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RESUMO

Introducdo: A Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) caracteriza-se por
obstrucdo do fluxo aéreo e uma inflamacéo crénica, demonstrando manifestacbes
sistémicas que repercutem com a diminuicdo da capacidade de exercicio e piora da
qualidade de vida. As altera¢cdes do metabolismo celular e molecular, assim como as
respostas de defesa e reparo celular estdo associadas a génese da DPOC e pioram
com o exercicio. Objetivo: O objetivo foi avaliar nos pacientes com DPOC e
controles o estresse oxidativo e o dano de DNA pré e pos-aplicacdo do teste de
ergoespirometria e correlacionando-os com o pico do VO,. Métodos: Estudo antes e
depois, controlado com analise de individuos com DPOC (n=27) e controles sem
DPOC (n=15), de ambos os sexos, com idade média de 62 anos, que realizaram o
teste de ergoespirometria e coletaram amostras de sangue antes e depois. Foram
analisados o estresse oxidativo pela lipoperoxidacéo lipidica e sistema Glutationa; e
0 dano de DNA pelo Teste Cometa. Resultados: No estresse oxidativo (GSH, GSSG,
GSSG/GSH, Lipoperoxidacédo) e no dano de DNA (células com dano) pré e péds, o
exercicio maximo em individuos com DPOC e controles saudaveis foram: [GSH
(DPOC: 1413 + 927 vs. 1213 £ 575; p=0,469); (Controle: 2271 + 951 vs. 2050 + 871,
p=0,120)]; [GSSG (DPOC: 393 + 135 vs. 530 £ 223; p=0,001); (Controle: 448,72 +
131 vs. 444,16 + 103; p=0,897)]; [GSSG/GSH (DPOC: 0,39 + 0,27 vs. 0,55 + 0,45;
p=0,005); (Controle: 0,24 + 0,17 vs. 0,27 £ 0,17; p=0,156)]; [Lipoperoxidagao (DPOC:
1,34 £ 0,23 vs. 1.41 = 0,29; p=0,155); (Controle: 1,38 + 0,18 vs. 1,43 + 0,32;
p=0,431)]; [células com dano (DPOC: 23 + 50,3 vs. 29 * 56,6; p=0,005); (Controle:
7,33 £ 5 vs. 16,2 * 4; p=0,035)]. Quando comparados os DPOC com controles, foi
possivel observar resultado significativo entre GSSG (p=0,01) e dano de DNA
(p=0,035). Conclusédo: O estresse oxidativo e o dano de DNA modificam-se de
forma significativa depois do exercicio maximo em pacientes com DPOC, porém, nos
controles, a diferenca foi significativa apenas com o dano de DNA. Houve correlagéao
significativa entre o pico do VO, com o0 estresse oxidativo e o dano de DNA,
demonstrando que quanto menor a capacidade aerobica maior o estresse oxidativo
e 0 dano de DNA em pacientes com DPOC.

Palavras-chave: DNA. DPOC. Estresse oxidativo. Exercicio.



ABSTRACT

Introduction: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is characterized by
airflow obstruction and chronic inflammation with systemic repercussions as
decreased exercising capacity and worse quality of life. Cellular and molecular
alterations, as well as cell defense and repair mechanisms, are related to the genesis
of COPD and worsen with exercise. Aim: The aim was to evaluate oxidative stress
and DNA damage before and after ergospirometry in patients with COPD and control
subjects correlating it with peak VO,. Methods: A semi-experimental study with
control group analyzing patients with COPD (n=27) and controls without COPD
(n=15) of both genders, with mean age of 62 years that performed ergospirometry
test and collected blood samples before and after the test. Oxidative stress was
analyzed using the lipid peroxidation and the Glutathione system; DNA damage by
the Comet Assay. Results: During oxidative stress (GSH, GSSG, GSSG/GSH, and
lipid peroxidation) and (damaged cells) before and after maximal stress test were:
[GSH (DPOC: 1413 + 927 vs. 1213 £ 575; p=0.469); (Controls: 2271 + 951vs. 2050 +
871; p=0.120)]; [GSSG (DPOC: 393 *= 135 vs. 530 £ 223; p=0.001); (Controls:
448.72 £ 131 vs. 444.16 + 103; p=0.897)]; [GSSG/GSH (DPOC: 0.39 + 0.27 vs. 0.55
+ 0.45; p=0.005); (Controls: 0.24 + 0.17 vs. 0.27 £ 0.17; p=0.156)]; [Lipid peroxidation
(DPOC: 1.34 £ 0.23 vs. 1.41 * 0.29; p=0.155); (Controls: 1.38 + 0.18 vs. 1.43 £ 0.32;
p=0.431)]; [damaged cells (DPOC: 23+ 50.3 vs. 29+ 56.6; p=0.005); (Controls: 7.33 +
5 vs. 16.2 + 4; p=0.035)]. When compared COPD to controls it was possible to
observe a significant result between GSSG (p = 0.01) and DNA damage (p = 0.035).
Conclusion: Oxidative stress and DNA damage changed significantly after maximal
exercise in patients with COPD; however, in controls the difference was significant
only with DNA damage. There was significant correlation between VO, peak and
oxidative stress and DNA damage demonstrating that the lower the aerobic capacity,
the higher the oxidative stress and DNA damage in COPD patients.

Keywords: DNA. COPD. Oxidative Stress. Exercise.
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1. INTRODUCAO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) é uma doenca prevenivel e
tratavel, caracterizada pela limitacdo ao fluxo aéreo, que é persistente e usualmente
progressiva, associada a uma inflamacao crénica dos pulmdes por particulas
nocivas e gases (1). ADPOC tem como principal causa o tabagismo, porém, do total
de fumantes, cerca de 25% desenvolvem a DPOC (2). Os principais sintomas séao a
dispneia, tosse, presenca de secrecdo nas vias aéreas com expectoracdo cronica e
limitacéo ao exercicio (1,3).

No Brasil, 15,8% da populacdo acima de 40 anos € portadora da DPOC. A
menor incidéncia na América Latina foi encontrada na cidade do México, com 7,8%,
e a maior foi em Montevidéu, com 19,7% (4).

Diversas alteracdes fisiopatologicas ocorrem nesta doenca. Entre tais
alteracdes, pode-se citar: resisténcia aumentada das vias aéreas, ventilacao
ineficiente, anormalidade das trocas gasosas, desvantagem mecéanica dos musculos
respiratorios e reducao significativa da forca muscular, diminuicdo no namero de
mitocondrias, de enzimas oxidativas e de fibras tipo I. Além disso, ocorre reducéo da
capilaridade, aumento da hipoxemia, aumento da hipercapnia, disturbios
eletroliticos, alteracdes inflamatdrias, miopatia, desnutricdo e aumento no estresse
oxidativo, que tendem a se agravar com a progressao da doenca, gerando limitacdes
importantes nas Atividades da Vida Diaria (AVD) e na qualidade de vida (5, 6). As
realizacbes de tarefas simples podem estar prejudicadas devido a limitacdo
ventilatéria e a disfungdo muscular. A limitagdo ventilatoria é avaliada pela
espirometria, imprescindivel para diagnosticar e classificar a doenca; a disfuncéo
muscular pode ser avaliada através de testes maximos e submaximos de exercicio,
respeitando-se a especificidade de cada teste (7, 8, 9, 10).

Assim, o teste de caminhada de seis minutos (TC6) pode ser utilizado para
avaliar a capacidade submaxima do exercicio. O teste de ergoespirometria, por sua
vez, é utilizado para avaliar o exercicio maximo (11, 12, 13).

Os individuos com DPOC expostos ao exercicio reagem de forma diferente,

guando comparados aos individuos normais, o que pode ser observado pelas
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variaveis fisioldgicas do exercicio ou por alteracbes metabdlicas e celulares, que
podem ser avaliadas pelo estresse oxidativo e pelo dano de DNA (14, 15).

O estresse oxidativo e a inflamacao, induzidos pela exposicdo a fumaca do
cigarro, particulas e gases nocivos, assim como 0 exercicio intenso, geram o dano
de DNA nas células, que tendem a ser reparadas em até 24 horas. Existem
mecanismos de reparo para 0os danos causados nas células, que sao defesas do
organismo, entretanto alguns individuos reagem de forma diferente, justificando que,
algumas pessoas podem, ou nao, desenvolver a doenca (16).

A associacdo entre o habito tabagico e o dano de DNA nas mulheres é
significativa, j& a idade ndo possui correlacdo expressiva. Assim, 0s pacientes com
DPOC apresentam dano de DNA relacionado a doenca. Ressalta-se que o habito de
fumar ira potencializar esse efeito (16,17,18).

Para Mercken et al. (2005) (19), o exercicio pode induzir o estresse
oxidativo, o qual pode aumentar com maior intensidade e duracdo. O sistema de
defesa antioxidante deve estar em equilibrio com o sistema oxidante. Caso ele nao
esteja, as espécies reativas de oxigénio (EROS) podem gerar dano de DNA. Sobre
esses mecanismos ainda restam ddvidas quanto ao comportamento do estresse
oxidativo entre as doencas e os diferentes tipos de exercicio, em especial aqueles
aplicados aos individuos com DPOC.

Na génese da DPOC, o dano de DNA e o estresse oxidativo possuem
devida importancia e devem ser conhecidos, a fim de ser tracado o plano de
tratamento, principalmente o relacionado aos exercicios. A adequacdo das
intensidades e dos tipos de exercicios deve ser de forma individualizada, para ndo
induzir o estresse a ponto de gerar dano de DNA. Assim, a presente investigacao
abordou, em individuos com DPOC e controles saudaveis, o exercicio maximo, que
possui com maior consumo de O, a liberacdo de espécies reativas de oxigénio.
Espera-se que melhor condicionamento e consumo de oxigénio possa resultar em

menor estresse oxidativo e dano no DNA.



14

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

2.1.1 Conceito

A DPOC é uma enfermidade respiratéria prevenivel e tratavel. Ela
caracteriza-se pela presenca de obstrucdo crénica do fluxo aéreo, que ndo é
totalmente reversivel, tanto espontaneamente como por meio de medicamentos, por
se tratar de uma doenca com modificagcdes estruturais presentes nos pulmades, tanto
nas vias aéreas quanto no parénquima. Essa limitacao ao fluxo aéreo € causada por
uma combinacdo de doenca das vias aéreas (Bronquite) e a destruicdo do
parénquima (Enfisema), sendo que a contribuicdo relativa de cada componente varia
de pessoa para pessoa (1,20, 21).

Para o Il Consenso Brasileiro sobre DPOC (2004) (22), essa obstrucdo do
fluxo aéreo é geralmente progressiva e esta associada a uma resposta inflamatoria
anormal dos pulmbes a inalacdo de particulas ou gases toxicos, causada
primariamente pelo tabagismo, conceito este que se mantém atualmente. Embora a
doenca comprometa os pulmdes, ela também produz consequéncias sistémicas
significativas. Assim, a DPOC deve ser considerada uma doenca pulmonar, que
apresenta comorbidades significativas que devem ser levadas em conta, tornando
necessaria uma avaliacdo abrangente para determinar a gravidade e,
consequentemente, direcionar para um tratamento adequado (1).

