RECENTES AVANÇOS NA DISPLASIA BRONCOPULMONAR
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Nesses 30 minutos vou abordar os recentes avanços na displasia broncopulmonar (DBP). Hoje vou falar mais de pesquisas para que tenhamos  mais idéia da natureza dessa patologia, mas não necessariamente  sobre o que deve ser feito na prática clínica.
Os objetivos da Palestra são:

-reconhecer a heterogeneidade na patologia da DBP e os diferentes endotipos de DBP

-determinar o papel dos biomarcadores na predicção da DBP e na identificação de novas estratégias terapêuticas
O QUE É DISPLASIA BRONCOPULMONAR

É uma definição operacional clínica. Geralmente  definida como  a administração de O2 as 36 semanas de idade pós-menstrual (IPM) e não especifica a fisiopatologia
Há uma variação na severidade da DBP
-leve, moderada e severa

Há uma variação na patologia da DBP

-“Clássica” DBP: lesão da via aérea, inflação e fibrose parenquimatosa

                                                   Versos 
-“Nova” DBP: inibição do desenvolvimento alveolar e microvascular

Os bebês com DBP existem ao longo de um contínuo, com variação de combinações clínicas e características patológicas. Mesmo aqueles sem DBP apresentam algumas dessas características.
Bronchopulmonary dysplasia. Jobe AH, Bancalari E.Am J Respir Crit Care Med. 2001 Jun;163(7):1723-9. doi: 10.1164/ajrccm.163.7.2011060.PMID: 11401896 No abstract available.
Temos aqui alguns desses fenótipos, o parenquimal. Paciente meu de 3 meses ex prematuro de 25 semanas, 700g, com infecção por Ureaplasma ao nascimento.
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                                                                                                 PARENQUIMAL
Aqui outro bebê aos 3 meses de idade, ex prematuro de  24 semanas de idade gestacional, 600g com hipertensão pulmonar supra-sistêmica (resistência vascular pulmonar de 800 mmHg e BNP > 3000)
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                                                                                                  VASCULAR
Vemos aqui  outro bebê de 3 meses ex-prematuro de 22 semanas, 400g com frequentes falhas de extubação e atelectasia do lado esquerdo. Na resconstrução da tomo, vemos que  há uma constrição dessa parte do brônquio
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                                                                                                    VIA AÉREA
Novamente outro bebês com 3 meses ex-prematuro de 22 semanas, 500g com frequente dessaturações e apneia, requerendo suporte ventilatório. Apresentava um controle anormal da respiração, dessaturações. 

Portanto, os bebês podem ter diferentes fenótipos, comprometimento do parênquima, hipertensão, fenótipo de vias aéreas e podemos ter bebes com controle anormal da respiração

 Há alguns estudos que foram feitos de testes de função pulmonar em bebês com DBP severa.  Esse é um estudo realizado por Shepherd EF et al (2018).  Eles usaram o dispositivo nSpire. O bebê estava intubado, sedado, realizado espirometria com compressão torácica rápida com volume elevado. Esse estudo foi feito na idade gestacional pós-menstrual de 52 semanas (45-62 semanas) . Ao exame IPTF (infant pulmonary function testing- teste de função pulmonar) o peso médio era  de 4,4Kg (3,7-6kg) e relataram que:

           -metade tinham fenótipo obstrutivo (74%  com resposta a broncodilatador, 
          - 40% fenótipo misto (63% com resposta a broncodilatador e
          -9% com fenótipo restritivo (25% com resposta ao broncodilatador). Assim vejam que o fenótipo também tem relação com a resposta ao tratamento.
Infant Pulmonary Function Testing and Phenotypes in Severe Bronchopulmonary Dysplasia. Shepherd EG, Clouse BJ, Hasenstab KA, Sitaram S, Malleske DT, Nelin LD, Jadcherla SR.Pediatrics. 2018 May;141(5):e20173350. doi: 10.1542/peds.2017-3350. Epub 2018 Apr 5.PMID: 29622720

As definições operacionais (“DBP’) não capturam a heterogeneidade fenotípica e genética da patogenesia de base. Eu sempre digo aos meus alunos que “ todos os pulmões são semelhantes, mas cada pulmão anormal é anormal do seu jeito”
Os endotipos (subtipos de doença com distinta fisiopatologia) têm variável magnitude de:

                            -anormalidade parenquimatosa

                            -anormalidade vascular

                           -anormalidade da via aérea

                           -anormalidade no controle da respiração (apneia, hipoxia intermitente).

