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Resumo

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é caracterizada por obstrucao do
fluxo aéreo que envolve um processo inflamatorio crénico das vias aéreas e destruicdo do
parénquima pulmonar induzidos pela bronquite cronica ou enfisema. Devido as
anormalidades na troca gasosa que ocorre na DPOC, mudancgas no pH podem alterar as
concentracdes de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), um fosfato organico presente nos
eritrécitos e que exerce funcdo importante no transporte de oxigénio. A baixa
concentracao de 2,3-DPG aumenta a afinidade do oxigénio a hemoglobina, dificultando
sua liberagdo, comprometendo a oxigenagcado dos tecidos. Além disso, oxigenioterapia
indicada para pacientes com DPOC pode levar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) responsaveis pela injuria celular. Por outro lado, EROS também pode
ser produzido por um aumento nos niveis de homocisteina no plasma e com isso causar
lesdo celular. Estudos sugerem que pacientes com DPOC podem apresentar aumento da
homocisteina plasmatica, um fator de risco para doengas cardiovasculares. Baseando-se
nisso, o objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de 2,3-DPG e homocisteina em
pacientes com DPOC. Nossos resultados mostraram que nao houve diferengca na
concentracao de 2,3-DPG entre pacientes e controles, pois a concentragao desse fosfato
foi semelhante em ambos os grupos. Nos pacientes com DPOC que fazem uso ou nao de
oxigenioterapia também n&o houve diferenca nas concentra¢des de 2,3-DPG. Portanto, o
transporte e distribuicdo de oxigénio nao estavam prejudicados nesses pacientes. No
entanto, os pacientes com DPOC apresentaram hiperhomocisteinemia leve e baixos
niveis de acido félico. Esta observagao sugere a necessidade de suplementagcdo com
acido félico para pacientes com DPOC. Os polimorfismos C677T e A1298C no gene da
MTHFR néo influenciaram as concentragées de homocisteina nos pacientes com DPOC.
A contribuicdo de nossos dados é de grande importancia para o monitoramento de

pacientes com DPOC.
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Abstract

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is characterized by chronic airflow
obstruction that involves a chronic inflammation of the airways and destruction of lung
parenchyma induced by chronic bronchitis or emphysema. Abnormalities in gas exchange
that occurs in COPD leads to changes in pH altering 2,3-DPG levels, an organic
phosphate present in red blood cells and play an important role in oxygen transport.
Reduced levels of 2,3-DPG increase the oxygen affinity of hemoglobin and reduces
oxygen delivery, compromising tissue oxygenation. On the other hand, oxygen therapy
which is used in COPD patients induces the production of reactive oxygen species (ROS)
responsible for cellular injury. ROS can be also produced by an excess of homocysteine in
plasma. Studies suggest that COPD patients may have increased homocysteine, a risk
factor for cardiovascular diseases. The aim of the present study was to evaluate 2,3-DPG
and homocysteine levels in COPD patients. Our results showed no difference in the 2,3-
DPG levels between patients and controls. In patients with COPD who use oxygen therapy
or not there was no difference in the 2,3-DPG. Therefore, oxygen transport and unloading
were not affected. Patients with COPD had mild hyperhomocysteinemia and low levels of
folic acid. This observation suggests that dietary supplement of folate to COPD patients is
necessary. C677T and A1298C polymorphisms in the MTHFR gene showed no influence
on concentrations of homocysteine in COPD patients. Our data make an important

contribution for the monitoring of COPD patients.
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Introducao

1.1. DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA

A Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é uma doenga prevenivel e
tratavel, que se caracteriza pela presenca de obstrugcao cronica do fluxo aéreo, que nao é
totalmente reversivel. A obstrugao crénica do fluxo aéreo é geralmente progressiva e esta
associada a uma resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a inalagéo de particulas ou
gases toxicos, causada principalmente pelo tabagismo (PAUWELS et. al.,, 2001;

Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2004; HOGG et. al., 2008).

Clinicamente a DPOC caracteriza-se por dispnéia crénica e progressiva - principal
sintoma associado a incapacidade, reducao da qualidade de vida e pior prognéstico; tosse
- sintoma mais encontrado, podendo ser diaria ou intermitente e proceder a dispnéia ou
aparecer simultaneamente; e producdo de escarro (SHARAFKHANEH et. al., 2008;

GOLD, 2008; FROMER e COOPER, 2008).

O processo inflamatério crénico pode produzir alteragcdes importantes no tecido
pulmonar, como a bronquite crénica caracterizada por eventos inflamatérios nos
brénquios e bronquiolos, e o enfisema pulmonar causado pela destruicdo do parénquima

pulmonar (Figura 1) (GEA et. al., 2009).

As alteragdes no tecido pulmonar provocados pela bronquite crénica ou
pelo enfisema pulmonar resultam em hipersecre¢cdo de muco, disfungéo ciliar, limitacao
do fluxo aéreo, anormalidades na troca gasosa, hiperinflacdo pulmonar, hipertensao
pulmonar e cor pulmonale. A hipersecrecdo de muco e a disfungao ciliar levam a tosse
cronica e producao de escarro. A obstrucao das vias aéreas, destruicao do parénquima
pulmonar e anormalidade vascular dos pulmdes reduzem a capacidade pulmonar para a
troca gasosa, produzindo hipoxemia e hipercapnia. A hiperinflagdo pulmonar ocorre

quando o ar é aprisionado nos pulmbes depois de cada respiragdo, devido a um
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Introducao

desequilibrio no volume de ar inspirado e expirado. A hipertensdo pulmonar que se
desenvolve durante o curso da doenga € a maior complicagao cardiovascular da DPOC e
esta associada com o desenvolvimento de cor pulmonale (PAUWELS et. al., 2001;

FROMER e COOPER, 2008; GEA et. al., 2009).

Tabagismo
QOutros insultos

I I Envolvimentosistémico

Inflamacgao
Estresse Oxidativo ‘Jﬂl’

Mensagemdo

sangue
Alteragao do tecido SEEESEESEESEES

Bronquite Enfisema
Cronica Pulmonar

] Obstrucdo croénica do fluxo aéreo
" ¢

Comprometimento da troca gasosa

N7

Insuficiéncia respiratoria

Figura 1. Efeitos do tabagismo e outros insultos no tecido pulmonar. Adaptado de

Gea et. al., 20009.
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Introducdo

A Bronquite Crbénica é uma desordem caracterizada pela producédo diaria e
excessiva de muco, e tosse persistente com produgao de escarro por trés meses em dois
anos consecutivos, ocasionando estreitamento das vias aéreas pulmonares (Figura 2)

(STEPHENS e YEW, 2008).

Bronquio normal Bronquite

Figura 2. Bronquio normal versus Bronquite Crénica.

A irritacdo cronica por substancias inaladas e infecgbes microbiologicas sao
importantes na génese da bronquite cronica. O tabagismo € o principal fator de risco, por
causar inflamagao das vias aéreas e hipersecrecdo de muco, que contribuem para a

obstrucdo das vias aéreas (SNIDER, 1989; KUMAR et.al., 2005; PELKONEM, 2008).

A fumaga do cigarro aumenta a susceptibilidade a infec¢des por interferir na agao
ciliar do epitélio respiratorio ou por causar lesao no epitélio das vias aéreas, inibindo a
capacidade dos leucécitos de remover as bactérias (KUMAR et. al.,, 2005). A

hipersecrecdo de muco nas grandes vias aéreas esta associada a hipertrofia das
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glandulas submucosas da traquéia e dos brénquios, e 0 aumento das células caliciformes
nas pequenas vias aereas resulta na producao excessiva de muco que contribui para a
obstrucao das vias aéreas (KUMAR et. al., 2005; SZILASI et. al., 2006; CHUNG e

ADCOCK, 2008).

O Enfisema Pulmonar é caracterizado por aumento anormal dos espagos aéreos
distais aos bronquiolos terminais, acompanhado de destruicdo das paredes alveolares
sem fibrose ébvia (Figura 3) (SNIDER, 1989; HOGG et. al.,, 2008; KIM, 2008). A
destruicdo das células alveolares e capilares (epiteliais e endoteliais) por enzimas
proteoliticas € o principal mecanismo de destruicdio do parénquima pulmonar

(TARASEVICIENE-STEWART e VOELKEL, 2008).

Alvéolo normal

Pulmoes

Alvéolo com
Enfisema

Figura 3. Alvéolo normal versus enfisematoso. Adaptado de Taraseviciene-Stewart e

Voelkel, 2008.
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As proteases podem degradar enzimaticamente uma grande variedade de
proteinas pulmonares e as antiproteases protegem o pulmdo dessa degradagao
(TARASEVICIENE-STEWART e VOELKEL, 2008). No entanto, a destruicdo da parede
alveolar resulta de um desequilibrio entre as atividades das proteases (elastase) e as

antiproteases (a1-antitripsina), levando a destruicdo da elastina, proteina responsavel

pela manutengéo da elasticidade das paredes alveolares. Com a perda da elastina ocorre
colapso alveolar e estreitamento dos bronquiolos, limitando o fluxo aéreo no pulméo

(KUMAR et.al., 2005; KIM et. al., 2008; GOLD, 2008).

A deficiéncia de a aq-antitripsina, principal inibidor da elastase neutrofilica, & um

fator de risco para o desenvolvimento do enfisema pulmonar, que é agravado pelo
tabagismo (Figura 4) (SHARAFKHANEH et. al., 2007; TARASEVICIENE-STEWART e
VOELKEL, 2008). Nesta deficiéncia, a protecao antiprotease no intersticio pulmonar e no
espaco alveolar estd diminuida em aproximadamente 15 a 20% (ABBOUD e

VIMALANATHAN, 2008).

Um desequilibrio entre a atividade protease-antiprotease também pode ser
desencadeado pelo fumo, pois os fumantes apresentam um nimero maior de neutréfilos e
macroéfagos nos alvéolos. O fumo induz a produgao de citocinas pelas células endoteliais,
estimulando o recrutamento de macrofagos e neutréfilos. O aumento de neutréfilos no
pulmdo também resulta da liberacdo de fatores quimiotaticos pelos macréfagos. Os
neutréfilos estimulados liberam elastase, promovendo um aumento da sua atividade e

assim ocorre a inibicdo da atividade aa {-antitripsina. Os oxidantes produzidos pelo
fumo, neutréfilos e macrofagos também inibem a aq-antitripsina, reduzindo a atividade

antielastase nos fumantes. O desequilibrio entre a elastase eca 1-antitripsina leva a
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destruicdo da elastina, causando o enfisema pulmonar (Figura 4) (KUMAR et. al., 2005;

ABBOUD e VIMALANATHAN, 2008).

Q%

Espécies reativas
do oxigénio

Inativagdo das
antiproteases

Neutréfilo Deficiéncia de
al-antitripsina

ENFISEMA

Figura 4. Mecanismo protease-antiprotease do Enfisema Pulmonar. Adaptado de Kumar,

2005.

A identificacdo dos fatores de risco € um importante passo no desenvolvimento de
estratégias para a prevengao e tratamento de qualquer doenga. Os fatores de risco para a
DPOC incluem fatores individuais e ambientais, e a doenga geralmente ocorre devido a

interacao destes fatores (PAUWELS et. al., 2001; GOLD, 2008).
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v Fatores de risco individuais.

- Deficiéncia de aq-antitripsina. O fator individual mais importante de origem hereditaria
é a deficiéncia dea {-antitripsina, pois outros genes envolvidos na patogénese da DPOC

ainda nao foram identificados.

v' Fatores de risco ambientais.

