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RESUMO

Este trabatho consistiv em avaliar biomarcadores de estresse oxidativo
em portadores de Insuficiéncia Respiratoria Crbnica (IResC) em trés
momentos: antes, apds 7 e ao longo de 270 dias de oxigenioterapia domiciliar
prolongada (ODP). Medimos as atividades das enzimas catalase (CAT) e
glutationa redutase (GR) no hemolisado, as concentragbes de hemoglobina,
lactato e acido drico (AU} no sangue total e as concentragdes de grupamentos
suifidrilas totais (GST) e proteinas carboniladas (PC) no plasma desses
pacientes por metodo espectrofotométrico. A saturacdo de oxigénio (Sp0O;) no
sangue foi medida atraves de oximetro de pulso. Comparamos, num primeiro
momento individuos fumantes com pacientes com IResC e ambos com o grupo
controle, de ndo fumantes. Observou-se que embora os dois grupos possuam
niveis aumentados de estresse oxidativo, este foi muito maior no grupo IResC,
representado principaimente pela diminuigao nas atividades das enzimas CAT,
GR e concentracdo plasmatica de GST. Apds sete dias de tratamento com
oxigénio houve um aumento na Sp0; (P<0,05), CAT, GR e AU (P<0,05). Por
cutro lado, @ concentracdo de GST manteve-se diminuida nesse periodo
(P<0,05). Os dados referentes aos pacientes submetidos a ODP ao longo de
270 dias mostraram gque somente a atividade da GR apresentou-se
significativamente diminuida nesse periodo (P<0.05), indicando que a
hipoxemia crénica produz efeitos prejudiciais gue ndo sdo revertidos com a
administragdo prolongada de oxigénio, que néo é capaz, portanto de impedir a
evolugdo clinica da doencga.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate several biomarkers of oxidative
stress in patients with Chronic Respiratory Insuficiency (CResl) at three
moments: before, after 7 and 270 days of Long Term Oxigen Therapy (LTOT).
The blood catalase (CAT),and glutathione reductase (GR), the Hemoglobin
(Hb), lactate and Uric Acid concentration (AU} in total blood were measured.
The total sulphydrils (TSH) and Protein carbonyis concentration were measured
in plasma in these patients, using spectrophotometric techniques. The blood
oxygen saturation (SpQ.) was evaluated using a pulse oxymeter. When
compared Chronic Smokers {CS) with CReslI group and both with Nonsmokers
group (NS) observed that CResl group presented an increase in oxidative
stress level, represented for decrease of three biomarkers: CAT, GR and TSH.
After 7 days of LTOT the SpO,, CAT and GR activity and AU concentration were
increased (P<0,05). On the other hand, the decrease on GST concentration
was manteined in this period (P<0,05). The pacients submitted of 7 to 270 of
LTOT showed a significant decrease on GR activity (P<0.05). These resuits
showed that the major level of oxidative stress in patients with CResl
happened probably as consequence of chronic hypoxemia and the LTOT was
not able to block the clinic evolution of disease.
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INTRODUCAO

I. © pulmao

Na mitologia dos antigos gregos pneuma, ou respira¢do, era um espirito
invisfvel, que dava vida a seu possuidor. Para as pessoas sadias a respiracdo é
tomada como certa, pois € realizada quase sem esforgo e na maior parte do tempo
sem percepgao consciente. Para aqueles que apresentam doengas pulmonares, cada
incurs@o respiratéria pode ter que ser duramente conquistada. Sabe-se que as
doencgas respiratérias ou pulmonares, na maioria das vezes, sdo desenvolvidas
como conseqliéncia da inalagao de ar contaminado. A ma qualidade do ar é
considerada um problema exclusivamente moderno, mas as autdpsias de egipcios
mumificados e 0s corpos congelados de inuitis pré-histéricos recuperados no Alasca
mostraram que a inalagdo de particulas de areia e de fumaca das fogueiras ja
causava doengas pulmonares muito antes da revolugdo industrial (Elsner et ali,,
1983). O conhecimento da morfoiogia pulmonar & essencial para a compreensao
das diversas doengas que afetam os pulmdes. Qualquer alteragdo morfoldgica que
ocorra no pulmdo podera afetar as trocas gasosas entre oxigénio (0;) e gas
carbénico (CO,), uma vez que € neste 6rgdo que acontecem essas trocas.

Aspectos anatdomicos e funcionais

O sisterna respiratdrio liga o sistema circulatorio @ atmosfera, e com isso
obtém o O necessdrio para a produgdo de ATP nas células, sendo responsavel
também pela eliminagdo do CO, gerado durante o metabolismo oxidativo. As trocas
gasosas em alguns anfibios ocorrem pele difusdo atraveés da pele (respiracdo
cutdnea), e sao suficientes para sustentar o metabolismo desses animais. Se o
‘mecanismo das trocas gasosas nos seres humanos fosse 0 mesmo, o metabolismo
desses requisitaria uma &rea de superficie corporal tdo grande, que todo o plano
corporal teria que ser diferente, a ponto de se tornar irreconhecivel. Os pulmdes

constituem apenas uma pequena percentagem da massa corporal total, mas contém
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em sua estrutura a grande superficie necessaria para as trocas gasosas difusionais

(Figura 1) (Crystal, et ali, 1991 ; Weibel, 1996).

Figura 1. Localizacdo anatdmica dos pulmdes direito e esquerdo (visdo anterior).

A traquéia bifurca-se em dois brénquios principais (brénquios de 1° ordem)
que, a seguir, ddo origem a dois brénquios lobares & esquerda e trés a direita. A
&rvore bronquica € constituida pelos bronquios lobares que ddo origem a cerca de
vinte brbnquios segmentares (brénquios de médio calibre), que tém
aproximadamente 4 a 7 mm de didmetro. Brénquios menores (0,8 a 4 mm de
didmetro) surgem a seguir, sucedidos pelos bronquioclos. Bronquios com didmetro
interno de 1 mm surgem em torno da 15° - 16® ordem de ramificagdo. O bronquiolo

mais distal, que ndo tenha um alvéolo origindric de suas paredes, é definido como
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bronguiolo terminal. Os bronquiolos terminais estdo aproximadamente na décima-
sexta ordem de ramificacdo e ddo origem aos bronquiolos respiratérios. O principal
local onde ocorrem as trocas gasosas € no acino, unidade funcional do pulméao que
se situa distalmente a um bronquiolo terminal. Define-se &acino como sendo a
unidade estrutural pulmonar distal presente em um Unico bronquiolo terminal,
surgindo por volta da 18* ordem de ramificagdo. O dcino é composto por trés ordens
de bronquiolos respiratorios, trés a quatro ordens de ductos alveolares e uma
ordem de sacos alveolares, constituindo a zona respiratdria. Os pulmdes contém
300 milhdes de alvéolos, onde passam os capilares sanguineos trazendo o sangue
para a troca gasosa entre O, e CO,, processo conhecido como hematose (Figura 2)
(Crystal et ali,1991; Weibel, 1996).

TRAQUEIA

BRONQUIOS

BRONGUIOLO
_TERMINAL

BRONQUIOLOS |
RESPIRATORIOS |

o—— e

DUCTOS
ALVEQLARES

5]  zoNA
RESPIRATORIA

SACOS
ALVEOQLARES

Figura 2 Representacdo em diagrama das zonas condutoras, transitérias e respiratorias

dos condutos aéreos e componentes de um acino. (Modificado por Weibel, E.R.:
Morphometry of the human lung).
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Respiracdo Celular

Na maioria das células 0 O; é reduzido a H,0 quando as coenzimas na forma
reduzida NADH + H™ (nicotinamina adenina dinucleotideo) e FADH; (flavina adenina
dinucleotideo), formadas em conjunto com CO, no ciclo de Krebs e também na B-
oxidacdo de acidos graxos, s8o concomitantemente reoxidadas pelos complexos
protéicos presentes na cadeia respiratdria, localizada na membrana mitocondrial
interna. O gradiente de prétons {(AuH™) gerado por essas reac¢Bes de éxido reducdo
permite a conseqiente formagdo de ATP (adenosina trifosfato) peio processo de
fosforilagao oxidativa. Desta forma, a respiragdo tem como principais objetivos o
fornecimento de (G aos tecidos e a remogdo do CO, formado pelas reacdes do
catabolismo celular. Para que isso acontega, colaboram quatro eventos principais:

- Ventilagdo pulmonar:

Qualguer circunsténcia que impeca o pulméo de desempenhar suas funcdes
relacionadas & hematose (captagdo de O, a partir do ar atmosférico e eliminagdo de
C0,) leva a insuficiéncia respiratéria. Para que a hematose aconteca, a renovacao
do ar alveolar deve ser regular, proporcional a freqiiéncia respiratoria e adaptada as
necessidades do organismo. Esta fung¢do, também chamada de ventilacdo, depende
de mecanismos neurais integros, musculos contraindo de modo apropriado e com
forga necessaria, e ainda, conformagdo tordcica normal. O musculo mais importante
para a ventilagdo é o diafragma. Ele é responsavel por 70% do volume corrente
(volume de ar que entra nos pulmdes a cada movimento inspiratério) e, ao contrair,
reduz sua convexidade no interior do tdrax, aumentando assim o didmetro cranio-
caudai da caixa tordcica. Este aumento no volume do térax faz com que a pressdo
intra-toracica, que j& é sub - atmosférica fique ainda mais baixa e o ar € aspirado
para o interior das vias aéreas. Qualquer interferéncia neste processo pode
interromper ou diminuir a renovagdo do ar dos alveolos (West, 1996).

Nossa atmosfera € composta principalmente de nitrogénio (N;), 0, e
quantidades muito peguenas de outros gases. O O, compreende 20,93% do ar que
respiramos, ao passo que o N, participa com 79,03%. O equilibrio entre as
necessidades teciduais e os processos de froca gasosa pulmonar € proporcionado
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pelas tensbes dos gases no sangue arterial. Normaimente, ao nivel do mar, onde a
pressdo atmosférica é de aproximadamente 760 mm Hg, a pressdo parcial de gas
carbdnico (PCO-) alveolar é de aproximadamente 40 mmHg e a press@o parcial de
oxigénio (PO, ) alveolar 100 mmHg, para uma pressdo de vapor d'agua de 47mmHg.
Estes valores estdo bem proximos aos da PCO, e PO, arterial (a 37°). Esta condigdo
de equiiibrio entre as PCO; e PO, alveolar e arterial é essencial para uma ventilagéo
pulmonar adequada. A comparacdo entre as tensdes de O, alveolar e arterial
proporciona, freqlientemente, uma informagdo (tii para avaliagdo da natureza e
amplitude de possiveis anormalidades que podem ocorrer nas trocas gasosas, pois a
pressdo necessdria para mover o ar para dentro e para fora dos pulmdes fica
seriamente comprometida nas enfermidades pulmonares (Cuello et ali., 1987; Zin
et ali., 1995).

- Requlacio da ventilacio:

A ventilagdo puimonar é regulada pelo estado quimico do sangue,
particularmente pela PCO;, que ¢é percebida pelos quimioreceptores do bulbo, e pela
diminuicdo da PO:, controlada pelos corpusculos carotideos e aorticos, O Sistema
Nervoso Central (SNC) ajusta o valor da ventilacdo pulmonar quase que exatamente
3s demandas do corpo, de modo que a PO, e a PCO, sdo pouco alteradas, mesmo
durante o exercicio extenuante ou em alguns tipos de estresse.respiratoric (West,
1996).

- Difusdo de Q, e CO, entre os alvéolos e o sangue (hematose):

Apés a ventilacio, a etapa seguinte do processo respiratdrio € a difuso do O;
dos alvéolos para o sangue puimonar e do CO, em diregdo oposta, do sangue
pulmonar para os alvéolos. Os gases O, e CO, se movimentam por difusdo da area
de alta para a de baixa pressdo, até atingir o equilibrio entre o sangue e os alvéolos
pulmonares.

A concentracio de O, nos alvéolos, bem como sua pressdo parcial, €
controlada de duas formas; primeiro, pela velocidade de absorgdo do O, para o
sangue e segundo, pela velocidade de entrada de novo Q para 0s pulmdes pela
ventilacdo. Da mesma forma o CO. formado continuamente no organismo é
descarregado nos alvéolos, sendo removido destes através da expiragdo. Os dois



Introducdo 6

fatores gue determinam a concentracdo alveolar de CO, e da PCO, s3o: velocidade
de eliminagdo do CO; do sangue venoso e velocidade em que o CO, € removido dos
alvéolos pela ventilac&o alveolar.

A distribuicdo proporcicnal de ar e sangue para cada um dos milhdes de
alvéolos é fundamental. Falhas nesta proporcionalidade levardo ac aparecimento de
alvéolos pouco ou nao ventilados porém perfudidos, defeitos estes denominados de
shunt pulmonar {nas alteragdes relativas, com pouca ventilagdo e perfusdo normal)
e shunt pulmonar verdadeiro (nas alteracfes absolutas, com total auséncia de
ventilagdo). De modo similar, a perfusao sanguinea nos alvéoios pode estar ausente
ou relativamente diminuida, produzindo as alteracdes identificadas como efeito
espago morto funcional (West, 1996).

- Transporte de G, e CO. n n nos liqui rporai r ntro e for

celulas:

Uma vez gue o O, tenha se difundido nos alvéolos, o transporte de  dos
pulmdes para os tecidos é efetuado pela hemoglobina (Hb), proteina presente nas
hemacias dos organismos pluricelulares complexos. O G também é transportado
em pequena gquantidade dissoivido no plasma; esta quantidade depende da PO; e da
solubilidade do O;. Por outro lado, o CO; produzido nos tecidos pelo metabolismo
oxidativo & convertido em H;CO; (&cido carbdnico), que se ioniza em HCO:
(bicarbonato) e H™ dentro das hemaceas. O HCOs deixa a hemécea e é
transportado no plasma para os pulmdes onde, através de reacgdes reversiveis é
gliminado como CO;. Os ions H™ s&o removidos pela Hb que, além de transportar G
também exerce efeito tampédo, contribuindo para que os fons H* n3o alterem o pH
sangliineo. Uma pequena parte de CO, € transportado dissolvido no sangue.

Uma molécula de Hb totaimente oxigenada contém quatro moléculas de O
(uma em cada grupo heme) e é denominada oxihemoglobina (HbO,). A curva de
dissociacdo da HbO, € sigmoidal, devido ao mecanismo de cooperatividade. Este
mecanismo proporciona uma resposta mais sensivel as varia¢des na concentragdo
de O,. No sangue arterial que deixa os pulmdes, a PO, é alta (100 mmHg) e a Hb
fica 98% saturada com O, . Esta situacdo de altera nos tecidos onde 0 O, é liberado
da Hb (West, 1996) (figura 3).
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Figura 3. Curva de dissociacdo da oxihemogiobina. Mostra a reiacdc entre PO; no sangue

arterial e a saturacdo relativa da Hb com 0s.