E isso tem a ver com diferentes problemas em diversas áreas.

COMO PODEMOS REDUZIR A DISPLASIA BRONCOPULMONAR
Nessa Palestra  vou abordar intervenções alvo, uma possível medicina personalizada, utilizando dados clínicos e biomarcadores.

 QUE SÃO BIOMARCADORES?
São características que podem ser medidas e avaliadas como indicador de processos biológicos normais, processos patológico ou respostas farmacológicas a uma intervenção terapêutica. 
Os biomarcadoress podem ser quaisquer característica(s), achados radiológicos ou marcadores baseados em testes laboratórios. Como eu disse há vários endotipos e os marcadores são diferentes e também dependem do tecido que vamos analisar e dependem de onde vamos coletar os biomarcadores  e eles variam de acordo com a fonte (plasma, urina), natureza  (RNA mensageiro versos proteína), idade pós-natal, idade gestacional, tempo em relação aos eventos clínicos e endotipo.
Biomarkers and surrogate endpoints: preferred definitions and conceptual framework. Biomarkers Definitions Working Group..Clin Pharmacol Ther. 2001 Mar;69(3):89-95. doi: 10.1067/mcp.2001.113989.PMID: 11240971 Review. No abstract available
Futuras direções dos biomarcadores
-genômicos
-microbioma da via aérea
-microRNA
-função mitocondrial

-análise de dados de sinais cardiorrespiratórios

-mecânica a pulmonar


Esse é um estudo que publicamos a respeito dos biomarcadores na DBP. As variáveis clínicas são  evidentemente importantes, como peso ao nascer, idade gestacional raça, etnia, magnitude do suporte respiratório. Podemos analisar os aspirados traquéias, a mecânica dos pulmões,  imagens (RX, ressonância, ecocardiograma, tomografia), biomarcadores do sangue e urina.
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Biomarkers, Early Diagnosis, and Clinical Predictors of Bronchopulmonary Dysplasia. Lal CV, Ambalavanan N.Clin Perinatol. 2015 Dec;42(4):739-54. doi: 10.1016/j.clp.2015.08.004. Epub 2015 Oct 1.PMID: 26593076 Free PMC article. Review. Artigo Livre!
Genômica.

 Esse é um estudo que fizemos com a Rede de Pesquisa Neonatal com 751 bebês, 428 com DBP/MORTE). A análise com um conjunto de genes, basicamente  olhando aqui as vias para DBP grave/moderada vemos sobreposição dessas vias mostrando que as vias que contribuem para a doença moderada  e a grave são vias diferentes a nível genético e é claro que isso também vai mostrar  quem vai morrer ou sobreviver.
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Integrated genomic analyses in bronchopulmonary dysplasia.
Ambalavanan N, Cotten CM, Page GP, Carlo WA,  et al. J Pediatr. 2015 Mar;166(3):531-7.e13. doi: 10.1016/j.jpeds.2014.09.052. Epub 2014 Nov 6.PMID: 25449221 Free PMC article. Artigo Livre!
Microbioma da via aérea

