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Abreviagoes

ADP - adenosina difosfato

AMP - adenosina monofosfato

ATP - Adenosina trifosfato

BHT - butil hidrdxi tolueno

CAT - catalase

CK - creatina quinase

DNA - dcido desoxiribonucleico

DNPH - 2 4-dinitrofenilhidrazina

DPOC - Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica
DTNRB - écido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico)
EROs - espécies reativas de oxigénio

G6PD - glicose 6-fosfato-desidrogenase
G6PX - glutationa peroxidase

GR - glutationa redutase

6SH - glutationa reduzida

6556 - glutationa oxidada

Hb - hemoglobina

Ii-8 - isoleucina - 8

L' - radicais lipidicos

LO - - radical alcoxi lipidico

LOO - radicais peroxi

LOOH - hidroperdxido lipidico

MA - macréfagos alveolares

NADPH - nicotinamida dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
_NPN - neutréfilos polimorfonucleares

OTPD - oxigénioterapia pr’oiongada domncnluar‘
pO; - pressdo parcial de oxigénio

SatO; - saturagdo arterial de oxigénio

SDS - dodecil sulfato de sédio

SH - grupo sulfidrila livre

SOD - superéxido dismutase

TBA - dcido tiubarbitdrico

TBARs- substdncias reativas ao dcido tiubarbitirico
TEP - tetraetoxipropano

TNFa - fator de necrose tumoral

XO - xantina oxidase
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Resumo

Portadores de Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) sofrem
necessariamente adaptagdo a hipdxia, por apresentar saturacdo de oxigénio
(5at0;) na hemoglobina mais baixa em relaglo a individuos normais. Aliado a
doenga, o hdbito de fumar pode induzir aumento na produgdo de radicais
livres, o que torna necessdrio adaptagdes bioquimicas nesses individuos.

Nesse estudo, avaliamos biomarcadores de estresse oxidativo e outros,
que podem estar relacionados com a caracterizagdo de alteragdes especificas
induzidas pela doenga e pelo tabagismo.

Participaram do estudo, voluntdrios do sexo masculino com idades entre
40 a 80 anos. O grupo foi dividido entre pacientes portadores de DPOC,
fumantes e ndo fumantes. Os biomarcadores sangiiineos utilizados foram:
atividades das enzimas catalase (CAT) e glutationa redutase (GR)} para o
sistema de defesa antioxidante, e da creatina quinase {CK) para lesdo
muscular, concentracdo de proteinas carboniladas (PC), de grupamentos

sulfidrila livres (SH), de dcido lrico (AU) e de substéncias reativas ao dcido

hemoglobina e lactato.

Os resuitados apresentados neste trabalho, sugerem que os
pardmetros de saturagdo de oxigénio, lactato, concentragdo de hemoglobina,
creatina quinase, catalase e grupamento sulfidrila livres possam ser usados

para caracterizar alteragdes especificas observadas nos trés grupos.



Summary 9

Summary

Patients suffering from Chronic Obstructive Puimonary Disease (COPD)
are likely to be adapted to hypoxic situation, as they present lower levels of
oxygen saturated hemoglobin compared to normal individuals. This disease, as
well as smoking habit potentially induce an increase on free radical generation
what causes some biochemical adaptations.

In the present work we have analysed some biomarkers for oxidative
stress as well as other biochemical parameters which could be used to
characterize specific adaptations induced by COPD or smoking.

The study group comprized 40 to 80 vears old male voluntiers, divided in
COPD patients, smoking and non smoking individuals. The evaluated blood
biomarkers were: the enzymatic activities of catalase (CAT) and glutathione
reductase (GR) for the antioxidant defense system and creatine kinase (CK)
for muscle injury: the concentrations of carbonyl proteins (PC), total
sulphydryl groups (SH), uric acid (AU) and thiubarbituric acid reactive
substances (TBARs) as indicators of oxidative attack, as well as hemoglobin

and lactate concentrations.

Our results show that the parameters saturation of oxygen, lactate,
hemoglobin, creatine kinase, catalase and total sulphydryl groups can be used

to characterize specific alterations observed in the three distinct groups.
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Grupo de trabalho

Esse trabalho faz parte de um projeto conjunto entre o Laboratdrio de
Bioenergética, do Departamento de Bioquimica, IB e a equipe da Profa. Dra.
Iima Paschoali, do Departamento de Pneumologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas que inclui o acompanhamento de vdrios pardmetros, desde psicoldgicos
até metabdlicos, envolvendo também outros Departamentos da FCM. Nossa
participagdo nesse projeto prevé a caracterizagdo das alteracdes induzidas
pela adaptagdo & hipdxia em pacientes com DPOC, incluindo também o grupo
controle, de individuos ndo fumantes e fumantes através de biomarcadores
moleculares de estresse oxidativo. Apés esta caracterizacdo o grupo
pretende, acompanhar esses mesmos biomarcadores ac longo do tratamento de
oxigénioterapia e acompanhar aigumas tferapias antioxidantes sugeridas na
literatura para avaliar quais seriam as mais eficazes na melhoria da qualidade

de vida desses pacientes.
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INTRODUCAO

A respfr‘et;&'o tem como objetivo o fornecimento de oxigénio (O:) aos
tecidos e a remocdo do diéxido de carbono (CO;) formado pelas reacdes do
catabolismo celular. A respiragdo pode ser dividida em quatro grandes eventos
funcionais:

1. Ventilag@o pulmonar ou renovagto ciclica dos gases alveolares pelo
ar atmosférico;

2. Difusdo do O; e do CO; entre os alvéolos e o sangue;

3. Transporte no sangue e nos liquidos corporais, do O, {dos pulmdes
para as células) e do COz (das células para os puimdes);

4. Regulagdo da ventilagdo.

Depois dos alvéolos terem sido ventilados com ar novo, a préxima etapa
no processo da respiragdo é a difusdo do O; dos alvéolos para o sangue dos
capilares alveolares e do CO; em sentido oposto. O fenémeno da difusédo
decorre simplesmente da movimentagdo aleatdéria dessas moléculas, em ambos

os sentidos, através da membrana respiratéria.

O sangue € um tecido de transporte. perfazendo 5% do peso corporal

total. € uma suspensdo de vdrios tipos de células em um meio aquoso complexo,
o plasma (Bloom & Fawcett, 1986). O plasma é a fase liquida do sangue, onde
além das células sangiiineas estdo dissolvidos vdrios componentes de extrema
importdncia para o funcionamento do organisme como as proteinas albumina,
transferrina, globulinas e eletrélitos como Na*, K*, Ca® e CI", além da glicose,

importante principalmente para o metabolismo do cérebro e das hemdceas. A
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centrifugacdo de uma amostra de sangue permite separar do plasma seus
constituintes celulares:
- Leucécitos

- Plaquetas

- Hemdceas

Os leucdcitos sdo divididos de forma geral em neutréfilos, eosindfilos,
linfécitos, mondcitos e baséfilos. Todos eles sde responsdveis pelas complexas
respostas imunoldgicas do organismo contra agentes externos, tais como virus
e bactérias (Bloom & Fawcett, 1986).

As plaquetas desempenham importante fungcdo no controle do
sangramento e na génese da trombose, isto é na formagdo de codgulo dentro
dos vasos sangliineos (Marcus & Zucker, 1965).

As hemdceas ou eritrdcitos, sdo as células mais numerosas do sangue,
ocupando cerca de 48% do seu volume total em homens adultos (Perutz, 1978).
Embora seja uma célula anucleada e também desprovida de mitocdndrias, seu
citoplasma possui todo o aparato enzimdtico necessdrio para a produgdo de
energia necessdria para assegurar a integridade da membrana celular, manter

as concentragdes ibnicas (interna e externas), converter CO> em fon

bicarbonato (a principal via de transporte de CO:), além de bré\}eﬁi'r’mci“okuiddéé& .

da hemogiobina em sua forma ndo funcional, a metahemoglobina (Bloom &
Fawcett, 1986).

O principal componenfte proteico das hemdceas é a hemoglobina,
responsdvel pelo transporte de oxigénio para os tecidos. Assim, o O; se liga
reversivelmente d hemoglobina nos alvéolos puimonares permitindo que numa
saturagdo mais baixa de O; este seja liberado para os tecidos (Antonini &

Brunori, 1971). A curva de dissociagdio da hemoglobina de um individuo normal
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apresenta uma forma sigméide caracteristica (Terzi, 1992). Vdrios sdo os
fatores que influenciam no deslocamento desta curva, alterando a afinidade
entre a hemoglobina e o oxigénio, o que permite sua liberacdo para os tecidos.
Entre eles estdo a prépria pressdo parcial de O; (pO:) tecidual, pH e
concentracdo de 2 3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG), seu principal modulador
alostérico negativo (Benesch & Benesch, 1967; Harken, 1977).

O O: absorvido pelo sangue que passa nos capilares alveolares estd
sendo continuamente trazido do meio externo para os alvéolos. Quanto mais
rapidamente o oxigénio for absorvido, tanto menor é sua concentraclo nos
alvéolos: por outro lado, quanto mais rapidamente o novo oxigénio é trazido da
atmosfera para os alvéolos, tanto maior é a sua concentracdo. Portanto, nos
alvéolos, a pO2 € controlada pela velocidade com que o novo oxigénio, gracas ao
processo da ventilagdo, entra nos pulmdes e pela velocidade com que o oxigénio
€ absorvido pelo sangue (West, 1994).

Em algumas situagdes, a drea de superficie de troca pode diminuir muito
afetando assim a velocidade de difusdo dos gases através da membrana. Por
exemplo, a remogdo de todo um pulmdo diminui a drea total & metade. Numa

situacdo de enfisema, muitos alvéolos coalescem devido d dissolucdo de muitos

originais e, em virtude da perda de septos alveolares, a drea da membrana
respiratdria fregiientemente acha-se diminuida & quinta parte de sua extensdo
original. Quando a drea total diminui para cerca de um tergo a um quarto do
normal, as trocas gasosas através da membrana sofrem diminuicdo
significativa, mesmo em condicdes de repouso (Repine et alii, 1997). Durante

competigdes esportivas e outros exercicios extenuantes, uma menor drea de
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membrana pulmonar pode constituir sério impecilho para as trocas gasosas
(West, 1994).
~ Por sua vez, a maioria das pessoas que fumam hd muito tempo desenvolve
graus variados de obstrugdo crénica. Em fumantes, duas anormalidades
concorrem para causar um desequilibrio entre ventilagdo alveolar e fluxo
sangliineo pulmonar. Primeiro, como muitos dos pequenos bronquiolos se acham
quase obsfruidos, os alvéolos situados distaimente ds obstrucbes recebem
pouca ventilagcdo. Segundo, nas dreas dos pulmdes onde os septos alveolares
foram destruidos mas ainda existe ventilacdo alveolar, a maior parte da
ventilagdo € desperdicada, pois o fluxo sangiiineo é desproporcionalmente
pequeno em relagdo & ventilagdo (Fishman, 1992).