- Tabagismo. O fator de risco mais comum é o tabagismo, pois os fumantes apresentam
maior susceptibilidade para o desenvolvimento de sintomas respiratorios e anormalidades
no funcionamento pulmonar. Embora o tabagismo seja a principal causa da DPOC,
apenas 15 a 20% dos fumantes desenvolvem a doenga, sugerindo que a predisposi¢ao
genética e fatores ambientais executam um papel importante na patogénese da doenga. A
exposicao passiva a fumaca do cigarro também pode contribuir para o aparecimento de

sintomas respiratérios e DPOC.

- Exposicao ocupacional. Exposigao a poeira organica e inorganica, e agentes quimicos.

- InfeccOes virais e bacterianas. As infecgcbes podem contribuir para a patogénese e

progressao da DPOC.

- Outros fatores de risco: género, nutricdo e asma (PAUWELS et. al., 2001; GOLD,

2008).

O diagnéstico da DPOC deve ser realizado especialmente em pacientes que
apresentam dispnéia, tosse, producdo de escarro, ou histéria de exposicdao a um dos
fatores de risco. Além da presenga de sintomas e da exposigao a fatores de risco, o
diagnéstico deve ser confirmado através da avaliagdo da fungdo pulmonar pela

espirometria (PAUWELS et. al., 2001; FROMER e COOPER, 2008).
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A DPOC também é caracterizada por um declinio progressivo na fungao pulmonar
e na qualidade de vida. Entretanto, na DPOC podem ocorrer periodos intermitentes de
sintomas agudos chamados de exacerbacbes (GEA et. al, 2009). A frequéncia e a
severidade das exacerbacdes aumentam com a severidade da doenca, e geralmente
estdo associadas a infeccbes virais ou bacterianas (Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae e Moraxella catarrhalisy (MACLNTYRE e HUANG, 2008;
GARCIA-AYMERICH et. al.,, 2009). Os sintomas apresentados pelos pacientes com
exacerbacdes sao: dificuldade para respirar, dor no peito, producdo de escarro
aumentada com alteracdo no aspecto do escarro de mucéide para purulento, e febre. As
exacerbacdes podem também ser acompanhadas por taquicardia, taquipnéia, mal estar,
insbnia, fadiga, depressao e confusao (PAUWELS et. al., 2001; FROMER e COOPER,

2008).

Algumas comorbidades como cancer de pulmao, doenca coronariana, hipertensao,
insuficiéncia cardiaca, diabetes, caquexia, anormalidades do musculo esquelético e
osteoporose podem estar presentes nos pacientes com DPOC (VAN EEDEN e SIN, 2008;

STOCKLEY, 2009).

O tratamento da DPOC envolve uma combinagao de intervencdes farmacolégicas
e nao farmacoldgicas de acordo com a severidade da doenca. A terapia farmacoldgica
previne e controla os sintomas, reduz a freqiiéncia e a severidade das exacerbagdes,
melhora o estado de saude e a toleréncia ao exercicio. A terapia farmacolégica consiste
em broncodilatadores (anticolinérgicos, [2-agonistas e xantinas), inalagdo de
corticosterdides, mucoliticos e vacinas (antiinfluenza e antipneumocécica). Embora o
tratamento farmacolégico seja fundamental para o controle e reducdo dos sintomas,

existe uma série de intervengdes nao farmacoldgicas que séo cruciais para a obtencao de
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bons resultados. Dentre os tratamentos nao farmacolégicos estdo: cessacdao do
tabagismo; reabilitagcdo pulmonar como o exercicio fisico, aconselhamento nutricional e
educacao do paciente; oxigenioterapia e cirurgia que inclui a redugéao do volume pulmonar
e o transplante de pulmdo. (PAUWELS et. al., 2001; FROMER e COOPER, 2008;

STOCKLEY, 2009).

A DPOC é a maior causa de morbidade e mortalidade, e atualmente é a quarta
causa de morte no mundo (BOURBEAU e BARTIETT, 2008; FROMER e COOPER,
2008). A prevaléncia global da DPOC em adultos com idade superior a 40 anos é de 9 a
10 % (CHUNG e ADCOCK, 2008). A prevaléncia desta doenga vem aumentando e
estima-se que até o ano de 2020 a DPOC seja a terceira causa de morte no mundo
(PAUWELS et. al.,, 2001; STOCKLEY, 2008; GOLD, 2008). Segundo a Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (2004), no Brasil a DPOC vem ocupando nos
ultimos anos da quarta a sétima posicao entre as principais causas de morte e

aproximadamente 33 mil pessoas morre por ano dessa doenca.

1.2. 2,3-DIFOSFOGLICERATO

O 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) é um fosfato organico presente nos eritrécitos e
exerce uma funcdo importante no transporte de oxigénio. Em humanos, o 2,3-DPG
apresenta concentragdo equimolar a hemoglobina nos eritrocitos (BENECH e BENECH,

1969; POMPONI et. al., 2001; TORRES et. al., 2007).

O metabolismo dos eritrécitos depende unicamente da glicélise para a obtencao
de energia, e 0 2,3-DPG é um metabdlito intermediario normal da glicélise sintetizado por

uma via conhecida como shunt de Rapoport-Luebering (Figura 8). O 1,3-difosfoglicerato
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(1,3-DPG) é convertido a 3-fosfoglicerato (3-PG), produzindo uma molécula de ATP. Por
outro lado, o 1,3-DPG também pode ser convertido a 2,3-DPG pela enzima
difosfoglicerato mutase (DPGM) sem producdo de ATP. A enzima difosfoglicerato
fosfatase (DPGF) converte o 2,3-DPG em 3-PG, que entra novamente na via glicolitica

(HSIA, 1998; CASTILHO et. al., 2003; CHO et. al., 2008).

Glicose

|

Glicose-6-fosfato

|

Frutose-6-fosfato

|

Frutose-1,6-bifosfato

'

Gliceraldeido-6-fosfato

|

1,3-Difosfoglicerato

Fosfato
ATP 2,3-Difosfoglicerato

Fosfoglicerato
Kinase DPGF

3-Fosfoglicerato | |- Deoxihemoglobina

Fosfoenolpiruvato v

Deoxihemoglobina-
2,3-Difosfoglicerato

Piruvato

|

Lactato

Figura 8. Glicolise, mostrando o shunt de Rapoport-Luebering onde o 2,3-DPG é
formado. Adaptado de Hsia, 1998.
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Em 1967, Benech e Benech, e Chanutin e Curnish, mostraram que o 2,3-DPG
presente em altas concentra¢des nos eritrécitos, diminui a afinidade do oxigénio com a
hemoglobina (BELLINGHAM et. al., 1971).

O transporte de oxigénio e sua distribuicdo para os tecidos sao regulados pela
afinidade da hemoglobina ao oxigénio. Esta afinidade pode ser alterada por mudangas no
pH, temperatura, concentracao de diéxido de carbono, e fosfatos orgénicos como 2,3-
DPG e adenosina trifosfato. A relagao entre a hemoglobina e o oxigénio em equilibrio &
descrita pela forma sigmdide da curva de dissociacao da hemoglobina (Figura 9) (TIMMS

e TISI, 1984; PICCIONI et. al., 2003).

SO; (%)

PO, (mmHg)

Figura 9. Curva de dissociagcao da hemoglobina.
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A reducao do pH ou o aumento da temperatura e do 2,3-DPG deslocam a curva
para a direita (D). O aumento do pH ou a reducao da temperatura e do 2,3-DPG deslocam
a curva para a esquerda (E) (CASTILHO et. al., 2003).

O 2,3-DPG se liga a um sitio especifico na cadeia beta da hemoglobina mudando
a conformagado da molécula de hemoglobina, devido a alteragbes do meio quimico e
eletrostatico do sitio de ligacdo do oxigénio na hemoglobina (propriedades alostéricas),
estabilizando-a energeticamente para forma desoxigenada (conformacado-T). Essa
mudanga de conformagéo diminui a afinidade do oxigénio a hemoglobina e causa o
deslocamento da curva de dissociagcdo da hemoglobina para a direita, aumentando a
liberacao de oxigénio para os tecidos (MELDON, 1985; HSIA, 1998; DUBEY et. al., 2003).
Niveis diminuidos de 2,3-DPG aumentam a afinidade da hemoglobina ao oxigénio e
desvia a curva de dissociacdo da hemoglobina para a esquerda, fazendo com que haja
uma reducéo na liberagcéo de oxigénio para os tecidos (CASTILHO et. al., 2003).

Os principais fatores que regulam a concentracao de 2,3-DPG nos eritrécitos sao

alterac6es no pH intra-eritrocitario e hipéxia (TORRES et. al., 2007).

Elevagbes no pH intracelular estimulam a glicélise, aumentando a atividade da
DPGM e inibindo a atividade da DPGF, resultando numa maior sintese e menor
degradacéo de 2,3-DPG. Do mesmo modo, a queda do pH intracelular provoca um efeito
contrario (DUHN e GERLACH, 1971; DEUTICKE et al., 1971).

A hipdxia também altera a concentracao de 2,3-DPG e esta alteracao baseia-se
em trés hipéteses:

1- O eritrécito desoxigenado altera o pH plasmatico para alcalino, pois a hemoglobina
desoxigenada é um acido mais fraco do que a forma oxigenada. Como descrito
anteriormente, a elevagédo do pH intra-eritrocitario aumenta a sintese do 2,3-DPG

(DUHN e GERLACH, 1971).
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2- O 2,3-DPG possui maior afinidade pela hemoglobina desoxigenada. Em situacéao
de hipoxia, ha um aumento da hemoglobina desoxigenada, fazendo com que o
2,3-DPG ligue-se mais facilmente a hemoglobina. Desta forma, ocorre uma
diminuicdo do 2,3-DPG livre que reduz sua agdao como inibidor da DPGM,
resultando num aumento da sintese do 2,3-DPG (DUHN e GERLACH, 1971;
NELSON e DAVEY, 1995b).

3- A hipoxia também estimula a eritropoiese, aumentando o niumero de eritrocitos
jovens que possuem maior concentracdo de 2,3-DPG que os mais velhos
(SAMAJA et. al., 1991).

Alteracoes na concentracao de 2,3-DPG podem ocorrer quando o transporte de
oxigénio esta comprometido, como na anemia, altas altitudes, problemas cardiacos
congénitos, dispnéia do sono e doenca pulmonar obstrutiva crénica (MULQUINEY e

KUCHEL, 1999; CASTILHO et. al., 2003; CLERBAUX et. al., 2006).

Na DPOC, devido as anormalidades na troca gasosa a eliminagdo de diéxido de
carbono pelos pulmdes pode estar prejudicada. Do mesmo modo, a oxigenioterapia
realizada por esses pacientes, pode causar a retengdo de didxido de carbono

(FREMAULT et. al., 2008).

A eliminacéao reduzida do diéxido de carbono pelos pulmdes faz elevar o seu nivel
no sangue, e consequentemente, eleva-se o nivel do acido carbdnico. Com isso ha maior
quantidade de ions hidrogénio livres no organismo, ocasionando a queda do pH
sanguineo. Como ja visto anteriormente, a queda no pH reduz a atividade da via
glicolitica, que diminui a acdo da DPGM e estimula a DPGF, resultando numa menor

sintese e maior degradacao de 2,3-DPG (NIELSEN et. al., 1990). Assim, a diminuicdo na
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concentracao de 2,3-DPG pode afetar a distribuicdo de oxigénio aos tecidos, podendo

comprometer a oxigenagao dos tecidos.