A análise do microbioma da traqueal ao nascer prediz displasia broncopulmonar. Os bebês mesmo ao nascimento tem muito diversidade. Na traqueia  os micróbios  provavelmente são transferidos da placenta e vemos que o lactobacillus estava aumentados nos bebês resistente a DBP (bebes com menos de 28 semanas). Assim  analisando a quantidade de lactobacillus na traqueia podemos predizer se o bebê vai ou não apresentar DBP.
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Interessante que o gênero lactobacillus esteve diminuído ao nascimento nos bebês de mães com corioamnionite!
The Airway Microbiome at Birth. Lal CV, Travers C, Aghai ZH, Eipers P, Jilling T, Halloran B, Carlo WA, Keeley J, Rezonzew G, Kumar R, Morrow C, Bhandari V, Ambalavanan N.Sci Rep. 2016 Aug 4;6:31023. doi:10.1038/srep31023.PMID: 27488092 Free PMC article.Artigo Livre!
-microRNA
Analisamos também aspirados traquéias  em termos de microRNA ao nascimento. Foram estudado 180 pacientes, em duas coorte do Alabama e Philadelphia, sendo 30 incluídos (<= a 28 semanas com alto risco de DBP) com base critérios  de exclusão e cada paciente foi testado para 805  microRNAs exossomais. Foram 12 bebês da Philadelphia e 18 do Alabama As amostras foram colhidas ao nascimento ou  antes de 6 horas de vida, antes do uso do surfactante
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Exosomal microRNA predicts and protects against severe bronchopulmonary dysplasia in extremely premature infants. Lal CV, Olave N, Travers C, Rezonzew G, Dolma K, Simpson A et al.JCI Insight. 2018 Mar 8;3(5):e93994. doi: 10.1172/jci.insight.93994.PMID: 29515035 Free PMC article. Artigo Livre!
Do total de 802 microRNAs analisados ​​em cada paciente, 40 eram diferentes entre os grupos resistente a DBP e suscetível a DBP. Podemos ver a esquerda um heat map para 40 microRNA, nos controles versos bebês que tiveram DBP.  A valiação da área sob a curva ROC indicou que os baixos níveis do microRNA 8763p tiveram maior sensibilidade em predizer a DBP grave/morte (91,7) constituindo  o microRNA 8763p um forte potencial de biomarcador preditivo de DBP grave/morte!.
Assim,  utilizando o aspirado traqueal com esse perfil de microRNA podemos predizer a DBP grave/morte! 
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Previsão precoce de assinatura de microRNA exossomal das vias aéreas para DBP.

Cada amostra de aspirado traqueal coletada no nascimento de bebês extremo baixo peso foi analisada para 802 microRNAs exossomais. ( A ) Coorte de descoberta: Do total de 802 minas exossomais analisados em cada paciente, 40 microRNAs eram diferentes entre os grupos resistente a DBP e suscetível a DBP (a significância para um microRNA foi definida como mudança de dobra > 1,5 e P < 0,05 por t teste). ( B ) Coorte de validação: Dos 32 microRNAs validados, 6 microRNAs tiveram maior significância estatística para prever bebês resistentes a DBP (variação de dobra > 1,5 e P < 0,05 pelo teste t ). ( C) Avaliação da área sob a curva ROC indicando que níveis baixos de micro 876-3p tiveram a maior sensibilidade em predizer DBP grave (91,7%).
-Função mitocondrial
Posteriormente descobrimos que esse gene é regulado pelo estresse oxidativo e bactérias.  Modificando isso aqui no pulmão do camundongo você pode prevenir  a DBP nos camundongos

As células endoteliais da veia umbilical  (HUVEC) foram isoladas ao nascimento de bebês muito prematuros (69 HUVEC de bebês <32 semanas de idade gestacional). Lavamos com soro e diluímos em tripsina para isolar as células endoteliais, sendo colocadas  em cultura nas placas e após estudo bioenergético,  observamos que havia diferenças importantes  na questão celular mesmo  ao nascer. Então, essas células conseguiram prever se os bebês iriam ou não desenvolver DBP. Observamos lesão importante no DNA mitocondrial nos bebes que desenvolvem DBP. 

