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RESUMO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) é uma condicdo lentamente
progressiva de pobre reversibilidade que se caracteriza pela limitacdo do fluxo aéreo
associada a uma resposta inflamatéria anormal dos pulmdes. Seu desenvolvimento e
progressdo estdo relacionados ao incremento do estresse oxidativo, sendo este um
importante componente patogénico da inflama¢do das vias aéreas nesta doenca.
Sendo assim, este estudo caso-controle teve por objetivo avaliar e quantificar danos
no DNA (pelo do ensaio cometa alcalino simples e modificado com as endonucleases
Fpg e Endo III e pelo teste de micronucleos de esfoliado da mucosa oral) em lipidios
(pelo ensaio de TBARS) e proteinas (pelo ensaio com DNPH), bem como avaliar a
influéncia dos polimorfismos de genes envolvidos na Fase I do metabolismo de
xenobidticos (CYP1A1 C2453A e CYP2E1 C-1053T), Fase Il (GSTM1nu, GSTT1nu €
GSTP1 Ile105Val), e na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (CAT C-262T e
GPx1 Prol198Leu) sobre os biomarcadores. A populacdo estudada compreendeu 51
individuos de fun¢do pulmonar saudavel e 51 pacientes com DPOC da regido do Vale
do Rio Pardo, RS, Brasil. Os pacientes apresentaram indices de dano superiores no
cometa alcalino e modificado com Fpg e Endo IIl (P<0,001; P=0,023 e P=0,021,
respectivamente). Ndo houve diferenca na formacdo de MN entre os grupos
(P=0,651). Os pacientes que ndo participavam de um programa de reabilitagdo
pulmonar apresentaram indices de peroxidacao lipidica superiores aos controles e
aqueles que participavam dos exercicios (P<0,001). Adicionalmente, foi encontrada
uma tendéncia a uma maior carbonilacdo proteica nos pacientes ndo aderentes ao
programa. Todos os polimorfismos investigados apresentaram diferentes efeitos
modulatérios nos indices de dano do ensaio cometa, nos controles, pacientes, ou
ambos, mas ndo na forma¢do de micronucleos. Além de ressaltar os efeitos da
inflamacao sistémica tipica da DPOC, esse estudo evidencia a influéncia da
variabilidade genética individual sobre o dano ndo clastogénico no DNA destes

pacientes.



ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a slowly progressive condition of
poor reversibility that is characterized by airflow limitation associated with an
abnormal inflammatory response of the lungs. Its development and progression are
related to increased oxidative stress, which is an important pathogenic component of
airway inflammation in this disease. Thus, this case-control study, aimed to evaluate
and quantify DNA (using the alkaline and endonuclease-modified comet assay and
micronucleus test in exfoliated oral mucosal ), lipid (TBARS) and protein (DNPH
assay) damage, and to evaluate the influence of genetic polymorphisms of genes
involved in Phase I metabolism of xenobiotics (CYP1A1 C2453A, CYP2E1 C-1053T),
Phase Il (GSTM1,un, GSTT1nun, GSTP1 Ile105Val), and neutralization of ROS (CAT C-
262T and GPx1 Pro198Leu) on these biomarkers. The target population comprised 51
individuals with healthy pulmonary function and 51 patients with COPD from the Rio
Pardo Valley, RS, Brazil. The patients had higher Damage Index (DI) in the alkaline,
Fpg and Endo Ill-modified comet, (P <0.001, P = 0.023 and P = 0.021,
respectively). There was no difference in the formation of MN between the groups (P
= 0.651). Patients who had not participated in a pulmonary rehabilitation program
showed higher levels of lipid peroxidation than the controls and those who
participated in the exercises (P <0.001). Additionally, it was found a trend towards a
higher protein carbonylation in these non-adherent patients. All investigated
polymorphisms had distinct modulatory effects in the comet assay’s DI in controls,
patients, or both, but not in the micronucleus formation. Aside from highlighting the
effects of the COPD’s typical systemic inflammation, this study stresses the influence

of individual genetic variability on non-clastogenic damage in these patients’ DNA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicao

Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) ndo é uma doenga de etiologia
Unica, mas sim um grupo heterogéneo que agrupa diversas doencas de manifestacao
similar e inclui processos patolégicos dispares e que podem se sobrepor como:
bronquite cronica, enfisema, bronquiectasia e bronquiolite (Stockley, R. A. et al,

2009).

O critério diagndstico mais utilizado atualmente é a taxa do volume expiratoério
forcado no primeiro segundo pds-aplicagdo de broncodilatador pela capacidade
expiratéria forcada (também conhecido como Indice de Tiffeneau) < 0,7 conforme
ditado pela Global Initiative for Chronic Obstructive Pulmonar Disease (Gold, 2011).
Tendo em vista que a capacidade pulmonar decresce naturalmente com a idade
(Figura 1) sdo recomendados uma série de outros critérios para auxilio do
diagnostico, como exposicdo a fatores de risco (tabagismo passivo ou ativo), poluicao
ambiental, queima de biomassa, doengas respiratérias recorrentes na infancia, bem
como presenca de dispnéia aos esforcos, sibilos tosse recorrente, produtiva ou nao,

entre outros (De Boer, W. 1., 2002; Gold, 2011).
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Figura 1: Diagrama do declinio no Volume Expiratério For¢ado no primeiro
segundo de um grupo de homens no oeste de Londres em um periodo de 6 anos
(Hogg, J. C., 2004). As linhas pontilhadas horizontais representam o
estadiamento da doenca conforme estabelecido pela GOLD.

A doenca é classificada em quatro niveis de acordo com a sua gravidade,
baseado em uma série de parametros como Volume Expiratério For¢cado e Saturacao
de Oxigénio (Pereira, C.A.C. et al, 2007). O diagnéstico da doenca baseia-se em
elementos obtidos na histoéria clinica, exame fisico e exames complementares. Um
relato importante é o tabagismo, assim como exposicdo a pos, fumos e a fumacga de

combustao de lenha (Moerloose, K. B. et al., 2005).

Diversos trabalhos (Doll, R. et al, 2004; Camp, P. G. et al, 2009; Gold, 2011)
citam o habito de fumar como principal agente causador da DPOC e associam a sua
gravidade com a quantidade de cigarros fumados por dia, efeito danoso que
apresenta impacto desigual entre os géneros (Vineis, P. et al., 2005). Contudo, existem
diversos outros fatores que podem contribuir para o desenvolvimento da DPOC, entre
eles: exposicao ocupacional a vapores provenientes da combustdo do diesel (Hart, J. E.
et al, 2009), pesticidas (Chakraborty, S. et al, 2009), combustdo de biomassa e

poeiras como cimento e silica (Dement, ]J. M. et al., 2010), entre outros.

Apesar de ser o maior fator de risco para o desenvolvimento da DPOC, um

dado interessante é que nem todos os tabagistas desenvolvem a doenc¢a, bem como
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nem todos os pacientes com DPOC foram fumantes, sugerindo que fatores genéticos
podem modificar o risco individual. Desta forma, é possivel observar a existéncia de
casos onde fumantes passivos desenvolvem a doenca, enquanto fumantes pesados,

ndo (Godoy, D. V. D. et al, 2001; Aratjo, A.]. D. et al, 2004).

A fase inicial da doenca é de dificil reconhecimento, devido a obstrucao de
pequenas vias aéreas que passa de forma assintomatica nos métodos de investigacao
mais rotineiros. Sendo assim, o reconhecimento da bronquite e do enfisema
normalmente ocorre quando essas injurias ja se apresentam em estado mais
avancado, com sua clinica bem caracterizada (Wedzicha, J. A, 2002; Chronic

Obstructive Pulmonary Disease., 2004).

Segundo Campos (2003), o progndstico da doenga é grave, a sobrevivéncia
depois de 10 anos gira em torno de 50%, entre aqueles que persistirem fumando, e é
préoxima de 80% entre os que pararam de fumar. As exacerba¢des da DPOC
constituem o momento de maior risco de morte para o doente, onde oxidantes sao
formados principalmente pelos granuldcitos e macréfagos. Até agora, exceto a
cessacdo do tabagismo, ndo existem outras formas terapéuticas capazes de alterar o
declinio funcional progressivo dos parametros respiratorios, sendo este um dos

aspectos mais marcantes da doenca (Man, W. D. et al., 2004; Ram, F. S. et al., 2004).

Além de tolher o afetado com exacerbagdes limitantes ou até incapacitantes
como a dispnéia, a doenca é predisponente para desenvolvimento de diversas outras
doengas cronicas, como cancer de pulmao, depressao, osteoporose, infecgoes

bacterianas (Decramer, M. et al., 2008) e infarto do miocardio (Macnee, W., 2005a).

1.2 Epidemiologia e Impacto Social

A DPOC é uma das principais causas de morte em todo o mundo,
representando um custo econdmico e social significativo. No nucleo familiar, provoca
preocupacao, limita a vida social e o lazer, compromete o orgamento e abrevia a vida.

No campo profissional, reduz a produtividade, antecipa a aposentadoria e é causa de
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pagamento de pensdes e beneficios. Na area do Sistema de Saude, é motivo de
atendimentos repetidos em prontos-socorros, ambulatérios e causa frequente de
hospitalizacoes, levando a despesas elevadas para governos e sociedades (Campos,

H.S, 2003).