O pulmdo como 6rgdo de defesa

A superficie respiratéria possui 70-80 m* de extensdo e representa a mais
ampla superficie corpérea em contato direto com ¢ ambiente externo. Os pulmdes
humanos ventilam ar contendo ndc apenas O,, mas também quantidades elevadas
de substancias presentes no ambiente. Entre eias estdo substancias potenciaimente
satogénicas para o organismo como bactérias, virus, substancias sob a forma de
corpusculos inertes, particulas orgénicas, gases irritantes e téxicos. Normalmente
distinguem-se 0s mecanismos de defesa do pulmao em atividades mucociliar,
fagocitéria (macrofégica) e imunitaria (humoral e celular).

A atividade mucociliar representa a mais notdvel entre as modalidades de
protecdo das vias aéreas. Estd ligada aoc movimento ciliar e ao muco produzido
pelas células caliciformes e gléndulas tubulo-acinosas da traquéia e brénquios. Na
auséncia do muce o movimento ciliar seria ineficaz. Também por ineficiéncia deste
movimento, o tapete mucoso (distribuicdo do mucc sobre as extremidades dos
cilios) seria submetido a profundas modificagbes, capazes de alterar suas fungtes
fundamentais que sdo hidratacdo das vias aéreas, captagdo e transporte das
particulas inaladas presentes no ar e eliminacgdo bioldgica.
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A atividade fagocitdria ou macrofdgica € exercitada principalmente pelos
macréfagos alveolares (MA), células particularmente capazes de exercer as funcbes
de captacio e de fagocitose de corplsculos inorgdnicos, orgénicos ou também de
células bacterianas. Os restos celulares oriundos da resposta macrofégica frente a
microorganismos, produzem modificacdo das caracteristicas do epitélio pulmonar
originando o muco. As secregdes brbnguicas (contendo imunoglobulinas tipo 1gA
secretoras), macrofagos alveolares, linfocitos do tipo T (timo-dependentes), B
(bursa-dependentes) e N (nully sdo responsaveis pela atividade imunitaria pulmonar
(humoral e celular). (Mead,1996).

Além desses mecanismos de defesa, o pulmao apresenta antioxidantes no
fluido que reveste o trato respiratorio (ELF) como mucina, glutationa reduzida
(GSH), &cido urico (AU), proteinas (principalmente albumina) e acido ascorbico.
Estes antioxidantes exercem um papel de defesa importante nos puimdes contra
xenobidticos e oxidantes presentes principalmente na fase gasosa do cigarro,
constituindo a primeira linha de defesa nos pulmoes (Chow, 1993, Eiserich et ali.,
1995; Rahman and MacNee, 1996). A protecdo eficaz das vias aéreas deriva da
perfeita integragdo entre todos estes mecanismos de defesa.

II1. Insuficiéncia Respiratoria Cronica (IResC)
Definicoes

Qualquer circunsténcia que impega o pulmdo de desempenhar suas fungdes
relacionadas a hematose leva a insuficiéngia respiratdria. Muitas doengas
pulmonares e extra-pulmonares podem levar a uma incapacidade de manutengao
de trocas gasosas adequadas que perdura por meses ou anos (eventualmente
muitos anos). Estes individuos conseguem encontrar um novo estado de equilibrio
dindmico e permanecerem vivos, apesar das grandes limitagbes impostas pela
doenca. A progresséo da doenca pode fazer com que o individuo acometido tenha
dispinéia até durante as atividades da vida diaria. A IResC possuli varias causas,
sendo que a principal delas é a Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica (DPOC).
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A American College of Chest Physicians (ACCP) e American Thoracic Society
(ATS) define DPOC como obstrugdo cronica do fluxo aereo puimonar induzida por
bronquite crénica ou enfisema, embora haja uma grande dificuldade de distinguir as
duas doencas, pois eias podem coexistir em alguns pacientes. A DPOC € uma
doenca complexa, caracterizada pela obstruggo do fluxo aereo progressiva, com
conseqlente diminuigdo no volume expiratério forgado no primeiro segundo (FEV:),
que pode estar associada a uma hiperrreatividade brénquica. £ também fregiiente a
exacerbagio da doenga, devida principalmente a susceptibilidade desses pacientes a
infeccBes bacterianas recorrentes (ACCP and ATS, 1975, Fletcher and Pride, 1984).

Bronquite crénica é definida pela ACCP e ATS como produgdo diéria excessiva
de muco e tosse produtiva por no minimo trés meses em 2 anos consecutivos,
ocasionando um estreitamento persistente e difuso das vias aéreas pulmonares, o
que determina um aumento na resisténcia ao fluxo aéreo. Esta obstrugdo pode ser
causada tanto por inflamagdc dos espagos aéreos como por infeccdo bacteriana
freqliente (ACCP and ATS, 1975).

Os pacientes com enfisema apresentam uma alteragdio anatémica do puimao,
caracterizada pelo aumento anormal dos espacos aéreos distais dos bronquiolos
terminais, acompanhada por alteracdes destrutivas das paredes alveolares. Este
processo ocorre devido & destruicdo de elastina, a proteina responsavel pela
manutencdo da elasticidade das paredes alveolares. A perda da elastina tambem
causa colapso alveolar e estreitamento dos bronquiolos, limitando o fluxo aéreo no
pulmdo. Pacientes com enfisema de origem hereditaria apresentam deficiéncia de
o -antitripsina, enzima responsavel por inibir a elastase (enzima que degrada
glastina). Um desbalango entre elastase e oy-antitripsina tambeém ocorre em
pacientes que apresentam enfisema desencadeado pelo fumo (ACCP and ATS,
1975; Petty, 2002).

Na DPOC, além da perda de elasticidade das paredes dos bronquiclos e
alvéolos, a passagem do ar através dos bronquiolos se torna prejudicada pela
presencga de muco e estenose cicatricial das vias aéreas. Estes fatores impedem a
saida de ar dos alvéolos. Este processo é conhecido como ‘air trapping’ ou

aprisionamento de ar, tem como conseqliéncias a hipoventilagdo pulmonar com
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diminuicio da PO, levando a uma condigio de hipdxia. As principais causas da
hipéxia no individuo que apresenta DPOC sdo:

- Existéncia de alvéolos pouco ventilados devido a estenose cicatricial dos
bronquiclos e do acimulo de muco., Esta alteragdo recebe o nome de
desproporcionalidade entre ventilagdo e perfusdo (ventilagdo € menor que
perfusao)}.

- Alteragdes mecénicas, levando a hipoventilagdo global devido ao aumento
do volume do pulmao, levando ao relaxamento da clpula diafragmatica.

Etiologia

A etiologia da DPOC ainda ndo foi totaimente caracterizada, mas acredita-se
que sua principal causa seja a inativagdo de antiproteases pelos oxidantes
existentes na fumaca do cigarro como o oOxido nitrico (NO) e os produzidos por
células fagocitérias, como o radical anion superoxido (O;) (MacNee, 2000). O
habito de fumar, portanto, é o principal fator para o desenvolvimento da DPOC, e
deixar de fumar € a primeira conduta terapéutica que deve ser tomada com estes
pacientes. Cerca de 85% dos casos de bronguite crbnica e enfisema estdo
relacionados ao tabagismo crénico, sendo que 15% destes casos podem evoluir
para um quadro clinico grave. Apenas 2% dos casos sdo de .origem hereditaria
(deficiéncia de o,.antitripsina) e o restante (10%) estd associado & diversos outros
fatores como poluicio atmosférica, poluentes profissionais e infeccBes respiratorias
(STS Statement, 1995). O fumo contribui para o desenvolvimento de muitas outras
doencas além da DPOC, como céncer e doengas coronarianas. Entretanto, €
importante observar que nem todos os fumantes desenvolvem DPOC. A
suscetibilidade genética parece ser um fator significante, que explica porque
somente 15 a 20% dos fumantes desenvolvem DPOC (Sandford et ali, 1997;
Silverman, 2002).
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Epidemiologia

Segundo Stephen (2002), atualmente a DPOC ¢ considerada a & causa de
morte e a 12° de morbidade no munde, afetando cerca de 20 a 30 milhdes de
pacientes nos Estados Unidos, o que significa dizer que aproximadamente 4% a 6%
dos homens adultos e 1% a 3% das mulheres adultas americanas apresentam
DPOC. Nos ultimos 15 anos, o nimero de pacientes com DPOC aumentou 42%
naguele Pais. Em 2020 estima-se que a DPOC passe a ser a 3? causa de morte.
Stephen aponta ainda a DPOC como sendo um grande desafio para a industria
farmacéutica, medicina e sociedade (Stephen, 2002). Dados dos paises europeus
indicam que a prevaléncia desta doenga é mais alta que nos Estados Unidos. Por
outro lado, dados recentes do Consenso Latino Americanc de Exacerbacdo Aguda de
Bronguite Crénica sugerem que a incidéncia desta doenga € ainda maior nos paises
Sul Americanos do que na Europa ou nos Estados Unidos.

O indice de mortalidade para DPOC é similar para homens e mulhergs com
idade até 55 anos, Aos 70 anos morrem duas vezes mais homens que mulheres e
aos 85 anos, @ morte entre homens & quatro vezes mais freqlente que nas
mulheres. Pacientes com DPOC moderada a grave podem apresentar de 3 a 6
infecces por ano. Estas exacerbagdes tém um grande impacto na qualidade de vida
destes pacientes, pois sua freqiéncia é um fator importante na determinagdo da
gravidade da doenga. A causa de uma exacerbagdo pode se‘r multifatorial e é
acompanhada por inflamacgdo dos espacos aéreos pulmonares. Exacerbagbes agudas
de DPOC estio associadas a visitas freqlentes ao médico e hospitalizagdes. O custo
anual para tratar DPOC nos Estados Unidos é estimado em 24 bilhGes de doélares,
incluindo hospitatizacdes e perda de dias de trabalho (Stephen, 2002).

III. Radicais Livres de Oxigénio e Sistema de Defesa Antioxidante

Define-se como radical livre toda espécie que possui um ou mais elétrons
desemparelhados, o que implica em maior reatividade, pois necessitam de elétrons
para se estabilizarem. Nesta definicdo, pode-se incluir os gtomos de metais de

transiciio e também o G,. O O;, no seu estado fundamentai, possui dois elétrons
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desemparelhados de spin iguais. Devido a esta caracteristica, para o O, oxidar outro
atomo ou molécuia, ambos deveriam ser de spin também iguais. Biomoléculas como
lipidios, carboidratos, proteinas e DNA s3o espécies ndo radicalares, com grande
nimero de ligagdes covalentes, podendo ser alvos do ataque de radicais livres
(Halliwell and Gutteridge, 1998).

As EROS sdo resultado de redugbes incompletas do O molecular e incluem
urmn amplo espectro de espécies radicalares, como o radical dnion superdxido (0;} e
radical hidroxila { OH) e ndo radicalares como ¢ perdxido de hidrogénio (H,0,). O
caminho para a formagdo de EROS comega geralmente com a reduglo
monoeletrénica do O, com formagdo do O, (reagdo 1), que pode ocorrer na cadeia
de transporte de elétrons nas mitocdndrias, células fagocitdrias, durante o processo
de isquemia/reperfusdo, entre outros locais. Dois desses radicais dismutam-se
espontaneamente ou sofrem acdo da enzima superoxido dismutase. Esta semi
reagdo consome prétons e produz HO; (reagdo 2). O HO, atravessa membranas
celulares facilmente e ao receber mais um elétron, proveniente do Fe** ou Cu'
origina 0 'OH (reagao 3), uma das espécies radicalares mais reativas que se
conhece, pois necessita somente de mais um elétron para se estabilizar Boveris
and Chance, 1972).

O, + 1 +H —_— 0y [1]
0, +2H + lg¢ ———p H,0, [2]
H,O, + Fe™ w3 OH + Fe™+ ‘OH [3]

Da mesma forma que durante a evolugdo a maioria dos organismos vivos
passou a utilizar o O, como elemento fundamental no processo de producdo de
energia, também foi desenvolvido um complexo sistema de protegdo contra suas
aches deletérias (Halliwell and Guteridge, 1998). O sisterna de defesa do organismo
contra os radicais livres age nos diferentes locais de producdo dos mesmos,
atacando as substancias iniciadoras, neutralizando intermediérios reativos ou ainda
protegendo o transporte e estocagem de metais de transigdo. Podemos dividir o
sistema antioxidante em dois grupos: enzimatico e ndo-enzimatico.

Fazem parte do sistema antioxidante enzimdtico pulmonar as enzimas
superbxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), as quais agem sobre O~ e HO0,,
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respectivamente (reacbes 4 e 5) e o sistema da glutationa peroxidase (GPX) e
redutase (GR).

20,7 +2H  ———p H;O; + O [4]
P }“2202 E— ZHzo + Oz [5]

A GPX, constitui o principal mecanismo de defesa antioxidante intra e
extracelular no pulmio (MacNee and Rahman, 1999). A GPX & uma enzima
dependente de selénio, e decompde perdxidos &s custas do tripeptidio glutationa
reduzida (GSH) (reagdo 6) e depende da ac¢do simultdnea da enzima glutationa
redutase (GR), que catalisa a redugdo do tripeptidio oxidado (GSSG) pela reagdo 6,
utilizando NADPH como doador de elétrons (reagdo 7). Este compiexc sistema
enzimatico é conhecido como ciclo redox da glutationa. Este ciclo, além do H0; age
eliminando peroxidos lipidicos, hidroperdxidos e produtos das reacfes catalisadas
pelas lipoxigenases (Halliwell and Gutteridge, 1998).

H,0, + 2GSH ——p 2H,0 + GSSG (6]
GSSG + NADPH + H® ——— 2GSH + NADP® [7]

O espago extracelular €, ao contrario do intracelular, pouco dotado de
enzimas antioxidantes, tendo gque contar com outros mecanismos para controlar o
dano oxidativo & superficie do endotélio pulmonar, uma &réa muito vasta e,
portanto, de alto risco de agress&o por poluentes ambientais, fumo e produtos da
inflamacdo. Dessa forma, as vias aéreas maiores contém mucoproteinas de alto
peso molecular, sintetizadas pelas celulas epiteliais e pelas gldndulas secretoras,
que aumentam a produgdo de muco na presenca de inflamagdo, podendo proteger
os pulmbes contra agressdes por oxidantes. O espago alveolar pode recrutar
recursos antioxidantes do fluido que reveste o epitélio; este contém grandes
quantidades de GSH (cerca de 100 vezes a concentracdo do plasma), suficiente
para proteger contra o H,O, gerado pelos macrofagos alveolares quando
estimulados. A CAT também estd presente no fluido epitelial em grande quantidade.
Qutros antioxidantes tais como ceruloplasmina, transferrina, &cido ascérbico,
vitamina E, ferritina e outros est8o presentes em baixas concentagles Chaudiére
and Ferrari-Iiiou,1999). Nas dltimas décadas a N-acetilcisteina (NAC) tem
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despertado muito interesse como agente terapéutico para as doengas
broncopulmonares. Varios estudos tém deronstrado a sua eficacia em reduzir as
exacerbacBes da bronquite cronica. Este efeito pode se atribuir, alem de suas
propriedades mucoliticas, as suas propriedades antioxidantes por conter grupos SH.
Também tem se postulado que a NAC protege as células pulmonares dos oxidantes
inalados ou daqueles gerados pela explosdo respiratdria por aumentar 0s teores de
giutationa tanto extra como intracelular (Cotgreave et. ali., 1986).