Portanto, a função mitocondrial é deficiente nas células endoteliais da veia umbilical isoladas ao nascimento  nos bebês que vão desenvolver DBP/morte.
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Danos no DNA mitocondrial (mtDNA). O dano relativo do mtDNA da célula endotelial da veia umbilical humana após a exposição à hiperóxia é normalizado para o número de cópias mitocondriais e representado como lesões por tamanho de fragmento de DNA de 10 kb. As barras representam meios; as barras de erro representam SEM. O teste t de Student foi usado para comparar os grupos. * P  < 0,05. BDP = displasia broncopulmonar.
Observamos que a taxa máxima de consumo de oxigênio,  é o melhor preditor de DBP/morte do que a idade gestacional e o peso ao nascer, com Área sob a Cura ROC de 0,89.
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Vascular Endothelial Mitochondrial Function Predicts Death or Pulmonary Outcomes in Preterm Infants. Kandasamy J, Olave N, Ballinger SW, Ambalavanan N.Am J Respir Crit Care Med. 2017 Oct 15;196(8):1040-1049. doi: 10.1164/rccm.201702-0353OC.PMID: 28485984 Free PMC article. Artigo Livre!
- Análise de dados de sinais cardiorrespiratórios
Agora vejamos os marcadores clínicos a partir do estudo Clinical Outcomes in the Pré-Vent Sudy.
Sabemos que os prematuros apresentam um controle imaturo da respiração que leva a hipoxia intermitente, apneia, bradicardia e respiração periódica. No entanto não está claro se essas anormalidades no controle da respiração contribuem para o resultado respiratório agudo e crônico. 
O objetivo desse estudo foi determinar se dados fisiológicos podem predizer resultados respiratórios desfavoráveis.

Portanto, o resultado primário para a Disfunção Respiratória com 40 semanas de idade gestacional pós-menstrual

-FAVORÁVEL:
     -Paciente com 40 semanas de idade gestacional pós-menstrual e não em oxigênio ou outra suporte respiratório ou  em medicações respiratórias, tanto inaladas, respiratórias ou intravenosas ou
      -Alta com 40 semanas de idade pós-menstrual sem necessidade de oxigênio ou outro suporte respiratório

DESFAVORÁVEL
   -morte com 40 semanas 
   -paciente em uso de O2, suporte respiratório com 40 semanas de idade gestacional pós-menstrual ou

 -alta antes de 40 semanas com medicações /O2/suporte respiratório
Métodos

Avaliamos os dados em 4 momentos específicos de tempo :7,14.dias e 32 semanas de idade pós-menstrual
Desenvolvemos modelos preditivos (regressão) para o resultado para  os 4 momentos específicos de tempo ,usando dados fisiológicos (Freqüência cardíaca, freqüência respiratória, SatO2)

Controle das variáveis respiratórias
-apneia (>20 segundo)

-respiração periódica (5 seg)

-hipoxemia intermitente (<90%)

-bradicardia(<80 bpm por 5 segundos)

Calculamos para cada uma dessas  características  a freqüência (episódios por dia),  duração média de cada episódio e o resultados cumulativos com o cumulativo por dia desses eventos .Assim tínhamos 12 variáveis (4 características e  cada uma delas 3 subcaracteristicas
Como era de se esperar os bebês com desfechos favoráveis eram os maiores (989 gramas).
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Olhando a habilidade preditiva dos modelos fisiológicos, a acurácia (a precisão) aumenta ao longo do tempo e a capacidade de prever desfecho desfavorável  usando só dados fisiológicos, não incluindo dados clínicos, aumenta assim que aumenta a idade gestacional