A DPOC tem uma histéria variavel e nem todos os individuos seguem o
mesmo curso. Uma das caracteristicas mais marcantes da historia natural da doenca
€ a ocorréncia de periodos de exacerbacédo, caracterizados pela piora aguda dos
sintomas de dispneia, tosse e/ou expectoracdo, acima das variagdes normais do dia
a dia, normalmente acompanhadas de piora da funcdo pulmonar. Além disso, €&
geralmente uma doenca que se agrava com o passar do tempo, principalmente se

permanecer a exposi¢cao do paciente a agentes nocivos (1).



15

2.1.2 Epidemiologia

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Ressalta-se que, em paises de baixa
e média renda, neste inicio do século XXI, é a sexta causa principal de morte e
incapacidade, sendo que muitas das pessoas que sofrem com essa doenga morrem
prematuras devido a ela ou as suas complicacdes (23). Conforme Celli e MacNee
(24), na década de 1990, a DPOC ocupava o 12° lugar como causa de incapacidade
em relacdo a idade. A estimativa é que, em 2020, ela podera ocupar o 5°lugar em
relacdo as causas de incapacidade e o 3° lugar como causa de morte no mundo.
Estima-se que a DPOC ¢é a 112 causa de doenca no mundo e acredita-se que, em
2030, passara para 72 causa (25).

A América Latina € uma regido que esta passando, de forma rapida, por uma
transicdo demografica e epidemiologica, gerando o aumento de doencas cronicas
como resultado do envelhecimento de sua populacdo.O cenério da América Latina é
também motivo de preocupacdo, dada a altas taxas de consumo de tabaco, o
principal fator de risco para a DPOC no mundo. Esse dado é importante, pois a
prevaléncia da DPOC é significativamente maior em fumantes e ex-fumantes do que
em nado fumantes, naqueles com mais de 40 anos e em homens, segundo estudos
realizados em 28 paises entre 1990 e 2004 (26).

No Projeto Latino-Americano de Investigagdo de Doenga Pulmonar Obstrutiva
(PLATINO) foram examinadas cinco cidades de cinco paises, Cidade do México
(México), Santiago (Chile), Montevidéu (Uruguai), Caracas (Venezuela) e Sado Paulo
(Brasil), quanto a prevaléncia da limitacdo do fluxo de ar pés-broncodilatador
(DPOC) entre pessoas acima de 40 anos de idade. A prevaléncia da DPOC variou
de 5,6% nas mulheres da Cidade do México para 27,2% nos homens da cidade de
Montevidéu. No Brasil, estimou-se aproximadamente 15,8% de portadores de
DPOC, e a prevaléncia da DPOC combinada entre os cinco paises foram de 14,3%
sendo 18,9% em homens e 11,3% em mulheres (27).

Segundo dados do DATASUS, a morbidade da DPOC no Brasil, avaliada em
hospitais no ano de 2008, somou 9110 casos (28) e, em 2011, chegou a 10686,

correspondendo a um aumento de 17%, nos numeros de internacdes no periodo de
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3 anos (29). No entanto, o indice de mortalidade no Brasil por enfisema pulmonar
(Categoria CID-10 J43) reduziu 28%, de 5660 6bitos em 1996 (30) para 4069 Obitos
em 2009 (31) e 4419, em 2010. Houve um decréscimo de 48% no numero de Obitos
por bronquite cronica (Categoria CID-10 J42), passando de 763 casos em 1996 (32)
para 391 em 2009 e 419 em 2010 (33).

As estimativas atuais da prevaléncia de DPOC no mundo ficam dependentes
de falhas de diagndsticos da doencga, porém, se acredita que aproximadamente 210
milhdes de pessoas sejam acometidas pela doenca. A doenca afeta a vida produtiva
de trabalhadores, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), havendo uma
perda anual de 27.700 anos de produtividade (25).

2.1.3 Diagnostico e classificagdo da Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica

Conforme o conceito da doenca, relacionado as alteracdes pulmonares, para
ser efetivo no diagndstico, é importante a analise da funcdo pulmonar, a qual servira
também para classificar a gravidade. O Radiograma de Torax (RX) e a Tomografia
Computadorizada (TC) ndo sdo usualmente empregados no diagndstico da DPOC,
porém podem ser incluidos como alternativa diagndstica e verificagdo de possiveis
comorbidades associadas a doenca. Assim, a histéria da doenca e o exame fisico
representam parte integrante de um diagnostico bem realizado.

A DPOC é uma doenca sistémica que acaba por dificultar o diagnéstico e
subestimar o nimero de individuos que a possuem. Considerar a gravidade da
DPOC é importante para o estabelecimento do progndstico dos pacientes (1, 34). No
entanto, a doenca € classificada em quatro estagios de gravidade espirométrica
(Tabela 1), Estagio 1: DPOC Leve; Estagio 2: DPOC Moderada; Estagio 3: DPOC
grave; Estagio 4. DPOC Muito Grave, com base nos valores previstos do VEF;,
mensurados na espirometria (34). A quinta categoria - "Estadio” (GOLD) 0: Em
Risco", - que apareceu no relatorio de 2001 ja ndo esta incluida como um grau
funcional da DPOC, pois ndo ha evidéncia de que individuos que estdo dentro da
definicdo de "Risco" (tosse cronica e producdo de expectoracao, espirometria
normal) necessariamente progridam para estadio | (GOLD 1), DPOC Leve (1).

Segundo o grupo de estudo GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive

Lung Disease) (2011), a DPOC é definida, do ponto de vista de funcdo pulmonar, na
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relacdo VEF/CVF < 70%. Além da diminuicdo da VEF; e da relagdo VEF:/CVF,
outras alteragdes comumente encontradas sdo o aumento do volume residual e da
capacidade residual funcional, aumento da capacidade pulmonar total e reducdo da

capacidade vital.

Tabela 1: Classificacdo espirométrica da DPOC
Gravidade baseada no VEF; pés-broncodilatador

Estagio da DPOC Funcao Pulmonar

Estagio 1: DPOC Leve VEF,/CVF <70%, mas

VEF; >80% previsto

Estagio 2: DPOC Moderada 50%<VEF;<80% previsto
Estagio 3: DPOC Grave 30% <VEF; <50% previsto
Estagio 4: DPOC Muito Grave VEF; < 30% previsto ou

VEF,< 50% previsto associado a

insuficiéncia respiratdria cronica

VEF; — Volume expiratério forcado no primeiro segundo; CVF — Capacidade Vital Forcada.
Fonte: GOLD, 2011 (1)

2.1.4 Patogénese e fisiopatologia da Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica

A DPOC é caracterizada pela inflamagdo cronica das vias aéreas, com
excesso de produtos oxidativos, que causa mudancas estruturais e estreitamento
das pequenas vias aéreas. Destruicbes do parénquima pulmonar, derivadas dos
processos inflamatorios, levam a perda de anexos alveolares das pequenas vias
aéreas e diminuem o recolhimento elastico pulmonar, que, por sua vez, causam
alteracbes que diminuem a capacidade das vias aéreas permanecerem abertas
durante a expiracao, caracterizando o sinal de queda do VEF; (1, 35) (Figura 1).

As alteracgdes inflamatorias nos pulmdes acarretam hipersecrecao, disfuncéo
muco ciliar e a hiperinsuflacdo pulmonar, reducao das trocas gasosas, hipertenséo
pulmonar e, no coragdo, o cor pulmonale. Todas as alteragcbes, com o curso da
doenca, ficam evidentes durante o exercicio fisico e, posteriormente, com 0 repouso
(36). A doenca também gera manifestacdes sistémicas com alteracdo da capacidade

fisica e perda da massa muscular progressiva (37, 38, 39) (Figura 2, Figura 3).
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Mecanismo Desencadeador da Limitagie do Fluxo Aéreo

INFLAMACAO

/\

Pequena alteraciio das vias aéreas Destruiréio do Parénguima
Inflamaciio das vias aéreas Perdas das Conexdes Alveolares
Remodelamento das Vias Aéreas Diminuigéio da Contragéo Elastica

N/

LIMITACAO DO FLUXO AEREQ

Figura 1 - Mecanismo desencadeador da limitagcao do fluxo aéreo
Fonte: GOLD, 2011 (1)

Exercicio | J _Inflamagéo |
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\ Estresse oxidativo |

: '
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abolia excitacac-conracdo muscular
Protedlise ' | - ,
muscular Peroxidagao 2%}?;':&9:&5: SERnes
Lipidica — .

Perda de musculo esquelético

Figura 2 - O efeito do estresse oxidativo na perda do masculo esquelético na DPOC.
Fonte: Boots AW,Haenen GRMM,Bast A,Oxidant metabolism in Chronic Obstructive Pulmonary
Disease. Eur Respir J 2003; 22: Suppl. 46, 14s-27s (39).

A limitacdo da capacidade fisica cria um circulo vicioso que compromete a
execucao das Atividades da Vida Diaria (AVD), interferindo, consequentemente, na
qualidade de vida (figura 4) (5, 40).
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Figura 3 - Fisiopatologia das manifesta¢c@es sistémicas e locais da Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica
Fonte: Dourado et al., 2006 (38).

Ciclo vicioso da progressao da DPOC
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Cooper €. AmJ Med 118:52]-31

Figura 4 — Ciclo vicioso da DPOC e progresséo da doenca (modificado)
Fonte: Cooper CB. The connection between Chronic Obstructive Pulmonary Disease symptoms and
hyperinflation and its impact on exercise and function. Am J Med. 2006;119 (10 Suppl 1):21-31 (41).
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Os mediadores envolvidos no processo de controle da inflamacéo séo as
citocinas, fatores quimiotaticos e oxidantes, tendo como mediadores o fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), Leucotrienos B4 (LTB4) e Interleucina-B (IL-8). Esses
sao caracteristicos da DPOC e podem ser diferentes em outras doencas, como por
exemplo, a asma (42,43).

A principal causa da DPOC esta associada ao habito de fumar. A fumaca de
cigarro estimula a via aérea a produzir macréfagos, neutréfilos e mondcitos
alveolares, que captam as particulas de fumo e liberam substancias quimiotaticas,
estimulando o processo inflamatério e a sua perpetuacdo (44, 45,46). Todo esse
processo gera estresse oxidativo e/ou reducdo da capacidade antioxidante em
pacientes tabagistas com DPOC (47). Assim, ocorre inibicdo dos mecanismos
protetores pulmonares, com a alfa 1-antitripsina, que € um inibidor da elastase
pulmonar e a antileucoprotease, que € inibidora do muco brénquico de baixo peso
molecular (37, 48). Além de o muco estar sendo produzido de forma diferente, ele
também se acumula na via aérea com mais facilidade, devido a alteracdo da
atividade muco ciliar, propiciando a colonizacdo e a atuacdo dos oxidantes, que

lesam a via aérea, levando a DPOC ao longo dos anos (46, 49) (Figura 5).