Todo desbalango entre produgdo de oxidantes e defesa antioxidante, gera

uma situacdo conhecida como estresse oxidativo.

I1¥. Radicais livres X DPOC

A Figura 4 mostra as principais fontes geradoras de radicais livres no puimac.
30 elas o fumo, as células fagocitdrias, o processo hipdxia/reperfusdc e a
oxigenoterapia, sendo que as principais espécies reativas formadas sao O, MOy,
‘OH, 'NC e OCI.

Hipoxemia/Reoxigenacio Fumo ‘Oxigenioterapia -

Fstresse Oxidativo

Figura 4. Fontes produtoras de radicais livres que contribuem para o desenvolvimento de
oPCC.
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Fumo

Os efeitos do cigarro tém sido correlacionados com a patogénese da DPOC,
pois a fase gasosa do cigarro contém aproximadamente 10" oxidantes por tragada.
Existe a proposta na literatura de que ocorre um desbalango entre produgéo de
oxidantes/atividade do sistema antioxidante nos fumantes, sendo que um aumento
excessivo na produgdo de oxidantes pode ocorrer tanto em fumantes como em
pacientes com DPOC. O principal oxidante presente na fumagca do cigarro é o Oxido
nitrico (NO). O NO reage rapidamente com O, formando peroxinitrito (ONOO’) e
com radical peroxila para dar alquil peroxinitrito (ROONQ), ambos oxidantes
extremamente potentes (MacNee, 2000).

O excesso de oxidantes presentes no cigarro, por sua vez, aumenta o nimero
de neutréfilos (cerca de 10 vezes) e macrofagos (cerca de 2 vezes ou mais) nos
espacos alveolares, aumentando a produgdo de .. Estudos in vitro tém mostrado
gue a liberag8o de EROS por leucdcitos alveolares de fumantes estd aumentada em
relacdo & dos ndo fumantes (Bast et ali.,, 1991, Antwerpen et ali, 1993, MacNee,
2000). Estes oxidantes sdo responsaveis por degradar a enzima a-1 antiprotease,
provocando um desbalango entre atividade elastase-antielastase (Pryor et ali, 1986;
Taylor, 1986). Além disto, o cigarro estimula a liberagdo excessiva de elastase pelos
leucécitos normalimente encontrados no putm&o. Como ja foi dito, @ elastase é a
enzima responsavel por degradar a elastina e uma variedadé de proteinas da
membrana extracelular como proteoglicanas e glicoproteinas, danificando os septos
alveolares, contribuindo, portanto com a patogénese da DPOC (Janoff, 1983}

O ferro também exerce um importante papel no desenvolvimento da DPOC.
Devido & sua alta reatividade, o ferro geralmente se encontra ligado a compostos
como transferrina, ceruloplasmina e ferritina. A concentragdo de ferro mostrou-se
aumentada em macrofagos alveolares de fumantes quando comparada a
concentracdo de ferro de ndo fumantes; fluidos pulmonares obtidos de fumantes
tinham mais ferro que os de ndo fumantes (Thompson et ali, 1991). A fonte de ferro
em puimdes de fumantes é desconhecida, mas sabe-se que cada cigarro contém
0,042 pg de ferro. Podemos saiientar ainda que este elemento também tende a se

acumular no organismo com o aumento da idade em ambos 0s Sexos. Além disso,
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os oxidantes presentes no cigarro podem liberar o ferro da ferritina nos portadores
de DPOC (Thompson et ali, 1991).

Os oxidantes presentes no cigarro ndo s6 pedem induzir danos oxidatives em
DNA, proteinas e lipidios, como também ser os responsaveis por alimentar varios
processos que poderiam levar ao desenvolvimento de DPOC. Por exemplo, o©s
oxidantes aumentam a producdo de glicoconjugados (muco) epitelial de alto peso
molecular em cultura de células (Adler et ali., 1990) e prejudicam a funcdo ciliar
(Feldman et ali., 1994). Oxidantes também estimulam a formac¢do de tromboxana,
reduzem a atividade surfactante, provocam danos aos fibroblastos, promovem
permeabilidade epitelial e produzem numerosos outros efeitos que poderiam
diminuir os mecanismos de reparo em pacientes com DPOC (Jones et ali,, 1980). E
importante mencionar que o nimero total de cigarros consumidos por ano (*pack-
years’} estd diretamente relacionado com aumento da tosse e producdo de catarro.
Nos fumantes que consomem meio mago de cigarros/dia, o risco de desenvolver
tosse & de 40% a 50%, aumentando para 70% a 80% quando comparados com
fumantes que consomem dois magos ou mais/dia (Eiserich et ali., 1995).

Duthie e colaboradores mostraram que eritrécitos de aiguns fumantes
apresentaram atividade das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e
glutationa peroxidase {GPX) menor quando comparada com a atividade destas
mesmas enzimas em ndo fumantes. Foi observado neste mesmo estudo que
eritrécitos de fumantes foram mais susceptiveis a peroxidagao lipidica in vitro que
os de ndo fumantes, sendo que este efeito foi revertido na presenga de vitamina E
(Duthie et. ali., 1981). O primeiro fluido orgédnico que entra em contato com a fase
gasosa do cigarro € o EF, o qual contém uma variedade de antioxidantes com
funcdo de proteger as células do trato respiratorio contra o dano tecidual (Eiserich
et. ali., 1995). O héabito de fumar tem sido associado também com a diminuigdo
plasmatica de ascorbato, B-caroteno, e vitamina C (Murata et ali,, 1989).

Por outro lado, um outro estudo mostrou que alguns fumantes apresentavam
um aumento dos antioxidantes no plasma quando comparados com ndo fumantes,
apresentando também niveis diminuidos assim de peroxidagdo lipidica (Mezzetti et
ali, 1995). Foi sugerido que este aumento nos antioxidantes poderia ser um gltimo
recurso para resistir ao estresse oxidativo em individuos que desenvolvem uma
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tolerdncia ou adaptacgdo bioquimica em resposta ao aumento de oxidantes, o gue
poderia ocorrer devido a composicbes genéticas individuais ou outras razbes
desconhecidas, poderia explicar porgue muitos fumantes ndo desenvolvern DPQOC
(McCusker and Hoidal, 1990; Sandford, 1997). Apesar de existir muitos estudos
correlacionando oxidantes, sistemas de defesa antioxidante e fumo, esta relacdo
ainda € uma tarefa dificil para 0s pesquisadores da drea devido as indmeras
variaveis gue podem interferir com este sistema, tais como estilo de vida, dieta e
classe social (MacNee, 2000).

Infeccdo, Inflamacdo e Células Fagocitdrias

O fumo ndo € o unico fator que contribui para o desenvoivimento da DPOC.
Como visto, as infecgdes pulmonares contribuem com a exacerbacdo da doenca. Os
microorganismos mais comuns isolados de secregles presentes nas vias aéreas
inferiores de pacientes com DPOC estavel ou durante exacerbacdo aguda de
bronquite cronica sdo bactérias gram-negativas como Haemophilus sp, Moraxella
catarrhalis e Streptococcus pneumoniae. Estudos soroldgicos sugerem que bactérias
atipicas, como Chlamydia e Mycoplasma também podem ser responsaveis pela
exacerbacdo da doenga em um pequeno numero de pacientes. A presenca de
bactérias nas vias aéreas de pacientes com DPOC contribui, ndo somente para
exacerbac8o aguda da bronquite cronica, mas tambeém para um declinio das defesas
pulmonares. Portanto, o fumo e diminuigdo da fungdo pulmonar sdo fatores de risco
associados com a colonizagdo bacteriana do trato respiratério inferior em pacientes
com DPOC estavel.

O hospedeiro responde a infecgBo bacteriana produzindo neutrdfilos
polimorfonucleares (NPM). Os NPM secretam enzimas como elastase e espécies
oxidantes, as quais podem estimular a producdo de muco e danificar as células
epiteliais. Infecgdes persistentes resultam em inflamacgdo, como conseqliéncia do
dano epitelial, contribuindo para uma diminui¢do progressiva da fungado pulmonar. A
inflamagdo pode causar limitag@o do fluxo aéreo pelo estreitamento do IGmen aéreo
e constricdo bronquiolar, fibrose, estenose cicatricial @ também pode aumentar o
tdnus da musculatura lisa. As células inflamatdrias mais importantes na DPOC sdo
os NPM, macréfagos (MA), eosindfilos e linfocitos (Salvato, 1968). Os oxidantes
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produzidos por células fagocitérias, como o O;" e f{on hipocloroso (OCI') sé&o
formados principaimente pelos NPM presentes em grande quantidade nas vias
respiratorias baixas de fumantes Como estas céluias possuem mitocondrias, podem
produzir O~ pela cadeia transportadora de elétrons, com conseqliente formagdo de
H,0, e OH. A produgdo destes oxidantes tem primariamente um significado
defensivo, pois permite a estas células realizar uma lise répida das bactérias
fagocitadas. Ja a produgdo excessiva pode levar a um aumento da atividade de
elastases, colagenases e lisozimas (Pryor et ali., 1986).

Os NPM ativados secretam também mieloperoxidase (enzima que apresenta
atividade peroxidase n&o especifica), levando & formagdo de OCI. Um dos principais
alvos de ataque do OCI é a alfa-1 antiprotease, a maior inibidora das soro
proteases circulantes. Além disto, OCI' pode interagir com 0, formando oxigénio
‘singlet’ (*Q;), uma espécie altamente reativa. Estudos feitos com biopsia puimonar
de pacientes portadores de DPOC mostraram que fumantes possuiam um numero
aumentado de NPM em relacdo aos nao fumantes. Foi observado que este aumento
de NPM em pulmdo de fumantes, estava correlacionado com © aparecimento de
obstrucBes aéreas (Kilburn et ali, 1975; Jordan et ali,1993). Brown e colaboradores
mostraram que o numero aumentado de NPM na fase aguda da doenga poderia
aumentar a quantidade de oxidantes no pulmdo de pacientes com DPOC (Brown et
ali, 1993). Outros trabalhos mostraram que o numerc de eosinofilos estava
aumentado tanto em biopsia como em secrecdo pulmonar de bronquiticos cronicos,
sendo estas células as principais responsaveis pelo aumento de O,  nestes
pacientes (Saetta et ali,1993; Postma, 1998). A reversibilidade parcial da obstrucao
aérea correlacionada com obstrucdo bronguial em pacientes com DPOC sugeriu que
eosindfilos contribuem para o estresse oxidativo pulmonar. Esta hipdtese é

suportada pelo fato de que eosindfilos produzem muite mais .~ do que os NPM e
MA in vitro (Postma, 1988; Zoratti et ali, 1991).

Hipoxemia/Reoxigenagdo

Define-se hipdxia celular como uma limitacdo na gquantidade de O tecidual
disponivel para sintese de ATP mitocondrial. A hipéxia pode ser desencadeada por

limitacdio na perfusdo capilar ou fluxo sanguineo (isquemia), diminuigdo na PO:
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arterial (hipoxemia) ou diminuicdo da concentragdo de Hb (anemia). A resposta
celular a hipdxia & heterogénea, sendo que a extens&o das anormalidades causadas
pela hipéxia ou isquemia pode ser considerada tempo-dependente, ou seja,
depende do tempo de exposicdo a estas condices (Crystal et ali,, 1991). Células
musculares retornam & funcdo normal apdés 30 minutos de isquemia total e
hepatécitos ndo apresentam danos irreversivels, mesmo apés 150 minutos de
isquemia. J& as células cerebrais ndo suportam mais do que 6 minutos de hipoxemia
semm lesdo irreparavel (Epstein, 1985). Diminuicdes na disponibilidade de O,
desencadeiam uma série de mecanismos fisiolégicos adaptativos com alteragdes
bioquimicas celulares destinadas a manter a atividade celular num nivel minimo
aceitavel para a sobrevivéncia (Hochachka et ali, 1982). O fracassc destes
mecanismos adaptativos pode levar & disfungdo celular e acarretar danos
irreparaveis. Dentre os principais mecanismos fisiologicos adaptativos a hipdxia
podemos destacar aumento na densidade capilar, aumento na liberagdo de
eritropoietina, policitemia, aumento na concentracdo de mioglobina, aumento na
secrecdo de catecolaminas e acidose respiratéria (Epstein, 1985). A hipoxia cronica
pode levar tambeém a vasoconstricdo da rede arterial pulmonar, com conseglente
desenvolvimento de hipertensdo pulmonar, insuficiéncia cardiaca congestiva direita
{“cor pulmonale”) (Weibel, 1996).

Entre as principais alteragdes bioquirnicas celulares gue podem estar ocorrendo
durante a queda dos niveis de O, estdo:
- Queda dos niveis de ATP intracelular levando, conseqlientemente, a um aumento
na sintese de ATP pelo metabolismo anaerdbio através de basicamente dois
processos: glicolise anaerdbia, também denominada de sistema do lactato, onde a
quebra da glicose ou do glicogénio proporciona a formagdo de ATP, além de produzir
também lactato no final do processo e aumento na atividade das enzimas adenilato
quinases, que convertem de modo irreversivel 2 moles de ADP em ATP e AMP, tsta
reacio leva ao acimulo de AMP gque pode ser desfosforilado a adenosina pela
enzima 5'-nucleotidase. A adenosina assim formada deixa a célula e entra na
circulacdo, onde age como um vasodilatador potente em muitos leitos vasculares,
exceto na vasculatura renal. O acumulo de AMP pode ainda ocasionar um aumento

do metabolismo das purinas, levando a formag¢do de adenosina, inosina,
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hipoxantina, xantina e finalmente de &cido Urico pela acdo da enzima xantina
oxidase (Epstein, 1985; Sussman and Bulkley, 1990) (Figura 5).

. Aumento na concentracio de Ca’” intracelular, que se mantido por um longo
periodo de tempo, interrompe as fungdes mitocondriais relacionadas com os
processos transdutores de energia, induz a formacdo de numerosas
evaginacBes na membrana das células e ativa enzimas catabdlicas
dependentes de C& ", tais como fosfolipases, endonucieases e proteases
(Carafoli and Crompton, 1987). Roy e McCord 1983, observaram que em
recidos isquémicos, a xantina desidrogenase (tipo D) pode ser convertida na
sua forma xantina oxidase (tipo O) pela agdo de proteases, que oxidam
grupamentos sulfidrila desta enzima. Em condiges pds isquémicas, as
xantinas oxidases tipo O transferem eiétrons para o oxigénio molecuiar ao
invés do NAD™, produzindo O;/H,0. como segue:

Xantina + H,0 + 20, ————p &cidolrico + 20, + 2 H7

A xantina oxidase é largamente distribuida nos intestinos, puimdes, figado,
estando também presente em altas concentragBes no endotélio vascular. Esta
enzima é considerada como a maior fonte de O, nos tecidos pés-isquémicos
(Demirylrek et aii.,1999). Varios trabalhos sugeriram que o da'no celutar causado
por hipéxia ou isquemia seria conseqiiéncia da produgdo de 0" formado pela
enzima xantina oxidase durante o processo de reperfusdo (Epstein, 1985; Sussman
and Bulkley, 1990; Cands, 1999 and Demiryirek et ali., 1999). Por sua vez,
Gutierrez e colaboradores, usando coethos como modelo experimental, observaram
que o dano tecidual causado pela hipdxia foi maior que aquele causado pela
isquemia. Isto porque no periodo pés-hipéxia a quantidade de ATP produzida pela
fosforilacdo oxidativa ndo foi suficiente para a ressintesse de fosfocreatina (PCr). Ja
no periodo pés-isquémico, fosfocreatina e ATP retornaram praticamente aos niveis
normais (Gutierrez, 1988).