A variável que mais   contribuiu para o modelo foi a  hipoxemia intermitente (Sat <90| e duração por episódio (a linha laranja é a mais desfavorável e a azul, a menos desfavorável)
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-Mecânica pulmonar
Mecânica Pulmonar, controle da respiraçao e 
resultados pulmonares em prematuros
Colm Travers mediu a mecânica pulmonar usando um dispositivo chamado Tremoflo N-100 “Neo” Airwave que é um dispositivo de oscilometria que mede a reatividade e resistância através do sistema respiratório durante  a respiração espontânea sem sedação.
É colocada uma máscara  sobre a boca e o nariz. Cada medida dura 8 segundos e são repetidas ate 3 vezes para termos  resultados reprodutíveis.
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Os testes de função pulmonar infantil são demorados e caros, muitas vezes exigindo expiração forçada, interrupção do fluxo e sedação, limitando assim o uso na prática clínica. Há uma necessidade crítica de métodos não invasivos de medição da mecânica pulmonar para avaliar a gravidade da doença e a resposta aos tratamentos para melhorar as trajetórias de saúde pulmonar. A oscilometria não invasiva mede a mecânica pulmonar, incluindo resistência (R) e reatância (X), pela sobreposição de uma onda aérea multifrequencial durante a respiração espontânea sem sedação. Relatamos que esta técnica diferencia a mecânica pulmonar entre recém-nascidos a termo com e sem doença pulmonar . O objetivo deste estudo foi testar a hipótese de que prematuros respirando ar sem suporte têm maior resistência e menor reatância (sugerindo redução da complacência) nos primeiros três dias após o nascimento em comparação com recém-nascidos a termo saudáveis ​​e que essas diferenças persistem até a alta.
Esse é um estudo publicado recentemente que mostra maior RESISTÊNCIA é e menor  REATÂNCIA  nos prematuros  do que nos RN a termo.  
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Noninvasive Oscillometry to Measure Pulmonary Mechanics in Preterm Infants. Travers CP, Klinger AP, Aban I, Hoover W, Carlo WA, Ambalavanan N.Am J Respir Crit Care Med. 2021 Aug 15;204(4):485-488. doi: 10.1164/rccm.202101-0226LE.PMID: 34019467 Free PMC article. Clinical Trial. No abstract available.
Diurético e cafeína
Diurético
Será que o diurético ajuda na oxigenação, na redução da bradicardia, da apneia? Avaliamos 5 dias antes e 5 dias depois do furosemide (LasixR). A linha vermelha do meio é quando demos o LasixR. Olhando a quantidade de dessaturação, observamos que com o LasixR há uma diminuição da quantidade de dessaturação, diminuição de bradicardia .
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Cafeína
Temos usado a cafeína nesses bebês. Duas semanas antes e duas semanas depois: o que acontece quando paramos a cafeína? A cafeína tem uma meia vida longa.

A linha vermelha é quando paramos a cafeína. Geralmente usamos a cafeína até 34-36 semanas e paramos quando não mais apresentam apneia. 
Vejam que  quando paramos a cafeína há um aumento importante na dessaturação que se torna depois constante.
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São dados interessantes que mostram o que ocorre quando você modifica o tratamento. Alguns desses biomarcadores, como os fisiológicos  põem auxiliar a avaliar o tratamento  e como responde  o processo da doença. Como já mencionei podemos dar  alguma luz em relação a patogenia, como podemos integrar os biomarcadores: por exemplo a corioamnionite, rotura prematura de membranas, o parto prolongado nos prematuros, mas esse pulmão imaturo é exposto a hiperoxia, a lesão associado ao ventilador e esses efeitos podem levar  LESÃO PULMONAR, ALTERAÇÇOES NAS MITOCONDRIAS, liberar exossomas e alterar o microRNA.
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CONCLUSÃO

Para concluir, vários biomarcadores (genômicos, transcriptômicos, proteômicos, microbiômicos, metabolômicos, função mitocondrial, mecânica pulmonar) podem se usado para predizer DBP, desfecho respiratório ruim logo após o nascimento. Os biomarcadores podem também ser usados para observar a resposta a terapias e o tratamento “personalizado”
NOTA DO EDITOR DA PÁGINA  NEONATAL WWW.PAULOMARGOTTO.COM.BBR, DR. PAULO R. MARgOttO. CONSULTEM TAMBÉM! AQUI E agora! Online dempre!
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Drs. Marta DR de Moura, Leila, Rita Silveira, Carlos Zaconeta e Paulo R. Margotto