Segundo a estimativa da Organizacdo Mundial da Satide (OMS), ocorreram 2,74
milhdes de mortes por DPOC no ano de 2000 em todo o mundo, sendo hoje
considerada a 42 causa de morte na populagdo mundial (Decramer, M. et al, 2012)b. A
prevaléncia da DPOC tem aumentado em todo o planeta, devido a permanente
exposicao das pessoas aos fatores de risco ja conhecidos: tabagismo, exposicdo
ocupacional ao caddmio e a silica e indices maiores de poluicio em lugares abertos e
fechados. Esses fatores, associados a maior expectativa de vida da populagao, fizeram
com que a OMS considerasse a DPOC uma epidemia, prevendo a sua eclosdo no ano de
2030, quando podera entdo se tornar a 32 maior causa de mortalidade e a 52 doenca

em prevaléncia (Rufino, R. et al., 2006; WHO,2008).

Conforme Mannino e Braman (2007) as estimativas da prevaléncia da DPOC,
definidas utilizando como critério portadores da doenca em estagio Il ou mais

avancado, variam de 3% a 23% da populacao em diferentes paises.

O Ministério da Saude estima a prevaléncia de 7,5 milhdes de portadores de
DPOC. A rede hospitalar previdenciaria contabilizou cerca de 190.000 internagdes
devidas a DPOC em 1983, ou 2,5% do total das mesmas. Ainda em 1983, foram
concedidas mais de 3.000 aposentadorias precoces devidas a invalidez secundaria a

DPOC (Godoy, D. V. D. etal, 2001).

Em paises desenvolvidos, onde as politicas publicas de cessa¢do do tabagismo
e diminuicdo de poluentes sdo muito intensas, vé-se uma estabilizacdo da prevaléncia
e até mesmo declinio, enquanto nos paises em desenvolvimento existe a tendéncia
contraria, acompanhando as taxas crescentes de tabagismo e a diminuicdo da
mortalidade por doencas infecciosas (Decramer, M. et al, 2012). O Brasil vem
investindo pesadamente nas campanhas antitabagicas, iniciativa que tem dado bons

resultados, traduzidos no declinio do percentual de fumantes para 14,8% em 2011,
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embora em certas capitais, como Porto Alegre, os indices ainda estejam na marca dos

23% (Brasil, Ministério da Saude, 2012).

O impacto socioeconémico ainda é mais acentuado quando se leva em conta o
suporte prestado pelo Estado aos acometidos. Miravitlles (2004) realizou uma
avaliacdo econdmica da doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e de suas
agudizacGes na América Latina. Segundo o autor, a DPOC é uma doenca de elevada
prevaléncia e que pressupde uma grande carga assistencial. Um paciente com DPOC
gera um custo sanitario direto que pode oscilar entre pouco mais de mil e dez mil
dolares anuais, segundo a gravidade da doenca e os precos de cada pais. Esse custo
ainda pode ser multiplicado pelas interna¢des e/ou exacerba¢des causadas pela

doenga.

Com base nos dados de mortalidade disponiveis no Sistema de Informacao de
Mortalidade do DATASUS, pode-se observar que o numero de mortes por DPOC
aumentou significativamente (de 9.358 mortes em 1980 para 30.801 em 1998, com
229% de incremento). O coeficiente de mortalidade por 100.000 habitantes
aumentou de 7,88, em 1980, para 19,04/100.000 em 1998, o que representou um
incremento de 142%. As maiores taxas de mortalidade encontram-se no grupo etario
de maiores de 65 anos. Elas sdo, em média, 4 vezes maiores que entre aqueles com

55-64 anos (Campos, H.S, 2003).

Na distribui¢do das mortes por regido geografica, observa-se que as regioes Sul
(principalmente no Rio Grande do Sul) e Sudeste apresentam coeficientes superiores
a média nacional. Em 1998, foram notificadas 23,68 mortes por DPOC entre cada
100.000 homens e 14,47 em cada 100.000 mulheres. Sobre a mortalidade por DPOC
no Brasil, nos anos de 1980 a 1998, de todos os estados, o Rio Grande do Sul
apresentou as maiores taxas de mortalidade (22,02/100.000 em 1980 e
50,75/100.000 em 1998, com 130% de incremento no periodo) enquanto Maranhao
apresentou as menores taxas: 0,48/100.000 em 1980 e 2,41/100.000 em 1998, com
incremento de 400% no periodo (Campos, H.S, 2003).

A atividade que mais poupa recursos é o diagndstico precoce da doenca em

fase leve, o que justifica a implantacdo de programas de deteccdo de casos e de
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abandono do tabagismo. Entre os pacientes diagnosticados, a fatia do custo direto
mais importante é a derivada das internagdes hospitalares, a maioria delas devida as
agudizagoes. O custo médio de uma agudizagdo é de cerca de US$ 160 doélares, mas
quando o tratamento inicial fracassa, passa para em média US$ 477,5 dolares

(Miravitlles, M., 2004).

1.3 Altera¢oes Pulmonares

A DPOC é uma doenca inflamatoria caracterizada pela obstrucdo ou limitagdo
cronica ao fluxo aéreo, de carater lento e progressivo. A limitagdo ao fluxo aéreo
ocorre principalmente pela perda da retracdo elastica do pulmao, associada a perda
dos pontos de fixagcdo das vias aéreas terminais aos alvéolos, ocasionando colapso
expiratorio (Oliveira, J.C.A, et al, 2001). A espessura dos componentes estruturais
das vias aéreas (epitélio, lamina prépria, musculo liso e adventicia) aumenta com o

agravamento da doenca, como podemos ver na Figura 2 (Halpin, D. M. et al., 2009).

Figura 2: Comparacgdo das caracteristicas em um individuo saudavel e um paciente
com DPOC. (A) via aérea normal; (B) via aérea estreitada pela infiltracdo de células
inflamatérias, hiperplasia mucosa e deposicdo de tecido conjuntivo no espago
peribronquiolar. Adaptado de: Decramer, M. et al., (2012).

A origem das alteracbes na mecanica pulmonar é devida a obstrucdo
bronquica que leva a um deslocamento do ponto de igual pressdo para as vias aéreas

que nao possuem cartilagens, favorecendo o aprisionamento de ar. Este processo
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fisiopatologico tende a levar a hiperinsulflacdo pulmonar cronica, o que reduzira a
capacidade fisica nos grandes esforcos e, até mesmo no repouso (Paulin, E. et al,

2003; Reid, P. T. et al.,, 2003).

Essa hiperinsulflagio pulmonar gera uma remodelacio da musculatura
inspiratdria, especialmente do diafragma que tende a se retificar, diminuindo a zona
de oposicdo e consequentemente, restringindo sua excursao, da maneira fisiolégica.
Existem evidéncias de que esse fendmeno resulta em adaptag¢des estruturais dos
musculos da caixa toracica (Paulin, E. et al, 2003). Além de acarretar prejuizos a

mecanica pulmonar, também afeta toda musculatura periférica

De maneira geral, quatro mecanismos principais sdo responsaveis pelas
alteracdes observadas na DPOC: a inflamacdo, o desequilibrio do sistema protease-
antiprotease, a apoptose e o estresse oxidativo (Macnee, W., 2005b). A relevancia da
contribuicao de cada um destes fatores varia de caso para caso, explicando a

multiplicidade das formas em que a doenga se manifesta.

1.4 Aspectos Moleculares

Apesar das mudangas marcantes induzidas nas vias aéreas, o mecanismo de
acdo da doenca ainda ndo é bem compreendido. Eis o motivo pelo qual as pesquisas
mais recentes estdao explorando novos horizontes fisiopatogénicos. Quando antes
levava-se em conta apenas as manifestacdes pulmonares, agora tem se buscado
entender as alteracdes no nivel celular e bioquimico causados pela doeng¢a (Gontijo, A.

e Tice.R.,2003).

A exposicdo a agentes nocivos ocasiona inflamagdo em toda a arvore
traqueobronquica. Ocorrem alteracdes dos componentes celulares do pulmao, com
recrutamento de macroéfagos, neutréfilos e linfécitos CD8*, sendo que o nimero de
linfécitos T CD8* parece estar diretamente correlacionado com a severidade da
limitacdo do fluxo aéreo, sugerindo uma contribui¢do na patofisiologia da doenca
(Wouters, E. F. et al.,, 2009). Esses linfécitos sao recrutados pelas quimiocinas CXCL9,

CXCL10 e CXCL11 que, por sua vez sao induzidas pelo IFN-y (interferon-gama).
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Levando em consideragdo que os linfocitos T CD8* sdo os principais produtores IFN-
Y, pode-se observar que é estabelecido um sistema de retroalimentacdo positiva que
s6 faz agravar o estado inflamatério (Costa, C. et al, 2008). Esse mecanismo
inflamatério gera excesso de produtos oxidativos e facilita a colonizagdo por
microrganismos, que interagem entre si recrutando mais células pré-inflamatérias
(Rufino, R. e Silva, ]. R. L. E., 2006; Gold, 2011) e ainda acarretam estresse oxidativo

gerando uma cascata de consequéncias danosas para o organismo.