Green e colaboradores 1989, submeteram 8 homens a uma cémara
hipobérica a 282 Torr (equivalente a 8000 m de altitude) por 33 dias. Em todos os
periodos, estes sujeitos realizaram atividades fisicas. Observaram que a hipéxia e a
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atividade fisica resultaram em reducdo de enzimas oxidativas como succinato
desidrogenase e citrato sintase em amostras de biopsias quando comparadas a
bidpsia inicial (antes da exposicdo). Houve também uma reducdo na atividade das
enzimas glicoliticas hexoquinase e fosfofrutoguinase. Além disso, observaram que a
diminuicic da PO, ndo levou a transformacdo dos tipos de fibras muscuiares, e sim
a uma redugdc do tamanho destas fibras, indicando perda de massa muscular, a
qual foi responsavel pela perda de peso corpéreo observada nestes individuos apos
a exposicdo a hipoxia.

Jakobsson e colaboradores (1995), realizaram bidpsias em 6 pacientes com
DPOC submetidos a oxigenioterapia, 18 pacientes com DPOC ndo submetidos ao
tratamento com O e 7 sujeitos controle. Observaram que houve uma diminuigdo da
atividade das enzimas oxidativas analisadas no grupo nao submetido ao tratamento
com O, {citrato sintase, succinato desidrogenase e 3 hidroxiacil coA desidrogenase)
e aumento na atividade das enzimas glicoliticas (fosfofrutoquinase e lactato
desidrogenase) em relagdo ao grupo controle, resultando em perda de massa
muscular, Também ndo observaram alteragbes nas dosagens destas mesmas
enzimas apos sete meses de tratamento com O,. Da mesma forma, Maltais e
colaboradores (1996) submeteram nove individuos com DPOC ao exercicio fisico
progressivo e observaram que houve uma redugdo na atividade das enzimas
oxidativas como citrato sintase e 3- hidroxiacii CoA desidrogenase e um aumento na
atividade das enzimas glicoliticas como hexoquinase, fosfofrutoquinase e lactato
desidrogenase em bidpsias musculares. Estes dados indicam que houve um
aumento do metabolismo anaerébio nestes individuos como consegliéncia da
adaptacdo & hipoxia. E importante salientar, que ndo ha traballhos em humanos
com IResC, que correlacionem adaptagdo a hipdxia e estresse oxidativo.

Com o advento da reperfusdo ou hiperdxia, pode ocorrer formagédo de
oxidantes pela ativagdo da xantina oxidase pulmonar e pelo actimulo de neutrofilos
ativados. A exposicdo prolongada em condigBes de reperfusdo, tal como as das
condutas usuais para o tratamento de IResC, provoca dano celular que pode
progredir até a total disfungdo do drgdo e morte. Nessa situagdo, ocorre 0 aumento
do consumo de oxigénio pelas mitocdndrias pulmonares. Durante a hipdxia vimos

que ocorre uma diminuigdo da razdo ATP/ADP, ocasionando uma redugdo na
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atividade mitocondrial (Cands, 1999). Com isso, os componentes da cadeia de
transporte de elétrons se tornam progressivamente reduzidos e com 0 advento da
reoxigenacdo ou reperfusdo, pode haver um excessivo extravasamento de elétrons
e consegliente produgdo de O , que por sua vez pode dar origem ao HO; e
radical hidroxila (OH), conforme j& explicado anteriormente.

A maioria dos pacientes portadores de IResC, apresentam PaO; muito baixa,
ou seja, menor ou igual a 55 mm de Hg em repouso. Portanto, nestas condicdes,
deverdo ser necessariamente submetidos & oxigenioterapia domiciliar prolongada
domiciliar (ODP) (Stuart-Harris et ali.,, 1981). Com a ODP, estes pacientes estardo
sujeitos & sofrer hipoxia/reperfusdo e consequentemente, este processo podera
induzir morte celular devido a acdo conjunta dos varios fatores ja citados.

A Figura 5 mostra os mecanismos propostos para a producdo de (O;) pelo
processo de isquemia/reperfusdo.
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Figura 5. Mecanismo proposto para a produgdo de &nion superdxido (Q;") pelo processo de

isquemia/reperfusdo. Adenilato quinase (*) e xantina oxidase {**).
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Oxigenioterapia

A qualidade e duragdo de vida em pacientes com IResC sdo atualmente um
desafio. As metas terapéuticas especificas sdo reduzir os sintomas, preservar a
funcdo puimonar, otimizar as trocas gasosas e limitar e/ou tratar as exacerbagbes
agudas rapidamente. O primeiro estédgio de tratamento para pacientes com IResC
induzida pelo fumo € cessar o habito e evitar exposi¢do a agentes irritantes, como
poluicdo ambiental ou ocupacional. Cessar o fumo diminui potencialmente muitas
fontes de radicais que levam ao estresse oxidativo. A cessacdo do fumo por seis
meses leva a uma reducdo considerdvel do nimero de MA e NPM no fluido
broncoalveolar (Anthonisen et ali, 1994). Além de cessar o fumo, se faz necessério
o usc de broncodilatadores, agentes antiinflamatorios e/ou antibidticos. A
suplementacdo nutricional, imunizacdo, exercicios respiratorios e reabilitagao
pulmonar tém sido também utilizados como recursos adicionais ao tratamento. A
suplementagio com oxigénio continuada ou ne periodo noturno € a ultima opgdo em
tratamento para estes pacientes (Piquette and Rennard, 1996). O objetivo
terapéutico da oxigenioterapia é adequar a oxigenagd@o tecidual sem provocar
toxicidade. A indicacdo para oxigenoterapia domiciliar prolongada (ODP) € feita
através da determinacdo de pardmetros gasométricos, desde que o paciente esteja
estavel clinicamente, e j& usando todo arsenal terapéutico possivel para seu caso.

Nesse tratamento o O, € administrado através de cénulas nasais em fluxos
baixos e variados, necessarios para manter a Pa0, acima de 60 mm de Hg. A fragdo
inspirada de O, estd em torno de 24% quando o fluxo da cénula é de 1 L/min, 28%
quando 2 L/min e 32% com fluxo de 3 L/min. Excepcionalmente usam-se fluxos
maiores que 3 L/min. Estes pacientes devem utilizar o O, por no minimo 12
horas/dia (Cooper et ali, 1987), O G pode ser armazenado em cilindros, que ©
mantém gasoso sob pressdo em baixas temperaturas ou pode ser obtido por
aparelhos que concentram O, a partir do ar ambiente, conhecidos como
concentradores de oxigénio (Cooper et ali, 1987).

Iniciada a ODP, o acompanhamento é realizado através de consultas mensais,
bimestrais ou trimestrais, quando o paciente vai ao hospital e é avaliado pela
equipe médica e outros profissionais. Nas consultas, & realizada rotineiramente

oximetria de pulso, técnica ndo invasiva que permite 0 acompanhamento da
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porcentagemn de saturacdo de Q. pela hemoglobina, facilitando assim eventuais
ajustes na dose de O, utilizada. A ODP, além de methorar a insuficiéncia cardiaca
direita (‘cor pulmonare’), pode reverter e controlar a policitemia secundaria que
ocorre em funcdo da hipdxia, observando-se também uma melhora no desempenho
dos pacientes em testes neuropsicologicos e em suas atividades cotidianas (Cooper,
1994).

Varios estudos foram realizados em pacientes hipoxémicos portadores de
DPOC, que demonstraram um aumento da sobrevida com a utilizacdo continua de
oxigénio a fluxos baixos (Nocturnal Oxygen Therapy Group, 1980; Medical Research
Council Working Party, 1981; Maltais et ali., 1996). Desde entédo a suplementacgao
domiciliar de O, vem sendo prescrita para o fratamento de pacientes com DPOC
grave. Entretanto, o mecanismo envolvido no aumento da sobrevida ainda ndo €
totalmente compreendido. A administracdo aguda de O, abaixa a pressdo na artéria
pulmonar, que € mantida baixa com ODP e essa queda parece ser um fator
fundamental (Cooper et ali., 1987). Entretanto, a melhora observada pela utilizacdo
da ODP parece ser tempordria, existindo trabalhos que demonstraram uma
sobrevida de 26% nos individuos submetidos a este tratamento em 10 anos.
Embora o quadro de hipertens&o pulmonar permanega razoavelmente controlado
com a ODP, a obstruco do fluxo aéreo como consequéncia das alteraghes
brénquicas e parenquimatosas observada em pacientes com DPOC € progressiva, €
parece ndo ser afetada pela ODP (Weitzenblum et ali., 1984). £ importante destacar
que o aumento na disponibilidade de O, ao paciente com DPOC, por um lado pode
melhorar sua insuficiéncia respiratéria e reverter parcialmente algumas alteragoes
bioquimicas e fisiolégicas desencadeadas pela hipdxia; por outro lado, a ODP pode
aumentar os niveis de estresse oxidativo de uma forma semelhante ao gerado pela
reperfusdo pos-isquemia (Figura 5).

Como salientado anteriormente, ainda ndo ha estudos sobre estresse
oxidativo induzido pela hipdxia e nem a possibilidade de piora da agressdo teciduai
pelo usc de O, de modo intermitente ou continuado. Por esta razdo, hé grande
necessidade de se realizar um acompanhamento efetivo ao longo do uso da ODP,
com o intuito de avaliar o grau de estresse oxidativo a que estes pacientes estdo
sujeitos durante o tratamento, podendo assim, obter critérios de tratamento mais
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consistentes. Tais critérios possibilitardo sugerir terapias antioxidantes no momento
adequado, com objetivo de proporcionar uma melhor qualidade de vida a estes
individuos.

V. Biomarcadores de Estresse Oxidativo em Portadores de DPOC

Estudos recentes tém avaliado o balango entre oxidantes/antioxidantes em
fumantes e pacientes com DPOC. Muitos autores tém demonstrado atualimente
grande interesse em investigar a resposta sistémica ao estresse oxidativo nestes
mesmos grupos. Milier e colaboradores (1993) demonstraram que a capacidade
antioxidante do plasma poderia ser comparada com a do Trolox, um antioxidante
sintético, hidrossoltvel, andlogo da vitamina E. Os principais antioxidantes que
contribuem para mensurar a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)
sio albumina, urato, ascorbato e w-tocoferol seéricos. Rahman e colaboradores
(1996) encontraram numa mesma faixa etdria uma diminuigdo significativa em
TEAC no plasma tanto em fumantes {apds a exposicdo ao cigarro) quanto em
pacientes com DPOC guando comparadas ao plasma de sujeitos controles, ndo
fumantes. Estes autores sugeriram uma diminuigdo em TEAC nos fumantes €
pacientes com DPOC pode ser devida a uma deplecao de grupamentos sulfidrila
plasmaticos. Outros investigadores tém mensurado antioxidantes plasmaticos como
acido ascorbico, wo-tocoferol, &cido drico, e grupamentos sulfidrila totais em
fumantes. Alguns destes estudos mostraram a deplecdo de &cido ascérbico,
vitamina E, B caroteno e selénio no soro de fumantes cronicos. (Duthie et ali, 1991;
Antwerpen, et ali, 1993 and Mazzetti et ali., 1995). Theron et ali (1990),
observaram uma diminuicdo dos niveis de vitaminas C e E também em leucocitos de
fumantes.

Cross e colaboradores em 1993, demonstraram que a exposigdo in vitro do
plasma de individuos normais & fase gasosa levou a uma diminuicdo nas
concentracdes de grupamentos sulfidrila totais, de bilirrubina e de acido ascarbico.
As concentracBes de &cide Urico e a-tocoferol ndo foram significativamente
reduzidas no plasma por este tratamento. A deplegdo destes antioxidantes
plasméticos foi associade ac aumento no nivel de proteinas carboniladas e
peréxidos lipidicos, produto do ataque de oxidantes & proteinas e lipidios
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respectivamente (Halliwell and Chirico, 1993). Outros trabalhos mostraram que o
ONOO formado a partir do NO' presente no cigarro e O, liberados pela ativagao
das células fagocitérias, diminuem a capacidade antioxidante do plasma por oxidar
rapidamente o &cido ascérbico, acido drico e grupamentos sulfidrilas.
Aparentemente, o ONOO esta diretamente envolvido com o dano oxidativo em
fumantes (Rahman et ali, 1997).

Alguns estudos mostram que os niveis de substéncias reativas ao acido
tiobarbitGrico (TBARS) estdo aumentados no plasma de pacientes com DPOC tanto
na fase aguda quanto na cronica (Doelman and Bast, 1990, Repine et ali, 1997) e
no plasma e lavado pulmonar de fumantes, pacientes com enfisema, bronquite
crdnica e asma (Bridges et ali, 1993). Exposigdo in vitro do plasma de individuos
normais ao cigarro produziu aumento da peroxidagdo lipidica (Cross et ali., 1993).
Achados importantes nesta &rea se baseiam em medir os niveis de isoprostanos-F2
livres e esterificados (compostos bioativos como prostagiandina F2, que sdo
formados pela peroxidagdo do &cido araquiddnico) aumentados em fumantes
gquando comparado com ndo fumantes (Morrow et ali, 1995). Os niveis destes
compostos diminuiram quando alguns individuos deixaram de fumar por duas
semanas. Em alguns individuos fumantes estes compostos estavam dentro dos
valores normais ou levemente aumentados. Estes dados s3o consistentes com a
possibilidade de certos individuos serem mais resistentes ac estresse oxidativo,
talvez como conseqléncia do aumento de suas defesas antioxidantes Morrow et
ali, 1995).
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OBJETIVOS

Os dados existentes na literatura a respeitc da correlagdoc entre
pacientes com diagndstico de IResC submetidos a ODP e estresse oxidativo sao
escassos, porque existe uma dificuldade implicita em acompanhar estes
pacientes fora do periodo de internagéo, e também por existir uma
inconsisténcia nos dados atuais publicados, devido as diferentes formas de

estudos realizados nesta area. Dessa forma, os objetivos desta tese foram:

e Caracterizar os efeitos da hipoxemia crbnica em pacientes com IResC
com indicagio para oxigenioterapia através de alguns biomarcadores
sistémicos de estresse oxidativo e determinacdo da saturacdo da
hemoglobina (Hb) pelo oxigénio por oximetria de pulso e dosagem de
Hb e lactato, utilizando um grupo de individuos ndo fumantes e
fumantes como grupos controle;

« Avaliar a evolucdo adaptativa da IResC apds sete dias de ODP,

« Avaliar a evolucdo adaptativa da IResC durante a exposigdo cronica ao
0. (de 7 até 270 dias, em 5 momentos).
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MATERIAIS E METODOS

Escotha dos Pacientes

O projeto do presente trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo
de Etica Médica (anexo I) e Comité de Etica em Pesquisa (anexo II) do HC-
Unicamp. Foram incluidos neste estudo pacientes admitidos no servico de
Pneumologia do Hospital das Clinicas da Unicamp que apresentavam um
guadro clinico e gasométrico que indicasse a prescricdo de ODP. O grupo
controte foi proveniente do banco de sangue do Hemocentro-FCM-Unicamp. Foi
obtida a aquiescéncia individual de cada individuo selecionado, através da
assinatura de um termo de consentimento pos-informacdo (anexo I11),

Os equipamentos utilizados para a ODP (cilindros de G comprimido e
aparethos concentradores de oxigénio) foram fornecidos pelo MC da Unicamp.
As andlises clinicas de rotina foram realizadas no Laboratério de Patologia
Ciinica do HC da Unicamp. As analises bioguimicas constantes nesta tese foram
executadas no Laboratdrio de Bioquimica do Exercicio (Labex), Departamento
de Biogquimica, Instituto de Biclogia, Unicamp.