Que são exossomos?
Exosomal microRNA predicts and protects against severe bronchopulmonary dysplasia in extremely premature infants. Lal CV, Olave N, Travers C, Rezonzew G, Dolma K, Simpson A et al.JCI Insight. 2018 Mar 8;3(5):e93994. doi: 10.1172/jci.insight.93994.PMID: 29515035 Free PMC article. Artigo Livre!
Os exossomos são vesículas fosfolipídicas ligadas à membrana (30-150 nm de diâmetro) ativamente secretadas por uma variedade de células vivas . Exossomos foram identificados em grandes quantidades em uma variedade de fluidos corporais, incluindo sangue, urina, líquido de lavagem broncoalveolar, líquido ascítico e líquido cefalorraquidiano. 
Como uma fonte abundante e estável de biomarcadores circulantes, os exossomos carregam e protegem diversas informações moleculares da degradação e podem ser analisados ​​a partir de amostras biológicas armazenadas e congeladas. Essas vesículas são liberadas por uma variedade de células imunes e não imunes. Múltiplos tipos de células liberam níveis aumentados de exossomos, sugerindo que essas vesículas podem servir como uma via específica de comunicação célula a célula, promovendo um fenótipo particular.
Um dos objetivos do estudo de Lal e t al, aqui apresentad,o  foi descrever as características exumais observadas na displasia broncopulmonar. Os exossomos estão envolvidos na comunicação célula a célula, transportando várias moléculas, incluindo microRNAs de células doadoras para células receptoras.

microRNAs têm sido estudados em várias doenças devido à sua utilidade no diagnóstico de doenças e capacidade de prever a probabilidade de ocorrência da doença. Além do potencial biomarcador, os microRNAs exossomais podem contribuir significativamente para a patogênese, modulando as vias biológicas nas células receptoras. Bicamadas lipídicas exossomais empacotam os microRNAs exossomais dentro e os protegem da degradação enzimática, resultando em uma duração longa e estável de expressão adequada para um biomarcador. 
Estudos recentes mostraram que os microRNAs têm papéis centrais em múltiplos aspectos da inflamação pulmonar e patogênese da doença. 
Assim, a hipótese desses de que a assinatura de microRNA exossomal das vias aéreas no nascimento poderia prever o desenvolvimento futuro de DBP grave mostrou-se factível com a maior sensibilidade em predizer a DBP  COM BAIXOS NÍVEIS DO microRNA 876-3p.  
Interessante  que em modelos de hiperóxia, o microRNA 876-3p diminuiu significativamente,  assim como quando esses modelos foram expostos à infecção. 
Esses achados fornecem uma base fundamental para estratégias no desenvolvimento terapêutico para DBP, utilizando a superexpressão microRNA 876-3p direcionada, por transplantes exossomais saudáveis ​​ou utilizando probióticos ou antibióticos respiratórios.
Caracterização do fenótipo da doença em bebês muito prematuros com displasia broncopulmonar grave
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Os autores ajudam a definir a frequência de três componentes críticos da doença na DBP (doença pulmonar parenquimatosa, hipertensão pulmonar e doença das grandes vias aéreas para entender o potencial de interações de três componentes clínicos predominantes da DBP (quase três quartos das crianças foram diagnosticadas com pelo menos dois ou mais componentes da doença). 
A presença de todos os três componentes da doença foi o fenótipo mais comum observado em 32% dos bebês com DBP grave. A hipertensão pulmonar foi o principal preditor de mortalidade. 
Os resultados desse estudo destacam a importância potencial da fenotipagem da DBP para prever resultados e monitorar a resposta às terapias
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Fenotipagem da Doença de Lactentes com Displasia Broncopulmonar Grave

Disease Phenotyping of Infants with Severe Bronchopulmonary Dysplasia.
Mandell E, Hysinger EB, McGrath-Morrow SA.Am J Respir Crit Care Med. 2020 Jun 1;201(11):1327-1329. doi: 10.1164/rccm.202002-0305ED.PMID: 32176520 Free PMC article. No abstract available.
Estratificando bebês com DBP grave em subgrupos com base em seu fenótipo de doença predominante é provavelmente o próximo passo na melhoria do atendimento para os bebês gravemente afetados com DBP
A fenotipagem fisiológica de bebês com DBP pode discernir as contribuições relativas do pulmão,  vias aéreas e vasculatura para ajudar a informar melhor a prevenção, o tratamento e o resultado do prognóstico alongo prazo
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