mesmas amostras
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Unica terapia

E I Radlcavag;.g;f;.- (supostamente) antioxidante
Sclierose (edaravone) s = aprovada pela FDA
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Baseline 1 2 3 4 5 6 LOCF
Cycle
12-week observation period 24-week double blind period
Number of
participants
Edaravone 69 69 69 67 68 68 68 68 68

Placebo 68 68 67 66 65 63 63 61 66




Recapitulando as metas da aula

« Estresse oxidativo: espécies oxidantes e biomoléculas alvo
 Estresse oxidativo e Doencas: Causa ou Consequéncia
 Biomarcadores e metodologias analiticas

 Tipos de biomarcadores de estresse oxidativo: Produtos finais de
oxidacao, estaveis.

- Exemplo da ELA.
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Questoes de Acompanhamento

1. Explique o que € um biomarcador e suas caracteristicas.

2. Busque e compare vantagens e desvantagens de metodologias analiticas para medir
biomarcadores de estresse oxidativo em laboratorios de pesquisa e clinicos.

3. Que estratégia vocé empregaria para medir a eficiéncia de um antioxidante em um ensaio
clinico?