1.3. HOMOCISTEINA

A homocisteina (Hci) € um aminoécido sulfidrilico, formado durante o metabolismo
da metionina, aminoacido essencial proveniente da dieta. Uma vez formada, a
homocisteina pode ser metabolizada intracelularmente por transulfuragéo a cisteina ou
por remetilagdo a metionina. (Figura 5 e 6) (BYDLOWSKI et. al., 1998; ZHOU e AUSTIN,

2008).

NH®
I

CH == S== CHz CH~ CH Metionina
too®

NH®
HS=—CH,-CH,—CH Homocisteina
co0°

e
HS-CI-IZ-FH Cisteina
coo®

Figura 5. Estruturas da Metionina, Homocisteina e Cisteina. Adaptado de Jacobsen.

A metionina da dieta é convertida a S-adenosilmetionina (SAM) pela enzima

metionina-adenosiltransferase (MAT). A SAM é desmetilada a S-adenosil-homocisteina
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(SAH) e sofre hidrélise para formar a homocisteina, que pode ser metabolizada pela via
de remetilagdo ou pela via de transulfuragdo (BYDLOWSKI et. al., 1998; ZHOU e

AUSTIN, 2008).

Na via de transulfuracdo a homocisteina é convertida pela enzima cistationina £3-
sintase (CBS) e pela vitamina Bg em cistationina que por sua vez sofre agdo da enzima
cistationina y-liase (CGL) e da vitamina Bg para formar a cisteina. A cisteina pode ser
utilizada em diversas fungdes celulares, como na a sintese de proteinas e glutationa - um
importante agente antioxidante (MARON et. al., 2006; ZHOU et. al., 2008). A via de
transulfuragdo ocorre quando a metionina esta em excesso (WIERZBICKI, 2007;

ANTONIADES et. al., 2009).

Em condigbes em que ocorre baixa ingestdo de proteina, a homocisteina pode ser
remetilada a metionina pelo ciclo do folato e pelo figado e rins. No ciclo do folato, sao
necessarias as enzimas metionina sintase e 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR), e a vitamina B> como cofator. O folato é convertido a 5-metiltetrahidrofolato,
um importante doador metil na transformagéo da homocisteina em metionina. No figado e
rins, a homocisteina é remetilada pela enzima betaina homocisteina metiltransferase
(BHMT), que transfere um grupo metil a homocisteina pela desmetilacdo da betaina a
dimetilglicina, formando novamente a metionina (MARON e LOSCALZO, 2006; ZHOU e

AUSTIN, 2008; WIERZBICKI, 2007; ANTONIADES et. al., 2009).
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Remetilagdo ) .
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7 1N

Taurina GSH Sulfato

Figura 6. Metabolismo da Homocisteina. Adaptado de Zhou e Austin, 2009.

A homocisteina total plasmatica (tHci) é representada pelas fracdes de
homocisteina livre, homocistina, homocisteina ligada a proteina e dissulfetos mistos de
homocisteina-cisteina (Figura 7). O nivel normal de tHci € < 15 pmol/L. Fatores genéticos
ou adquiridos podem influenciar nos niveis de homocisteina plasmatica — Tabela 1

(REFSUM et. al., 2004; ANTONIADES et. al., 2009).
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0 —
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Figura 7. Espécies de Homocisteina encontradas no plasma. Adaptado de Refsum et. al.,

2004.

O termo “hiperhomocisteinemia” € usado quando os niveis de homocisteina
excedem 15 pmol/L. A hiperhomocisteinemia pode ser classificada como leve (15-30
pumol/L), moderada (30-100 umol/L) e grave (>100 umol/L) — Tabela 1 (REFSUM et. al.,

2004; ZHOU e AUSTIN, 2008; BOLDYREYV, 2009).
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Tabela 1. Causas do aumento da homocisteina de acordo com a idade os niveis de
homocisteina plasmatica total (REFSUM et. al., 2004).

Categoria Causas

De acordo com a idade

Recém-nascidos Deficiéncia de vitamina B,
Hipermetioninemia
Homocistinuria

Criancas Deficiéncia de acido félico e vitamina B,
Homocistinuria
Adultos Estilo de vida nao saudavel

Dieta vegetariana

Polimorfismo C677T no gene da MTHFR
Idosos Deficiéncia de vitamina B, (ma absor¢ao)

Estilo de vida ndao saudavel

Insuficiéncia renal

Medicamentos

De acordo com as concentracoes de
Hci plasmatica total

15 — 30 pmol/L Estilo de vida ndo saudavel
Dieta vegetariana
Polimorfismo C677T no gene da MTHFR
Funcao renal prejudicada
Drogas que afetam a concentracao de Hci,
acido félico e vitamina By,

30 — 100 pmol/L Deficiéncia de vitamina B, (moderada ou
severa
Deficiéncia de acido folico (moderada ou
severa)
Insuficiéncia renal

>100 pmol/L Deficiéncia de vitamina B, severa
Homocistinuria

Diversos fatores alteram a concentracdo de homocisteina plasmatica, tais como:

v Defeitos genéticos nas enzimas envolvidas no metabolismo da

homocisteina.

A deficiéncia da enzima CBS resulta em homocistindria, um raro erro inato do

metabolismo que leva a uma excregao urinaria de grandes quantidades de homocisteina
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combinado com um aumento da homocisteina plasmatica, geralmente acima de 100
umol/L (BYDLOWSKI et. al., 1998; REFSUM et. al., 2004). O polimorfismo C677T no gene
da MTHFR reduz a atividade enzimética da MTHFR em 50% e esta associado com niveis
elevados de homocisteina no plasma. Este polimorfismo troca C por T na posicao 677,
substituindo alanina por valina (ARRUDA et. al, 1998; CATTANEO, 2006). O
polimorfismo A1298C no gene da MTHFR sozinho, ndo afeta os niveis de homocisteina,
mas individuos heterozigotos para ambas as mutagbes C677T e A1298C no gene da
MTHFR podem apresentar hiperhomocisteinemia. O polimorfismo A1298C, troca A por C
na posicao 1298, substituindo glutamina por alanina (KOLLING et. al., 2004; ELDIBANY e
CAPRINI, 2007). Outros polimorfismos envolvidos nas enzimas do metabolismo da
homocisteina que resultam em hiperhomocisteinemia sdo: MTR A2756G e MTRR A66G

(GAUGHAN et. al, 2001; CATTANEO, 2006).

v Fatores nutricionais.

A deficiéncia de vitamina Bs e By, prejudicam o metabolismo da homocisteina, pois
as atividades das enzimas responsaveis por esse metabolismo dependem destas
vitaminas como cofatores. A deficiéncia de folato ndo afeta diretamente estas enzimas,
mas reduz o suprimento de THF no ciclo do folato. A concentragdo de tHci estd
inversamente relacionada com a concentragdo plasmatica de folato, vitamina Bg € By,

bem como, a ingestao destas vitaminas (CASTRO et. al., 2006; ZHOU et. al.; 2009).

v" Funcao renal.

A insuficiéncia renal € acompanhada pela elevacao nas concentracées de tHci,
devido a uma diminuigdo na excrecao de homocisteina, ou falha no seu metabolismo

(BYDLOWSKI et. al., 1998; CASTRO et. al., 2006).
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v' Idade e género.

Os niveis de homocisteina aumentam com a idade e ap6s a puberdade os homens

tendem a apresentar concentra¢des de homocisteina maiores (REFSUM et. al., 2004).

v" QOutros fatores.

Tabagismo, alcoolismo, sedentarismo, medicamentos (anticonvulsivantes e
diuréticos tiazidicos), doenca hepatica, diabetes e hipotireoidismo elevam as
concentracbes de homocisteina no plasma (CASTRO et. al.,, 2006; ELDIBANY e

CAPRINI, 2007).

Estudos epidemioldgicos sugerem que niveis elevados de homocisteina estao
associados com um aumento do risco para doengas cardiovasculares, pois a
hiperhomocisteinemia pode causar leséo e disfuncao endotelial. Além destas desordens,
a hiperhomocisteinemia também esta envolvida nas complicagdes neuroldgicas e
psiquiatricas, defeitos congénitos, complicacdes na gravidez, e doencas neoplasicas

(McCULLY, 1969; REFSUM et. al., 2004; ELDIBANY e CAPRINI, 2007).

Muitos estudos mostram que a hiperhomocisteinemia causa lesdo e disfungao
celular através do estresse oxidativo. Dessa maneira, nos pacientes com DPOC que
dependem da oxigenioterapia, pode haver um aumento na formagéao de espécies reativas
do oxigénio capazes de causar dano ao parénquima pulmonar (KIM et. al., 2008;
CARPAGNANO et. al., 2009).

O grupo sulfidrila (-SH) da homocisteina sofre oxidagdo facilmente, gerando
espécies reativas do oxigénio que ocasiona lesdao e disfuncao celular. As espécies
reativas do oxigénio sdo produzidas durante a auto-oxidacdo da homocisteina em

excesso. Normalmente, a glutationa neutraliza os radicais livres. No entanto, o aumento
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da homocisteina plasmatica reduz a atividade da glutationa peroxidase e a formagao de
glutationa, alterando o sistema de defesa antioxidante extra e intracelular e assim
compromete o sequestro de radicais livres produzidos pela oxidacdo da homocisteina e
pela oxigenioterapia (ELDIBANY e CAPRINI, 2007; VENTURA et. al., 2008; ZHOU e
AUSTIN, 2009).

A investigacao das concentragbes de 2,3-DPG, bem como, da homocisteina e de
fatores que influenciam na sua concentracdo (acido félico, vitamina B, e alguns
polimorfismos no gene da MTHFR), é de grande relevancia para 0 acompanhamento de
pacientes com DPOC. Pois, alteragées importantes nas concentragées de 2,3-DPG e
homocisteina podem estar envolvidas no comprometimento da distribuicdo do oxigénio
para os tecidos e na progressdo da doenca, respectivamente, agravando ainda mais o

quadro clinico desses pacientes.
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2. OBJETIVOS



OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os niveis plasmaticos de homocisteina e de 2,3-DPG em uma

amostra da populacao brasileira com DPOC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar as concentragdes de homocisteina plasmatica, 2,3-DPG,
vitamina B2, acido félico e os perfis hepatico e renal.

2. Investigar a presenca dos polimorfismos C677T e A1298C no gene da
MTHFR.

3. Comparar os polimorfismos com os parédmetros bioquimicos analisados

(homocisteina, &cido folico e vitamina Byy).
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3. MATERIAIS E
METODOS



Materiais e Métodos

O presente estudo foi realizado no Ambulatério de Pneumologia do Hospital de
Clinicas da UNICAMP. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP sob o parecer namero
659/2006. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido, por escrito,

pelos pacientes ou pelos familiares responsaveis pelo paciente.

3.1. Pacientes

O grupo de pacientes foi composto por homens e mulheres com DPOC,

acompanhados no Ambulatério de Pneumologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

3.1.1. Critérios de Inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes, de ambos os géneros, idade acima de 30

anos e diagnéstico de DPOC.

3.1.2. Critérios de Exclusao

Os critérios de exclusédo foram: presenga de doenga renal e hepatica, diabetes,

hipotireoidismo e neoplasia.
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3.2. Controles

O grupo controle foi composto por homens e mulheres em acompanhamento

clinico preventivo no Hospital de Clinicas da UNICAMP.

3.2.1. Critérios de Inclusao

Foram incluidos no grupo controle homens e mulheres sem histéria de DPOC ou

qualquer outra doencga pulmonar e idade superior a 30 anos.