Os critérios para indicacdo de ODP ja estfio bem estabelecidos, e podem ser
assim sumarizados (Zielinski, 1999):
¢ Pressdo Arterial de O; (Pa0.) < ou = 55 mmHg ou Sa0, < ou = 88%;

e Pa0; entre 56 a 59 mmHg ou Sa0; = 89% com:

* Evidéncia clinica e/ou laboratorial de cor pulmonale;

* Hematocrito > 56%

Para indicacdo forma! e prescriggdo de ODP por parte do médico, o
paciente teve que estar em condigles clinicas adequadas, utilizando todas
medidas medicamentosas e fisioterdpicas disponiveis e indicadas para ele.
Foram utilizados os seguintes critérios de exclusio:
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« Pacientes que apresentavam um quadro clinico muito grave, que 0s
incapacitava de comparecer regularmente ao hospital ou gue os tormava
refratarios a percepcdo de gualquer meihora de suas limitagoes;

s Pacientes que tinham dist(rbios psicoldgicos como ansiedade, depressao
ou quadros psicéticos;

¢ Pacientes gue ndo queriam participar do estudo;

¢ Individuos gue utilizavam terapias antioxidantes;

» Pacientes que realizavam menos que 8 horas de oxigenioterapia diarias.

Caracteristicas dos pacientes avaliados durante o estudo:

Os pacientes foram admitidos a partir de data estabelecida e
acompanhados pela equipe de Pneumologia da FCM-Unicamp. Na primeira fase
do estudo, varias dosagens bioguimicas foram realizadas utilizando dois grupos
controle, constituidos de individuos sem IResC n&o fumantes (NF) e fumantes
cronicos (FC), do sexo masculino com a mesma faixa etaria dos pacientes com
IResC (40 - 80 anos) e SpO, na faixa da normalidade (96 - 99%). A segunda
fase do estudo, foi caracterizada pelo acompanhamento do tratamento com
oxigénio. Nesta fase, foram feitas as mesmas dosagens bioguimicas realizadas
na fase anterior antes da suplementag¢do de oxigénio, apés uma semana ou 7
dias de tratamento e entdo, a cada dois ou trés meses de ODP, obedecendo
ao retorno natural para reabilitagdo destes pacientes, ou seja, todas as
analises realizadas nesta fase do estudo, foram feitas em 5 maomentos (7, 60,
120, 180 e 270 dias). Considerando que 21 individuos participaram desta
segunda fase e que foram utilizados 10 par&metros bioquimicos realizados em
triplicata para cada individuo, somaram-se 3780 analises. As caracteristicas
dos pacientes submetidos a ODP estdo apresentadas na Tabela I no item
Resultados.

Todos os pacientes responderam a um questiondrio, o qual foi aplicado
antes de iniciar a ODP (anexo IV). Este questiondrio consistiu de avaliagdo do
estado nutricional, suplementacdo com antioxidantes e outras doengas além da
IResC, medicamentos consumidos e tempo de consumo de cigarros. E
importante salientar que nenhum dos individuos que participaram do estudo
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utilizavam suplementacdo com antioxidantes e 90% deles apresentavam uma
dieta pobre em frutas, legumes e verduras. Dos pacientes selecionados, 99%
apresentavam outras doengas além da IResC como hipertensdo arteriai,
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), poliglobulia e osteoporose. Ainda,
80,1% dos pacientes eram ex-fumantes, sendo que o tempo de utilizagdo de
cigarros variou de 15 a 45 anos. As classes dos medicamentos mais
consumidos foram as dos anti-hipertensivos, diuréticos, broncodilatadores,
antiiflamatoérios esteroidais e ndo esteroidais. Foram realizadas medidas
gasométricas antes do inicio da ODP. No presente trabalho, utilizamos o
volume expiratério forgado no primeiro segundo (VEF,) como parémetro para
avaliar a fungdo pulmonar, A SpO, foi avaliada utilizando um oximetro de pulso
(Puisox¥® 3-Minolta) em todos os retornos dos pacientes para reabilitagdo
puimonar. A oximetria de pulso é considerada o melhor método para triagem e
acompanhamento de pacientes com hipoxemia. O oximetro de pulso
posicionado no dedo ou no Iébulo da orelha nos fornece através da pele e por
leitura imediata, a saturagdo arterial do oxigénio (Sp0O;) no ato do exame. O
oximetro é bastante sensivel e fidedigno, com erro estimado de 1 a 2%,
gquando comparado com obtido pela gasometria arterial (Pilling & Cutaia,
1999).

Procedimentos Experimentais
e Preparo das amostras de sangue:

O sangue foi retirado da veia antecubital e coletado em tubos contendo
heparina. Em seguida, parte do sangue tota! foi utilizado para as dosagens das
concentracdes sanguineas de lactato, AU e Hb. Outra parte foi centrifugada a
4000 rpm (3000 x g) por 10 minutos para separar as células sanguineas do
plasma, que foi armazenado a -80°C por no maximo 15 dias, apds ser tratado
com butithidroxitolueno {BHT) 90uM, um antioxidante, para posterior analises
das concentracdes de PC e GST. As hemacias foram separadas por histopaque
-1077 (Boyum, 1968) e em seguida foram hemolisadas na proporgao 1:1 (v/v)
e armazenadas a —80°C para posterior anélise das atividades das enzimas GR e
CAT.
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» Quantificacdo da concentracdo de Hemoglobina (Hb):

Em uma aliquota de 500 ul de hemdcias adicionou-se dgua gelada na
proporgdo de 2:1, a fim de hemolisar a amostra. Separou-se a amostra em
tubos eppendorf e centrifugou-se por 2 min {centrifuga de eppendorf Incibras).
Transferiu-se O sobrenadante para outro eppendorf e foram adicionados 200 ul
de tamp8o fosfato 0,1 M, pH 7,4, Em seguida, centrifugacdo foi feita
novamente por 2 min. A determinag8o da concentracdo de Hb foi realizada
através do método de Drabkin (1946), onde a Hb em presenca de 1mb de
reagente de Drabkin (10% de KCN, 30% K.{Fe(CN)]) forma um composto, a
cianometahemoglobina, que absorve em 540 nm, e cujo coeficiente de
extingdo milimolar é 11,5 (Drabkin, 1946).

s Glutationa redutase (GR) no hemolisado:

Os ensaios foram realizados de acordo com Smith et ali (1988). O principio
do método estd baseado na redugdo do 5,5 ditiobis (2 &cido nitrobenzdico)
(DTNB) com conseqiiente aumento na absorbéncia a 412 nm:

NADPH + H-)- + GSSG Giutationa Redutase ’ NADP+ + 2 GSH
GSH+DTNB —p GSTNB + TNB

Ao meio de incubagdo contendo tampdo KH,PO, 0,2 M e EDTA 1 mM em pH
7,5 foram adicionados 250 pl. de DTNB 3 mM, H,0 para completar o volume de
1 mL e NADPH a calcular a partir do seu coeficiente de extingdo milimolar que
é 6,2 a 340 nm. Apds todas estas adigdes, fez-se a leitura do branco. O
hemolisado (5 ul.) e a GS5G 20 mM foram misturados para iniciar a reacdo. A
velocidade da reagdo é linear por 3 minutos. Entdo, é possivel medir a
atividade da GR através da velocidade com que o DTNB é reduzido pela GSH,
provocando um aumento no valor da absorbéncia a 412 nm. Para o calculo da
atividade da enzima no sangue foi utilizada a seguinte equagéo:

E= 100 X A/(Hb), onde E é a atividade da enzima por g de

hemoglobina, A € a atividade da enzima presente na amostra e Hb é a
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concentragao de hemoglobina no hemolisado em g.di'. O valor de A foi
calculado utilizando-se a equagao:

A= (AD/13.600) . (Vu.Ve), onde AD é a diferenca de absorbdncia a
412 nm em um minuto, 13.600M™ .cm™ € o valor do coeficiente de extingdo
molar do TNB a 412 nm, Vy € o volume do hemolisado adicionado e \V: € o

volume tota! da scluggo.Os resuitados foram expressos em UlL.gHb™,
s (Catalase (CAT) no hemolisado:

Os ensaios da amostra de hemolisado foram realizados de acordo com Aebi
(1984). O meio basico de reagdo continha tampéo fosfato 50 mM pH 7,0. ApOs
2 minutos da adicdo da amostra ac meio acrescentou-se RO, 10 mmol.L™*
para iniciar a reagdo. A medida da atividade da CAT ocorre através da
velocidade com que o M0, é reduzido pela agdo da enzima, provocando uma
diminuicdo no valor da absorbdncia @ 240nm. A diferenca na leitura das
absorbancias a 240 nm, em um determinado intervalo de tempo, nos permite
determinar a velocidade de reducdo do H,0,, que € proporcional a velocidade
da reacdo enzimatica catalisada pela CAT (Aebi, 1984). Os resultados foram
expressos em k.gHb™.

« Quantificacdo de grupamentos sulfidrila totais no plasma (GST):

Uma aliquota de 50 uL do plasma foi misturada com 1mL de tampdo Tris-
EDTA. As amostras foram colocadas em cubetas de lcm de caminho otico e a
medida realizada espectrofotometricamente num comprimento de onda de 412
nm (medida A;). Apds foram adicionados 20 pl de DTINB 10 mmol.L'? diluido
em metanol. Esperou-se 15 minutos, a temperatura ambiente, para que fosse
feita outra leitura (A;) junto com um branco contendo somente DTNB e tamp&o
Tris-EDTA (Hu, 1994). Os grupamentos suifidrilas totais foram calculados da
seguinte forma:

(A; - A; - B) X 1,57 mmol.L}

Os resultados foram expressos em umol.mL* .
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e Quantificagdo de proteinas carboniladas em plasma (PC):

Este método foi proposto por Levine et ali 1990. O composto 2,4-
dinitrofenilhidrazina {DNPH) se complexa com os grupos carbonila das
proteinas, formando bases de Schiff que absorvem a 380 nm. A amostra de
plasma (100uL) foi diluida com 900 ulL de H,O deionizada e tratada com &cido
tricloroacético 20% para precipitag8o das proteinas. A solugdo resultante foi
centrifugada a 3000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. A
uma das aliquotas (amostra) adicionou-se 1 mL de DNPH 0,01 M em HCI 2 M
sendo que na outra aliquota (branco) foi adicionado somente HCI 2 M,
Incubou-se por 60 minutos a 37°C com agitacdo a cada 15 minutos. ApGs a
adicdo de 1mL de acido tricloracético 20% as aliquotas foram centrifugadas a
3000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi novamente descartado. Lavou-
se o precipitado com 1 mL de solugdo etanol/acetato de etila (1:1) para
remover 0 reagente em excesso (acido tricloroacético). Apés 10 minutos o
sobrenadante foi descartado. Essas lavagens foram repetidas até se obter um
sobrenadante claro que foi descartado. A seguir, dissolveu-se o precipitado em
1 mL de solugdo de guanidina 6M (com tampéao fosfato de potdssio 20 mM, pH
2,3 corrigido com acido tricloroacético). Incubou-se por aproximadamente 20
minutos a 37°C. Apds a leitura da absorbancia da amostra e do branco a 380
nm, subtraiu-se o branco da amostra e calculou-se a concentragdo das bases
de Schiff usando-se o coeficiente de extingdo molar de 22000.M.cm™. Os
resultados foram expressos em umol.mL ™ (Levine et. ali, 1990).

» Quantificagdo das concentragbes de Hb e AU no sangue total:

Trinta e dois ul do sangue total foram utilizados para analise das
concentragdes de Hb total e &cido drico até no méximo 5 horas apds sua
coleta. Todas as dosagens foram realizadas através de fitas reativas pelo
apareiho (REFLOTRON, Bdehringer Mannhein). O aparetho REFLOTRON mede
reflectometricamente a variagdo de cor que acontece durante a reacdo na fita
reativa através de uma esfera de Ulbrich. Fsta esfera, regula o comprimento
de onda e a compensagdo do zero de acordo com a dosagem a ser realizada.
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Todas as informacdes especificas a respeito da dosagem executada est@o
contidas num cbédigo magnético na propria fita reativa, que € lido
automaticamente pelo aparelho antes de iniciar a dosagem da amostra,
propriamente dita (Braun et ali, 1987). Os resultados referentes a Hb e AU
foram expressos em g.L! e U.L* respectivamente.

e Dosagem de lactato no sangue total:

As dosagens de lactato sanguineo foram feitas com auxilio do lactimetro
Accusport (Bdehringer Mannhein) que também opera atraves de fitas reativas
especificas. Os resultados referentes ao lactato foram expressos em mmol.L*.