Na doenca pulmonar obstrutiva crénica o colapso alveolar, conhecido
como “shunt” pulmonar leva & uma grave alteragdio funcional do pulmdo,
diminuindo extraordinariamente sua eficdcia como érgdo trocador de gases, ds

vezes diminuindo essa eficiéncia a 1/10 do normal {West, 1992).

Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica ( DPOC)

Enfreasprmc:pa:sdoengas quemals crescem n.o. mundo ém ?ér‘r.n.os.
de mortalidade estd a Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) (Siafakas
et alii, 1995). Embora as doengas especificas que compreendem a DPOC
estejam definidas isoladamente, elas coexistem e podem ser de dificil
reconhecimento. A DPOC geralmente inclui aquelas afec¢des que podem ser
acompanhadas de obstrugdo cronica ou recorrente ao fluxo aéreo dentro dos
pulmdes. A localizagdo da obstrugdo estd nas pequenas vias aéreas, geralmente,

em condutos aéreos com didmetro menor que 2 mm (Fletcher & Pride, 1984).
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Entre as afecgdes mais comuns estdo a bronquite crdnica, o enfisema pulmonar,
a asma e as bronquiectasias. A consequéncia destas doengas é que as células
dos portadores de DPOC vivem sob um regime de hipéxia, que causa danos
teciduais e leva ao desenvolvimento de alteragdes bioguimicas, fisioldgicas e
neurocognitivas (Repine et alii, 1997).

O enfisema pulmonar € uma alteracdo anatdémica do pulméo caracterizada
pelo aumento anormal dos espagos aéreos distais dos bronguiclos terminais ndo
respiratérios, acompanhada de alteragdes destrutivas das paredes alveolares
(Matthay & Arroliga, 1996).

A bronquite obstrutiva crdnica é uma alteracdo caracterizada por
secrecdo excessiva de muco e tosse produtiva, na qual hd um estreitamento
persistente e difuso das vias aéreas pulmonares, determinando um aumento da
resisténcia ao fluxo aéreo (Matthay & Arroliga, 1996).

As principais caracteristicas da asma sdo excessiva irritabilidade e
hiperreatividade das vias aéreas (brénquios contraidos) manifestadas por um
estreitamento difuso das vias aéreas. Jd a bronquiectasia é uma alteracdo

anatémica caracterizada funcionalmente pela obstrugdo bronquiclar difusa e

pela dilataglio das vias aéreas proximais (Drazen, 1996).

"Cerca de 2% dos casos de DPOC sdo de origem hereditdria (deficiéncia

da enzima alfa-Il-anfiprotease). Um outro exemplo é a fibrose cistica, uma
doenga também hereditdria transmitida como um trago autossdmico recessivo,
considerada como uma possivel causa da bronquite crénica ou bronquiectasias
em criangas e adultos jovens (Bone, 1996). Dez por cento dos casos de DPOC
estdo associados a diversos fatores como: poluigdo atmosférica, poluentes
profissionais e infecgles respiratérias, mas a principal causa da doenca estd

associada ao hdbito de fumar (STS Statement, 1995).
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Individuos fumantes t€m maior taxa de mortalidade por céncer pulmonar
enfisema e bronquite crénica e apresentam testes de fungdio pulmonar
prejudicada quando comparado a ndo fumantes (U.S. Department of Health and
Human Service, 1984). Ndo se sabe, entretanto, porque somente alguns
fumantes desenvoivem DPOC. Acredita-se que este problema esteja
relacionado a fatores genéticos intrinsicos e com a dieta individual (Repine et

alii, 1997).

Oxidantes e Antioxidantes Celulares

O O. € uma das principais fontes de espécies reativas (radicalares ou
ndo) pois no seu estado fundamental possui 2 elétrons desemparelhados de
spins iguais, caracteristica de um radical livre (Halliwell & Gutteridge, 1989).
Assim, para que o O; oxide outro dtomo, este deve possuir também spins iguais.
Este € o principal motivo pelo qual o O; ndio reage prontamente com as
biomoléculas pois em geral elas sdo espécies ndo radicalares, formadas

basicamente por ligacdes covalentes e os elétrons que formam este tipo de

formagdo de espécies reativas de O; (EROS) comeca geralmente com a
redugdo monoeletrdnica do O; com formagéo do radical dnion superdxido (O2™).
A formagdo de O:" pode acontecer através de diferentes processos celulares.
Estes, segundo Halliwell & Gutteridge (1989) e Blake et alii (1995) incluem:

a) vazamento de eléfrons na cadeia respiratéria mitocondrial,

b) leucdcitos ativados por microorganismos,
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c) atividade de vdrias oxidases soliveis (por exemplo a enzima xantina
oxidase),

d) autooxidagdo de vdrias moléculas pequenas (flavinas, catecolaminas,
hidroquinonas)

e) ativacdo microssomal de citocromos

Dois desses radicais dismutam-se espontaneamente ou pela acdo da
enzima superéxido dismutase (SOD) formando perdxido de hidrogénio (H.05),
que ndo é uma espécie radicalar e como agente oxidante é considerado fraco
(Halliwell & Gutteridge, 1989).

20 + 2H 5 H0: + O

Entretanto, como o H:0; atravessa facilmente as membranas celulares,
ao receber mais um elétron proveniente principalmente do Fe® ou do Cu’,
origina o radical hidroxila (OH) (Halliwell & Gutteridge, 1992). Das espécies
radicalares conhecidas esta € uma das mais reativas pois necessita de somente
mais um elétron para se estabilizar. Recentemente, foi demonstrado também
que a interagdo entre O;" e dxido nitrico (NO) gera peroxinitrito (ONO;),

uma espécie ndo radicalar tdo reativa quanto o OH (Ashi et alii, 1995). O NO

..por sua vez é formado a partir do aminodcido argining, numa reacfio catalisada. ...

pela enzima dxido nitrico sintase (Hevel & Marletta, 1994).

Os principais alvos das EROS sdo os fosfolipideos de membranas
celulares e subcelulares, DNA e proteinas. Como cerca de 10% das reacdes
celulares que utilizam Oz geram EROS continuamente em nosso organismo a
consequéncia bioldgica ldgica é a existéncia de mecanismos de defesa
antioxidantes, que podem ser enzimdticos ou ndo. Compdem o principal sistema

de defesa antioxidante as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase
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(CAT), as quais agem sobre O;" e Hz0;, respectivamente (reacdes [1] e [2]), a
glutationa peroxidase (GPX), uma enzima dependente de selénio, a qual
decompde perdxidos usando o peptidio glutationa reduzido (65H) como seu co-
substrato (reagdo [3]) e a glutationa redutase (6R) que catalisa a reducdo, as
custas de NADPH, do 6556 formado na reagde anterior (reacdo [4]) (Sies,
1986: Halliwell & Gutteridge, 1989). O funcionamento do sistema glutationa
peroxidase/glutationa redutase permite a eliminagdo de outros perdxidos

orgdnicos além do H;O..

50D
207 + 2H - H;0; + O [1]
CAT
2 HzOz e 2Hzo + Oz [2]
GPX
H:0, + 265H — 2H,0 + GSS6 [3]
GR
6556 + NADPH + H — 2GSH + NADP' [4]

Os antioxidantes ndo enzimdticos incluem o ascorbato, carotendides,

flavondides, vitamina E, entre outros (Sies, 1986). Alguns autores consideram o

dcido trico um potente sequestrador de oxigénio singlete (102) radicais peroxi
(ROz)e OH (Ames et alii, 1981). O dcido drico também pode inibir a
peroxidagdo lipidica ligando-se a ions de ferro e cobre de forma a ndo
estimular reagdes radicalares (Halliwell & Gutteridge, 1989). Existe um
proposta de que o dcido Urico funcione como um antioxidante /n vivo, suportada
pelo fato de a alanfoina, um produto da oxidacdo do dcido drico, estar

acumulada em algumas condi¢des de estresse oxidativo (Ames et alii, 1981).
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Além disso, ferritina e transferrina, também possuem importante
papel na protecgdo das células pelo armazenamento de fons de ferre na forma
férrica, que nd@o podem catalisar a formacdo de radicais livres, a menos que
sejam liberados na forma de ion ferroso por agentes redutores (Halliwell &
Gutteridge, 1989 Blake et dlii, 1995)

C fato de os radicais livres serem produzidos normaimente em
condicdes fisioldgicas levou d proposicdo de que EROS também poderiam
exercer fungBes de segunde mensageiro celular (Suzuki et alii, 1997). A
proposta é que em baixas concentracdes, da ordem de 10 ou 10° M, as EROS
modulariam o estado redox de proteinas transdutoras de sinal, através da
interacdo com receptores (Gutteridge, 1993). Recentemente, espécies
oxidantes como O:", H2Qz, ‘OH e hidroperédxidos lipidicos (intermedidrios da
cadeia de peroxidacdo lipidica) foram correlacionados com a inducdo de vdrios
processos biolégicos como crescimento celular, adesdo das células, apoptose
celular e ativacdo do virus HIV (Iuliano et alii, 1994).

Por sua vez, a descoberta da enzima responsdvel pela decomposicdo de
Oz" deu inicio aos estudos sobre o metabolismo do oxigénio (McCord et al,

1969). A existéncia da SOD sugeria que o O, além de vital poderia também ser

- téxico para 0s organismos vivos e que vdrias doengas poderiam ter sua etiologia

baseada no aumento na formagtio de EROS. Desde a década de 80 as EROS
tém sido relacionadas, direta ou indiretamente a vdrias doencas, tais como
aterosclerose, cdncer, danos causados por reperfusdo, etc (Blake et alii, 1995;
Gutteridge, 1993; Knight, 1995). As EROS também parecem possuir grande
importdncia no dane celular induzido por processos inflamatérios crénicos e
vdrias doencas do sistema nervoso central (Gutteridge, 1993). Entretanto,

atualmente é praticamente consenso que a instalacdo de um estresse oxidativo
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para as células seria a condigo desencadeante da aclic téxica das EROS
nessas doencas. Ou seja, parece ser importante o estabelecimento de um
desequilibric entre ataque oxidativo e defesa antioxidante para aumentar o
dano celular (Halliwell & Gutteridge, 1989; Hermes-Lima et dlii, 1998). Assim,
pode-se definir estresse oxidativo como aumento da exposiciio a agentes
oxidantes e/ou diminuicdo na capacidade de defesa antioxidante do organismo
(Heffner & Repine, 1989; Sies, 1991). Acredita-se que no caso da DPOC o
estresse oxidativo possa ser gerado pelo excesso de oxidantes produzidos pelo
fumo, pelas células fagocitdrias presentes durante a inflamaglio e pelo
processo de | isquemia/reperfusdo, ao qual estes pacientes estdo sendo

constantemente submetidos (Repine et alii, 1997).

Consequéncias do Ataque Oxidativo

Peroxidacao Lipidica

As membranas celulares e intracelulares, especialmente a membrana

interna da mitocdndria, por possuirem grande quantidade de dcidos graxos

poliinsaturados, sdo um alvo importante ao ataque dos radicais livres. As

reagdes iniciadas por radicais livres tendem a ocorrer em cascata. As ligacBes
C—H da cadeia dos dcidos graxos poliinsaturados sdo enfraquecidas pela dupla
ligag8o adjacente tornando, desta forma, os H suscetiveis a serem abstraidos
por radicais livres.