Tabagismo

Oxidantes Alteragao do
“clearance”™
l mucociliar

Irritagéo das vias aéreas
Lesao e morte de células

Influxe de neutrdfilos RetancHo e

MUCo
Infeccao

I—b Inflamagéo 4—|

Dosnga Pulmonar Qbstrutiva Crdnica & cutras
doencas inflamatdrias pulmonares

Figura 5 — Mecanismos de lesdo pulmonar pelo tabagismo.
Fonte: Torres BS, Godoy I. (45)
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2.1.5 Tratamento da Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica

O tratamento possui como ponto fundamental a broncodilatacdo e
consequente reducdo da hiperinsuflacdo, o que permite, entre outros aspectos,
melhor capacidade para executar as atividades da vida diaria. Em um sentido mais
amplo, os objetivos do tratamento sao: reduzir as exacerbacbes, melhorar a
capacidade de exercicio, melhorar a percepcao do esforco, melhorar a qualidade de
vida e reduzir a mortalidade. Enquanto as opcdes de tratamento medicamentoso tém
proporcionado reduzir a dispneia e as exacerbacdes, 0s programas de reabilitacao
pulmonar com uma abordagem multidisciplinar tém acrescentado aos medicamentos
maior efetividade no que diz respeito a reduzir a dispneia, a reduzir as internacdes
hospitalares e consultas ndo planejadas, melhorando a execucdo das atividades de

vida diaria e, possivelmente, auxiliando na redugéo da mortalidade (1,50,51).

2.1.6 Exercicio fisico na Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica

O exercicio fisico é parte integrante dos programas de reabilitacdo pulmonar
para os pacientes com DPOC, e possui evidéncia “A” no tratamento, segundo
consensos sobre a doenca (1,52).

Existem diversos protocolos para a realizacdo do exercicio que podem ser
avaliados, envolvendo a especificidade de cada um, baseado no treinamento da
forca muscular e na resisténcia. O treinamento de resisténcia através da rota
metabdlica aerdbia é fundamental para individuos com DPOC (53, 54, 55).

As adaptacdes fisiologicas no exercicio encontram-se alteradas em individuos
com DPOC, demonstrando reduzido condicionamento fisico pelo baixo consumo de
oxigénio, redistribuicdo do fluxo sanguineo alterado, maior acumulo de lactato no
musculo e hiperinsuflacdo dindmica (49, 52, 53, 54). Também existe na doenca a
predominéancia do metabolismo glicolitico e pobre, ao invés do oxidativo. Essas
alteracbes sdo limitantes do exercicio (55), assim como, a ansiedade e a baixa
motivacdo do paciente (56).

As adaptacOes fisioldgicas com treinamento levam durante o exercicio a
diminuicdo da frequéncia cardiaca, que representa para os pacientes com DPOC

melhor condicionamento fisico. Representa também melhor extracdo de oxigénio
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pelo muasculo e maior resisténcia (57,58), mantendo-se por maior tempo em
melhores condicdes.

Em uma metandlise realizada recentemente, avaliou-se qual € a melhor
intensidade de exercicio e o melhor tipo de exercicio para pacientes com DPOC. Os
estudos ndo demonstraram superioridade quanto a intensidade, definindo qual traz
melhores beneficios na capacidade de exercicio, qualidade de vida e melhora dos
sintomas. Os autores justificam que faltam trabalhos para definir resultados.
Analisando o tipo de exercicio, intervalados e continuos, nao foi identificada
diferenca de um tipo sobre o outro (59).

A avaliacdo da capacidade de exercicio na DPOC pode ser realizada através
de testes ja descritos na literatura, que devem respeitar a fisiologia do exercicio e a
fisiopatologia da doenca. A aplicacdo dos testes na DPOC é diferente da aplicacéo
em pessoas normais. Os principais testes utilizados sdo: o Teste de Caminhada de
Seis Minutos (TC6) e o Teste de Ergoespirometria (TE) com protocolo incremental.
Através deles, sdo obtidas as variaveis fisiologicas do exercicio, como por exemplo,
frequéncia cardiaca maxima e o VO, maximo e de pico, assim como, distancias
percorridas. Esses possuem carater padrao ouro para predizer desempenho e
intolerdncia no exercicio, porém as limitac6es ventilatérias na DPOC e a dificuldade
em atingir o platd no teste de ergoespirometria proporcionam a utilizagcdo do VO, de
pico, que é considerado equivalente ao VO, maximo (59, 60, 61).

O teste de ergoespirometria avalia a interacdo entre 0s sistemas respiratorio,
cardiovascular e muscular, predizendo, através do consumo maximo de oxigénio
(VO,), o progndstico dos pacientes, e este é melhor que as avalia¢gdes da fungéo
respiratoria e cardiaca em repouso (62). A realizacdo deste teste também é
importante na reabilitacdo pulmonar para prescricdo ou nao prescricdo do exercicio
(60). O objetivo do teste é avaliar a capacidade de exercicios e 0s seus riscos. As
avaliacOes realizadas antes de expor os individuos aos testes requer treinamento de
um profissional habilitado, porque, segundo ACSM (American College of Sports
Medicine) (62), existem contraindicacbes absolutas na realizacdo do teste e
prescricdo do exercicio, como por exemplo, infarto agudo do miocérdio, angina
instavel, insuficiéncia cardiaca congestiva, estenose aortica severa, ou relativas
como: PAD de repouso > 115mmHg ou PAS de repouso > 200mmHg, cardiopatia
valvular moderada, anormalidade eletroliticas, doenca metabdlica descontrolada. Os

principais ergdbmetros utilizados para o teste sédo a bicicleta e a esteira (63-67).
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O Teste da Caminhada de seis minutos (TC6) possui um objetivo
semelhante ao teste de ergoespirometria, porém é um teste simples que exige
poucos recursos para sua realizacédo. Ele apresenta boa correlacdo com a sobrevida
dos pacientes, com o VO, avaliado no teste de ergoespirometria e com as atividades
de vida diaria (68, 69). Para sua realizacdo, é necessario um corredor plano de pelo
menos 30 metros, um crondmetro para monitorar o tempo de 6 minutos,
monitorizacdo da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, pressao arterial,
saturacdo de oxigénio, percepcao do esforco e registro da distancia percorrida,
principalmente no inicio e no final do teste (68). O aprendizado para realizacdo do
teste de caminhada pode modificar os seus resultados. Por esse motivo, recomenda-
se a realizacdo de dois testes em curto periodo de tempo, a fim de se certificar que
0s resultados obtidos ndo possam ser influenciados pelo aprendizado,
principalmente para fins de pesquisa (70). Os testes de caminhada vém sendo
utilizados de forma crescente, com a finalidade de determinar a relacdo entre a
aptidao fisica e o consumo maximo de oxigénio, propiciando uma analise global dos
sistemas respiratério, cardiaco e metabolico (71). Conforme Neder (72), avaliar a
capacidade de exercicio ao longo do tempo proporciona verificagdo da progressao
da doenca e verificacdo da evolucao do tratamento.

2.2 Dano de DNA

O dano de DNA é induzido pelo estresse oxidativo, que é gerado pelo
desequilibrio entre oxidandantes/antioxidantes. Na DPOC, o processo inflamatorio
cronico estimula a liberacdo de espécies reativas de oxigénio pelas células
inflamato6rias no sistema respiratério e no sangue, capazes de realizar danos a
membrana celular, proteinas e DNA. O tabagismo, que é o principal fator etioldgico
da DPOC, potencializa o estresse oxidativo, devido as mais de 4 mil substancias
toxicas inaladas, que induzem, consequentemente, ao dano de DNA (73, 74). Em
um estudo realizado por Ceylan (75), foi possivel verificar relacdo entre o habito de
fumar e o aumento do dano de DNA na DPOC.

Em um estudo recente realizado com pacientes com DPOC fumantes, em
analise do material genético do tecido pulmonar, constatou-se que a quebra das

moléculas de DNA esté relacionada ao estresse oxidativo, o que contribui para a
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patogénese da DPOC pela indugédo da apoptose e respostas pro-inflamatérias (76).
Outro estudo comparou a intensidade do dano de DNA e a instabilidade da molécula
em diferentes doencas como a DPOC, bronquiectasias, fumantes sem DPOC e
individuos saudaveis, demonstrando que a DPOC teve maior intensidade de dano e
instabilidade. Esse resultado pode estar associado a maior estresse oxidativo na
DPOC e a alteracdo da capacidade de reparo do tecido pulmonar pelos mecanismos
antioxidantes (77). A idade avancada e o exercicio extenuante também podem ser
fatores relacionados ao dano de DNA, devido a alteracdo dos mecanismos de reparo
expostos a essas condi¢des (78,79).

O exercicio analisado como indutor do estresse oxidativo foi verificado em
dois momentos, acima do limiar de lactato e abaixo do limiar de lactato. Através de
biopsia do musculo da coxa pela avaliacdo do DNA mitocondrial na DPOC com
parada com controles sem DPOC, foi verificado que os exercicios acima do limiar
danificam o DNA mitocondrial com dano maior na DPOC. provavelmente por maior
estresse oxidativo gerado pela doenca e pelo processo inflamatorio crénico (79).
Neste estudo, ndo foi utilizado o Teste Cometa para avaliar o dano de DNA, porém
essa técnica mostra-se eficaz no processo de verificacdo dos linfocitos em outros
estudos (80, 81).

O Teste Cometa ou SCGE (Single Cell Gel Eletrophoresis Assay), que avalia o
dano na célula, caracteriza-se por genotoxidade capaz de detectar danos do DNA
induzidos por agentes alquilantes, intercalares e oxidantes, de forma quantitativa.
Trata-se de uma metodologia simples, barata, rapida, sensivel para medir quebra e
reparo no DNA de células individualizadas. A técnica é usada para investigar o efeito
de EROS no DNA e permite a avaliagdo de um grande namero de pessoas (80). As

etapas da técnica sao ilustradas na Figura 6.
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Figura 6: llustracao das etapas da Técnica do Cometa: (A) Sangue periférico acrescido de agarose
LMP (Law melting point); (B) Aplicacao sobre lamina em solucgédo de lise; (D) Eletroforese em tampéo
alcalino; (E) Neutralizacdo das laminas; (F) Coloracao; (G) Andlise.

Fonte: Singh NP, Mccoy T, Tice RR, Schneider EL. A simple technique for of low levels of DNA
damage in individual cells. Exp Cell Res 1988; 175: 184-92. (81)

Através dessa técnica, o dano de DNA é visualizado de forma individual na
célula, sob forma de aumento na migracdo de material genético a partir do nucleo
(“cauda” do cometa) (Figura 7). O mecanismo da técnica relaciona-se a organizacao
super-helicoidal do DNA, a qual se torna relaxada em funcédo de processos de

quebras, podendo formar estruturas alongadas a partir da eletroforese (16).
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Figura 7: Linfécitos processados pela técnica Cometa. A: classe 0 (nenhum dano detectado), B:
classe 1, C:classe 2, D:classe 3, E: classe 4 (indice crescente de dano de DNA).

2.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo pode ser considerado o antecessor do dano de DNA e

esta ligado ao desequilibrio dos mecanismos oxidante (radicais livres)/antioxidante.