Andlise Estatistica
As varidveis gasométricas avaliadas anteriormente ao inicio do tratamento

com O, nos individuos com IResC (PO;, PCO,, pH e HCO;") foram analisadas a
partir de teste t para a comparagdo de homens (H) e mulheres (M) (ver tabela
11, itern resultados).
Os dados obtidos dos grupos NF, FC e IResC antes do inicio do tratamento

com O, foram expressos como mediana, 1° e 3° quartis e valores maximo e
minimo. Nesta primeira fase do estudo, foi utilizado o teste ndo parametrico de
Mann-Whitney para comparar os parametros entre oS grupos estudados (ver
tabela III, item resuitados).
A anélise dos dados referentes as variaveis avaliadas no grupo de

individuos com IResC submetidos a ODP durante aproximadamente 270 dias, fez
parte da segunda fase do estudo, que foi dividida em duas etapas:

« A primeira_etapa foi relativa @ primeira semana de tratamento com G,
utilizando-se somente os valores referentes aos dias 0 (D0) e 7 (D7) de
cada individuo. Nesta etapa foi utilizada a Andlise Multivariada de Perfis
para dois grupos experimentais (Morrison, 1967), utilizando-se o
programa PERFIL (Rosa, 1994). A partir desta analise, efetuou-se o estudo
da interac8o entre os sexos (Homens e Mulheres) e entre os dias (0 e 7),
bem como a interacdo das variaveis sexo e dia.

s« A seqgunda etapa referiu-se as medidas obtidas a partir da primeira
semana de tratamento com O, (D7 até 270 dias). Esta analise foi realizada
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considerando-se um modelo linear de efeitos mistos para dados
jongitudinais (Verbeke & Molenberghs, 1997), incluindo-se os efeitos
(fixos) referentes ao sexo € ao tempo (dias) e considerando-se interceptos
e coeficientes de regressdo individuais (aleatérios) para cada paciente. Os
calculos foram efetuados utilizando-se o procedimento MIXED do
programa computacional SAS (Littell et ali., 1996). Para cada variavel e
sexo existe uma reacgdo estimada baseada na seguinte equagao:
y = @ + bx, onde:

Y
X

representa uma das variaveis analisadas;
tempo em dias;

a e b = paradmetros do modelo estatistico (intercepto e coeficiente
de regressdo respectivamente)

O comportamento médio da varidvel resposta (y), quando explicado por
regressdo linear, pode ser sumarizado por dois valores: o intercepto e coeficiente
de regress&o.

s O intercepto refere-se ao valor medio da varidvel no D7 e a diferenca

entre 0s sexos.

e« O coeficiente de regressdo fornece o aumento, queda ou estabilidade das
variaveis analisadas para cada dia que passa e se ha. diferengas destas
variaches entre os sexos, comparando-se sempre os valores médios das
variaveis com o valor zero.

A partir das equacghes de regressdo ajustadas, procedeu-se entdo a
comparagdo dos interceptos, referente & comparagdo das médias de cada
varidvel no D7 do estudo para os dois sexos; bem como a comparagao dos
coeficientes de regressac dos mesmos, estudando-se a evolucdo temporal de
cada uma das varidveis consideradas. Em todas as andlises utilizadas neste
estudo, as conclusBes estatisticas foram discutidas no nivel de 5% de
significdncia. Para confecgd8o dos gréficos, foi utilizado o método de regresséo
tinear.
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RESULTADOS

Caracterizacdo dos pacientes antes do tratamento didrio com oxigénio por

tempo prolongado

A Tabela I mostra algumas caracteristicas dos pacientes com IResC, selecionados

para participar desse estudo, antes do inicio do tratamento com oxigénio.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com IResC antes do inicio da ODP. EF: ex-fumante,
NF: ndc fumante, F: fumante.

Paciente Idade Sexo Habito Tratamento PaO: PaCoO; VEF,
(anos) de com (mmHg) (mmHg) (%pred)
Fumar esterdide
i 79 + EF Sim 52,6 50,6 34
2 65 M EF N&o 56,6 49,9 -
3 56 M EF Nao 74,8 40,4 28
4 66 H EF Néo 54,7 49,2 28
5 70 H EF Sim 52,3 50,0 -
6 72 H EF Nao 62,2 44,1 -
7 69 H EF Ndo 47,3 50,2 28
8 47 H EF N3o 70,1 53,8 24
9 69 H EF Sim 50,3 32,8 28
10 79 H EF Sim 44,3 29,6 34
i1 57 H EF Sim 29,8 59,9 -
12 78 M EF S5im 57,3 59,6 25
13 43 M NF Sim 56,5 " 50,3 25
14 50 H EF Ndo 20,9 53,1 -
15 40 M NF Sim 38,7 55,5 30
16 62 H EF Sim 53,4 42,9 24
17 67 H EF Ndo 52,3 50,2 49
18 62 M F N3o 28,3 59,5 -
19 48 | EF N3o 37,0 51,8 48
20 68 H EF Sim 43,0 54,1 i5
21 55 H F N&o 53,4 42,7 44
Média 62 - - - 49,2 49,0 30,9
Desvio 346 - . - 13,1 7,9 21,2

Padrao

Podemos observar que 80,1% dos pacientes participantes deste estudo eram
ex-fumantes. Esta evidéncia reforca os dados ja existentes na literatura, os quais
apontam o hébito de fumar como sendo a principal causa para o desenvolvimento
da DPOC (Sandford et.ali.,, 1997; MacNee, 2000). Na Tabela I podemos observar
também que a Pa0, média obtida foi de 49,2 mmHg e a FEV, foi de 30,9% do
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predito, que varia de 90 a 100%, mostrando que estes pacientes apresentavam
IResC grave e tinham indicagdo para ODP.
Na Tabela II, apresentamos a comparacdo das varidveis gasometricas entre

mulheres e homens participantes do estudo.

Tabela 1I. Médias e desvios-padrdo dos parametros gasomeétricos considerados nos
grupos de mulheres (M) e homens (H), e resultados do teste estatistico.

Sexo Resuitado do
Variavel M H teste estatistico
PO, 52,41+14,91 47,82 12,09 t= 0,77 (P = 0,4491)
(mmHg)
PCO: 52,06 £ 6,78 46,65 + 8,80 t=1,44 (P = 0,1671)
(mmHg)
pH 7,40 + 0,058 7,41+ 0,052 t = -0,55 (P = 0,5624)
HCO 3 32,61 £5,76 30,24 £ 4,06 t= 1,12 {P=0,2769)
(mmoi.L™")

Podemos observar que as alteracBes pulmonares em ambos os sexos foram
praticamente as mesmas. Ou seja, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas nestes dois grupos antes do inicio da ODP, indicando que o tratamento
deveria ser o mesmo para ambos, homens e mulheres.

Na Tabela III apresentamos os valores de marcadores de estresse oxidativo e
parametros respiratérios dos pacientes com IResC antes do inicio da ODP, grupo de
individuos fumantes (FC) que foram comparados com um grupo de individuos ndo
fumantes (NF). Além disso, fizemos a comparagdo entre os grupos IResC e FC. Os
grupos NF e FC foram considerados como controle. Quando comparamos 0 grupo
IResC e FC com NF, observou-se que a SpO: foi significativamente mais baixa nos
pacientes com IResC (P<Q,05). Ja& as concentracBes sanguineas de lactato e Hb
estavam significativamente aumentadas neste grupo (P<0,05). Uma diminuigéo
significativa na atividade das enzimas CAT (P<0,05) e GR (P<0,05) e na
concentracdo plasmatica de GST (P<0,001) foi observada nos pacientes em relagao
aos NF. No grupo FC, por sua vez, houve diminuigdo nas concentracdes plasmaticas
de AU (P<0,05) e de GST (P<0,05). Observou-se uma tendéncia de aumento,
embora n3o significativa na atividade das enzimas GR e CAT. A concentragao de Hb

também se apresentou aumentada no grupo FC em relagdo ao grupo controle. Nao
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observamos alteracbes significativas na concentragdo piasmatica de proteinas

carboniladas para nenhum dos dois grupos, FC ou IResC em comparagao com o

grupo controle. Quando comparamos o grupo IResC com os FC, observou-se uma

diminuic8o ainda maior na atividade das enzimas CAT (P<0,05) e GR (P<0,05) e na

concentracdo plasmatica de GST (P<0,001) no grupo IResC em relagdo ao FC,

Tabela IXI. Efeifo do cigarro e hipdxia crbnica sobre biomarcadores de estresse
oxidativo e pardmetros respiratorios.

Biomarcadores NF FC IResC
n 23 14 21
Sp0, 97,0 95,5 80,3%"
(%) (96,0 - $7,0) (96,0 - 97,0) (66,0 -~ 86,5)
n 20 12 16
Lactato 2,0 2,1 2,7%F
{mmol.L'}) (1,8 - 2,5) (2,0 - 3,2) (2,2 -3,2)
n 34 11 21
Hb 15,5 18,7% 17,4%
{g.dL ™) (14,7 - 16,8) (15,8 - 18,4) {14,7 - 19,0)
n 34 20 22
AU 6,41 5,41% 6,24
(UL (5,57 - 6,24) (4,29 -6,38) (4,49 - 7,22)
n 25 16 23
CAT 0,355 0,407 0,310%"
{k.gHB™) {0,294 - ¢,393) {0,352 -0,468) {0,23C - §,364)
n 22 12 20
GR 12,8 14,2 10,8%7t
(UI.gHb™) (12 - 13,86) (12,1 -15,5} (9,5 -12,1)
n 19 9 190
GST 488,6 421,8% 305,5%%F
(umol.L7} (447,7 - 517,0) (380,9 - 453,6) (283,0 - 347,0)
n 15 > i5
PC 69 67 &8
{pmol.L™) {60 - 68) {52 - 53) {51 - 81)

*Pp<(,05; **P<0,001, refere-se a comparagdo dos grupos IresC e FC com NF

+tp<0,05; TTP<(0,001, refere-se § comparagdo do grupo IresC com FC
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Andlise dos marcadores nos pacientes com IResC apods sete dias de

tratamento didrio com oxigénio por tempo proiongado

As Tabelas IV e V apresentam os valores da média e desvio padrao e o0s
resultados obtidos a partir da andlise multivariada para os diferentes parametros
estudados antes e apds a primeira semana de tratamento com Q.. Podemos
observar que houve uma interacdo significativa entre os dias e sexos para a
varidvel Sp0O,, com um aumento significativo na primeira semana de tratamento em
relacdo ao DO (D7>D0), sendo que este aumento foi maior para o grupo das
mulheres (P<0,05). Os resultados dos testes estatisticos referentes as
concentracdes de Hb e lactato ndo apresentaram significéncia para nenhuma das
hipoteses testadas (P>0,05). Podemos observar também que a atividade das
enzimas CAT e GR e concentracdo plasmatica de AU aumentaram significativamente
apds sete dias de tratamento (D7>D0). Porém, a concentragdo plasmatica de GST
diminuiu significativamente no D7 em relagdo ao DO (DO>D7). Esse curto periodo
de tratamento com oxigénio ndo afetou os valores da concentragdo plasmatica de
PC para as trés hipoteses analisadas (P>0,05).
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Tahela IV. Média (+ desvio-padr8o) dos vaiores de Sp0;, Hb, Lactato, AU, CAT, GR, GS e

PC para homens (H) e mulheres (M), avaliados antes e apés a primeira semana de

tratamento.
Dia
Variavel 0 7
Sexo
Sp0, H 77,64 +2,02 85,57 + 1,59 *
(%) M 86,92 + 2,86 91,14+ 2,25 *
Hb H 17,67 + 0,65 16,67 + 0,49
(g.dL™h M 15,98 + 0,92 15,91+ 0,69
Lactato H 2,61+0,18 2,80 +0,23
(mmol.L™) M 2,45+ 0,26 2,47 £0,33
AU H 4,48 + 0,45 6,12 + 0,49 *
(U.L'H M 4,65 + 0,64 5,61+0,70 *
CAT H 0,35+ 0,03 0,42 + 0,04 *
{k.gHb™®) M 0,31+ 0,04 0,39+0,05*
GR H 10,84 + 0,93 15,23+ 1,22
(Ul.gHb™) M 12,71 +1,32 14,12+ 1,73 *
GST M 388,14 + 23,39 261,70 + 30,76 *
(umol.L') M 374,11 £33,08 305,67 £43,51 %
PC H 82,86 + 5,68 71,76 +9,71
{(umol.L'!) M 87,08 £ 8,04 70,3 + 13,74

* P<0,05
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Tabela V. Resultados da andlise muitivariada de perfis para as varidveis 5p0;, Hb, Lactato,
AU, CAT, GR, GS e PC em homens (H) e mulheres (M) avaliados antes (D0) e na
ap6s a primeira semana de tratamento (D7).

Resultado do

Variavel Hipotese Testa Estatistico Conclusdo
Interacdo entre sexo e dia F = 1,16 (P = 0,2954) NS
Spl; Diferenca entre 0s 5ex0s F=7,92(P=00111)* Mo i
(%) Diferenga entre os dias F=12,37 (P=0,0023)* 07 > Do
T Interacdo entre sexo e dia F = 1,93 (P = 0,1811) NS
Hb Diferenga entre 0s sexos F=1,67{P=10,2123) NS
(g.dL™). Diferenca entre os dias F=2,57(pP=0,1253) NS
Interagdo entre sexo e dia  F = 0,32 (P = (,5801) NS
Lactato Diferenga entre 0s sexos F=0,52(P=0,4786) NS
{mmol.L"*) Diferenga entre os dias F=0,43 (P =0,5193) NS
Interacdo entre sexp e dia  F = 1,92 (P = (,1816} NS
Al Diferenga entre ¢s sexos F = 0,05 (P = 0,8340) NS
wLh Diferenca entre os dias F = 28,08 (P = 0,0001)% D7 > DO
Interacd@o entre sexo € dia F=0,04 {F=0,8344) NS
Cay Diferenga entre ps $2xos F=0,37 (P = 05486) NS
(k.gi—%b“l} Diferenca antre os dias F=4,67 (P=0,0436)* D7 > D0
Interacao entre sexc e dia  F = 3,26 (P = 0,0870) NS
GR Diferenga entre 0s sex0s F = 0,05 (£ = 0,8246} NS
(UL.gHb ') Diferenca entre os dias F=12,38 (P =0,0023)* D7 > DO
Interacdo entre sexo e dia F = 1,43 (p = 0,2468) - NS
G587 Diferenca entre 05 sexo0s F=20,14 (P =0,7167) NS
{pmol.L™) Diferenca entre os dias F=16,13 (P = 0,0007)* D7 < Do
‘ Interacdo entre sexo e dia F=0,09{P=0,7675) NS
PC Diferenca enfre os $exos F=0,02(P=108904) NS
(umol.L.'?) Diferenga entre os dias NS

F=2,21(P=0,1537)

* p<0,05; NS: Nao Significativo.

Anglise dos marcadores nos pacientes com IResC entre sete e duzentos e

setenta dias de tratamento didrio com oxigénio por tempo profongado

Na Tabela VI encontram-se as diferentes equacgbes ajustadas para cada

variavel e sexo. Ndo foram observadas diferencas entre os sexos com relagdo aos

interceptos (P > 0,05), denotando valores médios semelhantes para os dois grupos

no D7. Com relacdo ao coeficiente de regressdo observou-se que tanto homens



Resultados 42

quanto mulheres apresentaram valores médios estatisticamente estdveis apos a
primeira semana de tratamento (interceptos estatisticamente iguais a zero) para as
variaveis SpO;, concentragdes de Hb, AU e PC e atividade da enzima CAT. Somente
a atividade da enzima GR apresentou queda significativa dos valores médios apds a
primeira semana de oxigenoterapia (P<0,05), sendo que esta queda ocorreu de
maneira similar para H e M. A concentracdo plasmatica de GST se manteve
inalterada ao longo desse periodo de observagdo, com 0s mesmos niveis baixos

encontrados apos sete dias de tratamento.