Os macréfagos apresentam importante pleomorfismo no pulmao, o menor com
intensa capacidade de fagocitose e os maiores com grande atividade bioquimica. Nos
tabagistas, a liberacdo de lisossomas é até 5 vezes maior que nos nao fumantes, e
secretando uma variedade de substancias tais como: metabodlicos do acido
araquidonico (tromboxano A2, prostaglandina E2, D2 e F2a, leucotrieno B4, 5-HETE),
citocinas (IL1, IL6, TNF-a, IFN-q, IL10, IL12, IL15 e fator inibitério de macréfagos),
metabdlitos de oxigénio (4nion superéxido - 0,", per6xido de hidrogénio - H20; e
radical hidroxila OH"), enzimas (metalproteinases e elastases) e 6xido nitrico (Rufino,
R. e Silva, ]. R. L. E,, 2006). Estas células, macroéfagos e neutroéfilos, tém alta atividade
de NADPH-oxidase e sua ativacdo no endotélio pulmonar parece uma das fontes

predominantes de oxidantes (Andrade Junior, D. R. D. et al, 2005).

Investigacdes clinicas e experimentais sugerem que oxidantes desempenham
um papel importante na patogénese da DPOC, implicando em efeitos locais e
sistémicos indiretos de oxidantes. Localmente, maiores niveis de oxidantes foram
encontrados na respiracao exalada condensada, escarro, lavado e fluidos de pacientes
com DPOC. Grande nimero de neutrdéfilos e macrofagos migra para os pulmdes de
pacientes com DPOC e geram um excesso de oxidantes, de tal forma que estes doentes
tém niveis elevados de anion superdxido e perdxido de hidrogénio, podendo ser
adequados marcadores na monitoracdo de pacientes com DPOC exacerbada

(Ciencewicki, J. et al,, 2008).

Agravando o quadro inflamatério do doente, as Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) acarretam hipersecrecdo de muco (obstruindo ainda mais as vias aéreas ja

danificadas), diminuem ou até cessam a movimentagdo dos cilios celulares,
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remodelam o tecido pulmonar através do aumento da permeabilidade da membrana
alvéolo-capilar, facilitando o acesso das proteases para o intersticio pulmonar
(Macnee, W., 2005b). Desta forma, inicia-se um circulo vicioso que promove resposta
inflamatéria anormal, na qual oxidantes promovem a inflamacdo por meio da ativacao
do fator nuclear-kB (NF-kB), estimulando a transcricio de multiplos genes

inflamatorios (Araujo, A. ]. D. et al.,, 2004).

Ciente da relevancia do estresse oxidativo na fisiopatogenia da DPOC, é
interessante que seja abordado de forma mais detalhada os mecanismos de formagado

das ERO.

1.5 Radicais Livres e Estresse Oxidativo na DPOC

A superficie respiratoria representa a maior area do corpo em contato com o
ambiente externo, tendo, aproximadamente, de 70 a 80 m2. Devido a este fato, os
pulmdes ndo ventilam somente o oxigénio, mas também, outras substancias
presentes no ar atmosférico, sendo muitas dessas patogénicas. Assim, sdo expostas
continuamente a diversas substancias téxicas exdgenas. Entretanto é um erro pensar
que o estresse oxidativo é gerado apenas externamente. Oxidantes enddgenos sao
produzidos continuamente por fagocitos e outros tipos celulares. Adicionalmente, as
ERO sao subprodutos de diversas reacdes metabodlicas e dentre elas destaca-se a
transferéncia de elétrons pela cadeia respiratéria a fim de obter energia quimica

(Repine, J. et al., 1997).

O estresse oxidativo tem participacdo muito importante na fisiopatogenia da
DPOC. O excesso de oxidantes ou a capacidade antioxidante reduzida do organismo
sdo os principais geradores do estresse (Dahl, M. et al.,, 2008). O estresse oxidativo se
estabelece com desequilibrio entre o sistema pr6 e antioxidante, nas quais a
velocidade de formacdo das espécies reativas estd aumentada e/ou as defesas

antioxidantes do organismo estao diminuidas (Kanazawa, H. et al., 2005)
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Para protecao contra estes radicais livres e manutencao da integridade celular,
os organismos possuem sistemas de defesa antioxidante, que envolvem trés etapas: a
prevencdo (evitar a formacdo de ERO), interceptagdo (neutralizacao de ERO geradas)

e reparacgao de danos ocasionados por ERO.

A prevencao contra a formacao de ERO é representada, por exemplo, pelos
sistemas de homeostase metalica na prevencdo ao estresse oxidativo. A interceptacao
pode ser representada pelos sistemas enzimaticos (superéxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase) ou nao enzimaticos (glutationa, vitaminas, minerais e
compostos fenolicos), que impedem a continuacao das reagdes em cadeia. Por dltimo,

quando o dano ja estiver ocorrido, existem sistemas capazes de repara-lo.

O efeito prejudicial das ERO ocorre quando elas estao em quantidade excessiva,
ultrapassando a capacidade do organismo de neutraliza-las com os seus sistemas
naturais. O efeito sistémico do estresse oxidativo em pacientes com DPOC é explicado
pela expansdo deste para fora da corrente sanguinea, reflexo da queda da capacidade

antioxidante no sangue desses individuos (Ceylan, E. et al., 2006).

0 desequilibrio redox resulta em sérias consequéncias a diferentes
componentes celulares, tais como peroxidacdo de lipideos de membrana, oxidagao de
proteinas e danos no DNA, que quando ndo sdo corretamente reparados, podem
iniciar e promover a carcinogénese. Além disso, tem sido demonstrado que a DPOC é
um predisponente para o desenvolvimento de cancer de pulmao através de varios
mecanismos, incluindo estresse oxidativo e processos mediados por ele, como

inflamacao e alteracdo da integridade genomica (Ceylan, E. et al., 2006).

Como dito anteriormente, os radicais livres promovem reacdes com substratos
bioldégicos, podendo ocasionar danos as biomoléculas, entre elas o DNA. Danos no
DNA que podem ser causados pelas ERO incluem delec¢do, substituicao ou adigdo de
bases, quebras simples e duplas na estrutura, entre outras. Estes danos podem
resultar em mutacdo desta molécula e o acimulo de bases danificadas pode

desencadear a oncogénese (Barreiros, A. L. B. S. et al,, 2006).
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Existem fortes indicagdes que o estresse oxidativo desempenha um papel
central na patogénese da DPOC, pois além do dano direto ao trato respiratorio que
este acarreta, também atua iniciando e reforcando os processos de inflamagdo e

apoptose (Macnee, W., 2007).

1.6 Analise de Biomarcadores

Biomarcadores podem ser definidos como indicadores de eventos moleculares
e celulares em sistemas bioldgicos que podem ajudar a esclarecer relagdes entre
riscos ambientais e sadde humana e susceptibilidades individuais em processos

patolégicos (Dusinska, M. et al., 2008).

Nesta Introducdo, serdo abordados os biomarcadores de efeito e

susceptibilidade, que fizeram parte dessa investigacao.

1.6.1 Biomarcadores de Efeito

Biomarcadores de efeito podem ser caracterizados de forma simplificada como
parametros de monitoramento bioldgico que refletem o impacto da interacdao com
fatores ambientais danosos ou a progressao de uma patologia. Dentre os exemplos de
biomarcadores amplamente utilizados estdo troca de cromatides irmas (TCI),
deteccao de formacdo de adutos e micronucleos (MN) de citocinese bloqueada

(CBMN) e mucosa oral, entre outros.

1.6.1.1 Ensaio Cometa

De forma bastante resumida, o ensaio cometa € um método sensivel para
afericao de quebras no DNA em um pequeno numero de células (tipicamente células
sanguineas). As células sio embebidas em uma camada fina de agarose em uma
lamina de microscopia e entdo mergulhadas em uma solucdo de lise que contém
detergentes e alta concentra¢do salina. Assim, as membranas e os constituintes

soliveis da célula, bem como as histonas, sio removidos deixando o DNA
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superenovelado e preso a matriz nuclear. Com a adicao de uma etapa de incubacgao
alcalina, e subsequente eletroforese, as fitas que contém quebras e sitios alcali-labeis
(sitios apurinicos/apirimidicos) movem-se em dire¢do ao anodo, assumindo uma
forma que lembra um cometa (Dusinska, M. e Collins, A. R., 2008). A propor¢ao de

DNA na cauda indica a quantidade de quebras e/ou sitios alcali-labeis.

Outra modificacdo muito informativa da técnica é a adicdo de um passo onde
as células em suspensdo sofrem digestdo com endonucleases especificas, como Fpg e
Endo III, que detectam lesdes especificas como dano oxidativo em purinas e

pirimidinas.

1.6.1.2 Peroxidacao Lipidica e Carbonilacdo Proteica

A peroxidacdo lipidica é um marcador de estresse oxidativo bastante
conhecido e amplamente utilizado. Derivados da oxidacdo de acidos graxos poli-
insaturados, os hidroperdxidos lipidicos sdo extremamente instaveis, decompondo-se
para formar uma série de compostos carbonilicos altamente reativos, dentre eles o
malondialdeido (Fritz, K. S. et al, 2011). O MDA é capaz de formar adutos na
proporgao de 1:2 com o acido tiobarbiturico, formando as chamadas espécies reativas
de acido tiobarbitdrico, que podem ser mensuradas tanto por espectrometria e
fluorimetria, quanto por métodos cromatograficos (Lykkesfeldt, J., 2007). Embora
apresente alguns problemas de especificidade, ainda é o método mais amplamente

empregado para esse fim (Armstrong, D. et al., 1994).