26

Radicais Livres (RLs) ou Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) sdo atomos ou
moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados com excessiva
reatividade quimica. Sua reatividade resulta da necessidade de captar um elétron
(82). Os radicais sé@o produzidos naturalmente em nosso organismo e exercem papel
importante na homeostasia (83). Esses RLs subtraem elétrons de outras moléculas,
justificando o efeito deletério dos lipidios e proteinas. Novas moléculas de DNA nao
podem ser sintetizadas para substituir as danificadas (84). As EROS séao
encontradas em todos os sistemas bioldégicos que usam o oxigénio, que sofre
reducdo tetravante com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacédo de
H,O. Nesse processo, existe a utilizagdo de 95 a 98% do oxigénio total do O
consumido pela célula e 2 a 5% € reduzido univalentemente, dando inicio a
formacéo dos RLs: Superoxido (O2), Radical hidroxila (OH), Peroxido de hidrogénio
(H20,) (85). Esses sao formados na mitocdndria, e a reatividade é neutralizada com

a entrada dos quatro elétrons (Figura 8).

fe

(HO:B)HO 2 — 02 (:8:5-)

H.O (H:0: H)

Figura 8—Reducéo tetravalente do oxigénio molecular (O,) na mitocondria até a formacao de agua
(H,0). Varias espécies de O, sao formadas no processo.
Fonte: Ferreira ALA, Matsubara LS. Radicais livres: conceitos, doencas relacionadas, sistema
de defesa e estresse oxidativo. Rev Ass Med Bras 1997; 43(1): 61-68 (85).

O o6xido nitrico pode reagir com O, formando Peroxinitrito (ONOO-). O
ONOO- é um intermediario estavel que pode se decompor em um poderoso
oxidante, com reatividade similar ao radical hidroxila (OH) (86).

A presenca de ferro na forma livre ou ligado ao grupamento heme de
determinadas proteinas pode converter o O, e H;0,, pela reacdo de Fenton, em
radical hidroxila (OH), uma das espécies mais reativas que se conhece (Figura 9).

Essa, quando produzida proximo ao DNA e a este estiver fixado um metal, podera
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gerar modificacbes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a dano do DNA.
Também pode iniciar oxidacdo dos &cidos graxos poli-insaturados das membranas

celulares (lipoperoxidacgéo) (85).

Transporte de eletrons mitacandrial
Xanlina Oxidase
NADPH Oxidase

Citocromo P450 Oxidase

0 > 0 > HO
2 2 2 1
NO Fe*?
Oxido m'm'y \ /
sintase
arginina ONOQO OH

Figura 9 — Via de formacao dos EROS.
Fonte: Essig DA, Nosek TM. Muscle fatigue and induction of stress protein genes: a dual function of
reactive species. Can J Appl Physiol 1997; 22(5): 409-428 (87).

O sistema de defesa antioxidante tem como objetivo proteger a acao deletéria
das EROS, e é dividido em dois grandes grupos: sistema enzimatico e nao
enzimatico. O sistema enzimético € constituido por quatro enzimas principais:
Glutationa (GSH), Glutationa Peroxidase (GPX), Glutationa Redutase (GR);
Superoxido Dismutase (SOD); Catalase (CAT). Essas estdo distribuidas tanto no
citossol (aproximadamente 45%), quanto na mitocondria (aproximadamente 55%).
Os antioxidantes ndo enzimaticos constituem-se em um grande grupo, que €
formado por vitaminas A, (alfa-tocoferol) E, (ascorbato) C e de forma importante a
glutationa (GSH). As vitaminas A e E encontram-se inseridas na membrana,
enguanto que a vitamina C € hidrossoluvel e atua no citossol (73, 75, 85).

O estresse oxidativo na DPOC induz a uma inflamagdo que perpetua o
estresse oxidativo, formando um ciclo vicioso (Figura 10).
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Ciclo vicioso do estresse oxidativo

Excessivo EROS/ERNS
(estresse oxidativo)
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neutrdfilos produzem EROS/ERNS
macréfagos superdxidos,
1 oxido nitrico

Injdria no tecido pulmonar

Figura 10 — Ciclo vicioso do estresse oxidativo
Fonte: Lee W, Thomas PS. Oxidative stress in COPD and its measurement through exhaled breath
Condensate. Clinical and Translational Science 2009;2(2):150-155.(88)
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Figura 11 — Modelo da fungao desempenhada pelos radicais livres na célula (oxidantes/antioxidantes)
Fonte: Fausto et al., 2005 (89)

Os RLs de maior importancia biolégica sao os radicais superoxido (O2), que
sdao formados pela adicdo de um elétron ao oxigénio molecular, tornando-o

altamente reativo (equacéol), o radical Hidroxil (OH"), formado principalmente pela
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reacdo do peroxido de hidrogénio com metais de transicdo (equacéo 2) e o NO. N&o-
radicais derivados do oxigénio, assim como o 0zdnio e o peroxido de hidrogénio
(H20,) sdo mais reativos que o oxigénio. A reacdo de RLs, por exemplo, através de
derivados oxidantes, geram o H,O,, o peroxinitrito (ONOQO") (Figura 9) (equacéo 3) e
o acido hipocloroso (HOCI), que contribuem para o estresse oxidativo, devido ao fato
de apresentarem ainda maior toxidade do que os RLs originais (84,90).

(1) Oz + =0y

(2) Fe**+ H,0,=Fe*+ OH + OH

(3) EROS (0O2) - NO+0,; - ONOO

Os neutrdfilos e macréfagos eliminam agentes invasores (antigenos), e
pertencem ao sistema imunologico. Assim, os neutrdfilos, podem produzir Oy
através do sistema da Nicotiamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzida
(NADPH) oxidase (equacéao 4) (91).

NalFE —Uxidase

(4) 202+ NADPH—* 20, + NADP" + H"

O elaborado sistema de defesa antioxidante consiste em um composto de
enzimas como: a SOD, que catalisa a dismutacdo do O, e a formacédo de H,0,
(equacéo 5) (92), a Catalase (CAT), que converte H,O, em agua e O, (reacao 6) (89,
93) e a Glutationa Peroxidase (GPX), que reduz principalmente H,O, utilizando GSH
como doador de elétrons, formando dissulfeto de Glutationa (GSSG) e duas
moléculas de agua (reacao 7) (84, 91, 93) (Figura 11).

(5) 205" 2H™P> H,0,1 O,

(6) 2H,0;—=2H,0 + O,

(7) H,O, + 2GSH BiessG + 2H,0

Os antioxidantes ndo enzimaticos, incluindo as vitaminas A, C e E, glutationa
(GSH), ubiquinona e flavandides (94), intra ou extracelulares, evitam a oxidacdo e
servem como redutores de agentes antioxidantes que foram oxidados (95, 96).
Esses podem ser alterados pelo estado nutricional, treinamento, envelhecimento e
exercicio fisico (92).

A deteccéo direta das EROS em sistemas biologicos € dificil, devido as suas
baixas concentracdes e alta velocidade de reacdo. Os métodos para verificacdo da
atividade das EROS ocorre de forma indireta, pela quantidade de enzimas aferidas
nas técnicas capazes de detectar a SOD, CAT, GPX, GR e/ou GSH e GSSG e os

substratos das reacdes (aldeidos-MDA), observados em tecidos, sangue e outros
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fluidos. As dosagens de Glutationa Oxidada (GSSG) sao verificadas pelo célculo da
razdo GSSG/GSH, que representa o estado REDOX , considerado o equilibrio entre
o sistema de defesa oxidante e antioxidante, sendo esta uma forma para verificar um
possivel desequilibrio entre os sistemas e provavel estresse oxidativo (17, 85).

O estresse oxidativo estd aumentado na DPOC comparado a pessoas
normais, principalmente pelo aumento do H,O, durante o0 exercicio e,
consequentemente, pelo aumento das EROS (19). As EROS alteram o
remodelamento da matriz extracelular, apoptose, respiracdo mitocondrial,
proliferagéo celular, manutencdo do surfactante e defesa antiprotease (73), sendo
esses fatores relacionados a patogénese da doenca (97).

Quando a Glutationa Oxidada (GSSG) esta aumentada e a Glutationa
Reduzida (GSH) esta diminuida, a relacdo das duas (GSSG/GSH) representa um
estado de estresse oxidativo e quanto maior o valor dessa relagdo maior o estado do
estresse (97).

O exercicio fisico vem sendo descrito como um indutor do estresse oxidativo
(85, 98, 99, 100) e o treinamento pode ser capaz de aumentar a atividade dos
agentes antioxidantes (enddgeno e exdgeno) (90). Um estudo avaliou o estresse
oxidativo em pessoas treinadas e ndo treinadas em um mesmo tipo de exercicio.
Concluiu-se gue os individuos treinados, quando comparados com 0s nao treinados,
possuem maior atividade antioxidante e, por consequéncia, menor estresse oxidativo
(100).

Em um estudo que analisou individuos idosos ativos e sedentarios, foi
possivel verificar que os individuos ativos possuem, apds o exercicio, maior estresse
oxidativo pela técnica de verificacdo dos niveis de Malondialdeido (MDA), que € um
produto da oxidacao e Glutationa Peroxidase (GPX), que € um agente antioxidante.
Também foi analisado o dano de DNA, pelo Teste Cometa, onde foi verificado que o
dano existiu em ambos os grupos, porém sem diferenca significativa. O fato de o
estresse oxidativo ser maior nos ativos também pode estar relacionado a capacidade
de realizar maior esforco e ao tipo de exercicio, demonstrando que € importante o

planejamento do treinamento (101).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Comparar o0 estresse oxidativo e o dano de DNA induzido pelo teste de

esforco maximo em pacientes com DPOC e controles.

3.2 Objetivos especificos

- Comparar no teste de esforco maximo, pacientes com DPOC e os controles
sem DPOC, pelo estresse oxidativo e o dano de DNA,;

- avaliar a associacao entre o estresse oxidativo e o dano de DNA pela
gravidade espirométrica da DPOC,;

- relacionar o estresse oxidativo e o dano de DNA com o pico de VO, e a

distancia percorrida no teste de caminhada de 6 minutos.
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4. HIPOTESES

Os portadores da DPOC apresentam maior estresse oxidativo e dano de DNA
quando submetidos ao teste de esforco maximo, comparados aos individuos de
mesma faixa etaria sem a doenca.

Existe correlacdo entre o pico de VO, no exercicio maximo, e 0 estresse
oxidativo e o dano de DNA.