Espécies com alto potencial reativo, como por exemplo o radical
hidrexila, podem abstrair tal hidrogénio deixando o carbono do fosfolipidio

com um elétron desemparelhado. Esse radicais lipidicos (L) se rearranjam
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molecularmente em dienos conjugados. Os dienos conjugados reagem com O;
formando radicais peroxi (LOO"). Estes radicais peroxi sdio oxidantes potentes
e conseguem abstrair um segundo dtomo de hidrogénio de um outro dcido
graxo, propagando assim a cadeia. Forma-se entdio um hidroperéxido lipidico
(LOOH).

Desta maneira, o radical iniciador comegou um processo autocatalitico
que converte a maioria dos dcidos graxos dos fosfolipidios de membrana em
hidroperdxidos (Halliwell & Guteridge, 1989). Este processo é conhecido como
peroxidacdo lipidica e pode exercer trés efeitos bioldgicos: diminuir a fluidez
das membranas, inativar enzimas a elas ligadas e alterar o metabolismo,
através do aumento da permeabilidade a ions e pequenas moléculas, chegando
eventualmente @ causar a perda completa da integridade da biomembrana
(Nepomuceno et alii, 1997; Nepomuceno et alii, 1999).

O processo de peroxidagdo lipidica prossegue, porque os hidroperéxidos
lipidicos, na presenga de Fe®, podem ser oxidados a radicais alcoxi lipidicos
(LO" ), que sofrem quebra na ligagdio C—C seguinte e ddo origem a aldeidos de
baixo peso molecular, principalmente malonaldeido e B-hidroxinonenal e

hidrocarbonetos com etano e n-pentano (Halliwell & Guteridge, 1989).

 L-OOH + Fe* > Fe* + OH + L-O
hidroperdxido radical
lipidico alcoxi

Os aldeidos de baixo peso molecular reagem com o dcido tiobarbitirico
(TBA) formando complexos coloridos e podem ser guantificados (Halliwell &
Guteridge, 1989). Estes complexos, formados por substéncias reativas ao

dcido tiobarbitdrico (TBARs), podem ser usados como indicadores da
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ocorréncia da peroxidagdo lipidica nos sistemas bioldgicos podendo ser
medidos por espectrofotometria ou por fluorescéncia (Yagi ,1976).

no plasma de pacientes com DPOC tanto na fase aguda quanto na crdnica
(Wielders et alii, 1997). Produtos de peroxidacdo lipidica encontraram-se em
concentracdes aumentadas no plasma e em lavado broncoalveolar de fumantes,
pacientes com enfisema, bronquite crénica e asma (Bridges et alii, 1993). Além
disso a exposicdo ao cigarro foi relacionada @ um aumento na peroxidacéo
lipidica em plasma /n vitro (Cross et alii,1993).

Dados importantes nesta drea se baseiam em medir os niveis de
isoprostanos-F2 livres e esterificados (compostos bioativos como
prostaglandina F2 que sfo formados pela peroxidacdo do dcido araquidénico)
que estavam aumentados em fumantes quando comparados a ndo fumantes. Os
niveis destes compostos diminuiram quando alguns individuos deixaram de
fumar por 2 semanas. Em alguns individuos fumantes estes compostos estavam
dentro dos valores normais ou levemente aumentados. Estes dados sdo
consistentes com a possibilidade de certos individuos serem mais resistentes

ao estresse oxidativo, talvez como conseqgiiéncia do aumento de suas defesas

~ antioxidantes (Morrow et alii,1995).

Oxidacdo de proteinas

Um importante alvo para a agde dos radicais sdo as proteinas,
embora até recentemente tais reages tenham recebido pouca importéncia na
literatura, se comparadas com os ataques radicalares a lipidios e DNA.
Trabalhos feitos por Garrison (1987) mostraram que muitos produtos de

oxida¢8o podem ser gerados como resultado do ataque de radicais a proteinas.
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Como os aminodcidos que compdem as proteinas sdo suscetiveis a reacdes com
EROs sua modificagdo oxidativa rompe a estrutura secunddria e tercidria de
proteinas, aumentando a hidrofobicidade destas por exposicdo dos aminodcidos
hidrofébicos do seu inferior. O radical hidroxila é particularmente
proteotéxico pois pode reagir com o carbone alfa de qualquer aminodcido. Por
sua vez, além de potencialmente danificar a fungdo das proteinas, a sua
oxidagdo também marca as proteinas a serem degradadas em peptideos e
eventualmente em aminodcidos (Ryter et alii, 1990). Assim, uma variedade de
produtos pode ser obtida depois do ataque oxidativo a proteinas, tais comio:
hidroxilagdo de aminodcidos aromdticos onde o OH ataca o anel aromdtico do
aminodcido; oxidagdo de aminodcidos que possuem enxofre (cisteina);
peroxidagdo de aminodcidos alifdticos. formagBo de grupos carbonila;
processos que estdo associados d perda ou alteragdo das fungdes da proteina
(Garrison, 1987 Dean et dlii, 1997). Entretanto, a despeito da importédncia do
assunto poucos trabalhos na literatura utilizam como biomarcadores de

estresse oxidativo produtos de proteinas modificadas.

Conseqiiencias da hipoxia ou isquemia no metabolismo oxidativo

A hipéxia celular pode ser definida como uma limitagdo na quantidade de
O: disponivel para sintese de ATP mitocondrial e pode ser desencadeada por
diminuigdo na perfusdo capilar (isquemia), diminuigdo na pO; arterial
(hipoxemia) ou diminuicdo da concentragdo de hemoglobina (anemia). A hipéxia
cronica leva tembém a vasoconstricgdo da rede arterial pulmonar, e

consequentemente ao desenvolvimento de hipertensdo pulmonar e insuficiéncia
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cardiaca congestiva direita, conhecida também como "cor pulmonale” (Hogdkin
& Petty, 1987).

- Diminuigdes na disponibilidade de O, desencadeiam uma série de
mecanismos adaptativos destinados a manter a atividade celular num nivel
minimo aceitdvel para a sobrevivéncia. O fracasso destes mecanismos pode
levar & disfungle celular e acarretar danos irrepardveis (Epstein, 1985).
Entretanto, a resposta celular a hipéxia é heterogénea: células musculares
retornam & fungdo normal apds 30 minutos de isquemia total e hepatdcitos ndo
apresentam danos irreversiveis mesmo apés 150 minutos de isquemia. Jd as
células cerebrais aparentemente ndo suportam mais do que 6 minutos de
hipéxia sem lesdo irrepardve! (Epstein, 1985).

Alteragoes decorrentes da queda dos niveis de O; :

Aumento da concentracio de Ca® intracelular:

O fon Ca®" tem um papel extremamente importante de 2° mensageiro no
metabolismo e na fisiologia celular, tal como na atividade da glicogendlise,
gliconeogénese, divisdo celular, contracéio muscular, etc (Cobbold & Rink, 1987:
Le Masters et alii, 1987: Gunter et dlii, 1994)

Em condigdes de hipéxia ocorrem alteracdes no transporte de Ca®

“através da membrana celular, com consequente aumento de sua concentracdo
no citosol. Este aumento, se mantido por um longo periodo de tempo pode
interromper as fungdes mitocondriais e induzir a formacfo de numerosas
evaginagdes na membrana das células. Isto ativa enzimas catabdlicas
dependentes de Ca®, tais como fosfolipases, endonucleases e proteases,
podendo levar & morte celular (Carafoli, 1987). Dai a grande importéncia para
as células em manter a homeostase deste ion nos compartimentos intra e

extracelulares.
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Aumento ng utilizacdo de processos anaerdbicos de producdo de energia:

A maior parte do ATP necessdrio para as fungdes celulares é produzido
nas mitocondrias, pelo processo aerdbio, através da fosforilacdo oxidativa. Na
auséncia ou em baixa concentragdo de O, a producdio mitocondrial de ATP é
diminuida, sinalizando a ativagdo dos processos anaerébios a fim de manter os

niveis necessdrios de ATP. Os processos anaerdbicos podem ser:

a) Sisterma ATP- fosfocreatina: onde a sintese de ATP vem da reacdo

catalisada pela enzima creatina quinase, mostrada a seguir:

ADP + Fosfocreatina «» Creatina + ATP

b)_Glicélise angerdbica: onde a producdio de ATP vem da quebra parcial

da glicose ou do glicogénio com consequente aumento da concentracdo de

lactato: via glicolitica
Glicose + ADP —» —» — — ATP + lactato + H'

¢)_Reacdo da adenilato guinase: onde a producdc de ATP decorre da

utilizagdio de duas moléculas de ADP:
2 ADP — ATP + AMP

Esta reagdo leva ao aciimulo de AMP, pois é uma reagdo irreversivel. Este

- AMP pode ser parcialmente desfosforilado a adenosina pela 5-nucleotidase. A

adenosina formada nas células cai na circulagBio, onde age como potente
vasodilatador em muitas redes vasculares, exceto na vasculatura renal onde
produz vasoconstricgdo (Berne, 1986).

O metabolismo do AMP leva também & producido de dcido drico conforme
mostrado na Figura 1, sendo que as dltimas reagdes (hipoxantina — xantina —>
dcido drico) sdo controladas pela mesma enzima, xanting desidrogenase, tendo

também NADH como produto final. Num processo de isquemia ocorre actimulo
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de seus substratos (xantina e hipoxanting). Além disso, o aumente na
concentraglo intracelular de Ca® pode ativar uma proteinase responsdve! por
converter a enzima xanfina desidrogenase em xanfing oxidase, que passa a
utilizar Oz como aceptor de eléfrons, com consequente producdo de Oy
(Epstein, 1985).

-

2 ADP

\/

isquemia/Beperfusiol  Adenosina

Hipeoxantina

NAD+ 9 1**03 Q
NADH | O
¥

Kantina

MADH i’ O

;  Acido frics

 Figura 1. Mecanisme proposto pare a produgdo de radical dnion superéxide {C.) pele

processo de isquemia/ reperfusdo. Adenilate quinase (*) e Xantina oxidase

(ﬁ.‘*)‘

A XO estd ossociada a danos teciduais induzides por isquemia em

intestino (Granger et alii, 1981), coraglio (Chambers 2t alii, 1985), pulmdo

(Archer et alii, 1989), cérebro (Chan et alii, 1984) 2 misculo esquelético

{Lindsay et alii, 1988). Acredita-se também que o maior dano celular devido a

atividade da xantina oxidase seja causado no processo pds-isquemia, ou seja, na
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reperfusdo. A producdo de EROS durante a reperfusdo tem sido atribuida a
duas fontes: ao vazamento de elétrons da cadeia respiratéria mitocondrial
“devido ao actimulo de NADH durante a ?squemi.a e 4 atividade a.ume.nmda da
enzima xantina oxidase (Ruuge et alii, 1991).