Tabela V1. Equacdes de regressdo estimadas para cada varidvel em funcéo do tempe {(dias
apds a primeira semana de tratamento) e comparacdo entre homens (H) e
mulberes {M).

Resultado do teste estatistico (o=90,05)

Equacdo

Variavel de Regressdo Intercepio Coeficiente de
Regressdo

Sp0; H: p=8390+0,02656x (M = H) M=H=0

(%) M: 7 =8910-0,00549x ‘

Hb H: p=16124+001194x (H = M) (M<H)=0

(g.dL™) M: $=15114+0,00274x

Lactato H: y=2790-0,00232x (H=M) M=H=0

(mmoi.L™) M: p=2,527-0,00278x _

AU H: 7 =6216-0,00184x (H=M) M=H=0 "

(ULt M: 3=35673+0,00121x

CAT H: ¥ =0,3921+0,000237x (H = M} M=H=0

(k.gHb™) M: P =0,3634+0,000870x

GR H: v =14,876-0,04037x (H = M) {(M=H)< 0O

(UL.gHb™) M: p=12838-0,02131x

GST H: ¥y=2849+04037x (M = M) M=H)=20

(umol.L™) M: y=308,1+0,3906x

PC H: y=84,65+0,05483x (H = M) M=H=0

(umol.L™H) M: $=28350+0,102%94x

i
|

Os valores descritivos associados as comparagbes discutidas na Tabela 6
estdo apresentados na Tabela VII. Para cada variavel, o primeiro valor (primeira

linha) refere-se & comparacgdo do intercepto ou coeficiente de regressdo com o valor
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zero; e o segundo valor (segunda linha) refere-se & comparagdo entre 0s sexos,

tanto para intercepto quanto para coeficiente de regressao.

Tabela 7. Valores descritivos para os testes estatisticos efetuados para interceptos e
coeficientes de regressdo, para cada varidvel considerada.

Vailoresde P

Variavel Intercepto Coeficiente de
Regressdo
Sp0; 0,0001 0,3146
(%) 0,1125 0,1404
Hb 0,0001 0,1389
(g.dL’h 0,2701 0,0221
Lactato 0,0001 0,1303
(mmol.L'TH 0,3581 0,7980
AU 0,0001 0,8994
ULy 0,5549 0,5391
CAT 0,0001 0,1987
(k.gHb™H 0,6585 0,4342
GR 0,0001 0,0005
(ULgHb™h 0,3391 0,1417
GST 0,0001 0,1590
(umol.L'™h) 0,6284 0,9659
PC 0,0001 0,1610
(umol.L'H 0,9421 0,6396

Os valores de P representados na primeira e segunda linha se referem a comparagac ¢om o
valor zero e entre 05 sexos respectivamente.

Para uma melhor visualizagdo dos dados apresentados nas Tabelas
anteriores, mostramos a seguir a evolugdo temporal das varidveis estudadas antes

e apds o periodo de tratamento com oxigénio através de graficos.
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APRESENTACAO GRAFICA DOS RESULTADOS

Evolucido temporal das varidveis estudadas antes e apoés o periodo de
tratamento com oxigénio
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Grafico 1. Comportamento médio da varidvel SpO;, analisada antes e aphs o tratamento
com oxigénio. O nfveis estatfsticos de significdncia estdo especificados nas
Tabelas IV, V, VI e VII,
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Grafico 2. Comportamento médio da varidvel concentracdo de Hb, analisada antes e apds o
cratamento com oxigénio. O niveis estatisticos de significdncia estdo especificados nas
Tabelas IV, V, VI e VIL.
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Grafico 3. Comportamento médio da varidvel lactato analisada antes e apgs o tratamento
com oxigénio. O niveis estatisticos de significAncia estdo especificados nas
Tabelas IV, V, VI e VIL.
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Grafico 4. Comportamento médio da varidvel AU analisada antes e apds o tratamento com
oxigénic. O niveis estatisticos de significAncia estfo especificados nas Tabelas
v, V, VI e VIIL.
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Grafico 5. Comportamento médio da varidvel CAT analisada antes e apds ¢ tratamento com
oxigénio. O niveis estatisticos de significdncia estdo especificados nas Tabelas

v, V, VI e VIIL.
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Grafico 6. Comportamento médio da varidvel GR analisada antes ¢ apds o tratamento com
oxigénio. O niveis estatisticos de significdncia estdo especificados nas Tabelas

IV, V, VI e VII.
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Grafico 7. Comportamento médio da varidvel GST analisada antes & apés o tratamento com
oxigénio. O niveis estatisticos de significncia estdo especificados nas Tabelas
v, ¥, VI e VIL ,
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Grafico 8. Comportamento médio da varidvel PC analisada antes e apds o tratamento com
oxigénio. O niveis estatisticos de significdncia estdo especificados nas Tabelas
v, V, VI e VIL.
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DISCUSSAD

Biomarcadores de estresse oxidativo e outros associados a IResC
antes e apos sete dias de ODP

Como vimos anteriormente, a principal causa de IResC é a DPOC.
Segundo Stephen (2002), a DPOC é umea das doencas que mais cresce no
mundo, sendo hoje a 6° causa ~ morte e a 127 causa de morbidade. Em 2020,
estima-se que esta doenga passe a ser a 3° causa — morte, constituindo-se em
um grande desafio para a medicina, industria farmacéutica e sociedade.
Atualmente, varios autores tém se preocupado em estudar os genes envolvidos
com ¢ desenvolvimento da DPOC, refor¢ando a idéia de que a predisposicdo
genética contribui para que aproximadamente 20% dos fumantes crénicos
desenvolvam esta doenca (Sandford et ali, 1997; Rahman et ali, 2002).
Embora estes estudos sejam relativamente recentes, existe a proposta na
literatura de que a terapia génica poderia contribuir para a cura da DPOC,
porém h& muito que ser feito ainda para efetivar este tipo de tratamento
(Petty, 2002).

Por outro lado, desde a década de 80 tém sido pr'oposto que um
desbalango entre oxidantes e antioxidantes estaria envolvido na fisiopatogenia
da DPOC (Taylor et ali.,1986; Doelman and Bast, 1990; MacNee, 2000). A
maioria dos trabathos publicados nesta érea de pesquisa envolve fumantes
cronicos e portadores de DPOC antes de serem submetidos a ODP, existindo
poucos trabalhos com humanos mostrando aiteragbes em biomarcadores de
estresse oxidativo durante a ODP. Dessa forma, procuramos inicialmente
avaliar biomarcadores de estresse oxidativo em pacientes com IResC, em
fumantes crénicos (FC) e em individuos ndo fumantes (NF), com o intuito de
caracterizar, através desses marcadores, as adaptagbes induzidas pelo habito
de fumar e pela evolugdo da IResC. Utilizamos 0s mesmos biomarcadores na
segunda fase do trabalho, objetivando avaliar a evolug@o adaptativa da IResC
durante a ODP.
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A oxigenioterapia ainda € o tratamento mais indicado para pacientes
portadores de IResC grave, com o intuito de restabelecer a Pa0, e melhorar a
hipertensdo pulmonar, gue geralmente acompanha estes individuos (Medical
Research Council Working Party,1981; Stuart-Harris et ali, 1981; Janssens et
ali, 1997; Zielinski, 1999). E importante acrescentar, que a maioria dos
trabalhos que correlacionaram estresse oxidativo e hiperdxia ou reperfusdo
foram feitos in vitro (Baker et ali, 1999) ou em cobaias (Ving et aili, 1996;
Tuncay and Wadswort, 1999). Vina e colaboradores em 1996 mostraram que a
oxigenoterapia poderia evitar um possivel aumento na oxidagdo da GSH
durante o exercicio em pacientes com DPOC. Pablos e colegas (1997)
realizaram estudo em pulmdo e cérebro de ratos onde perfundiram estes
orgdos com 100% de O, por 90 min. Observaram que houve aumento nos
niveis de peroxidagdo lipidica e diminuicdo nas atividades das enzimas GR e
GPX. Qutros autores mostraram que a inalagdo de altas concentracbes de O,
(95%) foi capaz de induzir toxicidade pulmonar em ratos, contribuindo para o
desenvolvimento de displasia broncopulmonar. Esses autores sugeriram que
esta toxicidade estava vinculada a formagdo de EROS como O™, H:0,, OH e
peroxidos lipidicos (Luo et ali, 1999).

Os resultados apresentados na primeira fase do presente estudo
mostraram que os biomarcadores sanguineos utilizados foram eficientes para
diferenciar os pacientes com IResC com indicagdo para o tratamento com
oxigénio, de individuos fumantes e ndo fumantes. As concentragdes de
hemogiobina e lactato sanguineos se apresentaram significativamente
aumentadas, refletindo a condicdo de hipdxia cronica a que esses pacientes
estavam submetidos. As diferencas mais importantes observadas nas analises
do grupo IResC emn relacdo aos outros dois grupos, foram a diminuicdo na
concentracdo plasmatica de GST e na atividade das enzimas GR e CAT no
hemolisado, indicando que a hipdxia crénica levou a um aumento nos niveis de
estresse oxidativo nesses pacientes, mesmo quando comparados com o grupo
FC. Essa diminuicdo no status antioxidante plasméatico e enzimatico do
hemolisado poderia ser a responsdvel pelas freqlentes exacerbagbes da
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doenca, como mostrado por varios autores (Luo et ali, 1999; MacNee, 2000;
Rahman et ali, 2002).

Em concorddncia com nossos dados, varios autores observaram
diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes e outros compostos gue
exercem esta funcdo em pacientes com doengas pulmonares como DPOC,
asma e fibrose cistica (Taylor et ali, 1986; Brown et ali, 1996, Smit et
ali,1999). Estudos in vitro mostraram uma deplecdo significativa na
concentracdo de GST no plasma exposto a oxidantes presentes na fumaga do
cigarro (Cross et ali, 1993). Esta diminuicdo na concentragdo ou atividade de
antioxidantes provavelmente estd relacionada a quantidade excessiva de
oxidantes presentes na fase gasosa do cigarro ou aqueles formados por outros
eventos como processo inflamatério e sistema hipéxia/reperfusdo, uma vez
gue os oxidantes sdo responsdveis pela oxidagdio de varias biomoléculas,
inclusive dos proprios antioxidantes. Nesse sentido, Sjodin e colegas (1990)
mostraram que a enzima CAT pode ser inativada por O™; e acido hipocloroso.
Além disso, Rahman e colaboradores (1997) mostraram que a diminuigdo na
capacidade antioxidante do plasma equivalente ao trolox (TEAC) em pacientes
com DPOC descompensada era acompanhada pela diminuigdo da concentragdo
plasmdtica de GST. Fol sugerido que a diminuigdo na concentragdo ou
atividade dos biomarcadores de defesa antioxidante em fumantes pode tanto
estar envolvida com a suscetibilidade genética e dieta pobre em antioxidantes,
como também explicar o porque somente uma pequena parcela dos individuos
fumantes (15-20%) desenvolvem DPOC. Os dados apresentados nesse € em
outros trabalhos sugerem que a concentracdo plasmatica de GST € um
biomarcador fidedigno para se estimar os diferentes niveis de estresse
oxidativo aos quais os fumantes e pacientes com DPOC estdo submetidos.

Nossos resultados mostraram também que, de fato, apos sete dias de
ODP os pacientes exibiam um aumento na saturagdo de O, na hemoglobina,
sendo que os valores da SpO, foram maiores nas mulheres que nos homens
(Tabela V e grafico 1). Muitos estudos mostraram que o tratamento com 10}
melhorou a qualidade de vida de pacientes com DPOC grave, apresentando
PaQ, < 55 mmHg, mas ndo foi capaz de aumentar a sobrevivéncia de
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pacientes portadores de DPOC com hipoxemia moderada (Pa0; > 55 mmHg)
{Nocturnal Oxygen Therapy Group, 1980; Medical Research Council Working
Party, 1981; Janssens et ali, 1997; Cooper, 1994; Gorecka et ali, 1997;
Zielinski, 1999).

Por outro lado, sete dias de oxigénio ndo foram suficientes para alterar o
quadro de policitemia secundaria desenvolvida em razdo da hipoxemia cronica
antes do inicio do tratamento, uma vez que ndo detectamos alteragSes
significativas nas concentragbes de Hb, com apenas uma tendéncia a
diminuicdo nesta fase, principalmente em homens. Os valores
significativamente aumentados na concentragdo de lactato encontrados antes
do tratamento também nio foram revertidos apos sete dias de ODP, sugerindo
que o metabolismo anaerdbio continuou sendo altamente recrutado nestes
individuos, mesmo apos ¢ inicio do tratamento. Em relagdo aos marcadores do
status antioxidante plasmatico, nossos dados mostraram que esse curto
periodo de administracdo de O, aumentou os niveis de estresse oxidativo, que
foi refletido nos marcadores avaliados, caracterizado pelo aumento na
concentracdo de AU e diminuigdo na concentragdo de GST no plasma.

Apds sete dias de oxigénio na concentragdo adequada, provavelmente o
aumento na quantidade de oxidantes se deva principalmente ao aumento na
atividade da enzima XO, a qual é responsavel pelo aumento da produgdo do
O, durante o processo hipoxia/reperfusdo, ac qual os pacientes foram
necessariamente submetidos com o tratamento. Varios estudos in vitro € ex
vivo sugerem a enzima XO como sendo fonte importante de produgdo de EROS
em situacBes de isquemia/reperfusdo (Roy and Mac Cord, 1983, Sjodin et ali,
1990; Repine et ali, 1997; Pinamonti et ali, 1998; MacNee, 2000) (ver Figura 4
no item introducdo). Repine e coiaboradores (1997) mostraram que a
atividade da enzima XO estava aumentada em células pulmonares de
pacientes com DPOC quando comparada com celulas pulmonares de nao
fumantes. Além disso, Dekhuijzen e colegas (1996) observaram que ©
aumento na atividade desta enzima contribuiu para ¢ aumento de O™, H,0; e
producdo de AU. Em outra publicacdo mais recente, Pinamonti e colaboradores

mostraram também um aumento na atividade da XO com conseqlente
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formacdo de O™ e AU em lavado broncoalveolar (Pinamonti et ali, 1998). Além
disso, a XO pode ser responsavel pelo aumento da peroxidac8o lipidica e
oxidacdo da GSH sistemicamente em pacientes com DPOC submetidos ao
exercicio extenuante (Heunks et ali, 1999). As variagbes na concentragdo de
AU mostradas nesse estudo entre fumantes e pacientes com IResC apds sete
dias de ODP reforcam a proposta, feita por outros autores, de que este
biomarcador pode ser caracterizado como de defesa ou de ataque, dependendo
da sua concentracdo plasmatica. O AU no plasma abaixo de 300 umol.L™ atua
como antioxidante e acima desta concentracdo, pode indicar aumento de EROS
no sangue como consequéncia da ativagdo da enzima XO (Freeman and Crapo,
1982).