Existe correlacdo entre a distancia obtida no teste de caminhada e o estresse

oxidativo e o dano de DNA.
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Resumo

Introducédo: A DPOC caracteriza-se pela obstrucéo do fluxo aéreo e pela inflamacéo
cronica, demonstrando manifestacdes sistémicas que repercutem com a diminui¢ao
da capacidade de exercicio e a piora da qualidade de vida. As alteracdes do
metabolismo celular e molecular, assim como as respostas de defesa e reparo
celular estdo associadas a génese da DPOC e pioram com o exercicio. Objetivo: O
objetivo foi avaliar nos pacientes com DPOC e controles o estresse oxidativo e 0
dano de DNA pré e pos teste de ergoespirometria e correlacionar com o pico da VO..
Métodos: Estudo antes e depois, controlado com analise de individuos com DPOC
(n=27) e controles sem DPOC (n=15), de ambos os sexos, com idade média de 62
anos, que realizaram o teste de ergoespirometria e coletaram amostras de sangue
antes e depois. Foi analisado o estresse oxidativo pela Lipoperoxidagéo lipidica e o
sistema glutationa; e o dano de DNA pelo Teste Cometa. Resultados: No estresse
oxidativo (GSH, GSSG, GSSG/GSH, Lipoperoxidacdo) e o dano de DNA (células
com dano) pré e pos exercicio maximo em individuos com DPOC e controles
saudaveis foram: [GSH (DPOC: 1413 + 927 vs. 1213 + 575; p=0,469); (Controle: 2271
+ 951 vs. 2050 + 871; p=0,120)]; [GSSG (DPOC: 393 + 135 vs. 530 + 223; p=0,001);
(Controle: 448.72 + 131 vs. 444.16 £ 103; p=0,897)]; [GSSG/GSH (DPOC: 0,39 +
0,27 vs. 0,55 * 0,45; p=0,005); (Controle: 0,24 + 0,17 vs. 0,27 £ 0,17; p=0,156)];
[Lipoperoxidagao (DPOC: 1,34 + 0,23 vs. 1,41 £+ 0,29; p=0,155); (Controle: 1,38 *
0,18 vs. 1,43 + 0,32; p=0,431)]; [células com dano (DPOC: 23+ 50,3 vs. 29+ 56.6;
p=0,005); (Controle: 7,33 £ 5 vs. 16,2 = 4; p=0,035)]. Quando comparados os DPOC
com controles, foi possivel observar o resultado significativo entre GSSG (p=0,01) e
dano de DNA (p=0,035). Conclusdo: O estresse oxidativo e o dano de DNA
modificam-se de forma significativa depois do exercicio maximo em pacientes com
DPOC, porém, nos controles, a diferenca foi significativa apenas com o dano de
DNA. Houve correlacdo significativa entre o pico do VO, com o0 estresse oxidativo e
o dano de DNA, demonstrando que quanto menor a capacidade aerdbica maior o
estresse oxidativo e o dano de DNA em pacientes com DPOC.

Palavras-chave: DNA. DPOC. Estresse oxidativo. Exercicio.
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Introducéo

A DPOC, sendo uma doenca inflamatdria crbénica com repercussdes
sistémicas, estimula a producdo de mediadores inflamatérios, que estimulam o
estresse oxidativo e, consequentemente, o dano de DNA (1,2). O poder antioxidante
da GSH protege o sistema pulmonar. No momento em que ocorre o desequilibrio
entre o consumo de GSH e a producdo da Glutationa Oxidada (GSSG), caracteriza-
se 0 estresse oxidativo, cuja magnitude pode ser monitorada pela razéo
GSSG/GSH, resultando em potencial dano celular. O aumento do estresse oxidativo
em pacientes portadores da DPOC ocorre pelo desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes. O aumento dos oxidantes esta associado ao aumento de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROS), que sao liberadas pelas células inflamatorias
recrutadas no parénquima pulmonar (macréfagos, neutrofilos, eosinofilos, linfécito T
citotoxico). Os mediadores inflamatorios, tais como: citocinas e fatores de
crescimento, determinam um efeito nocivo, incluindo dano nos lipidios, proteinas, no
DNA e destruicdo do parénquima pulmonar (1, 2).

A doenca apresenta sinais e sintomas caracteristicos. Entre eles, menciona-
se a dispneia, a limitagcdo aos exercicios, decorrente da obstrucéo das vias aéreas e
consequente hiperinsuflacdo, o que diminui as atividades da vida diaria e piora a
qualidade de vida (3).

Os exercicios fisicos na reabilitacdo pulmonar desempenham papel
importante no tratamento da doenca, uma vez que, depois de deteriorada, a funcao
respiratéria modifica-se parcialmente com o tratamento medicamentoso (3). No
entanto, ao exercitar-se, o paciente com DPOC estimula a melhor captacdo de
oxigénio pelo musculo periférico, melhorando o VO, no pico de exercicio, diminuindo
0 estresse oxidativo e o0 dano de DNA apés a realizacdo de testes maximos e
submaximos, provocando, assim, a melhora da capacidade para realizar os
exercicios (4). Sabe-se que o0s exercicios podem ter repercussdes negativas,
guando o treinamento ndo adequadamente realizado, conforme pode ser observado
em estudos que demonstram que exercicios em pessoas sem doenca, assim como
com doenca respiratoria, podem aumentar o estresse oxidativo e o dano de DNA (5).

Assim, o estudo objetiva analisar, através do exercicio madximo em esteira

ergometrica, o estresse oxidativo e o dano de DNA e correlaciona-lo com o pico do
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VO, e a distancia do teste de caminhada de seis minutos.

Materiais e métodos

Delineamento

No estudo, antes e depois, controlado, foram selecionados 54 pacientes e
fizeram parte da amostra 42 colaboradores, de ambos os sexos, com idade média
de 62 anos. Eles realizaram o teste de esforco méximo,. Foram analisados 27
individuos ex-fumantes com DPOC estavel, selecionados pré-realizacdo de
programa de reabilitacdo pulmonar, com volume expiratério forcado no primeiro
segundo (VEF,) / capacidade vital forcada (CVF) <70%, com uma longa histéria de
tabagismo (> 20 magos/ano) e 15 individuos, sem a DPOC, selecionados em grupo
de terceira idade, ndo fumantes, utilizados como controles.

Foram excluidos individuos com DPOC que antes da realizacdo do teste de
ergoespirometria exacerbaram. Eles tiveram terapia por oxigénio em longo prazo, ou
saturacao de oxigénio < 88% em repouso, tratamento com corticoides orais e anti-
histaminicos, ou outra doenca que pudesse causar limitacdo ao exercicio, assim
como, todos que ndo aceitaram participar do estudo. Os controles sem a DPOC, que
tinham doenca interferindo no exercicio ou a dificuldade em se adaptar & mascara
facial do teste, foram excluidos.

Dois controles que nao entraram na amostra foram perdidos por nao
apresentarem as caracteristicas de inclusdo e ndo conseguirem realizar o teste de
espirometria. Nas amostras dos pacientes com DPOC, foram perdidos trés pacientes
por problemas técnicos da Técnica Cometa e sete pacientes por problemas de
conservacao das amostras do estresse oxidativo. Para a analise, foi coletado sangue
na veia cubital anterior, por profissional habilitado, em um total de 8ml, dividido em
dois frascos de 4ml heparinizados, antes e depois do teste de exercicio.

As amostras para o estresse oxidativo foram conservadas refrigeradas por, no
méaximo, 40 minutos, até a sua centrifugacéo e colocacao dos reagentes. Logo apds,
as amostras foram separadas e conservadas em freezer -80°C até 0 momento da
analise. As amostras para a verificagcdo do estresse oxidativo, sistema glutationa,
foram analisadas (nas células de eritrocitos e a lipoperoxidacao lipidica pelo teste
xilenol laranja observado com amostras do plasma. Para a analise do dano de DNA,
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0 sangue manteve-se refrigerado por, no maximo, 2 horas, apoés utilizou-se o Teste
Cometa, sendo analisados os linfocitos, conforme descrigéo a seguir.

Os procedimentos do estudo foram aprovados pelo Comité de Etica da
Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre e obedeceram a resolucao
do Conselho Nacional de Saude, 196/1996, para pesquisas envolvendo seres
humanos. Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Procedimentos

Teste de Funcdo Pulmonar

Espirometria foi realizada conforme critérios da American Thoracic Society
(ATS), dos controles saudaveis com Espirdmetro Portatil da marca Micro Medical,
modelo MicroLab 3500 e para os pacientes com DPOC os resultados foram obtidos
através de um sistema computadorizado (Jaeger, Alemanha), conforme
recomendado pela ATS, expressos em valores absolutos e % do previsto. A
capacidade de difusdo pulmonar de monéxido de carbono (DLCO) foi medida por
técnica de respiracdo Unica, e 0s volumes estaticos obtidos por pletismografia de

corpo inteiro. Os valores observados foram comparados com os padrdes brasileiros

(6).
Teste de Caminhada

O teste foi realizado de acordo com os critérios definidos pela ATS (7). Os
pacientes foram orientados a andar em seu ritmo mais r4pido e a percorrer a maior
distancia possivel durante 6 minutos, sob a supervisdo de um fisioterapeuta. Os
pacientes foram autorizados a parar e a descansar, se necessario, mas eram
encorajados a prosseguir com a caminhada ap0s a recuperacdo. A distancia
percorrida, SpO,, FC foi registrada, e os pacientes classificaram sua falta de ar e

fadiga de membros inferiores, usando a escala de Borg 0-10 ao final do teste.

Teste de Ergoespirometria
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O Teste de Ergoespirometria foi realizado por um médico, obedecendo aos
critérios estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Cardiologia e Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (8, 9).

Os testes foram realizados sem esteira ergométrica (Inbramed® KT 10200). O
consumo de oxigénio (VO,mL/min); ventilagdo minuto (VE, L/min) e consumo de gas
carbonico (VCO, mL/min) foram mensurados através de um analisador de gases
computadorizado (MedGraphics Cardiorespiratory Diagnostic Systems, modelo CPX-
D) e registrados a cada 15 segundos. A Frequéncia Cardiaca (FC, bpm) foi
determinada a partir do intervalo RR do eletrocardiograma de 12 derivacdes e a
Saturacdo Periférica de Oxigénio (SpO,) por oximetria de pulso com o sensor
colocado no terceiro dedo da mé&o esquerda. Foi utilizada mascara facial conectada
ao sensor de fluxo (pneumotacoémetro). A pressao arterial, a dispneia e a fadiga de
membros inferiores (Msls) dos individuos foi avaliada usando a escala de Borg 0-10
ao final do exercicio. Durante o teste de ergoespirometria incremental para pacientes
com DPOC, a velocidade foi aumentada em uma taxa constante (0,5-0,8 Km/h),
apos 2 minutos de caminhada leve (1,2 km /h) e grau de inclinacdo 2%, até o limite
de tolerancia do paciente.

O protocolo da esteira para os controles saudaveis comecou com dois
minutos de aguecimento, posteriormente, com aumento progressivo da velocidade a
cada minuto de 0,5-1 km/h, até atingir 6 minutos e 6 km/h. Assim, mantinha-se a
velocidade e iniciava-se a inclinagdo de 2% a cada minuto até o limite de tolerancia

do paciente.

Dano de DNA

Foram verificados os danos de DNA nos pacientes com DPOC e nos controles
pelo mesmo avaliador e com a mesma metodologia do Teste Cometa.