A maioria dos pacientes portadores de DPOC, apresentam pressdo
arterial de Oz muito baixa, ou seja, menor ou igual a 55 mmHg em repouso.
Devide a estas condigdes, o tratamento mundialmente utilizade & a
oxigenoterapia prolongada domiciliar (OTPD) (Stuart-Harris et alii, 1981). Com
a OTPD estes pacientes estardo constantemente sujeitos & reperfusdo, o qué,

consequentemente, poderd levar a alteragdes celulares ainda mais intensas.

Outras Fontes Produtoras de Radicais Livres que

Contribuem para o Desenvolvimento de DPOC

De acordo com dados do Surgeon General's Report de 1989, em 1985 o
fumo contribuiu com 87% das mortes por céncer pulmonar, 82% das mortes

por DPOC e 21% das mortes por doengas cardiovasculares (US Department of

Health and Human Services, 1989). Além disso, alguns autores estimaram que

entre os anos 1995 e 2000 haverd 2,1 milhes de mortes como consequéncia do
fumo entre homens e mulheres no mundo (Peto et alii, 1992).

A composi¢do do tabaco do cigarro é muito complexa, possuindo mais
de 4000 constituintes hoje jd identificados. Pryor e colaboradores
identificaram duas populagdes de produtores de radicais livres diferentes no
cigarro, uma no aleatrdo e outra na fase gasosa (Pryor et alii, 1983; Church et

al, 1985). O principal radical no alcatrdo é o complexo quinona/hidroquinona
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capaz de reduzir o O; a O;". A fase gasosa contém pequenos radicais
centrados no carbono e oxigénio que sdo mais reativos que os radicais do
alcatrdo. Além disso, o fumo contém uma variedade de outros agentes que sdo
teratogénicos ou carcinogénicos e que sdo capazes de reagir ou ingtivar
constituintes celulares essenciais. A transformacdo de células normais em
células malignas envolve uma série de mudangas nas quais estdo incluidas
inducdo e ativacdo de sistemas enzimdticos (Church et al, 1985).

Os oxidantes presentes no cigarro ndo sé podem levar ao dano em DNA,
proteinas e lipidios, como também parecem ser responsdveis pela alimentacdo
de vdrios processos que poderiam levar ao desenvoivimento de DPOC. Por
exemplo, os oxidantes aumentam a produgdo de glicoconjugados epiteliais de
alto peso molecular (muco) em cultura de células (Adler et alii, 1990) e
prejudicam a fungdo ciliar (Feldman et alii, 1994). Oxidantes também
estimulam a formagdo de tromboxana, reduzem a atividade surfactante,
provocam danos nos fibroblastos, promovem aumento na permeabilidade
epitelial e produzem numerosos outros efeitos que poderiam diminuir os
mecanismos de reparo em pacientes com DPOC (Jones et alii, 1980).

A etiologia da DPOC ainda ndo foi totaimente caracterizada, mas

" acredita-se que sua principal causa seja a inativacdo de antiproteases por
oxidantes existentes na fumaca do cigarro como o ‘NO e os produzidos por
células fagocitdrias como o O;". A producdo destes oxidantes tem
primariamente um significado defensivo, pois permite a estas células realizar
uma rdpida lise das bactérias fagocitadas. Porém, sua producdio excessiva inibe
antiproteases aumentando a atividade da enzima elastase, responsdvel por
degradar elastina e uma variedade de proteinas da membrana plasmdtica como

proteoglicanos e glicoproteinas, danificando os espagos aéreos pulmonares
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(Janoff, 1983). Estudos feitos em macrdfagos alveolares (MA) obtidos de
lavados broncoalveolares de fumantes mostraram maior atividade de elastase
'que em ndo fumantes. Este aumento poderia estar relacionado com o
aparecimento de obstrucdes aéreas (Rodriguez et alii, 1977; Jordan et dlii,
1993).

Outro fator apontado como um importante contribuidor para o
desenvolvimento de DPOC € a disponibilidade de ions ferro. Devido a sua alta
reatividade, o ferro geralmente se encontra ligado a proteinas como
transferrina, ceruloplasmina e ferritina. Os oxidantes presentes no cigarro
podem liberar o ferro da ferritina como parece acontecer nos portadores de
DPOC (Lapenna et alii, 1995). Encontrou-se uma concentracdo de ferro
aumentada em MA de fumantes quando comparada aos de ndo fumantes. Além
disso, verificou-se que os fluides pulmonares obtidos de fumantes continham
mais ferro que os de ndo fumantes (Thompson et alii, 1991). A fonte de ferro
em pulmdes de fumantes é desconhecida, mas cada cigarre contém 0,042 ng de
ferro. Além disso, este elemento também tende a se acumular com o aumento
da idade no homens e pds-menopausa nas mutheres (Cook et alii, 1976).

O processo inflamatorio também contribui para o desenvolvimento de

~ DPOC causando a limitacdo do fluxo aéreo pelo estreitamento do limen aérec e

constricdo bronquiclar, fibrose e aumento do t6nus da musculatura lisa. Os
oxidantes produzides pelas células fagocitdrias, como o O e fon hipocloroso
(OCI) sdo formados principalmente pelos neutréfilos polimorfonucleares (NPM)
e MA, presentes em grande quantidade nas vias respiratérias baixas dos
fumantes. O cigarro aumenta abundantemente o nimerc de neutrdfilos do
puimdo (Pryor et alii,1986). Qutros tfrabalhos mostram que o nimero de

eosindfilos estd aumentado tanto em bidpsia quanto em lavado broncoalveoiar
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de bronquiticos crénicos, sendo estas células as principais responsdveis pelo
aumento de Oz" nestes pacientes (Saetta et dlii, 1993; Lebowitz & Postma,

Em fumantes, o histérico cumulativo do cigarro estd altamente
correlacionado a uma leucocitose, refletindo um processo inflamatério que
ocasionaria um actmulo de MA e de NPM nos puimdes (Hunninghake & Crystal,
1984). Adicionalmente, hd um aumento no metabolismo oxidativo dos MA e
NPM. O aumenfo no metabolismo oxidativo de células fagocitdrias &
acompanhado pelo aumento na geragdo de EROS.

Estudos jd mostraram que a produgdo de O;" e H:0; por macréfagos
estava aumentada em fumantes (Dekhuijzen et alii, 1996). Além disso,
fumantes comparados a ndo fumantes possuem maior atividade de uma enzima
produzida por neutrdfilos ativados, a mieloperoxidase (enzima que apresenta
atividade peroxiddsica ndo especifica) levando a formagdo de OClI. Com a
ativagdo da mieloperoxidase ocorre liberacdo de colagenases, gelatinases,
elastases, lisozimas e vdrias outras enzimas hidroliticas responsdveis pelo dano
alveolar (Bridges et dlii, 1985).

Um dos principais alvos de ataque do OCI" é a enzima alfa-1-

~antiprotease, a maior inibidora das soro proteases circulantes. A alfa-1-

antiprotease € rapidamente inativada por OCI, perdendo sua capacidade em
inibir a elastase. O OCI" pode também interagir com H:O; formando oxigénio
singlete ( 'Oz ), espécie também acltamente reativa. Assim, o processo de
ativagto das células fagocitdrias pode estar associado a um incremento do
metabolismo oxidativo celular, “respiratory burst” ou explosdo respiratéria
com consequente formagdo de compostos oxidantes. Entre as principais células

responsdveis pelo aumento de O, em bronquiticos crénicos estdo os
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eosindfilos (Saetta et alii, 1993). Um estudo feito por Zoratti e colaboradores
(1991) mostrou que /7 vifro os eosinéfilos produzem muito mais Oz que NPM e
MA. A reversibilidade da obstrugde aérea correlacionada com a obstrugdo
bronquial em pacientes com DPOC, sugeriu que estas células contribuem para o
estresse oxidativo pulmonar. Um esquema explicative das vdrias etapas

envolvidas na instalagdo da DPOC em fumantes estd apresentado na Figura 2.

Fomo

AN
\\I///

Estresse oxidative
Inflamagio (M08, TNFO) __— \

Anorrmalidades pa Perogdario linidica
defesa oo hospedeiro { Pisoprostanos-Fa)
{imfecodes, hipersecrecin)

Imsgivasio da awiprotease Dano oo DNA
{roxicidade da elastase} ik { A&-deozigpancsing)

Deficiéngia antioxidants

- AFGER, i Ee

DPOC

Figura 2. Fumo, estresse oxidative e DPOC. Numerosos processos aumentam o
estresse oxidativo pulmonar e contribuem para o desenvolvimento de DPOC.
Macréfagos (MA), neutrdfilos polimorfonucizares (NPM), xantina oxidase
(X0}, oxido nitrico (NO'), fon hipoclorose (OC1), isoleucing-8 (IL-8) e fator
de adesdo de necrose Tumoral {TNFw). Adaptado de Repine et alii 1997,
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Por sua vez, o muco que reveste o trato respiratério contém uma
variedade de antioxidantes com a fungdo de proteger as células do trato
| resp;mfor:o contra o dano tecidual (Eiserich et alii, 1995) -

Um estudo mostrou que em eritrécitos de alguns fumantes a atividade
das enzimas glicose 6 fosfato desidrogenase (66PD) e GPX era menor quando
comparada & atividade destas mesmas enzimas em ndo fumantes. Nestes
sujeitos os eritrdcitos foram mais susceptiveis d peroxidacdo lipidica 'in vitro'
quando comparados a eritricitos de ndo fumantes e este efeito foi revertido
pela presenga de vitamina E (Duthie et alii, 1991).

O fumo tem sido associado & diminuigdo plasmdtica de ascorbato, B-
caroteno e vitamina C (Murata et alii, 1989). Fluidos alveclares de fumantes
contém menor concenfragdo de vitamina E e uma dieta com suplementagdo
desta vitamina diminuiu os niveis de peroxidagdo lipidica no plasma (Brown et
alii, 1994). Ao contrdrio da vitamina E, alguns fumantes possuem concentracdes
alveolares de vitamina C maiores que em ndo fumantes o que pode ser
interpretado como uma resposta ao alto estresse oxidativo nos pulmdes de
fumantes (Bui et alii, 1992).

Contrariamente, outros estudos mostraram que alguns fumantes

apresentavam um aumento dos antioxidantes no plasma quando comparado ao
de pessoas ndo fumantes, diminuindo assim os niveis de peroxida¢do lipidica
(Mezzetti et alii, 1995). Este aumento nos antioxidantes pode ocorrer em
individuos que desenvolvem uma tolerdncia a presenca de oxidantes, como
gltimo recurso para resistir ao estresse oxidativo, devido a suas composi¢Ses
genéticas ou outras razdes desconhecidas (McCusker & Hoidal, 1990). O que
poderia explicar porque clguns fumantes ndo desenvolvem DPOC. Entrefanto, a

obtencdo de uma relagdo mais direta entre niveis de antioxidantes e fumo
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ainda ndo estd totalmente caracterizada devido ds indmeras varidveis que
podem interferir com este sistema, como estilo de vida, dieta e classe social

~ dos individuos.
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Objetivos

No presente estudo foram avaliades alguns biomarcadores metabdlicos
em amostras de sangue de individuos ndo fumantes, fumantes e pacientes com
insuficiéncia respiratéria crénica antes do inicio do tratamento de
oxigenioterapia com a finalidade de comparar e verificar se ocorriam
adaptagbes bioquimicas especificas induzidas pela doenca e pelo tabagismo.

