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Diagnostico precoce
do cancro do pulmao
com a respiragao

Jorge Cruz, Nuno Gil, Bernardo Raimundo, Pedro Duarte Vaz
Unidade de Pulmao, Fundagao Champalimaud

0 ar exalado da respiracao nao é apenas ar. Contém milhares de compostos organicos
volateis que tém origem no metabolismo do organismo humano e refletem, direta ou indi-
retamente, a condigao de salide desse organismo.

Explorando os perfis metabélicos do ar exalado da respiracao é possivel, numa abor-
dagem simples, estabelecer uma relagao direta entre esses perfis e uma determinada
doenca. Uma das mais importantes é o cancro do pulmao, que é muito dificil de diagnos-
ticar precocemente, e é responsavel pelo maior nimero de mortes, mundialmente, por
doenca oncoldgica. Ora, utilizar o ar exalado da respiracao para triar ou diagnosticar de
forma indolor e n3o invasiva esta doenca (e outras) é a esséncia da medicina de preciso,

cujo maior objetivo é salvar vidas.

A respiracdo ndo é meramente uma funcio vital, é certo, em que um volume de ar é inspi-
rado e expirado para promover a oxigenagido dos tecidos e remocao do didxido de carbono
formado. Este processo é muito mais complexo e cumpre outras fungdes. Nomeadamente,
durante o processo de respiracgao, o ar exalado dos pulmdes contém milhares de Compostos
Organicos Volateis (COVs ou VOCs — do inglés Volatile Organic Compounds) sendo exalados
pelo ar expirado no processo da respiragao.

Indo por partes, qual a origem destes COVs? O termo metabolémica refere-se ao estudo
em larga escala de moléculas pequenas, normalmente conhecidas como metabolitos, dentro
das células, fluidos bioldgicos, tecidos ou organismos. Ao conjunto dessas pequenas molé-
culas e das suas interagdes dentro de um sistema biolégico da-se o nome de metaboloma. A
metabolomica é uma abordagem poderosa porque os metabolitos e as suas concentragées,
ao contrario de outras émicas (por exemplo protedmica e gendémica), refletem directamente
a atividade bioquimica subjacente e o estado de células e dos tecidos. Assim, a metabolomi-
ca, ao estudar os substratos e produtos do metabolismo de um organismo, que sao influen-
ciados por fatores genéticos e ambientais, representa melhor o fenétipo molecular.

A utilizacdo da analise de COVs na detecdo de doencas nao é propriamente uma no-
vidade. O uso eficaz de cdes na detecdo de condicbes médicas e doengas como cancro,
diabetes, malaria, doenca de Parkinson e muitas outras ja se encontra documentada. Para

se perceber isto, é necessario compreender a relagdo entre COVs e odor. Os COVs sdo os
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componentes moleculares dos odores, que sdo associados a uma determinada origem. Por
exemplo, o cheiro a café, que todos conseguimos identificar, € dado por perfis especificos
de COVs libertados pelo grao ou pela bebida e que o nosso cérebro reconhece como sendo
o caracteristico odor a café. Ao inalarem o ar e particulas suspensas, os cides podem dete-
tar moléculas de odor humano que podem ter origem em amostras de pele, sangue, respi-
ragao, saliva, suor, ldgrimas, muco nasal, urina, sémen ou fezes. Mais especificamente, os
cdes podem detetar odores/COVs que sdo produzidos pelos tecidos humanos que evoluem
para estados patologicos particulares associados a doengas especificas, de acordo com
as alteragGes metabdlicas, conforme mencionado atras. Os cdes também se mostraram
bem-sucedidos na detecgéo de cancro do pulméo (entre outros), tendo sido capazes de di-
ferenciar o odor do soro sanguineo de pacientes com cancro de pulmao do soro sanguineo
de controlos saudaveis. Esta vantagem dos cées provém do facto de possuirem: (i) 1094
genes olfativos (os humanos tém apenas 802); (ii) 125-300 milhGes de células olfativas
(os humanos tém apenas 5-6 milhdes); (i) um terco do cérebro dedicado a interpretagdo
de odores (os humanos apenas dedicam 5%); (iv) terem narizes mais proeminentes e uma
cavidade (epitélio) nasal com area tripla a dos humanos. Ora replicar e mimetizar esta ca-
pacidade é o que se pretende fazer com a analise do ar exalado da respiragdo com métodos
instrumentais de analise de COVs, conforme sera explicado mais a frente neste artigo.