3.2.2. Critérios de Exclusao

Os critérios de exclusao para o grupo controle foram: presenga de doenca renal e

hepatica, diabetes, hipotireoidismo e neoplasia.

3.3. Coleta de Sangue

Todos os participantes do estudo responderam um questionario (Anexo 1 e 2)
onde foram avaliados a presenca de patologias, tabagismo, uso de medicamentos e o0 uso

de oxigenioterapia.

Apoés a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 3), foi
realizada a coleta de sangue, apos jejum de 12 horas. Foram coletados 28 mL de sangue

do grupo de pacientes com DPOC e grupo controle, sendo:
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- 4 mL de sangue em tubo seco para a determinagao dos perfis hepatico e renal;

- 4 mL de sangue em tubo seco protegido da luz para a determinacédo de &cido félico e

vitamina Bis;

- 4 mL de sangue em tubo contendo EDTA para dosagem de homocisteina;

- 8 mL de sangue em tubo contendo heparina para a dosagem de 2,3-DPG.

- 8 mL de sangue em tubo contendo EDTA para a extragdao de DNA;

3.4. DETERMINACAO DE HOMOCISTEINA PLASMATICA

Para a dosagem de Homocisteina foram coletados 4 mL de sangue em tubo
contendo EDTA. Logo apds a coleta a amostra foi colocada em banho de gelo até a
centrifugacdo. O material foi centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm e uma aliquota do
plasma (aproximadamente 1,5 mL) foi armazenada a - 80° C até a realizagdo das

analises.

A dosagem de Homocisteina foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). A CLAE é um método fisico-quimico de separacao dos componentes
de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases
(fase estaciondria e fase mével), que estdo em contato intimo (COLLINS, C.H. et. al.,

20086).

Para determinacdo de Homocisteina plasmatica o método por CLAE foi

padronizado, com eluicéao isocratica e deteccao fluorométrica (PFFEIFER et. al., 1999).
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O valor de referéncia para Homocisteina é <15 pmol/L.

3.4.1. Preparacao das Solucoes

PBS: em um becker colocou-se aproximadamente 200 mL de agua Milli-Q, ao qual foi
adicionado 0,05 g de fosfato de sddio bibasico e 2 g de cloreto de sddio. Apds ajustar o
pH para 7,4 com acido ortofosférico 0.5%, a solugéo foi transferida para um balao

volumétrico de 250 mL para completar o volume.

Tampao Borato 0,125 M com EDTA: aproximadamente 200 mL de agua Milli-Q foram
colocados em um becker. Adicionou-se 1,933 g de acido boérico e 0,2924 g de EDTA. A
solucao foi agitada com aquecimento por 10 minutos para a dissolugédo do EDTA. O pH foi
ajustado para 9,5 com NAOH 5 M e a solugéao foi transferida para um baldo volumétrico

de 250 mL para completar o volume .

Acido Tricloroacético (TCA) 10% com EDTA: 40 mL de agua Milli-Q foram colocados
em um becker. Adicionou-se 5 mL de TCA (diluido 1 g/mL) e 0,0145 g de EDTA. Agitou-
se com aquecimento por 10 minutos. A solucao foi transferida para um baldo volumétrico

de 50 mL para completar o volume.

NaOH 1,55 M: colocou-se 3,1 g de NAOH em um baldo volumétrico de 50 mL e

completou-se o volume com agua Milli-Q.

Padrao Interno: em um tubo de ensaio pipetou-se 1910 puL de PBS e 90 pL de padrao

interno (Cistamina 4 uM).
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Meio 1: para a realizacdo de 30 analises, incluindo os pontos da curva de calibracao,
pipetou-se 750 uL de PBS, 750 uL de padrao interno, 300 uL de agua Milli-Q e adicionou-

se 0,03 g de TCEP.

Meio 2: 0,0015 g de SBD-F foram diluidos em 1500 yL de tampé&o borato, em seguida
adicionou-se mais 3750 pL de tampao borato e 300 uL de NAOH 1,55 M. A quantidade de
meio 2 foi preparada para a realizagdo de 30 analises, incluindo os pontos da curva de

calibracao.

3.4.2. Preparacao da Fase Moével

Acido acético (0,1 M) — 250 mL de &gua Milli-Q foram colocados em um baldo
volumétrico de 500 mL, em seguida foram adicionados 3 mL de &cido acético e

completou-se com agua Milli-Q até o menisco.

Acetato de Sodio (0,1 M) — colocou-se 6,8 g de acetato de so6dio em um balao

volumétrico de 500 mL, e completou-se com agua Milli-Q.

As solugdes foram misturadas na proporcao 1:1 e o pH foi ajustado para 5,5. Apds

o0 ajuste do pH a solucgao foi filtrada a vacuo e adicionou-se 3% de metanol.

3.4.3. Preparacao da amostra

A preparagdo da amostra envolveu trés processos: reducdo, precipitacdo de

proteinas e derivatizacao.
51



Materiais e Métodos

1. Redugéo: 50 puL de amostra (plasma) foram colocados em um eppendorf, ao qual
foi adicionado 60 puL de Meio 1, em seguida as amostras foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente. Esse procedimento permite a reducao dos tibis e

o desacoplamento da homocisteina de proteinas presentes no plasma.

2. Precipitacdo de proteinas: apds o periodo de incubacao adicionou-se 100 pL de
TCA 10% contendo EDTA. As amostras foram agitadas por 30 segundos no vortex

e centrifugadas por 10 minutos a 13000 rpm.

3. Derivatizacdo: 50 pL do sobrenadante foram colocados em um eppendorf
protegido da luz e em seguida adicionou-se o Meio 2. As amostras foram
incubadas a 60°C por 60 minutos. Apds o periodo de incubacdo, 10 pL das

amostras foram injetadas no HPLC.

3.4.4. Curva de Calibracao

Para a realizacao da curva de calibracao (Figura 10), foi preparada uma solugéao
padrdo de homocisteina na concentragao de 1mg/mL.

A curva de calibracao foi construida através de sucessivas diluicdes da solugcao
padrao de homocisteina nas seguintes concentracées: 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.125 umol/L.

Os pontos da curva foram tratados com o mesmo procedimento realizados nas

amostras.
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Curva de Calibracao - Hci
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Figura 10. Curva analitica obtida através dos valores da area de homocisteina.

3.4.5. Equipamento

As andlises foram realizadas em um cromatégrafo da Shimadzu com detector de
fluorescéncia RF-10AXL. A separacao foi realizada em uma coluna ODS2 250x3,0 mm
com microparticulas de 5 um e por uma pré-coluna. A deteccao foi realizada em um
comprimento de onda de excitagdao de 385 nm e emissdo de 515 nm. A fase mdével foi
composta pelo tampao acido acético/acetado de sédio 0,1 M contendo 3% de metanol,

num fluxo de 0,7 mL/minuto a temperatura ambiente.
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3.4.6. Cromatograma
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Figura 11. Cromatograma obtido a partir da amostra de um paciente: os picos em 3.725,
4.757 e 8.211 minutos sao correspondentes a cisteina (Cis), homocisteina (Hci) e padrao

interno (PI) - cistamina.

3.5. DETERMINACAO DE 2,3-DPG

Para a determinacao de 2,3-DPG foram coletados 8 mL de sangue em tubo
heparinizado. O transporte das amostras foi realizado em isopor contendo gelo. Devido a
degradacdo nos niveis sanguineos do 2,3-DPG, realizamos a primeira etapa de

desproteinizacdo num periodo de no maximo 2 horas apés a coleta.
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A concentracdo de 2,3-DPG por hematdcrito foi medida por espectrofotometria,

utilizando os reagentes da Roche Diagnostics.

O valor de referéncia para o 2,3-DPG é de 4,5 — 5,7 mM de 2,3-DPG/L de

eritrécitos.

3.5.1. Preparacao da Amostra

3.5.1.1. Desproteinizacao

Em um tubo de ensaio foi pipetado 5 mL de Acido Perclérico 0,6 M e adicionado 1
mL de sangue heparinizado. O material foi homogeneizado e centrifugado por 10 minutos
a 5000 rpm. Apds a centrifugacéo, retirou-se 4 mL do sobrenadante, o qual foi
neutralizado com 500 pyL de Cabornato de Potassio 2,5M. O material foi colocado em
banho de gelo por aproximadamente 60 minutos e o precipitado removido por

centrifugacao. Retirou-se 1 mL do sobrenadante para a dosagem de 2,3-DPG.

3.5.2. Principio do método

O 2,3 DPG é enzimaticamente hidrolisado a fosfoglicerato (PG) e fdsforo
inorganico (Pi). Esta reacdo é catalizada pela fosfoglicerato mutase (PGM) em presenca

do acido 2-fosfoglicérico.

55



Materiais e Métodos

23DPG — Mo PG +Pi

acido 2-fosfoglicérico

2-PG — 5 3-PG

3-PG+ATP — % S 13-DPG + ADP

1,3-DPG + NADH + H*  —22"P"'S Giiceraldeido-3-P + NAD" + Pi

Gliceraldeido-3-P — 5 Dihidroxiacetona-P

Dihidroxiacetona-P + NADH + H __®®" o Glicerol-3-P + NAD

Ambos, 2-PG e 3-PG podem ser formados. 2-PG é transformado em 3-PG, que
por sua vez é convertido pela fosfoglicerato quinase (PGK) em 1,3-DPG que sofre acao
da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAP-DH), originando gliceraldeido-3-P. A
triosefosfato isomerase (TIM) converte gliceraldeido-3-P em dihidroxiacetona-P e o
glicerol 3-fosfato desidrogenase (GDH) a transforma em Glicerol-3-P. Dois moles de

NADH séao oxidados por mol de 2,3-DPG.

3.5.3. Reagentes

A determinacgao do 2,3-DPG foi realizada utilizando-se os seguintes reagentes:

Solucao 1 - solugao tampao de trietanolamina
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Solucéao 2 - ATP e NADH

Solucao 3 - fosfoglicerato mutase (PGM), fosfoglicerato quinase (PGK), gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAP-DH), triosefosfato isomerase (TIM) e glicerol 3-fosfato

desidrogenase (GDH)

Solucao 4 - fosfoglicerato mutase (PGM)

Solucgao 5 - glicolato-2-fosfato.

3.5.4. Protocolo de Analise de 2,3-DPG

Pipetaram-se 0s seguintes reagentes nos tubos de ensaio (BRANCO e

AMOSTRA):

Reagente Branco Amostra
Solugéo 1 1000 uL 1000 uL
Solucao 2 25 uL 25 uL
Solucao 3 25 uL 25 uL
Amostra neutralizada - 50 uL
Agua destilada 50 uL -
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Apés a adigdo das solugdes os tubos foram homogeneizados e incubados a
temperatura ambiente por 5 minutos. Ap6s o periodo de incubacdo as amostras foram
colocadas em cubetas de caminho 6tico de 1 cm e as absorbéancias (A,) do branco e das

amostras foram lidas espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 340 nm.

Em seguida, adicionaram-se os seguintes reagentes:

Reagente Branco Amostra

Solucao4 10uL 10 uL

Solucao5 10uL 10 uL

Os tubos foram homogeneizados novamente e incubados a temperatura ambiente
por 25 minutos. As absorbancias (A;) do branco e das amostras foram lidas

espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 340 nm.

3.5.4.1. Calculos para determinacao da concentracao de 2,3-DPG:

AA= (A1 - Az)amostra - (A1 - Az)branco

C= 11,93 x AAz40nm (MmMol/L)

3.5.4.2. Calculo baseado no volume de eritrocitos

Concentracao de 2,3-DPG x _100 = 2,3DPG/L de eritrécitos

HCT
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3.6. DETERMINACAO DE Acipo FoLICO

Para a dosagem de Acido Félico foram coletados 4 mL de sangue em tubo seco

protegido da luz. O valor de referéncia do acido félico é de 3,2 a 9,0 ng/mL.