O Teste Cometa foi realizado com a preparacdo das laminas, colocando e
adicionando 300ml de uma solugcao de agarose e deixando a agarose solidificar (5-
30 minutos a 4°C). A mistura de 5 pl de sangue total com 95 ul de agarose especial
(low-melting-point agarose) foi adicionada a lamina. Uma laminula foi imediatamente
adicionada, e as laminas foram mantidas sob refrigeracdo durante 5 minutos, até

gue a cobertura de agarose com as células se solidificasse. Na sequéncia, a
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laminula foi cuidadosamente retirada e a lamina mergulhada em uma solugéo de lise
gelada (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10.2, 1% Triton X-100 e 10%
DMSO). Apds 24 horas, as laminas foram removidas delicadamente da solucao litica
e 0 excesso de liquido removido das bordas e da face inferior da lamina. As laminas
foram colocadas na cuba de eletroforese e preenchidas por uma solugcdo tampéao
alcalina, fresca, para eletroforese (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, pH > 13). O
liquido cobriu as laminas, que foram deixadas na bandeja por 20 minutos antes de
ligar a forca. A eletroforese foi realizada a 25 V e 300 mA (~0.95 V/cm) por 20
minutos. As etapas acima foram realizadas sob a luz vermelha para evitar a indugéo
de danos de DNA. Apés a eletroforese, as laminas foram removidas delicadamente
da cuba, e o tamp&o neutralizador (0.4 M Tris, pH 7.5) foi acrescentado as laminas
trés vezes, deixando cada vez, por 5 minutos. As laminas foram enxaguadas 3
vezes com agua destilada, secas no ar, no minimo por 24 horas, e coradas pela
prata (10). Para a avaliagdo dos danos do DNA, 100 células por individuo foram
analisadas pelo pesquisador sob um microscépio 6tico com uma ampliacdo de 200
X. As células foram contadas visualmente, de acordo com a intensidade da cauda
em cinco classes, de ndo danificado = 0, até muito danificado = 4.
Consequentemente, a contagem total por individuo variou de 0 (nenhum dano) a 400

(dano maximo).

Estresse Oxidativo

Sistema Glutationa

Relacdo GSSG/GSH: as quantidades de glutationa reduzida (GSH) e
dissulfeto de glutationa oxidada (GSSG) intracelulares, bem como a relagéo entre as
concentragbes desses dois metabdlitos fornecem o indice do estado redox
intracelular (11). Por isso, foram realizadas medidas de GSH e GSSG, nos eritrocitos
obtidos do sangue periférico dos individuos com DPOC e saudaveis, sem doenca,
antes e depois da realizacdo do teste de ergoespirometria. Para essas
determinacdes, foi utilizada uma técnica adaptada (12), para determinagdo em
leitora de microplacas a 415 nm. Eritrocitos coletados de amostras de sangue
periférico foram imediatamente rompidos em 4 volumes de acido metafosforico a 5%

(m/v), para andlise cinético-espectrofotométrica pelo método de reciclagem com o
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acido 5,5'-ditiobis-[2-nitrobenzdico] (DTNB) e GSSG redutase (GR) (13). A
acidificacdo previne a auto-oxidacdo da GSH, que ocorre rapidamente em pH
superior a 7,0 (13, 14, 15).

Primeiramente, foi determinado o conteudo de glutationa “total”
(GSH+GSSG), medido em equivalentes de GSH pelo método da reciclagem com
DTNB, que leva a oxidagdo estequiométrica da GSH em GSSG com formacéo do
acido 5-tio-2-nitrobenzoéico (TNB) e posterior restituicio da GSH pela reducéo
altamente especifica com GSSG redutase (GR, EC 1.6.4.2) na presenca de NADPH.
A taxa de formacdo de TNB, proporcional & soma inicial de GSH e GSSG, foi, entao,
monitorada a 412nm (Erne= 13,6 mM™.cm™). Inicialmente, foram adicionados 10pL
de amostra (em MPA 5%), 75uL de DTNB 14,1 mM em tampao fosfato de soédio
143mM (pH 7,5) e 10puL de NADPH 1,7 mM em NaHCO3 0,5%. A reacao tem inicio
com a adicdo de 10uL de GR. Sob agitacdo, as amostras foram analisadas
espectrofotometricamente a 415nm, por cerca de 3min em um volume final de 105
puL em microplacas de 96 wells a 37°C, em leitora termostatizada (Bio-Rad modelo
Benchmark, USA) com aquisicao direta e processamento cinético automatico. Para
determinacdo do conteudo de GSSG, aliquotas de 100 pL das mesmas amostras
ensaiadas para GSH “total” foram retiradas para conjugacdo da GSH presente com
N-etilmaleimida (NEM, Fluka) (12). Adicionou-se, entdo, 35 pL de NEM 200mM
diretamente as amostras dissolvidas em MPA5%. Imediatamente apds, a mistura foi
neutralizada cuidadosamente sob agitacéo, até pH 5,5 pela adicdo de 20 uL de KOH
2M em tampao de acido piperazina-N, N’-bis-(etanossulfénico) (PIPES, Boehringer,
pKa=6,8 a 25°C, faixa de trabalho de 6,1 a 7,5) 0,3m. A retirada do excesso de NEM,
que, em concentracdes tdo baixas quanto 10 pL, inibe o processo de dosagem da
GSSG por reciclagem em até 30%, foi efetuada por lavagem com 500 pL de acetato
de etila 3 vezes, sendo que o excesso de solvente foi evaporado em concentrador
tipo SpeedVac (UNIEQUIPO) e por passagem em corrente de nitrogénio.
Posteriormente, cerca de 10 pyL de amostra foram ensaiados pelo método de
reciclagem, como descrito para a GSH. A diferenca entre os valores obtidos para
glutationa “total’e GSSG fornece os valores dos contetdos de GSH procurados:
[GSH]= GSH total -2[GSSG]

Lipoperoxidacéo (Xilenol Laranja)
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A oxidacdo de Fe* a Fe*' na presenca de lipoperéxidos e formacdo de
complexos de Fe** com xilenol laranja (Xylenol orange, XO) foi mensurada, segundo
a técnica descrita originalmente por Jiang ZY, et al.(1991) (14) e adaptada para
plasma e soro por Arab K & Steghens JP (2004) (15). O plasma foi armazenado
imediatamente apo6s ter sido adicionado hidroxibutiltolueno (BHT) em uma
concentracgéo final de 4mM. As amostras foram colocadas imediatamente em gelo, a
fim de evitar a ocorréncia de interferentes. As amostras de plasma foram dosadas
diretamente, ap0s a determinacdo da concentracao de proteinas. Foram realizadas
diluicbes seriadas para a correta analise dos ensaios. O reagente de trabalho (RT-
XO) para o ensaio foi composto por MeOH (metanol) 90% (v/v), Xilenol laranja
(2mM, acido o-cresolsulfonoftaleina-3,3’-bis-metilimino-diacético, sal tetrassodico),
acido sulfarico (H,SO4) 1M. BHT40mM, e (NH4).Fe(S04)..6 H,O (sulfato ferroso
amoniacal) 10mM. As amostras foram incubadas por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, 10 pL de amostra foram pipetadas em placas com
96wells com o reagente de trabalho (90uL). A placa foi incubada por mais 30 minutos
a temperatura ambiente. Para o branco, utilizou-se o0 RX-XO. A sequir, foi realizada a
leitura a 570nm, em ELISA.

Analise Estatistica

O teste Kolmogorov-Smirnov (KS) foi utilizado para testar a normalidade das
variaveis em estudo. Para a comparagdo das varidveis GSH, GSSG,
Lipoperoxidacdo, pré e pos-teste de ergoespirometria, utilizou-se o teste
paramétrico, t de Student para amostras dependentes. Na comparacdo do estresse
oxidativo e o dano de DNA entre a classificacdo espirométrica da doenca pela
obstrucao dos pacientes com DPOC, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis. As variaveis
GSSG/GSH e dano de DNA apresentaram sua distribuicdo anormal, sendo utilizado
para comparar os resultados pré e pos teste de ergoespirometria, 0 teste nao
paramétrico Wilcoxon. Na correlacdo das variaveis do estresse oxidativo e do dano
de DNA com as variaveis ergoespirométricas, utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Spearman. Para a analise, foi utilizado o programa estatistico SPSS, versdo 18,0,

considerando o nivel de significancia de p<0,05.
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Resultados

A caracterizacdo da amostra (Tabela 2) foi composta de 43 pacientes,
divididos em grupos com DPOC [27, 15 (55,5%) Homens e 12 (44,5%) Mulheres] e
Controles [15, 2 (13%) Homens e 13 (86%) Mulheres]. Os valores médios obtidos
em pacientes com DPOC e controles foram, respectivamente, para idade a (63 + 8
vs. 61 + 7; p=0,15) e IMC (24 £ 4 vs. 26 £ 4; p=0,05). Os valores de VEF; CVF,
VEF1/CVF, Pico de VO, FC Max no teste de ergoespirometria e a distancia obtida
em metros pelo TC6 estdo descritos na Tabela 2 e demonstram diferencas
significativas, quando comparados com individuos com DPOC e controles saudaveis
(p<0.001).

Os pacientes com DPOC foram classificados pela espirometria em quatro
estagios de gravidade pelo VEF; (Estagio-1, 2, 3, 4): 1- 1 paciente (3,7%); 2 - 4
pacientes (14.8%); 3 — 13 (48,2%) e 4 - 9 (33,3%). A analise do dano de DNA
(células lesadas) e do estresse oxidativo (GSH, GSSG, GSSG/GSH,
Lipoperoxidacdo) demonstrou que existe diferenca significativa entre os diferentes
estagios da doenca no estresse oxidativo para os valores de GSH (p=0,045), e
tendéncia no dano de DNA (p=0,06).

Tabela 2

Na analise pré-teste de exercicio, foi possivel observar que os pacientes com
DPOC apresentavam um dano de DNA significativamente maior do que os controles
saudaveis. Quando analisados os danos de DNA pos-testes, ambos, pacientes com
DPOC e controles, aumentaram o0 dano de maneira significativa, porém o0s
portadores da DPOC mantinham niveis significativamente maiores de dano (DPOC
pré 23 = 50 vs. pés 29 + 56; p=0,005); (Controle: pré 7,33 + 5 vs. pos 16,2 + 4;
p=0,035)]. Quando avaliado o estresse oxidativo através da medida da glutationa
oxidada (GSSG), esta foi significativamente maior nos pacientes com DPOC apoés o
teste de exercicio, ndo sendo observada esta alteragdo nos controles (DPOC: pré
393 + 135 vs. pos 530 * 223; p=0,001); (Controle: pré 448,72 + 131 vs. pOs 444,16 +
103; p=0,897). No entanto, a comparacao pos-teste dos pacientes com DPOC e

controles demonstrou que os pacientes com DPOC apresentam maiores valores de
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GSSG do que os controles. A analise da relagédo glutationa reduzida/oxidada, outro
marcador de maior estresse oxidativo, era maior nos pacientes com DPOC pré-teste,
aumentando de maneira significativa pos-teste, o que nao foi observado nos
controles (DPOC: 0,39+ 0,27vs. 0,55 + 0,45; p=0,005; Controle: 0,24 + 0,17 vs. 0,27
+ 0,17; p=0,156). A comparagdo entre os individuos com DPOC e controles
saudaveis pela medida da lipoperoxidacdo lipidica ndo foi significativa, porém
ocorreu aumento dos valores em ambos 0s grupos apos o teste de exercicio (Tabela
3).