Um dos objetivos foi determinar os valores de referéncia destes
biomarcadores para a populacdo da cidade de Campinas e Regido a fim de
comparar com os valores jd citados na literatura, determinados principalmente
em outros Paises. Acreditamos que esta caracterizagdo poderd proporcionar
para o grupo portador de insuficiéncia respiratéria crénica com indicacto de
oxigenioterapia uma forma mais precisa de acompanhamento ao longo do
tratamento podendo ser (til fambém para verificar a eficdcia de diferentes
terapias antioxidantes.

Outro ob jetivo do presente trabalho foi caracterizar as adaptagbes nos

biomarcadores utilizados induzidos pelo hdbito de fumar e em pacientes com

DPOC.
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MATERIAIS E METODOS

1. Escoilha dos voluntarios

Este estudo foi realizado em voluntdrios do sexo masculino com idade
entre 40 a 80 anos. Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de
Etica Média (anexo I)e pelo Comité de Etica em Pesquisa (anexo II) do HC da
Unicamp. Foi obtida fambém a aquiescéncia individual de cada voluntdrio
selecionado. Os termos de consentimento estdo apresentados nos anexos IIT
elV.

A selecdo dos pacientes e da populagdo controle foi feita em fungéio da
saturacdo arterial de O; no sangue (SatQ:) medida através de oximetro de
pulso do tipo Pulsox™ 3 - Minolta. O oximetro é um instrumento fotométrico
que realiza medidas ndo invasivas da SatQ; e da pulsacéio do individuo.

Foram excluidos voluntdrios que praticavam exercicios fisicos.

A relag@io entre a SatO; na hemoglobina e a pressdo parcial de oxigénio

(pOz, mmHg) € mostrada na figura 3, apresentada a seguir:
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Figura 3. Relag@o da saturagdo arterial de oxigénio e a pressde parcial de oxigénio

no sangue. Adaptado de Oxygen Saturation Monitor Pulsox™.- 3 - Instruction manual.

a)

Qs voluntdrios foram divididos em .

grupo ndo fumante: constituido de voluntdrios ndo fumantes.

b} grupo fumante: constituide de voluntdrios que fumavam a mais de 10 anos e

_fumando em média 20 cigarros por dia.

Ambos os grupos foram formados por individuos sauddveis, na sua maicria
doadores de sangue do Hemocentro do Hospital das Clinicas que ndo
estavam tomando medicamentos, ndo apresentavam histéria de problemas
pulmonares e com %Sat O; = 96%. Foram excluidos voluntdrios que

praticavam exercicios regularmente.

grupe de pacientes: foram incluidos tedos os pacientes admitidos no

servico de Pneumclogia do Hospital das Clinicas da Unicamp que
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apresentassem um quadro clinico e gasométrico que indicasse a

oxigénioterapia domiciliar.
" Os critérios para indicagdo de oxigenioterapia domiciliar jd estdo bem
estabelecidos na prdtica médica por Cooper et alii (1987) e podem ser assim
sumarizados em:

- pO2<55mmHg ou Sat O; < 88 %;

- pO: entre 56 a 59 mmHg ou Sat O; = 89% com:

» Evidéncia clinica e/ou laboratorial de cor pulmonale;

e Hematdcrito > 56%.

2. Preparo das amostras de sangue. Obtencdo das solucbes de

hemoglobina (hemolisado total)

Coletou-se © mL de sangue da veia antecubital em tubos contendo
heparina e centrifugou-se a 3000x g por 10 minutos. O sobrenadante (plasma)
foi separado e armazenado a - 80 'C apés ser tratado com butilhidroxitolueno

(BHT) 90 puM, um conhecido sequestrador inespecifico de EROS, para

tiubarbitirico (TBARs), grupamento sulfidrila total e proteinas carboniladas.
As hemdceas foram lavadas com solugdo gelada de tampdo fosfato 0.1M
com NaCl 0.9% pH 7.4 e centrifugadas a 700 x g por 5 minutos, desprezando-
se o sobrenadante. Repetiu-se o procedimento por 3 vezes. Foram retiradas
aliquotas de 500 plL que foram hemolisadas com H;O na proporcdo 1:1 (v/v) e

armazenadas a -80 °C para as andlises da atividade das enzimas GR e CAT.
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3. Biomarcadores de ataque de radicais livres

A ocorréncia de ataque a proteinas e lipidios por radicais livres foi
analisada através de trés metodologias: dosagem da concentragto de
substdncias reativas ao dcido tiubarbitirico (TBARs), quantificagdo do
aclimulo de proteinas carboniladas e dosagem da concentracdo de grupamentos

sulfidrila totais no plasma.

a) Determinagdo da concentragdc de hemoglobina

Foi realizada através do método de Drabkin (Beutler, 1975) onde a Hb
em presenca de reagente de Drabkin (Beutler, 1975) forma um composto, a
cianometahemoglobina, que absorve em 540 nm e cujo coeficiente de extingdo

milimolar é 11,5 Mem™.

b) Andlise de peroxidagdo lipidica “in vivo"
- Dosagem de TBARS: Este método consiste na andlise dos produtos finais da

peroxidagdo lipidica (perdxidos lipidicos, malondialdeido e outros aldeidos de

baixo peso moiecular) que ao r'eaglrem com o actdo 2 Tuobarbnfur-lco (TBA)

"formam base de Schlff Esses comp!exos sdo colomdos e sua concentragdo
pode ser determinada por espectrofotometria a 535 nm ou fluorescéncia a
515 nm de excitagdo e 555 nm de emissdo (Yagi, 1976).

O método que permitiu a quantificagdo de TBARs no plasma dentro de
um faixa segura de sensibilidade foi o proposto recentemente por Lotito &
Fraga, 1998. Neste método, 100 pL do plasma descongelado foi tratado com
mais 50 pl de BHT 4% (w/v em etanol), 500 uL de SDS 0,3% (w/v), 2 mL de
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HC1 0,1 M e 300 ul de dcido fosfotungistico 10% (w/v). Apds agitagdo vigorosa
adicionou-se 1 mL de dcido tiobarbitirico 0,7% (w/v) incubando-se a mostra
—em -banho-maria a 90°C por 45 minutos. Apds rdpido resfriamento das
amostras em banho de gelo, o complexo formado com o deido 2-tiubarbitirico
(TBARs) foi extraido com 3 mL de n-butanol. A leitura da fase orgénica foi
feita em espectrofluorimetro a 515 nm de excitacdo e 555 nm de emissdo. A
concentraclo de TBARs foi calculada e expresso em nmolTBARs/mL de plasma
usando-se a curva padrdo de 11,3,3-tetraetoxipropano {TEP) mostrada na

figura 4.

I i i H
0,45 — -
.
g 040 — - .
(5] //
= g P
@ P
2 -
3 035 - .
. 7
ey -
7
_g 30 /// -
¥ .
g
o .
G 025 - P .
-

24 W
= -

020 4 7 ]

0,15 . : , : i : , :

a0 05 1.0 15 20 25
TEP {(nmol/mL)

Figura 4: Curva padrée de 1,1,3,3-tetraetoxipropanc (TEP)
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¢) Quantificagdo de proteinas carboniladas em plasma

Este método foi o proposto por Levine et alii (1990). O composto 2,4-
dinitrofenithidrazina (ONPH) se complexa com grupamentos carbonilados das
proteinas, formando bases de Schiff que absorvem a 380 nm.

A amostra de plasma (100pL) foi diluida com 900 uL de H;O deicnizada
tratada com dcido fricloroacético 20% para precipitagio das proteinas,
centrifugada @ 3000 x g por 10 minutos na temperatura ambiente e o
sobrenadante foi descartado. Os experimentos foram feitos em triplicata
sendo 3 tubos para amostra, onde foi adicionado 1 mL de 24-
dininitrofenilhidrazina (DPNH) 0,01M em HCl 2M e 3 tubos para o branco onde
adicionamos 1 mL HCi 2M. Em seguida incubamos a solugdo por 60 minutos a
37°C com agitagdo a cada 15 minutos. Apds a adigde de 1imlL de dcido
tricloracético 20% as dliquotas foram centrifugadas a 3000 x g por 15
minutos na temperatura ambiente e o sobrenadante foi novamente descartado.
Lavou-se o precipitado com 1 mL de solugdo etanol/acetato de etila (1:1) para
remover © reagenfe em excesso. Apdés 10 minutos  descartou-se o
sobrenadante. Essas lavagens foram repetidas até se obter um sobrenadante

claro que foi descartado. A seguir dissolveu-se o precipitado em 1 mL de

pH 2,3 foi ajustado com dcido tricloroacético. A solucdo de guanidina foi usada
com o branco e determinou-se a absorvdncia da amostra a 380 nm, calculando
a concenfragdo das bases de Schiff usando-se o coeficiente de absorcdo de

22000 M em™. O resultado foi dado em pmol/mL (Levine et alii, 1990).
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d) Quantificag&o de grupamentos Sulfidrila livres em plasma.

Os grupos sulfidrila sdo encontrados sempre em baixas concentraces em

pessoas com doengas, tais como doencas cardiovasculares e artrites

reumatéides (Hall & Gillan, 1979).

O método proposto por Hu (1994) é baseado na reducdo do 5 5-
ditiobis(2-dcido nitrobenzédico) (DTNRB) .

Uma aliquota de 50 pl do plasma foi misturada com ImL de tampdo Tris-
EDTA pH 8.2 e lida a absorvancic em 412 nm com auxilio de um
espectrofotometro (medida A;). Apds isto foram adicionados 20 uL de DTNB
10 mM diluido em metanol. Esperou-se 15 minutos d femperatura ambiente e
fez-se a leitura novamente (Az) junto com um branco contendo somente DTNB
e 'rarrip&o Tris-EDTA (Hu, 1994). Os grupamentos sulfidrilas livres foram
calculados usando o coeficiente de absortividade molar de 13600 cm™ M* da

seguinte forma:
(Az - A; - B) X (a/b)/13600

onde B € a absorvancia de 20 ul da solugdo de DTNB em 1 mL de tampdo, a é o

4. Biomarcadores da atividade do sistema de defesa

antioxidante

As atividades das enzimas GR e CAT foram quantificadas em relacdo a
concentragdo de Hb no hemolisado e determinadas em espectrofotémetro

Beckman modelo 640 segundo o0 método de Drabkin (Beutler, 1975).
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a) Glutationa redutase sanguinea (GR)

Os ensaios foram realizados de acorde com Smith et alii (1988). O
principio do método € baseado na redugdo do DTNB com consequente aumento

na absorvancia a 412 nm:

NADPH +« H" + 6556 _**, NADP' + 2 6SH
6SH + DTNB —> &STNB + TNB

Ao meio de incubagdo contendo tampdio KH:PO4 0,2 M2 EDTA 1 mM em
pH 7,5 foram adicionados 25C ul de DTNB 3 mM, H;O para completar o
volume de 1 mL e NADPH 100 uM. Apds todas estas adigdes, foi feita a leitura
do branco. O hemelisado (5 ul.} e 5556 20 mM (50 ul) foram misturados para
iniciar a reagdo. Por esta metodologia a velocidade da reacdo € linear por 3
minutos. Assim, a medida da atividade da GR se dd através da velocidade com
que o DTNB € reduzido pela GSH, provecande um aumento no valor da
absorvancia a 412 nm.