Nao obstante, o fenomeno da carbonilacdo proteica pode ocorrer quando
metais cationicos como Fe2* e Cu?* ligam-se as proteinas em locais especificos e, com
o auxilio de espécies reativas de oxigénio, promovem um ataque que pode
transformar a cadeia lateral de diversos aminoacidos (como lisina, arginina e
histidina) em grupos carbonila (Dalle-Donne, 1. et al., 2003). Entretanto, essa reagao
pode também ser catalisada na presenga de aldeidos e pelo ataque dos compostos
oxidantes presentes na fumacga do cigarro (Reznick, A. Z. et al, 1992). O teste mais
comum para a deteccdo de carbonilagio proteica baseia-se na reacdo dos

grupamentos carbonila com a 2,4-dinitrofenil-hidrazina, onde é formada uma base de
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Schiff que por sua vez forma sua respectiva hidrazona, e esta pode ser medida

espectrofotometricamente (Levine, R. L. et al., 1990).

1.6.1.3 Micronucleos de Mucosa Bucal

O teste de micronucleos é um dos mais utilizados para biomonitoramento em
diversos organismos. Sua presenca pode indicar instabilidade genética,
genotoxicidade e mutagénese. Os micronucleos podem se originar de cromossomos
ou cromatides acéntricas ou até mesmo cromossomos inteiros que nao segregaram-

se corretamente durante a divisao celular (Fenech, M. et al., 2011).

Existem dois métodos principais pelos quais pode-se avaliar a presenca de
micronucleos. O primeiro, chamado de CBMN (do inglés Cytokinesis-Blocked
Micronucleus) consiste no isolamento e cultura dos micronucleos, seguido por
incubacdo com um agente bloqueador da citocinese, usualmente citocalasina B
(Titenko-Holland, N. et al., 1997). O segundo método (o escolhido para este trabalho)
dispensa cultivo celular. Consiste em uma técnica mais recente, menos invasiva, que
se utiliza de um esfoliado de células bucais (um tecido de alta proliferagao) fixadas e
coradas com reativo de Schiff, que pode ser analisado em microscopia Optica

convencional ou fluorescéncia (Thomas, P. et al., 2009).

1.6.2 Biomarcadores de Susceptibilidade: Altera¢cdes Genéticas

0 dano no DNA, juntamente com as respostas celulares decorrentes deste, pode
resultar em instabilidade gendmica através de muitas vias. Mutacdo de genes,
alteracdo na capacidade de reparacdo de DNA, aberragdes cromossOmicas,
heterogeneidade clonal e transformacdes celulares sdao caracteristicas de
instabilidade gendmica. O acimulo dessas anormalidades no genoma esta associado
com a transformacgdo celular de um fenétipo benigno para maligno (Gontijo, A. e Tice,

R, 2003).

Ha dois fatores de risco principais em relagdo ao desenvolvimento de DPOC: o
primeiro é o tabagismo e o segundo é o chamado enfisema genético, caracterizado

pela deficiéncia de o-1 antitripsina (AAT) por mutacdo no gene que a codifica
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(Janciauskiene, S. M. et al., 2011). Segundo Camelier (2008), 2% dos acometidos pela

DPOC o sao por fatores hereditarios, na qual se destaca a deficiéncia desta proteina.

A AAT é uma glicoproteina cuja fun¢do central é inibir uma série de enzimas,
como a tripsina e a protease-3, mas principalmente a elastase neutrofilica. Em
condi¢des normais, existe um excesso de AAT nos pulmdes, o que garante protecdo
contra proteases neutrofilicas que podem destruir uma proteina pulmonar estrutural,
a elastina pulmonar (Camelier, A. A. et al,, 2008). Enquanto a sua deficiéncia causa

maior suscetibilidade a danos nas estruturas pulmonares.

A lesdo pulmonar pode ser consequéncia do aumento dos fatores agressores,
como o tabagismo, infec¢des e fatores ocupacionais, como também da reducao dos
mecanismos protetores dos pulmoes (deficiéncia de AAT). Através de estudos do
Projeto Latino-Americano de Investigacdo em Obstru¢dao Pulmonar - PLATINO
(Menezes, A. M. B. et al., 2005), descobriu-se que 15,8% dos individuos participantes
do estudo com 40 anos ou mais eram portadores de DPOC e que 12,5% desses
individuos nunca haviam sido expostos ao tabaco. Sugere-se entdo que fatores

genéticos podem desempenhar um papel relevante no desenvolvimento da DPOC.

1.6.2.1 Polimorfismos Genéticos: Metabolismo de Xenobiéticos

Nao obstante, nem sempre a influéncia de fatores genéticos € tdo direta como no
caso da deficiéncia de AAT. A variabilidade genética pode contribuir de forma mais
insidiosa para agravar a doenca. Polimorfismos em genes que codificam as enzimas
com funcdo antioxidante e de biotransformacao de xenobidticos como CYP1Al,
CYP2E1, GSTM1, GSTT1, GSTP1, CAT e GPx1 podem resultar em proteinas com
capacidade enzimatica menor, o que propicia o desenvolvimento de doencas em

funcdo das ERO e outras substancias que ndo sdo neutralizadas ou metabolizadas.

0 metabolismo de xenobidticos se divide basicamente em duas fases (Figura 3).
Na Fase I ocorrem reac¢oes de funcionalizagdo, catalisadas por enzimas capazes de
desidrogenacdo/hidrogenacao, oxidacao, hidrdlise, reducdo e mono-oxigenacao. Na

Fase II, reacbes de conjugacdo tornam a molécula mais solivel e menos reativa,
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tornando possivel sua excrecdo (Sommer, A. et al., 2011; Guecheva, T.N. e Henriques,

J.A.P., 2003).

Eletrofilos
Lipofilicos R\—/R R=0 R_sG
Oxidacdo Coﬂjugat;ﬁ.o coma
glutationa
Hidrofilicos
R Fase | Fase Il
Hidrélise A R—SO3H
Redusdo R-OH R-SH R-NH, ——— R-Ac
Acetilacgo
Nucleofilos N> R-GI
Glicuronidacgo

Figura 3: Via de metabolismo de xenobidticos. Adaptado de:
Sommer, A. etal (2011).

As mais importantes enzimas participantes desta primeira fase do metabolismo
sdo as integrantes da superfamilia do Citocromo P450 (CYPs). Esta superfamilia
compreende em torno de 57 genes, que codificam enzimas possuidoras de uma ampla
gama de substratos como esteroides, eicosanoides, acidos graxos, vitaminas e
xenobiodticos e sdo responsaveis por 75% do metabolismo das drogas atualmente
comercializadas (Guengerich, F. P., 2008). Destes 75% apenas cinco CYPs sao
responsaveis por 95% do metabolismo destas drogas, como pode ser visto na Figura
4. Sua reacdo geral segue o seguinte esquema: NADPH + H* + O + R > NADP+ +
H>0 + RO, embora haja exce¢des (Guengerich, F. P., 2001). Frequentemente esse
passo de ativacdo gera compostos altamente reativos, com grande potencial téxico
para célula. Assim, fica evidente a necessidade de uma rigorosa coordenacdo espaco-
temporal das enzimas da Fase I e I, de modo que seus niveis de inducao e atividade
especifica ndo possam sobrepujar os da fase seguinte, criando um acimulo de

subprodutos téxicos.
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2E1

Figura 4: (A) Principais enzimas responsaveis pelo metabolismo de drogas
comercializadas atualmente: UGT - glicoronil transferase, FMO - flavina
monooxigenase, NAT - N-acetil-transferase, MAO - monoamino oxidase, (B)
Contribuicdo relativa de cada um dos integrantes da superfamilia CYP450 neste
metabolismo. Adaptado de: Guengerich, F. P. (2008).

Um dos eventos que pode vir a prejudicar esse equilibrio fragil é a ocorréncia de
polimorfismos que tenham influéncia sobre a atividade enzimatica dos CYPs. Tendo
em vista o papel central dos citocromos e a sensibilidade do sistema de detoxificagdo
foram selecionados dois polimorfismos que, segundo relatos (Cascorbi, I. et al., 1996;
Colombo, ]. et al., 2004) apresentam influencia nos niveis e/ou responsividade das
enzimas: CYPIA1 C(2453A (rs 1799814) e CYPZE1 C(C-1053T (rs 2031920),

possivelmente perturbando as proporgoes entre as enzimas da Fase [ e II.

A transcricdo do gene CYP1A1 é induzida quando poluentes como
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) ligam-se aos fatores de transcrigao
chamados receptores aril-hidrocarboneto (AhR). Os AhR encontram-se no citosol em
sua forma inativa em um complexo multiproteico com hsp90, XAP2 e p23. Quando o
ligante o ativa, esse complexo é translocado para o nucleo e 14 o ligante:Ahr é liberado
do complexo, ligando-se ao translocador nuclear do AhR (ARNT), que aumenta a
afinidade de AhR ao DNA, em especial a um motivo chamado Elemento de Resposta a
Xenobioéticos (XRE ou DRE, no inglés) levando a ativagdo transcricional de diversos

genes, dentre eles CYP1A1 (Denison, M. S. et al,, 2003).
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CYP1A1 é um gene altamente polimdrfico. Até o presente momento, conforme o
site Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Database (Disponivel em:

http://www.cypalleles.ki.se/, acessado em margo de 2012) existem 11 alelos cujos

haplétipos ja foram determinados, dois dos quais apresentam uma troca de
aminodcido préxima ao seu sitio ativo: o polimorfismo CYP1A1*2B (rs1048943) que
acarreta na mudanca de uma isoleucina para uma valina na posicdo 462 e CYP1A1*4
(rs1799814), no qual uma treonina é substituida por uma asparagina na posi¢do 462

(Schwarz, D. et al.,, 2001).