A determinacdo de Acido félico ocorre por fixacdo através da utilizagdo de

analisadores de imunoensaios Elecsys (Roche, Mannheim, Germany).

Principio do teste

30 yL da amostra sao incubados com os reagentes de pré-tratamento do folato,
onde o folato fixado é liberado a partir das proteinas de fixagdo do folato.

Através da incubacao da amostra pré-tratada com a proteina de fixacao do folato
marcada com ruténio, forma-se um complexo de folato, cuja quantidade é depende
da concentragédo do analito na amostra.

Apés a incorporagado das microparticulas revestidas de estreptavidina e de folato
marcado com biotina, os locais ndo ocupados da proteina de fixagcdo do folato
marcado com ruténio sdo ocupados, formando-se um complexo de proteina de
fixagdo do folato marcada com ruténio-folato biotinilado. O complexo formado liga-
se a fase sélida pela interacédo da biotina e da estreptavidina.

A mistura da reacdo é aspirada para a célula de leitura, onde as microparticulas
sao fixadas magneticamente a superficie do eletrodo. Os elementos néo ligados
sdo removidos. A aplicacdo de uma corrente elétrica ao eletrodo induz uma

emissdo quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador.
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e Os resultados sao determinados com base numa curva de calibragdo, gerada

especificamente pelo analisador através de uma calibragéo.

3.7. DETERMINACAO DE VITAMINA B2

Para a dosagem de Vitamina By, foram coletados 4 mL de sangue em tubo seco

protegido da luz. O valor de referéncia para a Vitamina B, € de 202 a 900 pg/mL.

A dosagem da Vitamina B, ocorre por fixacdo através da utilizagdo de

analisadores de imunoensaios Elecsys (Roche, Mannheim, Germany).

Principio do teste

e 15 pL da amostra sdo incubados com o reagente de pré-tratamento da vitamina B12,
a vitamina By, fixada é entao liberada.

e A amostra pré-tratada com o fator intrinseco marcado com ruténio, forma um
complexo de vitamina Bi, e proteina de ligagdo, cuja quantidade é depende da
concentracao do analito na amostra.

e Apds a incorporagdo das microparticulas revestidas de estreptavidina e de vitamina
B> marcada com biotina, os pontos de fixagdo ainda vazios de fator intrinseco
marcado com ruténio-vitamina B> com biotina. O complexo formado liga-se a fase

solida pela interagcao da biotina e da estreptavidina.
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e A mistura da reacao € aspirada para a célula de leitura, onde as microparticulas sao
fixadas magneticamente a superficie do eletrodo. Os elementos nao ligados sao
removidos. A aplicagdo de uma corrente elétrica ao eletrodo induz uma emisséo
quimioluminescente que € medida por um fotomultiplicador.

e Os resultados sao determinados com base numa curva de calibragdo, gerada

especificamente pelo analisador através de uma calibragao.

3.8. DETERMINACAO DO PERFIL HEPATICO

Para a determinagao do perfil hepatico foram colhidos 4 mL de sangue em tubo

seco. As dosagens de AST, ALT, GGT e ALP foram realizadas através de um analisador

automatico (Modular® - Roche).

3.8.1. AST (Aspartato Aminotransferase)
Principio do teste: colorimétrico.
S
a-cetoglutarato + L-aspartato é L-glutamato + oxaloacetato

A enzima AST catalisa a reacdo e o aumento de oxaloacetato é determinado na

reacdo indicadora catalisada pela malato desidrogenase (MDH).

MDH

Oxaloacetato + NADH + HY  <«<——>  L-malato + NAD*
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NADH é oxidado para NAD*. A velocidade de diminuicdo do NADH é diretamente

proporcional a velocidade de formagéo do oxaloacetato e a atividade da AST.
v Valor de referéncia.
Homem: < 27 U/L

Mulher: < 33 U/L

3.8.2. ALT (Alanina Aminotransferase)

Principio do teste: colorimétrico.

. ALT
a-cetoglutarato + L-alanina <«——> L-lactato + oxaloacetato

A enzima ALT catalisa a reagdo e o aumento do piruvato é determinado na reagao

indicadora catalisada pela lactato desidrogenase (LDH).

Piruvato + NADH + HY <«—— 5 | -actato + NAD"

NADH é oxidado para NAD*. A velocidade de diminuicdo do NADH ¢é diretamente

proporcional a velocidade de formacao do piruvato e a atividade da ALT.
v" Valor de referéncia.
Homem: < 50 U/L

Mulher: < 34 U/L
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3.8.3. GGT (Gama Glutamitransferase)
Principio do teste: cinético colorimétrico.

y-GT

L-y-glutamil-3carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina L- y-glutamil-gliciglicina +

5-amino-2-nitrobenzoato

A gama-glutamiltransferase transfere o grupo y-glutamil (y-GT) da L- y-glutamil-3-carboxi-
4-nitroanilida para a glicilglicina. A quantidade liberada de 5-amino-2-nitrobenzoato é

proporcional & atividade de GGT e pode ser medida fotometricamente.
v Valor de referéncia.
Homem: <71 U/L

Mulher: < 42 U/L

3.8.4. ALP (Fosfatase Alcalina)

Principio teste: cinético colorimétrico.

p-nitrofenil fosfato + H,O L fosfato + p-nitrofenol

Na presenca de ions de magnésio e zinco, o p-nitrofenil fosfato € hidrolisado por
fosfatases, formando fosfato e p-nitrofenil. O p-nitrofenil liberado é proporcional a

atividade de ALP e pode ser medido fotometricamente.
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v" Valor de referéncia.
Homem: < 129 U/L

Mulher: < 104 U/L

3.9. DETERMINACAO DO PERFIL RENAL

Para a determinacao do perfil renal foram colhidos 4 mL de sangue em tubo seco.

As dosagens de Uréia e Creatinina foram realizadas através de um analisador automatico

(Modular® - Roche).

3.9.1. Creatinina (Cinético colorimétrico)
Principio do teste:

solugdo alcalina

Creatinina + Acido picrico complexo creatinina-acido picrico

Numa solugdo alcalina, a creatinina forma um complexo amarelo-avermelhado com
picrato. A intensidade da cor é diretamente proporcional a concentragao de creatinina,

podendo ser determinada fotometricamente.
v' Valor de referéncia.
Homem: até 1,20 mg/dL

Mulher: até 0,90 mg/dL
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3.9.2. Uréia (Cinético)

Principio do teste:

urease

Uréia + HLO———> 2NH,* + CO;
A aménia formada reage com @ -cetoglutarado e o NADH na presenca da GLDH e
produz glutamato e NAD+.
a-cetoglutarato + NH,* + NADH —S2%_5 | glutamato + NAD* + + H,O
A reducao da absorbancia causada pelo consumo do NADH é medida cineticamente.
v Valor de referéncia.
Adultos < ou = 65 anos: < 50 mg/dL

> 65 anos: < 71 mg/dL

3.10. METODOS MOLECULARES

3.10.1. Extracao de DNA de sangue periférico

O DNA foi isolado de células nucleadas a partir de aproximadamente 8 mL de
sangue venoso coletado. O plasma foi descartado, apds centrifugacdo do sangue a
3000 rpm por 10 minutos. Para a lise das hemacias adicionou-se NH,Cl 0.144M na

proporcao de 0.5 vezes o volume de células. Ap6s 15 minutos a temperatura ambiente,
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a solugao foi centrifugada a 2.000 rpm, por 20 minutos. Esta etapa foi repetida até a

obtencao de um precipitado nuclear de leucdcitos livre de hemacias.

Os leucdcitos foram dissolvidos em 10 mL de tampao TKM1 (KCI 1M, EDTA 0,2M,
Tris/HCI 2M pH 7.6 MgCl, 1M). A seguir acrescentou-se 125uL de Triton X-100 e apés
homogeneizacao por inversdo, o material foi novamente centrifugado a 2.200 rpm por
10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado em 5 mL de TKM1 e centrifugado novamente. Desta vez, o sedimento obtido foi
ressuspenso em 1 mL de tampao TKM2 (KCI 1M, EDTA 0.2M, Tris/HCI 2M pH 7.6,

MgCl, 1M, NaCl 5M).

Apos a adigao de 50 uL de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) a 10%, a suspensao foi
homogeneizada e incubada em banho-maria a 55°C, por 30 minutos. Acrescentaram-
se entdo, 300 uL de NaCl 5M, e apds mistura por inversao, centrifugou-se a 12.000

rpm por 10 minutos.

Ao final, a camada superior contendo o DNA foi transferida para um tubo estéril de
15 mL. Procedeu-se a extragdo de DNA, adicionando-se 1 mL de fenol (redestilado e
saturado em tris/HCI 0.2 mM, pH 8.0, contendo 0.1% de hidroxiquinolina), cloroférmio e
alcool-isoamilico, na proporgao de 25:24:1. Apds mistura por inversao, centrifugou-se a
12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido e novamente adicionou-se 1
mL de cloroférmio/alcool-isoamilico (24:1). Misturou-se por inversao e centrifugou-se a

12.000 rpm por 10 minutos.
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Para a precipitagdo do DNA foi utilizado etanol absoluto gelado na proporcao de 2
vezes 0 volume da fase aquosa, a temperatura ambiente. Esta mistura foi invertida

diversas vezes até a obtencao do precipitado de DNA.

O DNA precipitado foi lavado em etanol gelado a 70%, para eliminar residuos de
sal. O DNA obtido foi ressuspenso em quantidade apropriada de TE (Tris pH 8,0

10mM, EDTA 0,1mM pH 7,4).

3.10.2. Estudo da Mutacao C677T no gene da MTHFR

Apoés a extracao do DNA, foi realizada a técnica de amplificacao pela PCR (SAIKI

et. al., 1989).

A amplificacdo do DNA gen6mico para a identificagdo do polimorfismo C677T no
gene da MTHFR foi realizada em um aparelho termociclador automatico, através da
reacdo com 0.5 pg de DNA, 2 mM de MgCl,, 20 mM Tris-HCI, 50 mM de KCI, 0.33 mM de
dNTP (dATP, dGTP, dTTP e dCTP), 0.1 pmol de cada primer (Sense: 5'-
TAGAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3 e Anti-sense: 5'- AGGACGGTGCGGTGAAGATG-

3’) e duas unidades de Taq polimerase (Invitrogen).

Os parametros da PCR utilizados foram os seguintes: desnaturagéo inicial com
duragédo de 5 minutos a 94°C, seguidos por 35 ciclos com 1 minuto de desnaturagéao do
DNA a 94°C, 1 minuto para anelamento dos primers a 60°C, 1 minuto para a extensao do
DNA complementar a 72°C para acdo da Taq polimerase e uma extensao final de 7

minutos a 72°C.

67



Materiais e Métodos

O fragmento do produto obtido da PCR foi de 198 pb. O material amplificado foi
separado em gel de agarose a 1.5% em uma cuba contendo tampao TBE, e visualizado

sob luz ultravioleta, apés coloragédo com brometo de etidio.

A digestao enzimatica foi realizada com 8 pL do produto amplificado utilizando-se
3 U da enzima Hinf | e uma solu¢do contendo 5 mM de KCI, 1 mM de Tris-HCI (pH 7.4),
0.01 mM de EDTA, 0.1 mM de DTT, 20 ug/mL de BSA e 0.05% de glicerol, por 12 horas,
em banho-maria a 37°C. A presenga do polimorfismo no ponto estudado é reconhecida

pela enzima, ocorrendo clivagem neste ponto.