Tabela 3

Analisando a Tabela 4, foi possivel verificar nos pacientes com DPOC uma
correlacdo moderada negativa e significativa do dano de DNA com o VO, de pico
(r=-0,38; p=0,03), indicando que quanto maior o consumo de oxigénio menor foi 0
dano de DNA. Da mesma maneira, observou-se uma correlacdo moderada negativa
e significativa do GSH (r= -0,51; p=0,007), do GSSG (r= -0,44; p=0,02) e da
lipoperoxidacao (r=-0,47; p=0,01) com o VO, de pico, indicando que quanto maior
0 consumo de oxigénio, menor é o estresse oxidativo (Figural). Também foi possivel
observar que quanto maior o VEF; e a DLCO, menor o estresse oxidativo, pois
apresentavam correlagcdes negativas significativas, mas correlagbes positivas
significativas com o volume residual (r=0,56; p=0,004) e a percepcao da dispneia
pela escala de Borg (r=0,61; p=0,002) e também Borg para membros inferiores
(r=0,44; p=0,03). Para a distancia obtida no TC6, nao foi possivel verificar correlacdo
significativa com o estresse oxidativo e o dano de DNA.

Uma correlagdo moderada e negativa do GSSG com VEF; (r=-0,38, p=0,04)
indica que a elevacdo da GSSG demonstra desequilibrio do estado REDOX. Em
outras palavras, quanto maior o grau de obstrucéo do fluxo aéreo maior € o estresse

oxidativo no exercicio.

Figura 12

Tabela 4
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Discussao

No presente estudo, foi possivel verificar que os pacientes com DPOC,
guando comparados com os controles sem DPOC, possuem o0 VO, de pico menor
com, maior producdo de EROS, pelo consumo de GSH catalisada pela enzima GPX
para detoxificacdo das EROS e producdo de GSSG, estresse oxidativo pela
lipoperoxidacdo e maior dano de DNA pré e poés-teste de exercicio maximo. Além
disso, foi possivel observar uma correlacdo negativa moderada e significativa do
aumento de EROS pela detoxificacdo de H,O; na producdo de GSSG e do dano de
DNA com o VO, de pico, demonstrando que quanto maior o VO, menor € a liberacao
de EROS e possivel estresse oxidativo. Este maior estresse oxidativo e maior dano
de DNA encontrados na DPOC sédo também secundarios ao sedentarismo e a
reducdo da capacidade fisica (16), que interfere no metabolismo oxidativo muscular
(17) e na funcao da respiracdo mitocondrial, também contribuindo para a disfuncao
muscular em pacientes com hipoxia tecidual (18). Assim, o condicionamento fisico
realizado na reabilitacdo pulmonar para pacientes com DPOC ou o treinamento
fisico para individuos saudaveis, proporciona a diminuicdo das espécies reativas de
oxigénio e, consequentemente, a diminuicAo do dano de DNA (19,20). Nossos
resultados permitem inferir que quanto maior o condicionamento fisico menor sera o
estresse durante o exercicio.

No estudo de Mercken et al. (2005) (19), que avaliou o exercicio maximo e
submaximo em bicicleta ergométrica, antes e depois da reabilitacdo pulmonar,
analisando o estresse oxidativo e o dano de DNA, foi possivel observar alteracbes
nestas variaveis semelhantes as observadas em nosso estudo. No entanto, ndo
utilizamos a bicicleta ergométrica, mas a esteira, que identifica respostas mais
fisiol6gicas, uma vez que a caminhada representa parte importante para as
atividades de vida diaria e, caminhar mais mantém a independéncia associada a
qualidade de vida nos pacientes com DPOC (21). Também deve ser ressaltado que
utilizamos métodos diferentes para analisar o estresse oxidativo. O sangue, que
manifesta as alteracdes sistémicas, foi avaliado por duas células: os eritrocitos
(sistema glutationa - medida que garante afericdo indireta do estresse oxidativo,
demonstrando maior producdo de EROS, através do sistema antioxidante mais
importante e a lipoperoxidacdo plasmatica, medida direta de danos a lipideos pela
producdo de espécies reativas de oxigénio) e os linfécitos (Teste Cometa para
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avaliar o dano de DNA). Ainda no estudo de Mercken, a andlise foi realizada com a
identificacdo do malondialdeido (MDA) no plasma e na urina, porém esta técnica,
apesar de ser muito utilizada, é pouco especifica e, segundo o estudo de Jiang (14,
15), parece subestimar a peroxidacao lipidica comparada com a técnica do xilenol
laranja. Importante ressaltar que, para identificacdo do estresse oxidativo em nosso
estudo, utilizamos o teste xilenol laranja, que identifica de forma mais sensivel o
residuo da oxidacdo da membrana lipidica das células (lipoperoxidacéo lipidica),
indicando o estresse oxidativo.

Sobre os marcadores de estresse oxidativo, segundo alguns estudos, eles
podem ser observados por diferentes técnicas, umas mais sensiveis e outras mais
especificas. A técnica utilizada por nosso estudo, o xilenol laranja, apresenta
especificidade para identificacdo das modificacdes celulares por oxidacdo de lipidios
durante o exercicio, superior as dosagens de MDA pela técnica de TBARS, que é
mais sensivel, demonstrando residuos que podem n&o representar o oxidacdo da
membrana lipidica (15). Outras técnicas, por sua vez, Sao0 mais sensiveis e
especificas, como por exemplo, a medida de 8-isoprostanos plasmaticos. Essa
afericdo torna-se invidvel pelo custo, considerando que ndo traz um grande
diferencial aos resultados encontrados da lipoperoxidacdo e pela pequena
quantidade encontrada no plasma.

Um estudo comparou as técnicas que avaliam a lipoperoxidacdo de formas
diferentes, por TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbitarico) e por HPLC
(Cromatografia liquida de alta precisdo), comparadas em pacientes com DPOC,
assim como, pessoas sem DPOC. Os resultados demonstram que essa técnica
HPLC apresenta na DPOC preferéncia por seguranca, especificidade e
reprodutibilidade, mesmo sendo um equipamento de valor elevado para alguns
laboratérios (22).

N&o utilizamos a dosagem de MDA por HPLC, porém encontramos resultados
apos o exercicio com Xilenol Laranja, que sdo comparados as demais técnicas na
verificacdo da oxidacdo de lipidios. Essa técnica € simples e de baixo custo, se
comparada com as demais técnicas. A andlise do estado REDOX, do estresse
oxidativo e do dano de DNA complementam-se na avaliacdo dos lesdes nas
membranas celulares. Ja que, a alteracdo do estado REDOX pode levar ao estresse

oxidativo, que por sua vez, pode causar dano.
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Interessante evidenciar que existe uma correlagéo inversa entre a GSH e o
VEF; e a DLCO, semelhante ao VO, de pico. Isso significa que, a medida que piora
a obstrucao do fluxo aéreo e a difusdo, maiores sédo os valores do GSH, indicando
que existe um desbalanco na conversdao da GSH em GPX, para detoxificacdo de
H,O, Assim, €& possivel verificar que os pacientes com DPOC com pior grau
funcional tém maior producdo de EROS e, por isso, o0 aumento de GSH, que é um
substrato antioxidante. Por outro lado, a medida que o volume residual aumenta,
indicando maior hiperinsuflagdo no repouso, maior sdo os valores da GSH,
denotando também maior producédo de EROS e, consequente, estresse oxidativo.

Ao analisarmos o desbalanco do estado REDOX, através do sistema
glutationa pela relacéo da glutationa oxidada pela glutationa reduzida (GSSG/GSH),
observamos que pacientes com DPOC possuem maior estresse oxidativo, pela
lipoperoxidacdo, em repouso e apos o exercicio, quando comparado com individuos
saudaveis (23). O estudo de Goldfarb AH et al. (2005) (24) analisou as dosagens no
sangue de GSH total, GSH reduzida, GSSG oxidada, MDA e carbonilas de 18
mulheres saudaveis nédo treinadas, que realizaram exercicio excéntrico de cotovelo,
sendo 9 com suplementacdo e 9 com placebo. Constatamos, no exercicio
excéntrico, achados de estresse oxidativo e do desbalango do sistema antioxidante,
semelhantes aos encontrados em nosso estudo apds o exercicio, além de reducao
do estresse oxidativo pela suplementacao.

Para outro estudo, realizado com 15 individuos jovens saudaveis que
realizaram exercicio em bicicleta ergométrica, foi analisado o sistema glutationa,
observando exercicios aerdbicos com resultados equivalentes de oxida¢do da GSH
pelos EROS gerado no exercicio, aumentando os valores de GSSG e a relagao
GSSG/GSH (25). O exercicio intenso pode reduzir os valores GSH e aumentar os
valores de GSSG, demonstrando que existe maior producao de EROS e a converséo
da glutationa reduzida para oxidada, reduzindo, posteriormente, de novo a
glutationa, um mecanismo que representa o equilibrio dos antioxidantes para
inativacdo dos EROS que podem gerar danos. Verificamos a mesma reducédo da
glutationa reduzida apos o exercicio (Tabela 3) (26), indicando que o sistema teve
producdo de EROS e a glutationa reduzida (GSH) foi convertida em glutationa
oxidada (GSSG) e consequente detoxificacdo do H,O,.

Um trabalho realizado por Mercken et al. (2009) (27) analisou o estresse

oxidativo sistémico e pulmonar apos o exercicio. Em tal estudo, observou-se que a
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relacdo GSSG/GSH est4 aumentada em pacientes com DPOC comparado com 0s
controles, concluindo que existe um aumento do estresse oxidativo pulmonar e
sistémico na DPOC, sem que se possa concluir sobre a evidéncia de que o exercicio
possa aumentar a inflamacé&o sistémica.

Observamos em nosso estudo resultados que corroboram os encontrados,
devido a alteracéo do potencial REDOX (GSSG/GSH), que controla os radicais livres
formados no exercicio intenso (Tabela 3). O exercicio realizado com intensidade
moderada, sob forma de treinamento, € capaz de modular a inflamacao e diminuir a
atividade dos mondcitos e macréfagos, assim como o NF-kB, que é também, um
mediador da resposta inflamatéria (28). Essa evidéncia confirma a importancia do
exercicio na DPOC, ja que ela também é uma doenca inflamatoria. A inflamacéo esta
ligada ao aumento das EROS, mas o0 exercicio ndo aumenta a inflamacéo, mas as
EROS gue aumentam o estresse oxidativo, com resultados semelhantes aqueles
encontrados por Mercken et al (2009) (27).

O exercicio maximo € capaz de gerar as alteracdes, porém estudos que
relacionam o exercicio submaximo, como o TC6, podem néo induzir o dano de DNA,
devido a esse produzir menos lactato pelo musculo e menor frequéncia cardiaca
maxima no final, quando comparado com teste maximo (29) e, consequentemente,
menor quantidade de espécies reativas de oxigénio. J& o exercicio realizado acima
de 80% do VO, maximo predito causa lipoperoxidacao significativa e um possivel
dano de DNA (30). Em nossa pesquisa, nao houve correlacdo do dano de DNA e o
estresse oxidativo, com a distancia obtida no teste de caminhada de seis minutos
em pacientes com a DPOC, talvez pelas caracteristicas fisiolégicas obtidas no teste,
que geram menos EROS. Na avaliacdo da percepcdo do esforco foi possivel
verificar que quanto maior a percep¢cdo menor é o estresse. Isso pode ocorrer devido
a maior capacidade de exercicio dos individuos, que expéem 0s mecanismos de
adaptacdo da DPOC ao exercicio, aumentando a capacidade antioxidante,
hiperinsulflando no exercicio maximo, parando mais provavelmente por disfuncéo
ventilatoria do que muscular, fazendo néo interagir estresse, dano e reparo, celular e
tecidual (31, 32).