Para o cdlculo da atividade da enzima no sangue é utilizada a seguinte

“equaclo: B TO0xA/HDbT “onde B € a atividade "em unidades internacionais

(UT)/grama de hemoglobing, A € o nimero de unidades de enzima da amostra e
é calculada pela equagdo: AA/13.600xV./V., onde AA € a diferenca da
absorvdncia a 412 nm em 1 minuto, 13.600 M.cm™ é o coeficiente de extingdo
do TNB a 412nm, V. € 0 volume de hemolisado na cubeta, V. é o volume total
adicionado na cubeta e [Hb] € a concentragdo de hemoglobina do hemolisado

em g/dL (Beutler, 1975).
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b) Catalase (CAT)

... Os ensaios da amostra de hemolisado foram realizados de acordo com

Aebi (1984). O meio bdsico de reacdo contém tampdo fosfato 50 mM pH 7,0 e
peréxido de hidrogénio (H:0:) 10 mM. A medida da atividade da CAT se dd
através da velocidade com que o H:0; é reduzido pela agdo da enzima,
provocando uma diminuigdo no valor da absorvdncia em 240nm. A diferenca na
leitura das absorvdncias a 240 nm, em um determinado intervalo de tempo, nos
permite determinar a velocidade de redu¢do do H:0; , que é proporcional &

velocidade da reagdo enzimdtica catalisada pela CAT.

CAT

HzOz oy H20+ Oz

O cdlculo da atividade da catalase sangiiinea é feito pela seguinte
equagdo: (2,3/At1).(a/b).(logAi/Az), onde a é o volume total adicionade na
cubeta e b € a concentragdo de Hb em g/L, A; o valor da absorvéncia em =0 e
az € o valor da absorvdncia no tempo final, que em nosso caso se dd aos 15

segundo apés o inicio da reagdo.

5. Dosagem da atividade da Creatina Kinase e concentragdo de

Hemoglobina e dcido urico no sangue total

Uma aliquota de 32 ul do sangue total foi utilizada para andlise da
atividade da enzima CK e concentragdes de Hb e dcido Urico até no mdximo 5
horas apds sua coleta. Todas as dosagens foram realizadas através de fitas

reativas pelo aparelho REFLOTRON (Boehringer Mannhein). O aparelho



Materiais e Métodos 44

REFLOTRON mede reflectometricamente a variacdo de cor que acontece
durante a reagdo na fita reativa através de uma esfera de Ulbrich. Esta
- esfera regula o comprimento de onda e a compensacdo do zero de acordo com
a dosagem a ser realizada. Todas as informacdes especificas a respeito da
dosagem executada estdo contidas num cédigo magnético na prépria fita
reativa, que € lido automaticamente pelo aparelho antes de iniciar a dosagem

da amostra, propriamente difa.

a) Creatina quinase(CK).

A determinagdo da concentraglo da enzima foi realizada segundo o

principio abaixo (Braun et alii, 1988):
Creatina fosfato + ADP —%£»  creatina + ATP

Glicerol + ATP —%%5  Glicerol-3-P + ADP

Glicerol-3-P + O, £*S. diidroxicetona fosfato + H,0,

H.0, + indicador 295 diidroxicetona + H,O

_Faixa de sensibilidade: até 1400U/L . . .

b) Hemoglobina Total (Hb).

A andlise da concentraglo de Hb foi realizada segundo o esquema

abaixo (Van Assendelft 1970):
Hb + K3 [Fe (CN),] metacianohemoglobina

Faixa de sensibifidade: 5,0 - 20,0 g/dL
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c) Acido drico (AV).

A andlise da concentmgao de acudo urlco fou ‘realizada segundo o

mesquema (Mer-des et alii, 1985):

Acido drico + H:0 +0: Lricase,  alantoina + CO; + H,0;
H,0, + indicador PPy derivado colorido + H.0

Faixa de sensibilidade: 2,0 - 20,0 mg/dL

6. Dosagem da concentracdo de lactato sanguineo

As dosagens de lactato sanguineo foram feitas com auxilio do aparelho
portdtil lactimetro Accusport (Boehringer Mannhein) que também opera

através de fitas reativas especificas.

7. Andlise estatistica

Os dados foram descm‘os ‘como. medlana 1° e 3° Quartis e va!or'es

minimo e mdximo. O ’res‘re ndo par-amefmco de Mcnn Wht’mey foi usado para
comparar os pardmetros entre os grupos estudados. O nivel de significdncia

adotado foi de 5%.
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Resultados e Discussdo

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de tabelas e
grdficos de modo a facilitar a comparagdio dos dados entre os 3 grupos de
individuos analisados. Aplicou-se andlise estatistica ndo paramétrica pelo fato
de a SatO; ser medida em porcentagem, além da idade dos individuos
analisados variar entre 40 e 80 anos, ndo se podendo prever o comportamento
das varidveis. Neste caso, os valores de média e desvio padrdo ndo sdo
adequados pois sdo afetados de forma exagerada pelos valores extremos. Por
este motivo, para a discussdo dos dados usamos os valores da mediana (50%) e
intervalos interquartis (25% e 75%) dos valores obtides, os quais podem ser

localizados através das linhas horizontais nos grdficos.

CARACTERIZACAO DAS ADAPTACOES NOS SISTEMAS DE
DIFUSAO, TRANSPORTE E UTILIZACAO DE O, EM FUMANTES E
PACIENTES COM DPOC

A Tabela T mostra os dados de porcentagem de saturacto arterial de Oz

na hemoglobina (%Sat0;), concentragiic de hemoglobina no sangue total e
concentragdo de lactato sanguineo para os trés grupos analisados: ndo
fumantes (NF), fumantes (F) e pacientes com DPOC (DPOC) com indicagdo

para o inicio do tratamento de oxigenioterapia.
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Tabela I. Efeito do cigarro e da hip crénica sobre biomarcadores dos
sistemas de difusdo, transporte e utilizacdo de O:.

R ——— e e -
Analisados Ndo fumante Fumante DPOC
n 23 14 21
Sat. O; 97,0 96,5 803 *
(%) (96,0 - 97,0) (96,0 - 97.0) (66,0 -86,5)
n 20 12 16
Lactato 2,0 2.1 27 *
(mmol.L™) (1,8 - 2,5) (2,0-3,2) (22-3.2)
n 34 11 21
Hemoglobina 155 167 * 174 *
(mg.dL™) (147 - 16,6) (15,8 - 18,4) (14,7 - 19,0)

Os valores estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil entre
parénteses. * (p<0,05)

Podemos observar claramente que somente no grupo DPOC ocorreu um
regime de hipéxia, com diminuicdo significativa em relagdo aos grupos NF e F
na %5atO.. Para o grupo NF e F praticamente ndo foram detectados
diferencas nesses valores. Esses resultados sdo esperados, uma vez que

somente pacientes com Sat0; < 89% recebem indicagdo para oxigenioterapia.

0% dados "da Tabela T mostram ‘que esse regime de hipéxia induz duas

adaptacdes metabdlicas importantes nos pacientes. Uma delas é o aumento
significativo na concentracdo de lactato sanguineo, quando comparade ao grupo
NF. De fato, hd resultados mostrando que quando a obstrucdio aérea é severa
ou prolongada pode-se desenvolver uma acidose celular (Rabbat et alii, 1998). A
elevagdo nos niveis de lactato geralmente reflete a hipoxemia do tecido e um
metabolismo predominantemente anaerdbio. Uma hipdtese para explicar o

aumento ha concentraco de lactato seria sua producdo pelos misculos
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respiratorios, que estariam sob fadiga devido ac aumento do trabalho
inspiratério e expiratdrio (Roussos, 1990).

A outra adaptacdo observada foi ¢ aumento significativo na
concentragdo de Hb para o grupe DPOC quando comparado ao grupo NF.
Pacientes com DPOC tém frequentemente cianose e uma baixa saturagdo de
oxigénio nas hemoglobinas, conforme mostrado acima. Nos pacientes com
enfisema pulmonar e bronquite crénica a hipoxemia pode ser significativa e
muitos deles desenvolvem um aumento compensatério no volume de células
vermelhas (Erslev, 1995). Este aumento é normaimente expresso em termos de
uma eritrocitose, fambém conhecido como policitemia secunddria. Este € um
termo usado para descrever um grupo de mudangas caracterizadas por um
aumento na massa de células vermelhas como consequéncia de um aumento na
sua produgdo. O objetivo deste aumento seria compensar a falta de oxigénio,
minimizando a hipdxia tecidual. Porém, como nos pacientes a hipéxia é
persistente, na verdade o que pode estar ocorrendo é um aumento mais
acentuado na "reperfusdo” tecidual, mas sem a resolugdo do probiema.

Na literatura existem trabathos mostrande que mesmo entre pacientes

com aumento no volume de células vermelhas, a concentragdo de hemoglobina e

hematdcrito ndo estdo sempre aumentadas (Gallo et alii, 1964). Isto pode ser
atribuido a um aumento concomitante no volume plasmdtico (Shaw & Simpson,
1961). Porém, no nosso trabalho o aumento observado na concentragdo de Hb
no sangue do grupo DPOC pode ser explicado pelo fato destes pacientes
apresentarem  policitemia secunddria com aumento concomitante na
concentragdo de Hb no sangue total.

Os dados do grupo F mostram que estes individuos ndo sofrem

alteracdes significativas quando comparados a aqueles do grupe NF para a
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%5at0; e concentragdo de lactato sanguineo. Entretanto, na Tabela I podemos
observar um aumento significativo na concentragdo de Hb no grupo F, quando
secunddria. Esse diagndstico de policitemia aconteceu em fumantes crénicos
que possuem fungdo respiratdria normal. Sugere-se que essa adaptacdo seria
conseqiiéncia de um aumento na concentragdo de carboxihemoglobina,
resultante da inalagdo do mondxido de carbono (CO) do cigarro. Foi
demonstrado que essa policitemia secunddria dos fumantes era parcialmente
corrigida quando estes individuos paravam de fumar e a concentracio de

carboxihemoglobina na circulagdo voltava ao normal (Smith & Landaw, 1978).

CARACTERIZACAO DOS GRUPOS QUANTO AO GRAU DE
ATIVIDADE FisIcA

A figura 5 mostra as atividades da enzima creatina quinase {CK) no
sangue dos 3 grupos analisados. A enzima creatina quinase pode ser utilizada
como diagndstico de problemas musculares, pois é uma enzima especificamente

intframuscular (misculos esqueléticos e cardiaco). A deferminacto de sua

~ concentragdo no sangue reflete portanto, ou niveis aumentados de lesdo, ou

niveis diminuidos de atividade muscular.