Apds a digestdo do produto amplificado, os fragmentos foram observados através
de eletroforese em gel de agarose 3% em tampao de corrida TBE, visualizados sob luz

ultravioleta apés coloracao com brometo de etidio e fotografados.

Na presenca do alelo mutante (T), no ponto 677, observou-se um fragmento de
175 pb. O fragmento menor de 23 pb é perdido no decorrer da eletroforese. Quando o
alelo normal (C) esta presente ndo ha clivagem do sitio pela enzima e o fragmento é de

198 pb. A presenca dos dois fragmentos é verificada em individuos heterozigotos.
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M CT CT TT TT CT CC

Figura 12. Digestao do polimorfismo C677T no gene da MTHFR. M — Marcador

molecular, CC — Homozigoto normal, CT — Heterozigoto e TT — Homozigoto mutante.

3.10.3. Estudo da Mutacao A1298C no gene da MTHFR

A amplificagdo do DNA gendmico para a identificacdo do polimorfismo A1298C no
gene da MTHFR foi realizada em um aparelho termociclador automatico, através da
reacao com 0.5 ug de DNA, 2 mM de MgCl,, 20 mM Tris-HCI, 50 mM de KCI, 0.33 mM de
dNTP (dATP, dGTP, dTTP e dCTP), 0.1 pmol de cada primer (Sense: 5-
ATGTGGGGGGAGGAGCTGAC-3’ e Anti-sense: 5-
CACTCCCCAACCAAAATTCTTCAAAG-3) e duas unidades de Taq polimerase

(Invitrogen).

Os parametros da PCR utilizados para a deteccdao do polimorfismo A1298C no

gene da MTHFR foram os seguintes: desnaturagéo inicial com duracado de 5 minutos a
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94°C, seguidos por 35 ciclos com 1 minuto de desnaturacao do DNA a 94°C, 40 segundos
para anelamento dos primers a 62°C, 40 segundos para a extensdo do DNA
complementar a 72°C para agéao da Taq polimerase e uma extensao final de 7 minutos a

72°C.

A digestao enzimatica foi realizada com 8 pL do produto amplificado utilizando-se
1.5 U da enzima Mob Il e uma solu¢do contendo 5 mM de KCI, 1 mM de Tris-HCI (pH 7.4),
0.01 mM de EDTA, 0.1 mM de DTT, 20 pug/mL de BSA e 0.05% de glicerol, por 12 horas,
em banho-maria a 37°C. Os fragmentos foram observados através de eletroforese em gel
de agarose 3% em tampdo de corrida TBE, visualizados sob luz ultravioleta apds

coloragao com brometo de etidio e fotografados.

Apoés a digestao do produto amplificado, a presenca do alelo mutante (C), no ponto
1298, observou-se um fragmento de 240 pb. Quando o alelo normal (A) esta presente nao
ha clivagem do sitio pela enzima e o fragmento é de 215 pb. O fragmento menor de 25 pb
€ perdido no decorrer da eletroforese. A presencga dos dois fragmentos € verificada em

individuos heterozigotos.
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M AC AA AC AA AC AA AC AA AC AA AC CC AC cC

Figura 13. Digestao do polimorfismo A1298C no gene da MTHFR. M — Marcador

molecular, AA — Homozigoto normal, AC — Heterozigoto e CC — Homozigoto mutante.

3.11. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através dos seguintes testes: Qui-quadrado e
teste exato de Fisher, quando necessario, para a comparagao de proporgoes; teste de
Mann-Whitney; ANOVA para a comparagéao de varidveis numéricas; e analise de
regressao linear. Também foi realizada uma analise descritiva através de tabelas de
freqUéncias para variaveis categoricas e medidas de posicao e dispersao para variaveis
numéricas. Estas andlises foram realizadas através do programa SAS for Windows

(Statistical Analysis System), versao 9.2, SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi 5%.
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4.1. Caracteristicas Clinicas

Neste estudo foram incluidos 28 pacientes com DPOC, sendo 13 pacientes do
sexo feminino com idade média de 63.23+17.26 (36 — 87 anos) e 15 pacientes do sexo

masculino com idade média de 66.46+8.91 (54 — 79 anos).

O grupo controle foi composto por 28 individuos que nao apresentavam DPOC ou
qualquer outra doenga pulmonar, sendo 14 do sexo feminino com idade média de
58.43+11.23 (42 — 82 anos) e 14 do sexo masculino com idade média de 62.21+11.30 (41

— 75 anos).

As caracteristicas clinicas de pacientes e controles estdo descritas na tabela 1.
Alguns dados estdo expressos como média e desvio padrdo, outros por numero e

porcentagem (%).

Os dados mostram que nao houve diferenga estatisticamente significativa quando
comparamos idade, sexo e hipertensao entre pacientes e controles. O mesmo ocorreu ao
compararmos pacientes que faziam uso de oxigenioterapia de acordo com o género.
Entretanto, quando comparamos o tabagismo entre pacientes e controles, houve uma
diferenca estatisticamente significativa (p=0.0005). Através desses resultados podemos
observar que 85.71% dos pacientes com DPOC eram ex-fumantes, reforcando os dados

existentes na literatura de que o principal fator de risco para a DPOC é o tabagismo.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas de pacientes e controles.

DPOC Controle
Caracteristicas P*
(n=28) (n=28)
Idade 64.96+13.28 60.32+11.22 0.1192
Sexo
Feminino 13 (46.43) 14 (50) 0.7891
Masculino 15 (53.57) 14 (50)
Tabagismo
Fumante 3 (10.71) 9 (32.14)
Ex-fumante 24 (85.71) 10 (35.71) 0.0005
Nao fumante 1(3.57) 9 (32.14)
Hipertensao 11 (39.29) 14 (50) 0.4200
Oxigenioterapia
Feminino 5 (45.45) - 0.9337
Masculino 6 (54.55) -

*Teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar sexo, tabagismo, hipertensao e oxigenioterapia e
o teste de Mann-Whitney para comparar a idade entre os pacientes e controles.

4.2. Analise Bioquimica

A tabela 2 mostra os resultados expressos como média e desvio-padrdo das

analises bioquimicas realizadas em pacientes e controles. As médias das concentragoes
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de todos os parametros bioquimicos analisados estavam dentro dos valores de referéncia

nos dois grupos.

A concentragdo média de homocisteina em pacientes e controles foi de
14.48+5.45 ymol/L e 12.73+4.62 pmol/L, respectivamente. Esse resultado revelou que
nenhuma diferenca estatistica foi observada mesmo quando ajustado para idade, e idade
e tabagismo. No entanto, 39.3% dos pacientes apresentaram hiperhomocisteinemia leve e
apenas 25% dos controles mostraram um aumento na concentragdo de homocisteina,

sendo este aumento também considerado de intensidade leve.

A concentracdo média de 2,3-DPG nos pacientes com DPOC foi de 4.77+1.68
mM/L de eritrécitos e nos controles foi de 4.46+1.76 mM/L de eritrécitos. Por meio desses
resultados, observamos que nao houve diferenga estatisticamente significativa (p=0.4217)

mesmo quando ajustado para tabagismo.

Dentre todos os parametros bioquimicos analisados em pacientes e controles,
apenas o acido félico mostrou diferenca estatisticamente significativa (p<0.0001). O &cido
félico também apresentou diferenca estatistica quando ajustado para tabagismo
(p<0.0001). A concentracdo media de acido folico nos pacientes com DPOC foi de
5.85+2.85 ng/mL e nos controles foi de 10.28+3.05 ng/mL. Quanto menor a concentragéo

de acido folico maior a concentragdo de homocisteina.
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Tabela 2. Caracteristicas bioquimicas de pacientes e controles.

DPOC Controle
Caracteristicas P
(n=28) (n=28)
Perfil Hepatico
AST (U/L) 23.21+£8.04 22.68+5.25 0.6454
ALT (U/L) 19.39+9.68 20.18+6.56 0.2002
ALP (U/L) 77.93+24.80 78.93+21.71 0.9347
GGT (U/L) 35.64+41.13 31.43+41.49 0.2979
Perfil Renal
Uréia (mg/dL) 32.11+9.39 31.89+13.70 0.2976
Creatinina (mg/dL) 0.91+0.28 0.89+0.24 0.9152
Acido félico (ng/mL) 5.85+2.85 10.28+3.05 <0.0001 (<0.0001)"

Vitamina B12 (pg/mL)  424.65+140.10 517.23+252.22
2,3-DPG (2,3-DPG/Hct) 4.77+1.68 4.46+1.76
Hci (umol/L) 14.48+5.45 12.73+4.62

0.2284

0.4217 (0.4586)’

0.1954 (0.4228)'
(0.6071)?

Teste de Mann-Whitney
'ANOVA - ajustado para tabagismo
2ANOVA - ajustado para idade e tabagismo
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4.3. 2,3-DPG e homocisteina em pacientes com DPOC

A tabela 3 apresenta os valores expressos como média e desvio-padrdao da
concentracao de 2,3-DPG e homocisteina de pacientes com DPOC que faziam ou nao

uso de oxigenioterapia.

Tabela 3. Concentragdo de homocisteina e 2,3-DPG em pacientes com DPOC, segundo
0 Uso ou ndo de oxigenioterapia.

Oxigenioterapia

Variaveis Sim Nao P*
(n=11) (n=17)
2,3-DPG (2,3-DPG/Hct) 4,58+0.98 4.89+2.03 0.3832
Hci (umol/L) 13.60+5.51 15.0415.50 0.4659

*Teste de Mann-Whitney

A andlise estatistica das concentragdes de 2,3-DPG e homocisteina de pacientes
que faziam ou ndo uso de oxigenioterapia mostrou que nao houve diferenca estatistica.
Através desses resultados observamos que a oxigenioterapia nao afetou os niveis de 2,3-
DPG e que a homocisteina estava aumentada tanto nos pacientes que faziam ou néao o

uso de oxigenioterapia.
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4.4. Polimorfismos C677T e A1298C no gene da MTHFR envolvidos na

hiperhomocisteinemia

Em nosso estudo, néds investigamos a presenca de alguns polimorfismos
relacionados a hiperhomocisteinemia, tais como, os polimorfismos C677T e A1298C no
gene da MTHFR. As prevaléncias desses polimorfismos e dos haplétipos estdo descritas

nas tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4. Prevaléncia dos polimorfismos C677T e A1298C no gene da MTHFR em
pacientes e controles.

DPOC Controle
Polimorfismo P*

(n=28) (n=28)

MTHFR C677T

Genotipos

CC 9 (32.14) 12 (42.86)

CT 16 (57.14) 12 (42.86) 0.6489

T 3 (10.71) 4 (14.29)

MTHFR A1298C

Genotipos

AA 18 (64.29) 19 (67.86)

AC 8 (28.57) 9 (32.14) 0.7778

cC 2 (7.14) -

Valores expressos em numero e porcentagem (%).
*Teste Qui-quadrado e Fisher
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Tabela 5. Prevaléncia dos haplétipos em pacientes e controles.