O exercicio maximo realizado em esteira ergométrica em pessoas saudaveis
induz o dano de DNA e o estresse oxidativo. Esse resultado também foi encontrado
em nosso estudo (31,32), assim como, em individuos com DPOC (2, 4, 33). Outro

estudo recente que analisa quebra da dupla fita do DNA por técnica diferente da
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observada pelo Teste Cometa, que foi utilizado em nosso estudo, interpreta a quebra
por histonas 2AX fosforiladas (yH2AX) e ATM (Ataxia Telangiectasia Mutado)
fosforilado e substrato fosforilado da proteina-1 de construcdo p53. Esta pesquisa
teve como objetivo identificar a diferenca da quebra do DNA entre a DPOC,
fumantes assintomaticos e ndo fumantes, além de, relacionar com a patogénese da
doenca. Os resultados encontrados foram de que 0 estresse oxidativo parece
contribuir para a patogénese da DPOC pela inducdo de apoptose, senescéncia
celular e respostas pro-inflamatorias.

Nosso estudo, que avaliou o dano de forma diferente, também verifica os
mesmos achados referentes aos danos no DNA em pacientes com DPOC, na
condicdo de repouso, aumentada quando comparada a individuos normais (34).
Outras técnicas também demonstram resultados semelhantes aqueles observados
em nosso estudo, conforme foi verificado analisando o escarro e o sangue periférico
no marcador especifico de dano oxidativo ao DNA, o 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina
(8-OHdG), observados por Tzortzaki EG et al. (2012) (35).

A importancia do exercicio maximo e o conhecimento dos biomarcadores de
estresse oxidativo sdo fundamentais para prescrever o exercicio de maneira correta,
tanto para pessoas sem doenca quanto para aquelas com DPOC (25, 36). Na
doenca, que ja possui o efeito deletério do estado REDOX, ha alteracdo da
modulacdo e reducdo dos efeitos de radicais livres, agentes oxidantes e da
inflamacé&o. Sendo assim, esses fatores podem causar um ciclo com diminuicao da
biossintese da glutationa, remodelacdo da cromatina e da inflamag&o, que séo
importantes quando estdo funcionando para prevencdo de exacerbacoes,

normalmente presentes na DPOC (37).

Conclusodes

Na amostra estudada, o estresse oxidativo e o dano de DNA aumentam
depois do exercicio maximo, sendo maior em pacientes com DPOC, com a
tendéncia de aumentar com o piora espirométrica da doenca. Quanto menor a
capacidade aerodbica dos pacientes com DPOC maior serd seu estresse oxidativo.
Exercicios com baixa intensidade ndo se correlacionam ao estresse oxidativo e

consequente ao dano de DNA.
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Tabela 1. Caracteristicas basais dos individuos

60

Variaveis DPOC (n=27) Controles (n=15)
Antropometria
Idade, anos 63,8 £ 8,8 61,6 +7,14
Masculino/Feminino 13/15 2/13
IMC, kg.m™£ 247+4,6 26,8+4 %

Funcéao Pulmonar
VEF3, L (% pred)£
CVF, L (% pred)£
VEF,/CVFE

Cl, L (% pred)

CPT, L (% pred)

VR, L (% pred)

D, .CO, (% pred)

Pico de exercicio
VO,, ml/min£

Ve, LE

Ve/VVME

SpOy, (V)£

FC, (% pred)£
VO,/FC, ml/min/bpm£
Borg dispneia scores§
Borg Msls scores§
TC6 (metros)

1+0,44 (37,7 + 17,4)
2,29 + 0,65 (67,7 + 17)
0,42 + 0,13
1,42 + 0,44 (65 * 26,6)
7,05 + 1,68 (128,7 + 20,93)
4,77 + 1,54 (236,2 + 77,73)
7,95 + 5,21 (54,23 + 26,02)

1060 + 333,6
32,7 +11,4
0,96 + 0,33
87,7 +5,3

120,7 + 15,6

8,1+2
6 (4-10)
4 (0-10)
412 + 93

238+5094+14) %
3,14 +6 (98 +13) 1
0,75+4 %

1615+ 363 %
541+129 %
0,62+0,15 %
95+1,9
95+9,1%
10,8+ 2,7 %
4 (0-10) #
4,56 (0-10)
545 + 62 t

Valores em médias £ DP com excecao dos sintomas (minima e mediana)

Definicho das abreviaturas:

IMC= indice de massa corporal; VEFi;= volume

expiratério forcado no primeiro segundo; CVF= capacidade vital forcada; Cl=
capacidade inspiratoria; CPT= capacidade pulmonar total; VR= volume residual;
D, CO= capacidade de difusdo de monoxido de carbono; YO,= consumo maximo de
O, VE= ventilagdo por minuto; VVM= ventilagdo voluntaria maxima; SpO,=

saturacdo da hemoglabina por oximetria;

batimentos por minutos

tp< 0,05 comparacao entre 0s grupos.
£ Teste t para amostras independentes

§ TesteMann-Whitney

FC= frequéncia cardiaca; bpm=



61

Tabela 2. Diferengas dos marcadores de estresse oxidativo e dano de DNA pré e pos
exercicio maximo em pacientes com DPOC e controles sem DPOC

Variaveis DPOC (n=27) Controles (n=15)
Pré Pos Pré Pos
Dano de DNA (cells) 23,12+50,3 29,24 +56,61 7,33+5,83* 16,2+ 4,60tt
GSH (nmol/mL) 1413 + 927 1213 £ 575 2271 + 951* 2050 £ 871
GSSG (nmol/mL) 393 +135 530 + 2237 448,72 £+ 131  444,1 + 103%
GSSG/GSH (u.a.) 0,39 + 0,27 0,55 £ 0,45t 0,24 +0,17* 0.,7+0,17
Lipoperoxidacgéo 1,34 £ 0,23 1,41+0,29 1,38 +0,18 1,43 +£0,32

(UM/mg prot)

Valores em média + DP.

Definicho das abreviaturas: DNA=acido desoxirribonucleico; GSH=Glutationa;
GSSG= Disulfeto de glutationa; ua.=unidades arbitrarias * p< 0,05 comparacao pré-
exercicio entre os grupos (Teste t de student pareado); tp< 0,05 comparacao pré e
pos-exercicio intragrupos (Teste de wilcoxon); fp< 0,05 comparagéo entre 0s grupos
(Teste de Mann-Whitney).
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Figura 12. Correlacdo do VO, de pico com o estresse oxidativo em pacientes com
DPOC.
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Tabela 3. Correlagdes do Estresse oxidativo e do Dano de DNA com outras

variaveis.
Dano de DNA Estresse Oxidativo
GSH GSSG GSSG/GSH  Lipoperoxidacao
(células) (nmol/ml) (nmol/ml) (unidades (UM/mg prot)
arbitrarias)
r/p r/p rip r/p rip
DLCO(%) 0,03/0,87 -0,46 /0,02 -0,31/0,14 0,07 /0,73 -0,03/0,88
CPT(L) -0,15/ 0,42 0,367/0,071  -0,04/0,83 -0,21/0,29 -0,14 /0,48
VR (L) 0,04 /0,83 0,56 / 0,004 0,31/0,13 -0,19/0,35 -0,06 /0,77
VEF(L/s) (%) 0,33/0,72 -0,36 /0,06 -0,38 /0,04 0,09/0,63 -0,26/ 0,18
SpO; 0,27/0,15 0,19/0,36 0,02/0,91 -0,13/0,52 0,04 /0,82
IMC(km/m®) 0,3/0,84 0,23/0,24 -0,04 /0,83 -0,27 /0,17 -0,33/0,08
VO,(ml/kg/min) -0,38/0,036 -0,51/0,007 -0,44/0,02 0,29/0,14 -0,47 /0,01
Borg(0-10) 0,35/0,06 0,61 /0,002 0,19/0,36 -0,61/ 0,002 0,17/0,40
Borg Msis(0-10) 0,23/0,22 0,44 /0,03 -0,021/0,92 -0,16/0,43 -0,38/ 0,06
FCMax (bpm) -0,44 /0,82 -0,144 /0,50 0,17/0,42 0,29/0,16 0,17/0,42
TC6 (metros) -0,15/0,42 -0,09/0,64 -0,10/ 0,64 0,08/0,70 -0,17 /0,40

*Teste de correlagdo de Spearman

Definicdo das abreviagbes: DNA = acido desoxirribonucleico; GSH = Glutationa reduzida; GSSG =
Glutationa oxidada. IMC = indice de massa corporal; VEF,; = Volume Expiratério Forcado no primeiro
segundo; CVF = Capacidade Vital Forcada; VO, = Consumo maximo de oxigénio; FC = Frequéncia
cardiaca maxima; Borg = percepc¢ao do esfor¢co; TC6 = Teste de caminhada de seis minutos; bpm =
batimentos por minuto; L/s = litros por segundo; Msls = membros inferiores; r = valor de correlacdo; p
= valor de significancia.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A DPOC possui alteragdes importantes no estado REDOX, dos
biomarcadores do estresse oxidativo e de dano de DNA, quando comparados com
individuo controles saudaveis de mesma idade. Existem diferencas da doenca que
foram percebidas pela comparacdo da funcdo pulmonar e da capacidade de
exercicio maximo (ergoespirometria) e subméximo (TC6). Quanto maior a gravidade
de doenca avaliada pelo VEF;, maior € o estresse oxidativo e, consequentemente,
do dano de DNA, durante o exercicio maximo.

O exercicio maximo induz o aparecimento dos biomarcadores de estresse
oxidativo e do dano de DNA, maior nos pacientes com DPOC do que nos controles.

O estresse oxidativo correlaciona-se com o pico de VO, de forma negativa e
significativa, demonstrando que quanto maior a capacidade aerdbica menor € o
estresse oxidativo. Isso ocorre quando os pacientes com DPOC realizam exercicio
maximo.

Com relacdo ao indice de massa corporal, quanto maior o estresse oxidativo,
menor é o indice de massa corporal dos pacientes com DPOC. A SpO, obtida no
pico de exercicio maximo dos pacientes com DPOC ndo se correlaciona com o
estresse oxidativo e o dano de DNA.

Para os pacientes com DPOC, existe correlagéo significativa entre o estresse
oxidativo e o dano com a funcdo pulmonar, a capacidade maxima de exercicio e a
percepcao de esforco pela dispneia.

Conforme os resultados, sugere-se que outros estudos possam avaliar a
biépsia do musculo para a analise do estresse oxidativo e do dano de DNA, ja que,
ao avaliar essas modificagcdes das células sanguineas podemos ter interferéncia
dos mecanismos protetores que agem rapidamente nos mecanismos de lesdo dos
lipidios, proteinas e DNA. Também outras técnicas podem ser utilizadas para
verificar o estresse oxidativo e comparar com 0S nossos resultados, ndo sé a
peroxidacdo dos lipidios, mas também os resultados que geram a oxidacdo pela
verificacdo de carbonilas e 8-isoprostanos plasmaticos. A melhor avaliagdo da
associacdo do estresse oxidativo e do dano de DNA poderé& no futuro estar aliado a
outros parametros, podendo assim predizer a gravidade da doenga e o progndstico,

como rotina na avaliacao dos pacientes.