Podemos observar que entre os grupos NF e F ndo aparecem diferencas
significativas. Porém, quando comparamos os grupos NF e F com o grupo DPOC
observamos uma concentracdo significativamente menor de CK para o grupo
DPOC. No presente estudo foram excluidos voluntdrios que praticavam
exercicios regularmente e ainda assim encontramos uma diferenca

significativa na atividade da enzima creatina quinase entre os grupos DPOC e
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os outros dois grupos. Nossa interpretagdo é que esses dados indicam a

dificuldade desses pacientes se locomover devido d falta de oxigénio tecidual.

300

(n;26)

250 -

:

Creatina quinase (U/1)
3 8
i 1

I
NF F DPOC

Figura 5: Representagdo grdfica da comparagdo da atividade de creatina quinase no
sangue dos grupos ndo fumante (NF), fumante (F) e paciente (DPOC). Os
dados foram apresentados como mediana, 1° e 3° quartis e valores minimo e
mdximo. Os valores entre parénteses representam o nimero de individuos
no grupo. * (p<0,05)

No seu conjunto, esses dados mostram que a concentraclo de
hemoglobina significativamente aumentada, na tentativa de melhorar o aporte
de O; para os tecidos e o menor grau de atividade fisica dos pacientes devem

contribuir para o© aumento pequeno, embeora significative, do lactato

proveniente de miisculos esqueiéticos.
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CARACTERIZACAQ DOS EFEITOS DO CIGARRO E HIPOXIA CRONICA
SOBRE BIOMARCADORES DE ATAQUE OXIDATIVO A PROTEINAS E
e upiseos. |

Utilizamos neste trabatho frés biomarcadores de ataque oxidativo. Um
deles marcando ataque oxidativo a lipideos e dois a proteinas. Utilizamos dois
biomarcadores de ataque oxidativo a proteinas devido aos estudos serem mais
escassos na literatura. Assim, os dados da Tabela IT mostram os resultados
obtidos sobre a determinagdio das concentragdes de proteinas carboniladas,
grupamentos sulfidrila livres e substéncias que reagem ao dcido tiobarbitirico

(TBARs) para os trés grupos de individuos estudados.

Tabela II. Efeitos do cigarro e Hipdxia Crénica sobre biomarcadores de
ataque oxidativo a proteinas e lipidios.

Parametros Grupo 6rupo 6rupo
Analisados Ndo fumante Fumante DPOC
n 19 9 16
Prot. Carbonilada 69 67 68
umol. mL™ (60 - 88) (52 - 63) (51 - 81)
TBARs 2,24 2,31 -
nmol.mL™ plasma (1,71 -253) (1,30 - 2,65) -
n 19 9 10
Grupos sulfidrila 488.,6 4218 * 3055 **
pumo.L? (4477 - 517,0) (3809-4536) (2830 - 347,0)

Os valores estdo apresentados como mediana e intervalo interquartit entre
parénteses. * (p<0,05) **(p<0,001)
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Podemos observar entre os biomarcadores de ataque oxidativo a
proteinas, que a quantificagio de proteinas carboniladas no plasma ndo
apresentou dif erenga significativa entre os grupos NF, F e DPOC. Concordando
com nossos resultados, Rahman et alii (1996) ndo mostraram diferencas
significativas na concentragdo de proteinas carboniladas entre os grupos NF, F
e DPOC. Brown et alii (1996) estudando pacientes portadores de fibrose
cistica também ndo mostraram diferencas significativas na concentracdo de
proteinas carboniladas no plasma quando compararam pacientes com disfuncéo
puimonar leve e pacientes portadores de disfuncdio pulmonar severa. Esses
dados sugerem que a maioria das proteinas que foram carboniladas por EROs
podem estar sendo rapidamente degradadas por proteases (Wolff & Dean,
1986), ndo se constituindo um biomarcador eficiente de ataque oxidativo a
proteinas, pelo menos nesse modelo experimental. Esta interpretacdio é
reforgada pelos trabalhos de Cross et alii (1993) e Eiserich et alii (1995), que
encontraram um cumento na concentragdo de proteinas carboniladas somente
com a exposigdo direta do plasma & fumaca de cigarro.

Quando analisamos a concentragdo de grupamentos sulfidrila livres no

plasma dos trés grupos estudados verificamos diferencas significativas

observar que o grupo F possui uma concentragdio de grupamentos sulfidrila
significativamente menor que o grupe NF. Jd no grupo DPOC essa diferenca &
muito mais evidente (p<C,001), mostrando que este grupo possui concentracdo
de grupamentos sulfidrila livres ainda menor que o grupo F. Estes dados
indicam claramente que o hdbito de fumar, acentuado pela instalacdo de uma
condicdo de hipéxia persistente induz um maior ataque oxidativo,

caracterizado pela oxidagdo de grupos sulfidrila livres, que portanto diminuem.
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E inferessante notar que esse ataque oxidativo a proteinas ndo pode ser
detectado quando analisamos somente a concentragio de proteinas
carboniladas plasmdticas. |

Através da andlise da concentragdio de grupos sulfidrilas livres, vdrios
autores jd citados acima mostraram resultados que concordam com os nossos.
Cross et alii (1993) e Eiserich et alii (1995) mostraram que a exposicéo direta
do plasma a fumaca de cigarro induz diminuigdo na concentragdo de grupos SH.
No estudo com pacientes portadores de fibrose cistica com disfuncdo
pulmonar leve e severa a concentragdo de grupos SH foi menor no grupo com
disfungdo puimonar severa (Brown et alii, 1996). Além disso, Rahman et dlii
(1996) mostraram diferencas significativas na concentracfio de grupamentos
sulfidrilas livres entre NF e DPOC. Todos esses resultados sugerem que a
concentragdio de grupos sulfidrilas livres é um biomarcador eficaz do ataque
oxidaftivo.

Um dos objetivos deste trabalho foi analisar a peroxidagdo lipidica
induzida pelo hdbito de fumar e pela obstrugdio respiratéria crénica e para isso
fizemos a determinagfo da concentrac@o de substéncias reativas ao dcido

tiubarbitirico (TBARs) no plasma. Existem trabalhos que mostram um aumento

ndo fumantes. Este aumento pode ser justificado levando-se em conta o grande
nimero de espécies produtoras de radicais livres encontrados no cigarro
(Pryor et dlii, 1983; Church et al, 1985). Entretanto, os dados obtidos na
literatura ainda ndo sdo conclusivos, devido ds vdrias divergéncias encontradas
em relagdo a estas dosagens (Nadiger et alii, 1987; Duthie et alii, 1989: Liu et
alii, 1998).
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Nossas andlises foram realizadas apenas nos grupos NF e F e entre
esses grupos ndo houve diferenga significativa. Na literatura encontramos
~ autores que confirmam nossos dados (Duthie et alii, 1989; Duthie et alii, 1993:
Marangon et alii, 1998). Por sua vez, estudos analisando a concentragdo de
TBARs no plasma de individuos fumantes e ndio fumantes mostraram que os
individuos que eram fumantes hd menos de dez anos apresentaram maior
concentragio de TBARs no plasma que o grupo ndo fumante. Jd nos individuos
que eram fumantes hd mais de dez anos a diferenca na concentracdo de TBARs
ndo foi significativa quando comparada ao grupo ndo fumante (Nadiger et alii,
1987). Estes achados também parecem concordar com nossos dados, jd que o
nosso grupo F era formado por individuos que fumavam hd mais de 10 anos. Em
outro trabalho recente os autores mostraram um aumento na concentraciio de
TBARs somente em fumantes com idade acima de 45 anos, sendo que em
fumantes com menos de 45 anos a diferenga ndo foi significativa em relacdo ao
grupo ndo fumante (Liu te alii, 1998).

Resumindo, embora dois dos biomarcadores de ataque oxidativo
utilizados neste trabalho nde tenham registrado diferengas significativas, a

diminuigdo na concentragdo de grupos sulfidrilas livres indicam um maior

- ataque oxidativo para ambos os grupes analisados, fumantes e pacientes com

DPOC.
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CARACTERIZ ACAO DOS EFEITOS DO CIGARRO E HIPOXIA CRONICA
SOBRE O SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE
~ Os dados apresentados anteriormente indicaram um aumento no ataque
oxidativo, derivado tante do aumento na produgdo de EROs pelos oxidantes
presentes no cigarro quanto pela sua formagdo aumentada devido a situacdo de
hipéxia induzida pela obstrugdo respiratéria crénica. Fomos investigar se, além
de um aumento na formagdo de EROs, também havia uma diminuicdio na
atividade do sistema de defesa antioxidante, com o objetivo de registrar qual
situagdo induziria um maior nivel de estresse oxidativo ao organismo.
Os dados da Tabela IIT mostram a atividade das enzimas catalase
(CAT) e glutationa redutase (GR) e a concentracdo de dcido trico como
integrantes do sistema de defesa antioxidante nos trés grupos de individuos

estudados.

Tabela III. Efeitos do cigarro e Hipdéxia Cronica sobre o sistema de defesa
antioxidante

Pardmetros Grupo 6rupo Grupo
Analisados Ndo fumante Fumante DPOC
n 25 16 23
Catalase 03%5 0407 0310*
T IS O 6 35570 4 6330 - 0.364)
n 22 12 17
Glutationa redutase 12,2 142 135
U.gHb™ (11,3 - 13,6) (12,1 - 15 5) (10 - 14,3)
n 34 20 22
Acido Urico 6,41 541 * 6,24
mg.dl™ (5,57 - 6,94) (4,29 - 6,38) (449-722)

Os valores estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil entre
parénteses. * (p<0,05)
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Podemos observar que o grupo DPOC possui atividade significativamente

menor da enzima catalase quando comparado ao grupe NF (p<0,05). Esta
‘diminuigdo ndo foi significativa quando comparamos os grupos NF e F. Este
resultado também foi demonstrado por Duthie et alii (1991) em trabalho com
fumantes e ndo fumantes. Por outro lado, se observarmos os dados da mediana
dos grupos, podemos verificar que eles tendem a ser inclusive mais altos que o
grupo NF. Isto talvez explique o menor nivel de ataque oxidativo encontrado
no grupo F, quando comparado ao grupo DPOC (Tabela IT).

Hd estudos mostrando um aumento na concentracdo de H.0, exalado
em sujeitos com DPOC, em relacdo aos sujeitos controle, evidenciando
aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas vias aéreas
destes pacientes. Este aumento na produgtio de H;O; pode ser causado pelo
aumento do nimero de células inflamatdrias ou pelo aumento da produgdo de
H:0; por estas células (Dekhuijzen et alii, 1996). Como a catalase é uma
enzima bdsica na regulacdo dos niveis de H:0:, nossos resultades podem
explicar esse aumento observado.