Do ponto de vista da salde, as andlises para avaliagdo do metabolismo sdo realiza-
das sobre fluidos corporais, como o sangue e a urina. No entanto, mais recentemente, a
andlise do ar exalado da respiragdo tem ganho relevancia, porque a sua colheita é com-
pletamente ndo-invasiva, mas mais importante é o facto de o ar exalado da respiragao
conter uma riqueza de metabolitos que correspondem direta ou indiretamente a condicao
de saude do organismo, permitindo facil e rapidamente aferir essa mesma condig&o. O ar
exalado, por conter milhares de COVs, permite que a analise do perfil dos COV exalados
sugira que existam diferengas entre os organismos saudaveis e outros com doenga res-
piratéria ou ndo. Por exemplo, quando existe uma descompensacgao grave de diabetes, os
doentes tém um halito com cheiro a magas.

Tomando como exemplo a pneumologia, existem diversas patologias que afetam o siste-
ma respiratdrio, sendo conhecidas como as big five de acordo com um relatério da Organi-
zacdo Mundial de Saude (OMS):

Asma

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crdnica (DPOC)

Infegdes Agudas das Vias Respiratérias Inferiores (p.e., pneumonia) (D. Inf.)
Tuberculose (TB)

Cancro de Pulmao (CP)

Todas estas doengas podem ser monitorizadas utilizando a analise do ar exalado da res-
piragdo. De facto, uma pesquisa na base de dados PubMed utilizando as palavras-chave
“(volatile organic compound OR volatile organic compounds OR voc OR vocs) AND (breath
OR asthma OR lung cancer OR tuberculosis OR COPD OR respiratory infection)” originou
13127 resultados, o que demonstra o interesse neste tipo de abordagem utilizando a anali-
se dos metabolitos do ar exalado da respiragdo no diagndstico precoce daquelas doencas,
sendo que a maior fatia corresponde a estudos centrados no cancro do pulmao com apro-
ximadamente 60% (FIGURA 1).
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FIGURA 1. Distribuicao dos artigos publicados sobre estudos de utilizagdo do ar exalado da respiragdo para triagem/
diagndstico das 5 principais doengas respiratdrias, de acordo com pesquisa na base de dados PubMed (ver texto principal).

Deste conjunto de doengas, o cancro do pulmao é um flagelo mundial. Esta doenca mata
mais do que qualquer outro tipo de cancro e, em 2020, os dados mostraram que foi respon-
savel pelo segundo maior nimero de novos casos em todas as idades de ambos os sexos,

em todo o mundo de acordo com o observatério mundial do cancro (GloboCan), FIGURA 2.

FIGURA 2. NUmero estimado de incidéncia e mortes em 2020 em todo 0 mundo, ambos o0s sexos, todas as idades (0 — 85+)
para os tipos de cancro indicados, de acordo com o observatdrio mundial do cancro (GloboCan).

Estima-se também que os nimeros continuar&o a crescer a um ritmo constante. A inci-
déncia prevista para 2040 representa um aumento previsto de 58,8% face aos valores de
2020. A mesma tendéncia é, infelizmente, seguida pela mortalidade, prevendo-se que tal
atinja um aumento de 63,8% (FIGURA 3).

Atualmente, cerca de 75% dos pacientes com cancro de pulmao apresentam a doenga em
estado avangado. Para aqueles com doencga em estadio I, a probabilidade de cura pode che-
gar a 70%. Se o pressuposto de qualquer programa de rastreio é a redugdo da mortalidade
por esta doenca, entdo novos métodos de rastreio em cancro do pulméao tém de ser desen-
volvidos, os quais permitam identificar cada vez mais casos em estadios mais precoces.

Esta abordagem inovadora decorre do facto de, atualmente, a medicina de precisao es-
tabelecer novas fronteiras no cuidado prestado ao paciente e no tratamento da doenga em

pratica clinica. Os fundamentos desta abordagem centram-se na genética, onde modelos
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podem prever um determinado estado de doenca e qual o nivel de resposta terapéutica,
com grande relevancia na oncologia.

Por outro lado, como ja mencionado atras, a metabolémica é de particular relevancia para
estratificar os pacientes, fornecendo abordagens terapéuticas precisas e, ao mesmo tempo,
permitir reunir informacgdes sobre os metabolitos de moléculas pequenas, os quais podem

estar intimamente ligados a uma condigao de doenca, funcionando como biomarcadores.