Neste trabalho, foi investigado CYP1A1*4, que consiste em uma transversao de
C~>A no nucleotideo 4887, no cédon 461 (Cascorbi, I. et al, 1996). Existem
divergéncias quando aos efeitos desta substituicdo. Alguns estudos relatam
associacoes com doencas como cancer de mama (Krajinovic, M. et al, 2001), pulmao
(San Jose, C. et al, 2010) e com aumento de metabolitos de benzo[a]pireno (B[a]P) na
urina (Abnet, C. C. et al, 2007), enquanto outros trabalhos nao encontram qualquer
relacdo com o desenvolvimento de doencas cronicas (Mcgrath, M. et al., 2007; Early,

D.S.etal, 2010; Wright, C. M. et al.,, 2010)

Ja CYP2E1, como CYP1A1, esti envolvido no metabolismo de xenobiéticos. E
responsavel pela ativacdo de compostos como o benzeno, estireno, acetonitrila, e de
especial relevancia para este trabalho, nitrosaminas especificas do cigarro como a 4-
(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) e N'-nitrosonornicotina (NNN),
entre outras (Montellano, P. R. 0,2005). O polimorfismo CYPZE1 C-1053T foi
selecionado para esta investigacdo com base nas evidéncias que a modificacao
apresenta impacto funcional no gene, podendo alterar seus niveis de transcricdo,
causar um aumento a concentragao de proteina e alterar sua atividade, o que poderia
acarretar um desequilibrio pelos motivos ja mencionados anteriormente (Arif, E. et

al., 2007).

Depois de passarem pelas modificagdes da Fase I, os compostos passam para a
Fase II, onde sdo conjugadas com substancias como acido glicuronico, glicina, sulfatos
e glutationa (Jakoby, W. B. et al, 1990). A superfamilia de enzimas mais relevante

envolvida neste processo é a das glutationas transferases (GSTs) citosélicas, enzimas
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que catalisam o ataque nucleofilico da glutationa reduzida (GSH) a compostos
apolares que contém atomos eletrofilicos de carbono, nitrogénio ou enxofre (Hayes, .

D. et al,, 2005). Essas enzimas tém atividades exclusivas deste grupo (Figura 5). Até
entdo, foram caracterizadas oito classes de GSTs (em mamiferos), a saber: a (GSTA), |

(GSTM), Tt (GSTP), 8 (GSTT), 0, K, w, { (Strange, R. C. et al.,, 2001).

W o $6 7 @
PN AN O 0-C-CH, O 0 — COOH
s+ [ ] — | + o 0
s % I 7 Y
Mo, N, GSH+ — GS—C-CH, + « | 1
o NO, NO,
OI HHH ||'| OH
631 + HO-S-C~(-d-{-n=c=s _
HHHKH ie) HHH HHEH < COOH
| | L i~
“ OSHHH-C-CmG-H  —=  H=(=(-¢H 7 \[/‘ N
6o o
A NO,NO, NG, No, g,
HJC-Q-JI‘,-(:?—.J‘:-}I\-RIFLZZQ
T s +GSSGHHNO,
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o i 0 H
Hc-&-m, HE-C-CHy L i k
c- c-c coon e & c COOH
A
26SH + 6556 H
e U — | J+esseanp COOH HOOC "*

Figura 5: Reacbes catalisadas pelas GSTs. Exemplos de conjugacdo, tidlise e
isomerizacdo em diferentes substratos.(a) CNDB; (b) sulforafano; (c¢) CuOOH; (d) 4-
nitrofenil acetato; (e) trinitroglicerina; (f) maleil-acetoacetato; (g) PGH: (conversio
para PGD>). Modificado de: Hayes, ]J. D. et al. (2005).

Os genes das GSTs citosodlicas sdo altamente polimorficos. Dentre outros,
GSTM1 e GSTT1 podem apresentar uma delecao (chamado de GSTM1nuio GSTT1nuio)
que incapacita os individuos portadores de produzir as respectivas enzimas (Strange,
R. C. et al, 2001). Esses polimorfismos tém sido associados com uma diversidade de
efeitos deletérios, como suscetibilidade a doencas inflamatorias (Karam, R. A. et al,,
2012), aumento da formacdao de adutos no DNA (Lee, M.-S. et al, 2010) e maior
susceptibilidade a alguns agentes toéxicos (Olvera-Bello, A. E. et al, 2010), fatos

associados a auséncia da enzima.



Pagina |30

GSTP1 também apresenta um polimorfismo (dentre outros) que aparenta ter
um impacto fenotipico. O alelo variante de GSTP1 Ile105Val (rs1695) supostamente
apresenta uma atividade menor que sua contraparte, sendo associado com neoplasias
(Ihsan, R. et al., 2011; Koh, W. P. et al, 2011) e declinio acelerado da fun¢do pulmonar
(Lakhdar, R. et al,, 2011).

1.6.2.2 Polimorfismos Genéticos: Enzimas Antioxidantes.

Como ja mencionado, o organismo desenvolveu mecanismos para lidar com o
influxo e geracao interna de espécies reativas. A etapa de interceptacdo dessas
espécies (por enzimas como catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase)
¢ vital pra evitar a geracdo de danos em membranas, outras proteinas e até mesmo
DNA. Esse fato é ainda mais verdadeiro quando pensa-se em individuos acometidos
pela DPOC. A carga oxidativa proveniente do processo inflamatério e de outros
aspectos da doenca torna essa via ainda mais fundamental de modo que qualquer

alteracao na eficiéncia das enzimas pode vir a prejudicar muito o paciente.

A catalase, por exemplo, é uma enzima presente em todas as células aerobicas,
embora seja mais abundante no figado, rins e eritrocitos. E responsavel pela
conversao de peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Rhee, S. G. et al,, 2005). A
reacdo necessita de duas moléculas de peréxido de hidrogénio e, portanto, apresenta
uma alta taxa de conversado. De fato essa enzima é portadora de um dos turnovers
mais altos dentre as moléculas: cada molécula de catalase é capaz de converter
milhdes de moléculas de H20; por segundo (Goodsell, D., acessado em 14 de margo de

2012).

Existem em torno de 245 SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) identificados
no gene da catalase embora a maioria dos estudos se concentre no rs1001179, que
consiste na substituicdo de citosina por uma timina, na posi¢do -262 (Crawford, A. et
al., 2012). Este polimorfismo influencia a afinidade de fatores de transcri¢cao ao gene
aumentando a estabilidade de sua ligacdo, além de estar associada ao aumento dos

niveis da enzima em eritrocitos (Forsberg, L. et al, 2001). Alguns estudos afirmam
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que o alelo variante apresenta efeito protetor ou atenuante em certas doengas
(Zotova, E. V. et al.,, 2004; Mak, ]. C. et al., 2006) ou predisponente em outros casos
(Choi, J.Y.etal, 2007).

Outras enzimas proeminentes na defesa antioxidante é a familia das
glutationas peroxidases (GPx), cuja func¢do é reduzir o perdxido de hidrogénio a agua,
frequentemente com o auxilio de GSH como co-substrato (Lubos, E. et al, 2011).
Nesta familia, a forma mais abundante de glutationa peroxidase é a GPx-1, presente
em todas as células, em compartimentos como peroxissomas, mitocondrias e citosol.
GPx-1 é também capaz de reduzir hidroperéxidos lipidicos e outros hidroperoéxidos
soluveis depois de sua liberacio da membrana celular e de agir como uma

peroxinitrito-redutase (Lubos, E. et al.,, 2011).

Até o momento, sabe-se de 4 polimorfismos que ocorrem no gene da GPx1, mas
foi selecionado para essa investigacao o GPx1 Pro198Leu (rs1050450), o mais bem
descrito dentre os 4. Esse polimorfismo consiste em uma transicio de C>T que
resulta na substituicao de uma prolina por uma leucina na posi¢dao 198 (Suzen, H. S. et
al, 2010). Embora ainda ndo esteja perfeitamente claro e possa depender de diversos
fatores ambientais, esse polimorfismo parece diminuir a resposta da enzima ao
selénio, que em condigdes fisiologicas estimula a expressao do gene (Hu, Y. J. et al,
2003). A presenca do alelo variante ja foi associada predisposicao a diversos tipos de
canceres tais como mama e pulmao, (Huy, Y. ]. e Diamond, A. M., 2003; Ichimura, Y. et
al., 2004; Raaschou-Nielsen, O. et al., 2007), doengas como cardiomiopatia (Lei, C. et

al., 2009) e complicagdes advindas do diabetes tipo 2 (Hamanishi, T. et al., 2004).

Desta forma, os mecanismos que compdem a patologia da DPOC e do
desenvolvimento da limitacdo da funcao respiratéria ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos (Laizo, A., 2009). Envolvem uma série de fatores agressores e genéticos
que promovem recrutamento de células inflamatérias e originam uma resposta
alterada das células estruturais do pulmao, com desequilibrio do balanco proteases-
antiproteases e do balango oxidantes/antioxidantes. As variagcdes genéticas que
permitem que alguns individuos sejam suscetiveis aos agentes agressores devem ser

investigadas, e a descoberta dos varios polimorfismos dos genes mediadores da
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inflamagdo e dos genes antioxidantes ira possibilitar a identificacdo dos doentes em
risco, uma melhor prevencao e arsenal terapéutico mais eficaz, de forma a contrariar

as graves alteracdes da fungdo respiratéria que advém desta doenga.