A comparacdo da atividade enzimdtica da GR nos grupos NF, F e DPOC

ndo mostrou diferengas significativas entre os 3 grupos. Estes dados estdo

" melhor visualizados na Figura 6.
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Figura 6: Comparagde da atividade da enzima giutationa redutase entre os grupos
ndo fumante (NF), fumante (F) e paciente (DPOC). Os dados foram
apresentados como mediang, 1° e 3° quartil e valores minimo e méximo. Os
valores entre parénteses representam o nimerc de individuos no grupo. *
(p<0,05).

Na literatura existem poucos trabalhos mostrande a atividade desta
enzima em fumantes ou pacientes com DPOC. Entretante, Duthie et alii (1991)

mostraram que a gatividade da enzima glutationa peroxidase ndo era

significativamente alterada entre fumantes e ndio fumantes. Podemos supor

que a atividade da enzima glutationa redutase também ndo seria afetada jd que
estas ducs enzimas sdo dependentes entre si, pois pertencem ac mesmo
sistema responsdvel pela manutengdo dos niveis de glutationa reduzida. Estes
dados concordam com os dados por nds encontrados. Outros trabalhos mais
recentes também ndo mostraram diferencas significativas nas atividades
destas enzimas entre fumantes ¢ ndo fumantes (Leonard et alii, 1995; Durak et

alii, 1999). Smith et alii estudaram a atividade destas enzimas nas células
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pulmonares de pacientes com asma e também ndo encontraram alteracfes nas
atividades das enzimas antioxidantes (Smith et alii, 1997).

A diminuigdo na concentraclo de grupos sulfidrilas livres observada na
Tabela IT pode ser atribuida & uma diminuigdio na concentragdo de glutationa
reduzida (6SH) (Roum et alii, 1993), como consegiiéncia de sua oxidacdo. Como
neste estudo ndo observamos nenhuma diferenca significativa na atividade da
enzima glutationa redutase entre os 3 grupos, este fato poderia explicar a
diminuigdo na concentragdo de grupos sulfidrilas livre mostrados na Tabela IT,
pois esta enzima é uma das principais responsdveis pela manutencdo do
equilibrio GSH/ 6556 celular.

Existem propostas na literatura que sugerem que a presenca de dcido
drico no plasma seria um mecanismo protetor, selecionado peia evolugdo, contra
o ataque de EROs e uma diminuigdo na sua concentragdo poderia indicar um
maior ataque oxidativo a esta molécula (Ames et alii,1981). Nossos dados
mostram que ndo houve diferencas significativas entre os grupos NF e DPOC,
porém no grupo F a concentragde de dcido trico estava significativamente
menor que no grupo NF. Estes resultados sdo contraditérios com a maioria dos

trabalhos da literatura, que ndo mostram diferencas significativas na

Duthie et alii, 1993; Liu et alii, 1998). Porém, Eiserich at alii (1995) relataram
que quando o plama sanguineo era exposto a fase gasosa do cigarro, ocorria a
deplecdio de dcido drico e glutationa.

O dcido drico parece ser um eficiente seqiiestrador de oxigénio singlete,
radicais peroxil e radicais hidroxila (Halliwell & Gutteridge, 1989). A
diminui¢do na concentragdo de dcido Urico apresentado pelo grupo F sugere que

esta molécula esteja sendo oxidada, agindo como um antioxidante “in vivo" para
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os radicais gerados principalmente pela fase gasosa do cigarro. Jd o grupo de
pacientes, no estdgio de hipéxia crdnica em que se encontram hd um aumento
" na concentracdo de dcido drico pela reagio da adenilato quinase e neste caso,
ndo foram observadas altera¢des significativas na concentracéo de dcido drico
quando comparados ao grupo NF, refor¢ando a interpretacdo de um efeito
antioxidante especifico do dcido drico para radicais. O aumento ng
concentragdo de dcido Urico seria melhor detectado se fosse feito um teste de

“clearance" de fosfato na urina dos pacientes.
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CONCLUSOES

Os dados apresentados nesta tese mostram que o hdbito de fumar
aumenta o nivel de estresse oxidativo no organismo, que se acentua com a
nipdxia persistente, caracteristica da Doenga Pulmonar Obs?rufiva Crénica.
Esta interpretagdo pode ser melhor visualizada quando analisamos a Figura 7
(A e B), que mostra a razdo entre ataque oxidativo e defesa antioxidante,
obtida dividindo-se os dados da mediana dos grupos de ataque oxidativo
(representado pela concentragdo de grupamentos sulfidrila) pelos das enzimas
da defesa antioxidante (GR, Figuras 7A e CAT, Figuras 7B). Desta forma,

quanto maior o nivel de estresse oxidativo, menor a razdo obtida:

40 4

30 -

(A) )

Figura 7: Razdo ataque oxidativo/defesa antioxidante

Podemos observar claramente uma diminuicdc nesta razde em
consequéncia principalmente, de uma diminuiglo na atividade do sistema de
defesa antioxidante. Esses dados nos permitem propor que a terapia

antioxidante deveria preceder a indicagdio da oxigénioterapia, dltimo recurso
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de tratamento disponivel, com o objetive, principalmente de preservar ou
aumentar a atividade do sistema enzimdtico de defesa.

Acreditarmos que caracterizacdo dos niveis de estresse oxidativo por
biomarcadores moleculares da popuiagdo de Campinas e Regido que recebe
tratamento no Ambulatdrio de Pneumologia do HC-Unicamp antes do inicio do
tratamento de oxigenioterapia, comparada a um grupo de individuos ndo
fumantes e fumantes contribuiu com o trabalho conjunto realizado por este
Laboratdrio e o Departamento de Pneumologia do HC-Unicamp pois permitird:

- Acompanhar a evolugdo destes mesmos pardmetros ao longo do
tratamento de oxigenioterapia, trabalho que jd esté em andamento
em nosso laboratério (Soraya El Khatib, Tese de Doutorado) de uma
maneira muito mais criteriosa;

- Acompanhar o efeito de diferentes terapias antioxidantes propostas
na literatura em diferentes etapas da evolugdo da doenca e do
tratamento com oxigénio, afim de verificar sua eficdcia e melhor

momento de inicid-la.
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ANEXO1

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
HOSFITAL DAS CLINICAS
COMISSAO DE ETICA MEDICA

CONSULTA No. 435/97-C.Etica

DATA: 27.10.97

ASSUNTO: “Estrufura ¢ fungdo da fibra muscular estriada esqueléfica em
condigdes de hipoxemia severa ¢ a resposta adaptativa a anaerobiase: estudo
pré e pos-oxigertioterapia prolongada domiciliar”

INTERESSADQ: Dra. llma Aparecida Paschoal

RELATOR: Dr, Plinio Trabasso

PARECFER

Consideramos que o protocolo referido acima, bem como seu
Termo de Consentimento Pos-Informagao obedecem os requzlsifos necessarios
para pesquisa. No entanto, deverdo ser acrescentados os nimeros de telefone
de fodos os pesqwsadores e da Comissdo de Etica Médica (7888004), caso o
paciente necessite entrar em contato.

Ltz Comissdo manifesta-se favordvel d realizagdo do estudo.

Dr. Plinio Trabasso
MEMBRO RELATOR




ANEXO II

|  FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
",' | COMITE DE ETICA EM PESQUISA
X Caixa Postal 6111
' 13083-970 Campinas-S.P.

".} - = (015) 289.3745 ou 7252
UNICAMP (019) 289.3114 fax
B cep@heada.fem.unicamp.br

PARECER: N° 120/98

PESQUISA: ESTRUTURA E FUNCAO DA FIBRA MUSCULAR ESTRIADA
ESQUELETICA SOB CONDICOES DE HIPOXEMIA SEVERA E A
RESPOSTA ADAPTATIVA A ANAEROBIOSE: ESTUDO PRE E POS

OXTGENIOTERAPIA PROLONGADA DOMICILIAR ( coleta de
sangue da veia anfecubital )

PESQUISADORA: Soraya El-Khatib

O Comit& de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, apés aprovagdo da Comissdo de Etica Médica do HC da UNICAMP em
22/Abril/1996, referenda a pesquisa supracitada bem como o Consentimento Pds-
Informagao por‘ es*h:lr'em confempiadas as Resoiugoes 196/ 96 e 251/ 97

CEP/FCM, 21/09/98

Prof. Dr. FORTL
PRESIDENTE do

ARTONIO BADAN PALHARES
TE DE ETICA EM PESQUISA
CM / UNICAMP



Anexo III

TERMO DE CONSENTIMENTO

Concordo em participar da pesquisa denominada *Estrutura e funcdo da
fibra muscular estriada esquelética em condigdes de hipoxemia severa e a
resposta adaptativa & angerobiose: estudo antes e apds uso de oxigenoterapia
prolongada domiciliar”,

Serei submetido a colefas sanguineas antes e depois do inicio do use da
suplementaglio de oxigénio. Este procedimento serd feito com todos os
cuidados de assepsia necessarios e por profissional capacitado e
habilitado. Sera coletado 5 mlL de sangue da veia antecubital com seringas
e agulhas descartdveis.

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

Em caso de qualquer divida devo reportar-me ao Farmacéutico
responsdvel ou Médico assistente através de um dos telefones fornecidos

abaixo ou ao Servigo de Pneumologia do HC-Unicamp.

ENTEIEGCO! .o ettt ettt et st seer s st et es s e e esee et et ea e r st ee e seeseenenen
........................................................... Telefone para contato: ........cvecceveeceeeerereeee.
Campings, .......... YA AN

ASSINATUNG O PACIENTE! ...t ss e st se st s s s s ses e

Assinatura do Pesquisador responsavels ... eeaens



Anexo 1V

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu,

. portador do R.G. n*:

,

declaro concordar em participar como voluntdrio nos testes referentes ao
trabalho de mestrado da aluna ANDREA FERREIRA MENDES CARMONA, do
Instituto de Biologia - Departamento de Bioquimica - UNICAMP. Os quais
serdo conduzidos no Laboratdrio de Bioenergética sob orientacdo da Prof.
Dra. Denise Vaz de Macedo.

Estou ciente de que os dados obtidos seréio entregues em resumo apds um
periodo de tempo necessdrio para andlise dos resultados. Declaro e concordo

que os dados fornecidos serdo utilizados exclusivamente com a finalidade de

~ avaliar os par@metros bioquimicos para compard-los com pacientes com DPOC

- Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica.

Campinas, de de 1999

Assinatura:




Anexo V

Comunicacoes em Congressos Nacionais

A. F. M. Carmong, L. Pereira da Silva and D. V. Macedo (1997) "The periferic
benzodiazepine receptor is not involved on mitochondria permeability
transition pore opening". XXVI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular - SBBq - Caxambu, M&.

A. F. M. Carmona, S. El-Khatib, I. A. Paschoal, L. Pereira da Silva e D.V.
Macedo (1999) " Adaptagdes em biomarcadores de estresse oxidativo por
tabagismo e em portadores de Insuficiéncia Respiratéria Crénica". XIV
Reunido Anual da Federagdo de Sociedades de Biologia Experimental -
FeSBE - Caxambu, MG.