E importante salientar que a concentragdo de PC, usada como
biomarcador de ataque oxidativo a proteinas ndo se alterou com a doenga,
nem apds sete dias de ODP. Em concordéncia com nossos dados, Brown e
colaboradores {1996) também ndo mostraram alteragdes nas concentragdes
plasmaticas de PC, embora tenham correlacionado a redugdo da fungdo
pulmonar, caracterizada por uma diminuigdo em FEV, com aumento da
concentracdo de malondialdeido no plasma de pacientes com fibrose cistica.
Esses dados sugerem que a concentracdo plasmatica de PC ndo é um
hiomarcador adequado para avaliar a evolugdo clinica da IResC.

Por outro lado, o aumento nos niveis de estresse oxidativo nesses sete
dias levou @ uma adaptacdo das enzimas do sistema de defesa analisadas, que
tiveram suas atividades significativamente aumentadas. Esses resultados estdo
em concordancia com os de Rahman e colaboradores (1997}, que mostraram
que pacientes com DPOC submetidos a ODP apresentaram valores de TEAC no
plasma significativamente mais altos (em relagio aos sujeitos que né&o
receberam ODP) apbés 5 a 10 dias de tratamento, embora esses autores
também tivessem mostrado aumento nos niveis de estresse oxidativo
sistémico através do aurmento nos niveis de peroxidagdo lipidica.

Vérios trabalhos recentes apontam que o aumento na atividade da
enzima GR ou da concentracdo de GSH depende da ativagdo da enzima y gama
glutamil cisteina sintase (-GCS), presente no citosol celular. Em condigdes
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onde h& deplecdo de GSH ocorre aumento na atividade da enzima vy GCS,
através do aumento na regulacdo do gene envolivido com sua sintese como
mecanismo adaptativo — protetor (Rahman and MacNee, 1999; Rahman et ali,
2000). A gqueda ainda maior na concentracdo plasmatica dos grupamentos
sulfidrila totais pode também estar relacionada com a utilizagdo de cisteina
para ressintese de GSH, uma vez que observamos um aumento na atividade
da enzima GR nessas condigbes. Rahman e MacNee (1999) mostraram que a
sintese de GSH depende da concentragdo de v GCS presente no citosol, da
disponibilidade de L-cisteina e da retroinibigdo exercida pela GSH sobre y GCS.

Os niveis de GSH e atividade da enzima y GCS podem ser modulados por
oxidantes, antioxidantes, agentes do processo inflamatorio como citocinas, XO,
hiperdxia entre outros. Portanto, em situagOes em que ocorre efetivamente a
depiecio de antioxidantes, seria racional a utilizacdo de uma terapia
antioxidante eficaz. A NAC, por conter cisteina, pode contribuir para aumentar
a atividade da enzima v GCS, elevando os niveis de GSH. Varios trabalhos
apontam a NAC (600 mg/dia) como um antioxidante eficaz em melhorar a
funcBo pulmonar, uma vez que a cisteina é transportada eficientemente
através das membranas celulares e pode ser utilizada como substrato para
sintese de GSH (Simon and Suttorp, 1985; Brown, 1994; Iuliano et ali, 1894,
Rahman and MacNee, 1999). E importante acrescentar que os pacientes
participantes deste estudo ndo faziam uso de antioxidantes e, além disso,
consumiam uma dieta pobre em vegetais (ver item materiais e métodos).
Marangon e colaboradores (1998) mostraram que fumantes comiam menos
frutas e vegetais que ndo fumantes e que apresentavam uma deficiéncia de
vitamina C, E e B-caroteno (Marangon et.ali., 1998). Nesse sentido, Smit e
colaboradores (1999) mostraram que a ingestdo de 100 mg/dia de vitamina C
melhorou os sintomas de asma e DPOC, refletindo em aumento dos valores do
FEV,. Ja a ingestdo de a-tocofero! (50 mg/dia) e B-caroteno (20 mg/dia) ndo
melhoraram os sintomas da DPOC.

Como observado na Tabela I, aproximadamente 50% dos pacientes
faziam uso de corticosterdides. Luo e colegas (1999) mostraram que a

dexametasona foi capaz de diminuir a expressdo do gene responsavel peia
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sintese da y GCS-HS no epitélio alveolar, e que a hidrocortisona produziu um
aumento significante na atividade da enzima y GCS-HS em cultura de
hepatocitos. Rahman e colaboradores (1999) apontaram que 0s valores de
TEAC e GST no plasma de pacientes com DPOC ndo se alteraram com © uso de

corticosterdides.

Biomarcadores de estresse oxidativo e outros associados a IResC apos
270 dias de ODP

Um dos méritos desse trabalho foi acompanhar os mesmos pacientes
por um perfodo longo de tempo de tratamento domiciliar com oxigénio, pois
ndo hé trabathos publicados na literatura apontando alteragbes nos
biomarcadores de estresse oxidativo durante um periodo tdo longo de
tratamento com Q. Os trabalhos existentes na literatura objetivam apenas
avaliar qualitativamente estes individuos Qanssens, et ali, 1997, Pilling and
Cutaia, 1999). A SpO, ndo sofreu variagdo significativa em relac8o & etapa
anterior do estudo, embora tenha apresentado uma tendéncia de queda. Estes
dados reafirmam que a ODP realmente € eficaz em melhorar o quadro de
hipoxemia crinica por aumentar o aporte de Q. Entretanto, ao longo deste
perfodo, os pacientes estavam bem debilitados, e na maioria dos retornos ao
ambulatdrio, apresentavam complicagdes e acabavam sendo internados.
Muitos dados foram perdidos nesta etapa, devido a dificuldade que estes
pacientes tinham de se locomover até ao Hospital de Clinicas da Unicamp e
também porque aproximadamente 30% dos participantes do estudo foram a
obito durante os 270 dias de observagdo. Estes dados reforgcam a proposta de
Gorecka e colaboradores (1997), de que a melhora na qualidade de vida so
ocorre no inicio do tratamento com 0., sendo que a porcentagem de
sobrevivéncia diminui com o aumento do periodo de tratamento.

No gréfico 2 podemos observar que a concentragao de Hb continuou
apresentando uma tendéncia de queda, mais acentuada nas mulheres que nos
hormens. A diminuicdo da Hb, embora ndo seja significativa, era esperada, uma
vez que a ODP aumenta o aporte de G, compensando a hipdxia. Os dados
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apresentados nesse estudo, mostraram que os biomarcadores utilizados foram
eficientes em mostrar a evolugdo da doenca e o efeito deletério da
administracdo de oxigénio por um tempo bastante prolongado. Hé trabathos
gue mostram que o O. em altas concentracbes provoca dano tecidual e
diminuicdo na atividade de enzimas antioxidantes provocado pelo aumento
excessivo de oxidantes (Pablos et ali, 1997; Tuncay, 1999). Nesse estudo,
mostramos que apos a primeira semana de tratamento e em 5 momentos ao
longo de 270 dias de ODP houve diminuicdo significativa na atividade da
enzima GR do hemolisado e a concentracdo plasmética de GST permaneceu
em niveis muito baixos. A concentracdo plasmatica de AU nao sofreu
alteracBes significativas em relagdo ao periodo anterior, se mantendo
aumentada ao longo do tempo de ODP, devido provaveimente a um aumento
na atividade da enzima XO. Por outro iado, a enzima antioxidante CAT ndo se
alterou neste periodo de tratamento, ou seja, sua atividade se manteve
aumentada em relacdo a fase anterior ac tratamento, corroborando com dados
da literatura, que a enzima CAT pode ser mais resistente a agdo dos radicais
oxidantes do que a enzima GPX e GR (Powers et ali., 1999). Podemos também
especular, que a diminuigdo da atividade da GR pode ser devido a uma acéo
alostérica negativa dos oxidantes na enzima (Rahman and MacNee, 1999).

Resumindo, todos os dados apresentados nesse trabalho, sugerem que a
condicdo de hipdxia crdnica a que esses pacientes sdo submetidos com a
evolugdo da doenga, exerce um efeito devastador sobre o organismo, de forma
que o tratamento com oxigénio ndo corrige esse quadro (caracterizado pelo
aumento na lactatemia, observado desde a primeira fase do estudo - Tabela
III), embora altere par@metros da defesa antioxidante importantes nesses
pacientes, como o aumento nas atividades enzimaticas do hemolisado,
visualizadas apos um curto periodo de tempo de tratamento. Entretanto, com
o aumento no tempo de tratamento 0s niveis de estresse oxidativo aumentam
novamente, com a evolugdo clinica da doenga.
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CONCLUSOES:

A condigdo de hipoxemia c¢rdnica a que os pacientes sdo submetidos
antes da ODP induz uma diminuicdo importante no sistema de defesa
antioxidante analisado, refletido tanto pela queda na concentragdo
plasmatica de GST quanto pela diminuigdo na atividade das enzimas CAT
e GR no hemolisado.

A administragdo de oxigénio por um curto periode de tempo, embora
seja acompanhada por um aumento na produgao de EROS induz um
efeito adaptativo benéfico, representado pelo aumento na atividade das
enzimas CAT e GR, provaveimente através da ocorréncia de uma
modulagdo alostérica positiva nestas enzimas. A melthora na saturag&o
de oxigénio na Hb diminui o quadro de policitemia secundaria, mas ndo
se traduz em diminuicdo do recrutamento do metabolismo anaerébio.

A administragdo de oxigénio por tempo prolongado ndo acrescenta
melhoras no sistema de defesa antioxidante, que sofre-sinais de queda
ao longo dos 270 dias de tratamento, ndo sendo suficiente, portanto,
para impedir a evolugdo clinica da doenga.
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ANEXOS




Anexo 1
ANEXOI

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
HOSPITAL DAS CLINICAS
COMISSAO DE ETICA MEDICA

CONSULTA No. 435/97-C.Etica

DATA: 27.10.97

ASSUNTO: “Estrufura e fungdo da fibra muscular estriada esquelética em
condicoes de hipoxemia severa ¢ a resposta adaptativa & anaerobiase. estudo
pré e pds-oxigenioterapia prolongada domiciliar”

INTERESSADO: Dra. llma Aparecida Faschoal

RELATOR: Dr. Plinio Trabasso

PARECER

Consideramos que o protocolo referido acima, bem como sell
Termo de Consentimento Pos-Informagdo obedecent 0Os requisitos necessarios
para pesquisa. No enlanto, deverdo ser acrescentados os nimeros de telefone
de todos os pesquisadores e da Comissio de Ftica Médica (7888004), caso o
paciente necessite enfrar em contafo.

Lty Comissdo manifesta-se favordvel d realizagdo do estudo.

el

Dr. Plinio Trabasso
MEMBRO RELATOR

L u/ﬁv_g—\ ‘/:’OIM'?‘J
Prof/[9F. Sebastido Araujo ) )
. PRESIDENTE DA COMISSAO DE ETICA MEDICA
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ANEXO I
\"} FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
) - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
% A‘ 53 Caixa Postal 6111
-I.! , 13083-970 Campinas-5.P.

® (019) 289.3749 ou 7232
(019) 289.3114 fax
g cep@heada.femunicamp.br

UNICAMP

PARECER: N° 120/98

PESQUISA: ESTRUTURA E FUNCAO DA FIBRA MUSCULAR ESTRIADA
ESQUELETICA SOB CONDIGOES DE HIPOXEMIA SEVERA E A
RESPOSTA ADAPTATIVA A ANAEROBIOSE: ESTUDO PRE E POS
OXTGENIOTERAPTA PROLONGADA DOMICILIAR (  coleta de

sangue da veia antecubital )
PESQUISADORA: Soraya El-Khatib

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, apds aprovagdo da Comissdo de Etica Médica do HC da UNICAMP em
22 /Abril/1996, referenda a pesquisa supracitada bem como © Consentimento Pds-

Tnformacdo por estarem confempladas as Resolucdes 196/96 e 251/97.

CEP/FCM, 21/09/98

f” =/ ’
Prof. Dr. FORTL sNITONTO BADAN PALHARES
PRESIDENTE do [TE DE ETICA EM PESQUISA

CM / UNICAMP
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ANEXO 111

TERMO DE CONSENTIMENTO

Concordo em participar da pesquisa denominada “Estrutura e fun¢do da fibra
muscular estriada esquelética em condi¢des de hipoxemia severa € a resposta adaptativa &
anaerobiose: estudo antes e apds uso de oxigenoterapia prolongada dommciliar”,

Serei submetido & coletas sanguineas antes e depois do inicio do uso da
suplementacdo de oxigénio. Este procedimento sera feito com todos os cuidades de
assepsia necessdrios e por profissional capacitado e habilitado. Sera coletado 5 mL de
sangue da veia antecubital com seringas e agulhas descartaveis.

Esta pesquisa ndo interferird no meu tratamento habitual. Continuarei realizando
exames periddicos e fazendo uso das medicagdes costumeiras.

Em caso de qualquer ddvida devo reportar-me ao Farmacéutico responsavel ou
Médico assistente através de um dos telefones fornecidos abaixo ou ao Servigo de

Pneumologia do HC-Unicamp.

[Nl s 1 = AT U TR U U OO OO O TSRO UR R PP RPN SSSPO SR PPTUPPPSSRT
| (O3 RGo ot Idade: oo anos
Endereco: .....................
........................................................... Telefone para CONtAtO: .ovivvveeriirecrreeeiierinse s
Campinas, .../ e Joeemeienen,

ASSINALUTA A0 PACIEIILE oottt et b
Assinatura do Farmacutico TeSPONSAVEL .o
Telefones para contato com a equipe médica: 7887753 ou 2891217 ou 2875655 ou
7887886
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ANEXO 1V

Questionério para obtencao de dados reiacionados aos pacientes
portadores de IResC

1. Quais sdo os medicamentos consumidos atualmente? Incluir
suplementos vitaminicos.

2. Quais os principais tipos de alimentos que o paciente consome
predominantemente?

a.carnes b. massas e pdes c. peixes d.legumes

e. verduras f. frutas

3. E fumante ou ex fumante? Se ex fumante, por quanto tempo
(anos) consumiu cigarros?

4. O paciente apresenta outras doencas associadas a DPOC? Se
sim, quais?
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ANEXO V
Nome:
Data nascimento: Data 1 °consulta:
Quadro clinico:
Parimetros wvalor data valor data valor data valor data ¥ Ref,
% sat 9598 %
PO, 83 - 108 mmHg
PCO, 3545
mmHg
pH
7,35 - 7,48
HCOs
18~ 23 mmolL"
i
Hb H: 14-17 g.dl?
M: 12-15 g.di™
total
Hb gl
hemolisado
Lactato mmob L™
CK H: 24-1950.L°
M:24-1700.L°
Acido H: até 7,0U.L"
M:até 5,7 U.L"
urico
Catalase kgHb"
Gluatationa 70-90
redutase L’I.th'1
Grupamento 404 - 600
sulfidrila pmolL™"
Ate 10%
metalib
Até~2,0
TBARS mmolTBARS/m
L plasma
Proteina Até ~ 50
carbonilada pmol L™
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