Levando em conta a natureza plurietiolégica da DPOC, percebe-se a importancia
de uma abordagem metodoldgica que nos permita tragcar um perfil mais acurado de
suas manifesta¢des, permitindo, assim, abordagens preventivas e/ou terapéuticas

mais eficazes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o perfil oxidativo e a influéncia da variabilidade genética sobre
marcadores de dano oxidativo e ndo oxidativo no DNA em uma populacao de

pacientes com DPOC da regido do Vale do Rio Pardo, RS, Brasil

2.2 Obijetivos especificos:

» Avaliar danos no DNA pelo ensaio cometa alcalino simples (para deteccdo de
quebras simples, duplas e sitios alcali-labeis) e modificado com as enzimas Fpg

e Endo IlI, para detec¢do de purinas e pirimidinas oxidadas, respectivamente;

= Verificar a presenca de danos clastogénicos e vxa aneugénicos pelo ensaio de

micronucleos de células esfoliadas da mucosa bucal;

* (Quantificar os niveis de peroxidagao lipidica (MDA) pela técnica de TBARS e

carbonilagao proteica pela reacao com dinitrofenilhidrazina (DNPH).

» Avaliar a influéncia de polimorfismos em genes de metabolismo de
xenobioticos da Fase I (CYP1A1 C2453A e CYP2E1 C-1053T), Fase 11 (GSTM1 nuu,
GSTT1nun e GSTP1 Ile105Val) e neutralizacao de espécies reativas de oxigénio
(CAT C-262T e GPx1 Pro198Leu), avaliando sua influéncia sobre marcadores de

dano oxidativo e ndo oxidativo no DNA.
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3 METODOLOGIA

Esta pesquisa caracteriza-se como estudo de caso-controle e foi constituida por
02 grupos: o grupo de casos (portadores de DPOC) e grupo controle, de sujeitos de
funcdo pulmonar higida, emparelhados em sexo, idade e indice de massa corporal
(IMC). Para garantir os resultados o estudo foi conduzido de modo unicego para

minimizar possibilidade de viés de afericao.

3.1 Selecdo dos Participantes do Projeto

Os critérios de inclusao para o grupo dos pacientes eram a auséncia de histérico
de neoplasias malignas e diagnostico de DPOC, conforme critérios estabelecidos pela
GOLD (Global initiative for chronic Obstructive Lung Disease, 2011). Para inclusdo no
grupo controle, era necessaria auséncia de histérico de neoplasia maligna e fungao
pulmonar normal, confirmado por dados espirométricos. Participaram desta pesquisa
um total de 102 individuos, 51 controles e 51 casos. A fim de apresentar consisténcia
quanto a descendéncia e condi¢des de vida, os individuos foram todos recrutados na
regido do Vale do Rio Pardo, RS, Brasil. Os individuos do grupo de pacientes sao todos
provenientes do Hospital Santa Cruz, sediado em Santa Cruz do Sul, RS, Brasil. Todos
os envolvidos no projeto assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo A), responderam a um questionario de saude pessoal, contendo informagdes
demograficas, exposicao a radiacdes e medicamentos, habitos tabagicos, entre outros
(Anexo B) e foram submetidos a espirometria. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade de Santa Cruz do Sul, RS, Brasil, protocolo n.
2011/08.
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3.2 Ensaio Cometa

A técnica do teste cometa consiste em obter uma suspensao celular, a partir da
qual as células sao misturadas com agarose, lisadas, submetidas a eletroforese e
coradas com nitrato de prata. Os nucleos com DNA intacto sdo observados com a
forma circular na microscopia éptica convencional, enquanto que os nucleos que
possuem o DNA fragmentado formam uma “cauda”, correspondente a estes
fragmentos, que se expande durante a eletroforese. A extensao da cauda que migrou
estd correlacionada com a quantidade de danos ocorridos no DNA (FAIRBAIRN,

1995).

3.2.1 Amostras de Sangue

As amostras de sangue periférico de ambos os grupos foram obtidas pela manha
em repouso. Os pacientes ndo fizeram atividades fisicas pelo menos 72h anteriores a

coleta.

3.2.2 Ensaio Cometa Versao Alcalina

Para analisar o dano basal no DNA foi seguido o protocolo publicado por Singh
e colaboradores, em 1988. Aliquotas de 5 pL de sangue total foram misturadas a 95
uL de agarose de baixo ponto de fusao e espalhada sobre uma lamina de microscopia
pré-coberta com agarose 1,5% (Invitrogen, Burlington, Canada). A seguir as células
foram lisadas por pelo menos 1 h a 42C em tampao contendo 2,5 M de NaClz, 100 mM
de EDTA, 1% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) de Triton X-100 (Sigma-Aldrich
do Brasil LTDA, Sao Paulo) e 10 mM de tampao tris, pH 10,0 (Invitrogen, Burlington,
Canada) para remocao de membranas e proteinas celulares. Apds a lise das células,
as laminas foram incubadas em um aparato de eletroforese horizontal com tampao
alcalino [300 mM NaOH (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e 1 mM EDTA, pH >13
por 20 min a 4°C], para permitir o desenovelamento do DNA e a exposicao de sitios

alcali-labeis da molécula. Uma corrente elétrica de 25 V e 300Ma (0,90 V/cm) foi
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aplicada por 20 minutos para que ocorresse a migracdo do DNA. Apos a eletroforese,
as laminas foram neutralizadas com tampao tris (0,4 M, pH 7,5), coradas com nitrato
de prata (Sigma-Aldrich do Brasil LTDA, Sdo Paulo) como descrito por Nadin et al.
(2001) e analisadas em microscopia 6ptica convencional, com o microscépio 6tico
Nikon Eclipse E200. Foram analisadas 100 células por amostra (50 de cada lamina em
duplicata), sendo essas classificadas visualmente em cinco classes, de acordo com o
tamanho da cauda: sem danos, classe 0, até dano maximo, classe 4 (Figura 6). Uma
vez obtidos os dados, foi calculado o indice de danos multiplicando-se o nimero de
células observadas em cada classe de dano pelo seu nivel de dano, que pode variar
entre 0 (100 células observadas da classe 0) e 400 (100 células observadas da classe

4).

Figura 6: Classificagao visual do indice de dano do ensaio cometa. (0) Dano 0; (1) Dano 1; (2) Dano 2;
(3) Dano 3; (4) Dano 4. Modificado de (Santos, M. C. et al., 2004).
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3.2.3 Ensaio Cometa para Detecc¢ao de Lesdes Oxidativas

Para a avaliacdo dos danos oxidativos presentes no DNA, foi utilizada uma
versdo modificada do teste cometa com uso de enzimas especificas de
reconhecimento de danos oxidativos, a formamidopirimidina DNA-glicosilase (Fpg) e
endonuclease III (Endo III). Apds a lise celular, conforme descrito no cometa alcalino
(Item 3.2.1), as laminas foram lavadas trés vezes com solucdo tampao [40 mM Hepes
(Sigma-Aldrich do Brasil LTDA, Sao Paulo), 100 mM KCI (Merck KGaA, Darmstadyt,
Alemanha), 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/mL (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha),albumina
sérica bovina, pH 8.0 (Sigma-Aldrich do Brasil LTDA, Sao Paulo)] e incubadas com 60
uL de Fpg (New England Biolabs, Ipswich, EUA) para deteccao de purinas oxidadas,
por 30 minutos e Endo III (New England Biolabs, Ipswich, EUA), para deteccdo de
pirimidinas oxidadas, por 45 minutos (Miorelli et al, 2007; Da Costa Medina et al,
2008), ambas a 37°C. Apds a incubagao com as enzimas as laminas foram imersas na
solucao de eletroforese, seguindo-se os mesmos procedimentos do teste cometa

versao alcalina nao modificada, conforme descrito acima.

3.3 Biomarcadores de Efeito

3.3.1 Peroxidacao Lipidica

Estresse oxidativo no ambiente celular resulta na formacao de hidroperéxidos
lipidicos altamente instaveis. A decomposicdo de peréxidos instaveis derivada de
acidos graxos poli-insaturados resulta na formacdo de malondialdeido (MDA), que
pode, por sua vez, ser quantificado colorimetricamente através de sua reacao com o

acido tiobarbiturico (Yagi, K., 1998).