A)

FIGURA 3. A) Incidéncia. B) Mortes por cancro de pulmao em 2020, ambos os sexos, todas as idades (0 — 85+). A pre-
visdo de crescimento para 2040 de novos casos incidentes e da mortalidade por cancro de pulmao mostra um cenario
pouco animador com especial incidéncia na Asia, de acordo com o observatdrio mundial do cancro (GloboCan).
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Todas as células cancerigenas sao caracterizadas por uma alteracdo no seu metabolis-
mo relacionada com o seu crescimento descontrolado. Como tal, a detecdo dos metaboli-
tos resultantes dessa atividade metabdlica que refletem, directamente, o estado atual de
células, tecidos e do microbioma (o conjunto de microorganismos que coabitam connosco
em todos os nossos 6rgdos) sera uma nova ferramenta de diagnostico para o cancro do
pulm&o em fase inicial. Como muitos desses metabolitos sdo volateis, portanto “cheira-
veis”, entdo torna-se facil a sua amostragem e posterior analise a partir do ar exalado da
respiragédo. De forma semelhante a3 metabolémica, a volatilomica (definida como o estudo
metaboldmico do ar exalado na respiragdo) tem sido desenvolvida em paralelo, com o ob-
jectivo de encontrar COVs relacionados com condigdes de saude, com particular incidéncia
na detecao do cancro do pulmao.

Mas qual a vantagem de utilizar o ar exalado da respiragdo para diagndstico? Adicio-
nalmente a facilidade de colheita, que é absolutamente nao invasiva conforme ja mencio-
nado, a grande vantagem é que fazendo a colheita do ar exalado durante um determinado
periodo de tempo € possivel obter uma amostragem de metabolitos de todo o organismo.
Ou seja, cada volume de ar exalado é extremamente rico em COVs derivados de diversas
partes do organismo (incluindo do sangue), devido a eficiente troca de compostos quimicos

entre os sistemas pulmonar e circulatorio, conforme mostra a FIGURA 4.

FIGURA 4. Representagao esquematica das origens dos COVs na respiragdo: 1. metabolitos celulares locais; 2. Compos-
tos exdgenos (por exemplo microbiota); 3. Os compostos com origem noutras partes do corpo sao transferidos, igual-
mente, para a fase gasosa nos alvéolos.

O volume total de sangue demora aproximadamente 1 minuto a circular pelo corpo hu-
mano. A cada minuto, portanto, os COVs provenientes de diversas fontes por todo o orga-
nismo atingem os alvéolos nos pulmdes, onde passam com eficiéncia do sangue para o ar
alveolar, sendo entdo exalados durante a expiragdo. Ao recolher e pré-concentrar conti-
nuamente o ar exalado da respiragdo durante alguns minutos (por exemplo 5-10 minutos),
pode-se ter acesso ao perfil de COVs, mesmo em baixa concentragao, com origem em todo
o corpo de forma néo invasiva, e quantificados com precisao.

Os metabolitos biomarcadores derivados de COVs sdo alterados nos estadios iniciais
da doenga, relativamente ao organismo com auséncia de doencga. Na doenga oncoldgica,
uma das alteracdes metabdlicas mais bem descritas é o Efeito de Warburg, quando as
células cancerosas tém taxas glicoliticas (velocidade de conversao de glucose em piruva-
to ou lactato numa célula) até 200 vezes acima daquela observada nas células normais,
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mesmo quando ha oxigénio suficiente disponivel. Esta é uma mudanca vital que ajuda a
impulsionar e manter o rapido crescimento de tumores. O Efeito de Warburg é um contri-
buidor-chave de metabolitos volateis caracteristicos de cancros e, concomitantemente,
afeta os perfis de COVs na respiragao.

A bidpsia respiratoria visa detetar e quantificar os COVs que podem ser considerados
como um “alerta precoce” e que estdo presentes em concentragdes extremamente bai-
xas. Isso é possivel porque, ao contrario do sangue, as amostras de respiragio podem ser
recolhidas em volumes quase ilimitados e (quase) sempre que necessario. Por apresentar
esta caracteristica, a utilizacdo do ar exalado na bidpsia respiratéria como fonte inesgota-
vel de informag&o bioldgica, além de servir para triagem ou diagndstico, permite também
que seja utilizada para avaliagao regular de pacientes na progressao da doenga, medir a
resposta ou detetar os primeiros sinais de resisténcia ao tratamento. E possivel imaginar
a colheita de amostras de respiracdo de forma semelhante a forma como os hospitais mo-
nitorizam a temperatura corporal.

Tais factos contrapdem com muitos testes atuais que sdo inadequados para o acompa-
nhamento frequente e de longo prazo de biomarcadores relacionados com a progressao
de doenca ou as respostas ao tratamento. Os procedimentos podem ser muito invasivos,
caros, requerem o uso de recursos limitados ou trazem riscos a saude do paciente que
aumentam com exposicoes repetidas a radiacio ionizante (como acontece por exemplo
com a tomografia — TAC). Por outro lado, no caso de bidpsias de tecido e sangue, a quan-
tidade de material disponivel para andlise também ¢é limitada. Isso significa que os testes
sdo usados com moderagdo, muitas vezes apenas em casos avangados para fornecer um
diagndstico confirmatario.