Haplétipo DPOC Controle P*
C677T/A1298C (n=28) (n=28)
CCAA 3(10.71) 10 (35.71)
CCAC 4 (14.29) 2(7.14)
ccce 2 (7.14) - 0.0852
CTAA 12 (42.86) 5 (17.86)
CTAC 4 (14.29) 7 (25)
TTAA 3 (10.71) 4 (14.29)

Valores expressos em numero e porcentagem (%).
*Teste de Fisher

A prevaléncia de homozigotos para os polimorfismos C677T e A1298C no gene da
MTHFR em pacientes foi 10.71% e 7.14%, respectivamente. Para os controles a
prevaléncia de homozigotos para o polimorfismo C677T no gene da MTHFR foi 14.29%.
O gendtipo CC do polimorfismo A1298C no gene da MTHFR nédo esteve presente nos
controles. No entanto, a andlise da prevaléncia dos polimorfismos C677T e A1298C no
gene da MTHFR em pacientes e controles ndo mostrou diferenca estatisticamente

significativa (p=0.6489 e 0.7778, respectivamente).

De acordo com os resultados descritos na tabela 5, podemos observar que o
haplétipo CTAA (42.86%) foi mais prevalente nos pacientes, enquanto que no grupo
controle o haplétipo de maior prevaléncia foi o CCAA (35.71%) e CTAC (25%). No
entanto, somente os pacientes com DPOC apresentaram o haplétipo CCCC. Neste

estudo, nao foi observado homozigose para ambos os polimorfismos C677T e A1298C no
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gene da MTHFR, tanto em pacientes como em controles. A prevaléncia de heterozigose
para ambos os polimorfismos em pacientes e controles foi de 14.29% e 25%,
respectivamente. Também nenhuma diferenca estatistica foi observada para os

haplotipos avaliados (p=0.0852).

4.5. Polimorfismos C677T e A1298C no gene da MTHFR e sua relacao com a

concentracido de Homocisteina, Acido Fdlico e Vitamina By

Para avaliacdo da influéncia dos polimorfismos sobre as concentracdes de
homocisteina, acido félico e vitamina Bi,, empregou-se o teste de Mann-Whitney (tabela
6). Os valores estdo expressos como média, desvio-padrdo e numero. As médias das
concentracdes de acido félico e vitamina B, estavam dentro dos valores de referéncia
nos grupos analisados.

Ao compararmos o genétipo CC com o genétipo CT+TT do polimorfismo C677T no
gene da MTHFR em relagdo a concentragdo de homocisteina nos pacientes, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p=0.7678). Também nao houve diferenca
estatistica ao analisarmos as concentragées de &cido félico (p=0.3627) e vitamina B,
(p=0.5224) em relacao ao polimorfismo C677T no gene da MTHFR.

Ao compararmos o0 genétipo AA com o genétipo AC+CC do polimorfismo A1298C
no gene da MTHFR em relagdo a concentracdo de homocisteina nos pacientes, nao

houve diferenga estatisticamente significativa (p=0.4288). Nao foi observada diferenca
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estatistica ao analisarmos as concentragcdes de acido félico (p=0.3622) e vitamina Bi»
(p=0.6836) em relagédo ao polimorfismo A1298C no gene da MTHFR.

Nos controles, a comparacao entre o genétipo CC com os genétipos CT+TT do
polimorfismo C677T no gene da MTHFR em relacdo a concentracdo de homocisteina
observamos uma diferenca estatisticamente significativa (p=0.005). A comparacao entre o
genodtipo AA e AC+CC do polimorfismo A1298C no gene da MTHFR em relagdo a
concentracdo de homocisteina nos controles nédo revelou diferenca estatistica (p=0.1211).

Nenhuma diferenca estatistica foi observada em relagdo as concentragdes de
acido félico (p=0.1858) e vitamina Bi, (p=0.0914) com o polimorfismos C677T nos
controles. A relagdo entre a concentracdo de &cido félico (p= 0.6580) e vitamina Bi»
(p=0.7306) para o polimorfismo A1298C no gene da MTHFR nos controles também nao

revelou diferenca estatistica.
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Tabela 6. Concentracdo de homocisteina, acido félico e vitamina Bi, de acordo com os polimorfismos no gene da MTHFR em

pacientes e controles.

Hei (pmolil) Acido Folico (ngfmL) Vitamina B4z (pgimL)
Gendtipo DPOC Controles DPOC Controles DPOC Controles
{n=28) (n=28) (n=28) (n=28) (n=28) {n=28)
MTHFR C67TTT
CC 14.7945 .79 (9) 10.34+4.94 (12) 6.80+£3.34(9) 11.43£316(12) 407.38+£148.23 (9) B825.13+288 25 (12}
CT 13.1324.94 (16) 15.1325.60 (12) 5452274 (16) 9.39+3.15(12) 43543+14830 (168) 4857121282 (12}
1) 20.73£3.12 (3) 12 6613 42 (4) 510+1.71 (3) 8.49+1 .16 (4) 4190099 .08 (3) 348.10+80.65 (4)
MTHFR A1298C
A4 15.03+5.04 12.70£5.23 5352256 (18) 10463326 (19) 433.062151.64 (18) 50213224183 (19)
AC 11.45+4 33 12.78+£3.24 7.22+3.36 (8) 9.89+2.70 (9) 429 28+130.69 (8) 549.12+285.38 (9)
CGC 21.607. 64 - 478270 (2} - 330.50x17.68 (2) -

*Teste de Mann-Whitney
Comparando CC e CT+TT (C677T)
Comparando AA e AC+CC (A1298C)

sopeynsay
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4.6. ldentificacao de fatores que determinaram a homocisteina nos

pacientes com DPOC

Um modelo da regresséao linear foi utilizado para definir os possiveis fatores
gue determinaram a concentragdo de homocisteina nos pacientes com DPOC (Tabela

7).

Tabela 7. Identificacdo de fatores que determinaram a homocisteina nos pacientes
com DPOC.

R? P
Idade 0.0011 0.8685
MTHFR C677T 0.0017 0.8357
MTHFR A1298C 0.0401 0.3071
Acido félico 0.1665 0.0311
Vitamina B2 0.1376 0.0520

Esta analise demonstrou que a idade, os polimorfismos C677T e A1298C no
gene da MTHFR e vitamina B, ndo apresentam influéncia estatisticamente
significativa sobre a concentracdo de homocisteina nos pacientes. No entanto, a
analise estatistica do modelo de regressao linear revelou que o &cido félico (p=0.0311)

tem uma influéncia sobre concentracdo de homocisteina nesses pacientes.
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Discussao

A DPOC tem emergido como um grande desafio para a satde publica mundial. E
caracterizada pela obstrucdo crénica do fluxo aéreo devido a inflamagéo persistente. A
resposta inflamatéria leva ao aumento da espessura das paredes das vias aéreas,
reducédo do lumen e secre¢cdo de muco, o que contribui para a obstrugcao das vias aéreas

(Rodriguez-Roisin et al., 2009).

O estresse oxidativo parece executar um papel importante na patogénese da
DPOC, devido ao seu efeito potencial em promover injuria e inflamacao as células
pulmonares, inativacdo das antiproteases e também por estimular a secrecao de muco.
Além disso, os radicais livres podem se estender além dos pulmdes em pacientes com
DPOC, contribuindo para as manifestagdes sistémicas da doenca (GEA et. al., 2007;

GOLD, 2008).

A oxigenioterapia € usada em pacientes com DPOC para melhorar a oxigenacao
dos tecidos (TIMMS e TISI, 1984). Por outro lado, a oxigenioterapia pode promover a
formacdo de espécies reativas do oxigénio, teoricamente resultando em aumento da

inflamacao e piora da doencga.

O proposito deste estudo foi avaliar as concentracoes de 2,3-DPG e homocisteina
em pacientes com DPOC e controles. Uma vez que alteragbes em suas concentragoes
podem comprometer a oxigenagao dos tecidos e levar a formacao de espécies reativas do

oxigénio que resultam em lesdes celulares.

Assim, um dos primeiros objetivos deste estudo foi realizar a andlise da
concentracao de 2,3-DPG em pacientes com DPOC e controles, para identificarmos

altera¢des que poderiam justificar a nossa hipétese.
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O 2,3-DPG nos eritrocitos tem uma importante fungado no transporte de oxigénio
para os tecidos. A concentracdo de 2,3-DPG abaixo do normal aumenta a afinidade do
oxigénio a hemoglobina, dificultando sua liberacdo para os tecidos (BENESCH e
BENESCH, 1967; CHANUTIN e CURNISH, 1967). A sintese e a degradagéao de 2,3-DPG
sao controladas por diversas enzimas pelo shunt de Rapoport-Luebering. Os fatores que
controlam a sintese e a degradagao de 2,3-DPG incluem: (1) a prépria concentragcao de
2,3-DPG: o mecanismo feedback negativo inibe a atividade da DPGM; (2) concentracao
de ions hidrogénio: na acidose, ha uma diminuicao da glicélise e da atividade da DPGF, e
entdo, ha diminuicdo de 2,3-DPG (CLERBAUX et. al.,2006). No entanto, o principal
mecanismo mediador de alteragées na concentragédo de 2,3-DPG € o pH.

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre a
concentracdo de 2,3-DPG nos pacientes com DPOC comparados aos controles. A
concentracao média de 2,3-DPG permaneceu predominantemente dentro da normalidade,
sugerindo que a distribuicdo de oxigénio nos pacientes com DPOC ndo estava
prejudicada. Sabe-se que a diminuigdo dos niveis de 2,3-DPG dificulta a distribuicédo de
oxigénio para os tecidos e que o aumento de sua concentracao provoca o efeito contrario.

Existem evidéncias de que em uma variedade de estados clinicos, onde a
diminuicao da afinidade do oxigénio a hemoglobina ocorre devido ao aumento dos niveis
de 2,3-DPG funcionando como um mecanismo compensador para facilitar o transporte de
oxigénio para os tecidos (TIMMS e TISI, 1984).

Outro fator que pode interferir na concentracao de 2,3-DPG é a concentracao de
fésforo inorganico. A hipofosfatemia pode causar queda na concentracdo de 2,3-DPG

devido a diminuicao de 1,3-DPG, levando ao aumento da degradacéao de 2,3-DPG e a
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hiperfosfatemia provoca o efeito contrario (CLERBAUX et. al., 2006; TORRES et. al.,
2007).

Edwards e Canon (1972) sugerem que na DPOC a hip6xia possa coexistir com a
acidose, podendo produzir niveis normais ou reduzidos de 2,3-DPG. Estes fatos podem
explicar os resultados encontrados por este estudo.

Nossos resultados mostraram também que nenhuma diferenga foi encontrada ao
avaliarmos a concentragao de 2,3 DPG entre os pacientes com DPOC que faziam uso ou
nao de oxigenioterapia.

Agusti et. al. (1986) mostraram que pacientes com DPOC que recebiam ventilacao
mecanica apresentaram maiores concentragcées de 2,3-DPG quando comparados com
pacientes com DPOC nao ventilados. Supbe-se que a correcao da acidose respiratoria
durante a ventilagdo mecanica leva a uma alcalose intra-eritrocitaria, causando aumento
da sintese de 2,3-DPG. Por outro lado, estudos relatam que a administracdo crénica de
oxigénio resulta em reducao nos niveis de 2,3-DPG (TIMM e TISI, 1984). Entretanto, este
estudo mostrou que os pacientes com DPOC que faziam uso da oxigenioterapia
apresentaram niveis normais de 2,3-DPG.

Outro objetivo deste estudo foi avaliar as concentracbes de homocisteina,
vitaminas envolvidas no seu metabolismo como o &cido folico e a vitamina Bi,, e
polimorfismos envolvidos no gene da MTHFR em pacientes e controles.