O teste foi realizado de acordo com Salgo e Pryor (1996), com algumas
modificagdes. As amostras de plasma foram incubadas previamente em banho-maria,

a 37°C por 1h. Apds esse periodo, foi transferido um total de 205 uL de plasma e



Pagina |38

adicionado 1 mL de acido tricloroacético 5% (Sigma-Aldrich do Brasil LTDA, Sao
Paulo). A mistura foi centrifugada a 3000rpm em uma centrifuga Sorvall Legend Mach
1.6R por 10 minutos e teve o sobrenadante descartado. Ao precipitado foi adicionado
1mL de acido sulfdrico (Synth, Labsynth Produtos para Lab. LTDA, Sao Paulo) e 1mL
de reagente de cor [acido tiobarbitdrico (Sigma-Aldrich do Brasil LTDA, Sao Paulo),
sulfato de sédio e bicarbonato de sédio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)] e
incubado novamente em banho-maria a 90°C, por quinze minutos. Depois de esfriar a
temperatura ambiente, foi acrescentado alcool n-butilico (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Entdo o sobrenadante foi
transferido para cubeta e teve sua absorbancia lida no comprimento de onda de 530
nm num espectrofotémetro Femto 600 PLUS. O resultado foi normalizado conforme o
conteudo de proteinas totais da amostra, obtido com o kit Labtest Proteinas Totais,

conforme indicacdes do fabricante (Labtest Diagnéstica, Minas Gerais).

3.3.2 Proteinas carboniladas

O procedimento para analise da carbonilacdo proteica foi realizado conforme
descrito por Levine e colaboradores em 1990, com algumas modifica¢des (Levine, R.
L. et al, 1990). As amostras tiveram o conteudo de proteinas totais aferido e foram
diluidas (quando necessario), e foi separada uma aliquota de 1mg/mL. Logo em
seguida, foi acrescentado acido tricloroacético (TCA) 20% (Sigma-Aldrich do Brasil
LTDA, Sao Paulo) na proporg¢ao de 1:1 com a amostra e homogeneizado em vdrtex por
10s (Quimis Aparelhos Cientificos, Sdo Paulo). Ap6és uma pausa de 15 minutos, o
conteudo foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos (centrifuga Sorvall Legend
Mach 1.6R) e teve o sobrenadante descartado. Entdao adicionou-se ao precipitado 500
uL de dinitrofenilhidrazina (DNPH, Sigma-Aldrich do Brasil LTDA, Sao Paulo) e a
solucdo ficou em repouso abrigada da luz por 1 hora. Logo apds acrescentou-se 500uL
de TCA 20% e centrifugou-se novamente a 4000 rpm por 8 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado com etanol:acetato de etila (1:1) (Synth,
Labsynth Materiais para Laboratério, Sdo Paulo) e deixado em repouso por 10 min.

ApOs o periodo de repouso, a mistura foi novamente centrifugada a 4000 rpm/8min e
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teve o sobrenadante descartado. O processo de lavagem foi repetido mais duas vezes.
Depois do descarte final do sobrenadante, o precipitado foi incubado com solucdo de
guanidina 6M (Synth, Labsynth Materiais para Laboratério, Sdo Paulo)e fosfato de
potadssio monobasico 20mM (pH 2,3; Synth, Labsynth Materiais para Laboratério, Sao
Paulo) por 15 min 37°C. Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm
por 10 min e a absorbancia da amostra foi lida em espectrofotémetro Femto 600

PLUS, a 365 nm.

3.3.3 Micronicleos da Mucosa Oral

A técnica de microntcleos consiste na identificagdo do aumento na frequéncia
de mutacdo em células. O micronucleo é um nucleo adicional e separado do nucleo
principal de uma célula, formado durante a divisdo celular por cromossomos ou
fragmentos destes que atrasam-se em relacdo aos demais. Resulta de alteracdes
estruturais cromossOmicas espontaneas ou experimentalmente induzidas, ou ainda,
de falhas no fuso celular, sendo excluido do novo nuicleo, formado na tel6fase. Pode-se
utilizar diversas abordagens para a observacdo desse fendmeno, dentre as quais se
destaca a abordagem mais tradicional, que envolve a cultura de células de sangue
periférico seguida do bloqueio da citocinese (Fenech, M., 1993) e a utilizagdo de um
esfoliado de células da mucosa oral (Thomas, P. et al, 2009), método rapido e nao

invasivo escolhido para este trabalho.

As células da mucosa foram coletadas com o auxilio de uma escova citologica e
armazenadas no tampdo de mucosa oral [1,6g Tris-HCl (Invitrogen, Burlington,
Canada), 1,2g EDTA e 37,2g de cloreto de s6dio em um litro, pH 7(Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha)] e centrifugado a 581g por 10 minutos. O sobrenadante foi
aspirado, deixando-se 1 mL da suspensao celular, adicionando-se 5 mL de tampao de
mucosa oral. O processo de lavagem foi repetido quantas vezes necessarias para
obter melhores resultados. O material foi entdo aspirado com o auxilio de uma
seringa com agulha para facilitar a desagregacao das células, centrifugado novamente
a 581g por 10 minutos e eliminou-se o sobrenadante, adicionando-se a seguir 1mL de

tampao a solugdo. Esse material foi fixado com uma mistura de etanol:acido acético
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glacial (Synth, Labsynth Materiais para Laboratério, Sao Paulo), na propor¢ao de 3:1.
Dessa suspensdo retirou-se 120-150uL. que foram pingados em laminas de
microscopia, secas a temperatura ambiente. Depois de secas, as laminas foram
coradas conforme a técnica de Feulgen [hidroélise em &cido cloridrico 1 M (Synth,
Labsynth Materiais para Laboratério, Sdo Paulo), seguido de coloragdo com o reativo
de Schiff (Sigma-Aldrich do Brasil LTDA, Sdo Paulo)]. Foram analisadas 2000 células

diferenciadas, que foram analisadas conforme a presenc¢a de micronucleos.

3.4 Biomarcadores de Suscetibilidade:

3.4.1 Deteccido dos Genotipos por PCR/ RFLP.

Os sistemas polimdrficos foram analisados pela técnica de PCR/RFLP. Os
primers especificos, condi¢des da reacdo de PCR, bem como as enzimas de restricao

especificas, foram utilizadas com base na literatura citada na Tabela 1.
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Tabela 1: Vias, genes e respectivos polimorfismos, primers estudados neste trabalho.

. Primers
Pol fi
Via de Metabolismo Gene ° 1mo-r ISIPO . Referéncia
(denominacgdes) Direto Reverso
C2453A

Thr461Asp )
CYP1A1 GGCTGAACCTT GAACTGCCACTTCA (Cascorbi, I. et

CYP1A1*4  AGACCACATA  GCTGTCT al, 1996)
rs1799814
Fasel
CCA GTC GAG
cvpzer C19%3T TCTACATTG CCCTCTTCCACCTT (Colombo, J.et
rs2031920 CTAT GAA al, 2004)
TCA
GSTM1 Presenca/  GAACTCCCTGA GTTGGGGCTCAAAT (Colombo, J. et
auséncia  AAAGCTAAGC — ATACGGTGG al, 2004)
Presenca/
Fase II GSTT1 TTCCTTACTGGT TCACCGGATCAGGC (Colombo, J. et
auséncia  CCTCACATCTC CAGCA al, 2004)
cstpy  TELOSVal  ACCCCAGGGCTC TGAGGGCACAAGA (Antognelli,C.
rs1695 TATGGGAA AGCCCCT et al., 2009)
cpxg  TO198len  CTGTCTCAAGG CTGTCTCAAGGGCT (Suzen, H.S. et
Neutralizacio de rs1050450 GCCCAGCTGTGC CAGCTGTGCCT — al,2010)
PRO CAT1 C-262T  GGCCTGAAGGA CTCTGGCCCAGCAA (Suzen, H. S. et

rs1001179  TGCTGATAACC TTGGA al,, 2010)

A genotipagem dos fragmentos resultantes foi feita através de eletroforese
em gel de agarose em concentracdes apropriadas para cada fragmento, corado com
brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta. Todos os reagentes utilizados
para a reacao de PCR eram da marca Fermentas (Fermentas, Thermo Fisher Scientific,
Canada). As reagoes foram conduzidas no termociclador PCR Express Thermo Hybaid

(Thermo Scientific, Canada).
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3.5 Analise de Dados e Procedimentos Estatisticos

Os dados coletados foram analizados com o auxilio do pacote estatisico SPSS
versao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e GraphPad Prism versdo 5.01 (Graph Pad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os resultados serao apresentados de forma descritiva
representadas por média aritmética com seu respectivo desvio padrao (x * dp) ou
expressos em freqliéncia. Outras analises estatisticas serdo realizadas, para avaliar as
variaveis categoricas (Qui-quadrado), para comparagdo entre os grupos (U de Mann-
Whitney e Kruskall-Wallis), para demonstrar a associacdo entre as varidveis
quantitativas e informar a fragcdo da variabilidade de uma caracteristica em relagao a
outra (coeficiente de correlacao de Spearman), para determinar a causa-efeito entre
variaveis quantitativas (Regressdo Logistica Bivariada) Para todos os testes assume-
se um risco a< 5% (p< 0,005) e seu respectivo Intervalo de Confianga de 95% (IC

95%).
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil da Populagdo: Dados Demograficos, Clinicos e Habitos Tabagicos:

A amostragem populacional foi concebida com o objetivo de emparelhar o
grupo controle e o grupo de pacientes acometidos pela DPOC. Idade, sexo, etnia e
IMC apresentaram consisténcia entre os dois grupos (Tabela 2). Quando os dados
demograficos foram submetidos a uma regressao logistica bivariada para correcdo
de variaveis de confusdo, observou-se que o sexo e etnia ndo apresentaram
relevancia estatistica associada ao desenvolvimento da doenga, mas que a idade
parece ser um fator que acrescenta uma pequena probabilidade de contrair DPOC

(P=0,02; IC 95%=1,10 [1,01 - 1,20]).