As analises do ar exalado requerem uma abordagem com muitos cuidados no procedi-
mento de amostragem e instrumentacdo adequada para anélise de COVs. Assim, para a
recolha do ar exalado, os pacientes sopram para uns sacos plasticos adequados (sacos
Tedlar), até este encher por completo. Esta técnica apesar de simples e facil de executar
tem limitagdes devido as interferéncias que pode introduzir na analise dos perfis de COVs,
pelo facto de os sacos conterem, eles proprios, COVs, mesmo tendo o cuidado de utilizar ar
filtrado. As contaminagGes existem sempre em qualquer método, mas podem ser mitiga-
das utilizando o método de treino para a identificagdo pretendida. Para tal, durante a fase
de andlise é de extrema importancia conhecer e compreender as contaminagdes para que
sejam descartadas.

0 volume de ar é depois analisado diretamente. No entanto, recentemente, foi desenvol-
vida uma técnica de recolha do ar exalado diretamente para tubos de dessorgao térmica
(tubos TD), que contém no seu interior polimeros que retém COVs ao mesmo tempo que
reduzem a adsorgdo de dgua da humidade do ar exalado. Esta abordagem revolucionou a
amostragem ao permitir a pré-concentragdo dos COVs provenientes de um grande volume
de ar em tubos cilindricos, que cabem na palma da méao e sdo completamente padroniza-
dos pela industria.

A andlise dos COVs no ar exalado da respiragao realiza-se recorrendo a métodos instru-
mentais de andlise quimica, que “mimetizam” o que os caes fazem com o olfato, conforme
ja mencionado anteriormente neste artigo. Assim, a analise dos COVs realiza-se, maiorita-
riamente, recorrendo a espectrometros de massa mais ou menos sofisticados, acoplados

ou ndo a cromatodgrafos gasosos, que permitem um superior grau de separagao dos meta-
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bolitos da mistura. A analise dos dados recolhidos é realizada recorrendo a pré-processa-
mento e subsequente filtragem dos dados, por forma a apenas os sinais mais relevantes
serem selecionados. Posteriormente, os resultados sdo processados através da utilizacao
de métodos estatisticos adequados, por exemplo analise de componentes principais (PCA,
do inglés principal componente analysis), floresta aleatdria (RF, do inglés random forest)
ou maquina de vetores de suporte (SVM, do inglés: support vector machine), que recorrem
ja a técnicas de inteligéncia artificial (IA), pois s6 assim se conseguirdo resultados fiaveis
e validados. As técnicas de IA permitem identificar e classificar perfis de COVs, tal como
0 nosso cérebro identifica e associa odores a uma determinada origem. Globalmente, o
protocolo de recolha, andlise e classificagdo da bidpsia respiratodria esta representado na
FIGURA 5.

FIGURA 5. Fluxo de trabalho na bidpsia respiratéria para classificagao de perfis de ar exalado da respiragéo para tria-
gem/diagndstico de doengas (por exemplo, cancro de pulmao).

Como ficou demonstrado, esta é uma area relativamente nova, a qual tem sofrido rapi-
dos e significativos avangos, apresentando resultados cada vez mais promissores e conso-
lidados. Embora este artigo tenha abordado apenas as doengas respiratdrias com énfase
no cancro do pulmao, existem ja exemplos de utilizagdo do ar exalado da respiragdo no
diagnéstico de outras doengas, como os cancros colorretal e da mama.

Tal facto levou a European Respiratory Society a criar um documento abrangente que
funciona como uma norma técnica com vista a implementagdo das técnicas de analise
do ar exalado da respiracdo de forma padronizada, abrangendo todo o processo, desde a
amostragem até ao reporte de resultados.

Até agora, muitos compostos foram identificados, embora a sua origem bioquimica seja
(ainda) desconhecida. Ensaios em pacientes com cancro demonstraram que as concen-
tracdes de compostos especificos aumentam, ao passo que diminuiram noutros, quando
comparados com individuos de controlo, considerados saudaveis. O interesse demonstra-
do nesta abordagem esta patente no numero crescente nao sé de publicagdes cientificas,
mas sobretudo de ensaios clinicos, conforme mencionado atras. No entanto, a (ainda) fal-
ta de padronizagao de certos procedimentos, como por exemplo, aqueles respeitantes a
amostragem, tem levado a falta de consenso entre os estudos realizados no que concerne
a correlacgdo qualitativa e quantitativa entre metabolitos e condicdo de saude de forma
inequivoca.

Uma coisa parece certa: a forma como o diagnéstico do cancro de pulmao (e outros) sera
feita num futuro préximo ird seguramente mudar, possibilitando salvar um grande ndimero
de vidas, ao permitir tratamentos com maior sucesso e ao baixar custos dos sistemas de

saude. E esse futuro estara ja ao virar da esquina...
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