A homocisteina é produzida no figado como um metabdlito intermediario da
metionina a cisteina. A deficiéncia de &cido félico e vitamina By, e polimorfismos no gene
da MTHFR estdo envolvidos na hiperhomocisteinemia. Um excesso de homocisteina

induz a produgao de espécies reativas do oxigénio por auto-oxidagao, sendo este um dos
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mecanismos causadores de injuria celular (KAl et. al., 2006; VENTURA et.al., 2008). Além
disso, a hiperhomocisteinemia € considerada um marcador do aumento do risco

cardiovascular (McCULLY, 1969).

No presente estudo, observamos que 39,3% dos pacientes com DPOC
apresentaram hiperhomocisteinemia leve, apesar de nao encontrarmos diferenca
estatistica entre os grupos. Em concordancia com nossos resultados, diversos estudos
observaram um aumento na concentragao de homocisteina plasmatica em pacientes com
DPOC (KAl et. al., 2006; SEEMUNGAL et. al., 2007; FIMOGNARI et. al., 2009). Kai et. al.
(2006) sugere que o tabagismo pode aumentar a concentragcdo de homocisteina no
plasma, levando ao declinio da fungéo pulmonar em individuos predispostos a DPOC ou

em fase inicial da doenga.

O aumento da homocisteina na DPOC tem sido relacionado ao estresse oxidativo
(KAI et. al., 2006). Andersson et. al. (2001) mostrou um aumento na concentracdo de
homocisteina e niveis reduzidos de glutationa em pacientes com DPOC.

Recentes estudos tém encontrado uma relacao entre os marcadores do estresse
oxidativo, tais como, a glutationa reduzida e a gravidade da DPOC (KAI et. al. 2007).
Esses dados reforcam a nossa hipétese de que a hiperhomocisteinemia pode exercer um
importante papel na patogénese da DPOC.

Fimognari et. al. (2009) sugere que a hiperhomocisteinemia em pacientes com
DPOC pode resultar da diminuicdo da concentracdo de vitamina B e acido félico que sao
importantes cofatores no metabolismo da homocisteina. Sabe-se, que os pacientes com
DPOC apresentam anormalidades nutricionais, tais como, alteragdo do metabolismo,

perda de massa muscular esquelética e indice de massa corpérea diminuida.
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Em relacdao aos fatores nutricionais avaliados (acido félico e vitamina Biy), os
pacientes com DPOC apresentaram baixas concentragdes de acido folico quando

comparados aos controles.

Este achado é de grande importancia, pois mesmo apds o programa de fortificagao
de &cido félico adotado pela ANVISA nossos pacientes apresentaram baixos niveis desse
fator nutricional. O acido félico além participar do metabolismo da homocisteina, também
atua em processos biol6gicos fundamentais como: cofator para enzimas implicadas na

biossintese de RNA e DNA.

Estd bem estabelecido na literatura que polimorfismos nos genes que codificam
enzimas envolvidas no metabolismo da homocisteina, particularmente a MTHFR, sao
causas comuns que levam ao aumento da homocisteina plasmatica. Os polimorfismos
C677T e A1298C no gene da MTHFR s&o os mais comuns. No entanto, o polimorfismo
C677T no gene da MTHFR esta associado com um aumento da homocisteina no plasma
em aproximadamente 25%. Por outro lado, o polimorfismo A1298C no gene da MTHFR
parece nado alterar as concentragdes de homocisteina, mas quando combinado com o
polimorfismo C677T no gene da MTHFR a concentragdo de homocisteina plasmatica

encontra-se elevada (KOLLING et. al., 2004).

Contudo, nenhum estudo avaliou a relacdo entre as concentracbes de
homocisteina, acido félico e vitamina By, com os polimorfismos C677T e A1298C no gene

da MTHFR em pacientes com DPOC.

A andlise do polimorfismo C677T no gene da MTHFR para o gendétipo TT em

pacientes com DPOC mostrou uma prevaléncia de 10.71% e nos controles apresentou
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prevaléncia de 14.29%. Arruda et. al. (1998), mostrou que na populagao brasileira a
prevaléncia de homozigotos para o polimorfismo C677T no gene da MTHFR foi de 10.3%
nos individuos descendentes de caucasianos e de 1.45% nos individuos afro
descendentes. Na populacao brasileira em geral a prevaléncia de homozigotos para este
polimorfismo é de 4% (ARRUDA et. al., 1998). A prevaléncia do genétipo CC no
polimorfismo A1298C no gene da MTHFR em pacientes foi de 7.14%, diferentemente dos
controles que nao apresentaram este genétipo. A alta miscigenagdo da nossa populagcédo

pode ser responsavel pelos resultados apresentados por este estudo.

A prevaléncia do haplétipo CTAC nos pacientes foi de 14.29%, entretanto, nao
observamos homozigose para ambos os polimorfismos no gene da MTHFR nos grupos

estudados.

O aumento dos niveis plasmaticos de homocisteina nos pacientes com DPOC nao
foi influenciado significativamente pela presenga dos polimorfismos estudados,
diferentemente do que foi encontrado no grupo controle que mostrou uma diferenca

estatistica para o polimorfismo C677T no gene da MTHFR.

Portanto, o presente estudo demonstrou que o aumento da concentracdo de
homocisteina nos pacientes com DPOC pode resultar de uma diminuicdo da
concentracao de acido félico, um importante cofator no metabolismo da homocisteina. De
fato, os pacientes com DPOC tiveram niveis de acido félico significativamente mais baixo

do que os controles.
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1 — Nossos resultados mostraram que nao houve diferenga na concentragao de 2,3-DPG
entre pacientes e controles, pois a concentracéo desse fosfato foi semelhante em ambos
0s grupos. Assim podemos concluir que, o transporte e distribuicdo de oxigénio nos

pacientes com DPOC néo estava prejudicado.

2 — Nao houve diferenca na concentracdao de 2,3-DPG entre pacientes com DPOC que
fazem ou ndo uso de oxigenioterapia. Portanto, nossos resultados demonstraram que a
oxigenioterapia nao afetou os niveis 2,3-DPG nesses pacientes como foi sugerido em

estudos anteriores.

3 — As concentragbes de homocisteina estavam relativamente aumentadas nos pacientes

com DPOC, sendo este aumento caracterizado como hiperhomocisteinemia leve.

4 - Os polimorfismos C677T e A1298C no gene da MTHFR nao contribuiram
significativamente para o aumento das concentragdes de homocisteina nos pacientes com

DPOC.

5 — A causa desse pequeno aumento nas concentragdes de homocisteina foi devido a

presenca de baixas concentragdes de acido folico encontrados nos pacientes com DPOC.
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6 — Nosso estudo sugere que o monitoramento e a suplementagcdo com &cido félico
seriam de grande importancia para os pacientes com DPOC atendidos no Ambulatério de
Pneumologia (HC/UNICAMP), uma vez que o &cido folico além de ser necessario para o
metabolismo da homocisteina, também € importante para processos biolégicos

fundamentais (biossintese de RNA e DNA).
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ANEXO 1

Questionario — Grupo DPOC

Data da Coleta: / /

Nome:

HC:

Idade:

Sexo: ( )Feminino ( ) Masculino

Fumo ( ) Fumante
( ) Ex-fumante

( ) Nunca fumou

Sofre de algumas destas patologias:

Hipertensao arterial () Sim ( ) Nao

Diabetes ( ) Sim ( ) Nao

Hipotireoidismo ( ) Sim ( ) Nao

Doencarenal ( ) Sim ( ) Nao

Doenca hepatica ( ) Sim ( ) Nao

Neoplasia ( ) Sim ( ) Nao

Outras:

Faz uso de oxigenioterapia: ( ) Sim ( ) Nao

Faz uso de algum medicamento: ( ) Sim ( ) Nao

Qual?
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ANEXO 2

Questionario — Grupo controle

Data da Coleta: / /

Nome:

HC:

Idade:

Sexo: ( )Feminino ( ) Masculino

Fumo ( ) Fumante
( ) Ex-fumante

( ) Nunca fumou

Sofre de algumas destas patologias:

Doencga pulmonar ( ) Sim ( ) Nao Qual?
Hipertensao arterial () Sim ( ) Nao

Diabetes ( ) Sim ( ) Nao

Hipotireoidismo ( ) Sim ( ) Nao

Doencarenal ( ) Sim ( ) Nao

Doenca hepatica ( ) Sim ( ) Nao

Neoplasia ( ) Sim ( ) Nao

Outras:

Faz uso de algum medicamento: ( ) Sim ( ) Nao

Qual?

108



ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Avaliacao da Homocisteinemia e da concentracao de
2,3-Difosfoglicerato em Pacientes com Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica.

Responsaveis pelo projeto: Aline Barnabé

Profa. Dra. Nelci Fenalti Hoehr

Eu, , idade:
RG: , HC: , residente a Rua/Av.

Concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente esclarecido (a) dos
propdsitos do mesmo.

Responsavel pelo paciente:

idade: , RG: , grau de parentesco:

O objetivo deste projeto serd determinar os niveis séricos da homocisteina e investigar a
presenca de mutacdes no gene MTHFR em pacientes portadores de Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC).

O procedimento a que o senhor/senhora serd submetido (a) compreende na coleta de 12
mL de sangue para andlise de Homocisteina, Acido félico e Vitamina B2, bem como,
andlises bioquimicas (dosagem de 2,3-DPG, AST, ALT, Fosfatase alcalina, Gama GT,
Uréia e Creatinina). O material colhido também serd submetido a extracio do DNA para
procedermos a determinacdo das mutagdes e poderd ser armazenado para futuras
investigagodes, que deverdo ser aprovadas pelo CEP/FCM-UNICAMP.

E essencial que o paciente tenha feito jejum de 8 horas antes da coleta para maior
confiabilidade nos resultados dos exames. E, eventualmente, o paciente serd convocado a

109



comparecer ao hospital, para nova coleta de material, com a finalidade de confirmar os
resultados dos exames.

Os riscos a que o senhor/senhora estard sujeito ao participar do estudo sdao apenas
decorrentes da puncdo venosa, podendo aparecer um hematoma (mancha roxa) e/ou uma
pequena dor no local.

Os beneficios ao paciente que participar da pesquisa sdo: preven¢do e tratamento da
hiperhomocisteinemia caso seja encontrada as mutacdes. Outros beneficios esperados serdo
contribuicdes na comparacdo de valores da homocisteina com a presenca ou ndo das
mutagdes no gene MTHFR em pacientes com DPOC para assim elucidar a causa da
hiperhomocisteinemia.

Outras informacdes:

1. O participante estard livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

2. Haverd reembolso de gastos com transporte, em conseqiiéncia de convocacao para
comparecimento ao hospital, exclusivamente para a pesquisa.

3. O participante autoriza o armazenamento da amostra? () Sim ( ) Nao

4. O participante podera tirar todas as dividas que tiver, ou que aparecam durante o
estudo, sobre o mesmo, havendo compromisso dos pesquisadores em respondé-las.

5. Todas as informacdes obtidas pelo estudo terdo caréter sigiloso e confidencial, e
serdo usadas apenas com a finalidade de divulgacdo e publicacdo cientifica, e sua
identidade serd sempre preservada.

6. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretard nenhum prejuizo em
qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em
qualquer servigo de nosso hospital.

Quaisquer outras davidas de sua parte poderdo ser dirigidas a pesquisadora Aline

Barnabé no telefone 3521 9455 ou 3521 7456, e em caso de dentincias ou reclamacdes
dirigir-se ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP no telefone 3521
8936.

Campinas, / /
Assinatura do Paciente
Aline Barnabé Profa. Dra. Nelci Fenalti Hoechr
Mestranda Orientadora
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