Contudo, existem diferengcas marcantes (e estatisticamente significantes)
entre os habitos tabagicos de ambos os grupos: uma porgao superior dos pacientes
fuma atualmente ou ja fumou (84% dos pacientes contra 54% dos controles), por
periodos superiores de tempo (59% fumou por periodos superiores a 30 anos
contra 10% dos controles) e em maior quantidade (27,16%£16,63 contra
13,96+10,9 cigarros por dia). Corroborando este achado, foram encontradas
correlacdes entre o habito de fumar (estatus tabagico) com o desfecho DPOC
(r2=0,406; P<0,001) e nos pacientes, o habito tabagico correlacionou-se com sexo
masculino (r?=0,305; P=0,043) e este com uma quantidade maior de cigarros
fumados (r?2=0,420; P=0,004). E, embora o tabagismo em si ndo se apresente como
um fator de risco [P=0,72; IC 95% 1,42 (0,21 - 9,62)], a quantidade de cigarros
fumados [P=0,01; IC 95% 1,11 (1,02 - 1,20)] e o tempo de tabagismo [P=0,04; IC
95% 1,06 (1,00-1,21)] contribuem com uma probabilidade discreta para o

desenvolvimento da doenga.

A duracao do tabagismo correlacionou-se ndao s6 com a presenca de DPOC
(r2=0,332; P=0,010), mas também com a quantidade de cigarros fumados por dia

em controles (r2=0,473; P=0,048) e em pacientes (r2=0,313; P=0,043).

Assim como o habito de fumar e o tempo de tabagismo, a quantidade de

cigarros fumada parece apresentar uma relacdo ainda mais estreita com a
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presenca de DPOC (r?= 0,406; P<0,001). Como esperado, a quantidade de cigarros
fumados também se relaciona com o decréscimo das fung¢des pulmonares

(VEF1:r2=-0,595; P=0,009; CVF: r2=-0,495; P=0,037).

Tabela 2: Caracteristicas demograficas, historia tabagica e OR para o
desenvolvimento de DPOC.

Caracteristicas Controle (n=48) DPOC (n=51) P OR (IC 95%)
Idade (anos) 63,35+9,37 65,33+8,91 0,02 1,10(1,01-1,20)
Sexo
Masculino 25 30 0,81 0,84 (0,20 - 3,63)
Feminino 23 21 Referéncia
Etnia
Euro-descendente 47 45 Referéncia
Afro-descendente 1 6 0,12 0,06 (0,00 - 2,04)
IMC (kg/m2) 26,51 + 3,73 25,75 +5,72 - -
Status Tabagismo*
Nao-fumante 22 8 Referéncia
Fuma/Ex-fumante 3/23 12/31*1 0,72 1,42 (0,21-9,62)
Duracdo Tabagismo 5 30%*2 0,04 1,06(1,00-1,21)
Cigarros/dia 13,96%£10,9 27,6+16,63*3 0,01 1,11 (1,02 - 1,20)

Dados apresentados em média+desvio padrdo *'P=0,004; **P=0,006; **P=0,001 (Mann- Whitney).
OR e IC: Regressao Logistica Bivariada.

Na Tabela 3, sdo apresentados os dados de funcdo pulmonar. Na legenda da
tabela encontram-se os resultados da analise das diferencas entre os dois grupos (U
de Mann-Whitney), enquanto nas colunas P e OR encontram-se os resultados da
regressdo logistica bivariada, aplicada para averiguar a possibilidade das variaveis

acrescentarem alguma probabilidade do desenvolvimento da DPOC.

Conforme esperado, os pacientes apresentam aproximadamente a metade da
média de VEF1 dos controles de funcao pulmonar normal. A mesma tendéncia esta
presente nos valores de CVF e, consequentemente na relacdo VEF;1/CVF (Indice de
Tiffeneau), em torno de 68 e 71% menores, respectivamente. Todos os parametros de

funcdo pulmonar apresentaram diferencas significativas entre os dois grupos
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(P<0,001). Nos casos, existe uma correlacao discreta entre o declinio da CVF e a idade

r2=-0,284; P=0,043).

Em relacdo ao estadiamento da doenca (Tabela 3) 16% (8 individuos) dos
casos esta na fase inicial da doenca (Leve), 31% apresentam-se na fase Moderada e

Severa (16 individuos) e 22% estdo na classe mais grave, intitulada Muito Severa.

Uma minoria entre os dois grupos apresentou doencas respiratorias na infancia, 10
individuos nos controles e 12 nos portadores. Assim como o acometimento por
doencas respiratérias na infiancia, o numero de pessoas que apresentam

comorbidades foi bastante semelhante nos dois grupos.

O uso de anti-hipertensivos foi bastante semelhante entre os dois grupos.
Aparentemente existe uma discreta correlacdo de sua utilizacdo com a idade nos

controles (r2=0,311; P=0,032) e com seu IMC (r2= 0,295; P=0,032).

Tabela 3: Funcdo Pulmonar e Historia Clinica dos Sujeitos.
Controle (n=48) DPOC (n=51)

VEF1 (% predito) 86+11,59 42,90+19,03*
CVF (%predito) 90,81+14,02 62,20+18,28*
VEF1/CVF(%predito) 95,58+11,53 68+19,65*
Tempo de Doenca (anos) - 7,25+7,75
Estadiamento da Doenga* - 8/16/16/11
Doenca Respiratéria na Infancia 10/38 12/39
(sim/ndo)

Comorbidades (sim/nao) 36/12 36/15
HAS 27 21
Cardiopatia 2 9
Outras 8 15

Uso Anti-Hipertensivo (sim/nao) 25/23 27/24

VEF1, CVF, VEF;/CVF e Tempo de Doenga apresentados como médiatdesvio padrdo, os demais
dados sdo apresentados como numeros absolutos de representantes de cada classe; VEF;:
Volume  Expiratério Forcado em 1 s; CVF: Capacidade Vital Forgada;
t#Leve/Moderado/Severo/Muito Severo (GOLD, 2009); *P< 0,001 (Mann- Whitney).

A distribuicao do uso das terapias mais utilizadas na DPOC pode ser vista na
Tabela 4. O uso de corticosteroides pelos pacientes se distribui de forma bastante
homogénea e, embora exista um nimero um pouco maior de individuos de

7

classificacdo muito severa usudrios dessa terapia, essa diferenca ndo é relevante
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estatisticamente. A utilizacao de oxigenoterapia para correcdo de hipoxemia ocorre a
partir dos casos DPOC Moderada, sendo utilizada em todos os estadios em

proporg¢des muito semelhantes.

Tabela 4: Distribuicio do uso de corticosteroides conforme
estadiamento da DPOC.

Leve Moderada Severa Sl\: :,1(1:;

(n=8) (n=16) (n=16) (n=11)
Corticosteroides 6 7 6 9
Oxigenoterapia 0 4 3 5

Dados apresentados como nimero absoluto de representantes de cada classe.
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4.2 Biomarcadores de Susceptibilidade.

4.2.1 Analise das Frequéncias de Polimorfismos de Genes de Enzimas de
Metabolismo da Fase ], II e Antioxidantes.

As frequéncias génicas e genotipicas obtidas por PCR-RFLP para controles e
pacientes encontram-se na Tabela 5. Nao foi observada nenhuma diferencga estatistica
entre as distribuicdes génicas e genotipicas entre os grupos. Todos os polimorfismos
encontram-se em conformidade com o Equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto GPx1
Pro198Leu no grupo controle, que apresenta um favorecimento do numero dos

heterozigotos em detrimento de ambas as classes de homozigotos.

Tabela 5: Frequéncias génicas e genotipicas dos grupos estudados.

Funcgao Genotipos Controles (%) DPOC (%) Populacgao
n=48 n=51 Total n=99
CYP1A1 C2453A
c/C 43 (90) 38 (74,51) 81 (81,81)
C/A 5(10) 12 (23,53) 17 (17,17)
A/A - 1(1,96) 1(1,01)
. CYP1A1 4887A 5,21 13,73 9,6
Enzimas da Fase
. CYP2E1 A-1053G
A/A 42 (87,5) 46 (90,2) 88 (88,89)
A/G 6(12.5) 5(9,8) 11 (11,11)
G/G - - -
CYP2E1-1053G 6,25 4,90 5,6
GSTM1 Nulo
Presente 21(43,75) 31(60,78) 52 (52,53)
Ausente 27(56,25) 20(39,22) 47 (47,47)
GSTM1 Nulo 56,25 39,2 47
GSTT1 Nulo
Enzimas da Fase Presente 38(79,17) 36(70,59) 74 (74,75)
11 Ausente 10(20,83) 15(29,41) 25 (25,25)
GSTT1 Nulo 20,83 29,41 25
GSTP1 Ile105Val
lle/Ile 19(39,58) 26(50,98) 45 (45,45)
Ile/Val 21(43,75) 22(43,14) 43 (43,43)
Val/Val 8(16,67) 3(5,88) 11 (11,11)
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Funcgdo Genotipos Controles (%) DPOC (%) Populacao
n=48 n=51 Total n=99

GSTP1 105Val 38,54 27,45 30,45
CAT C-262T
c/C 34(70,83) 26(50,98) 60 (60,61)
C/T 11(22,92) 21(41,18) 32 (32,32)
T/T 3(6,25) 4 (7,84) 7 (7,07)
CAT-262T 17,71 28,43 23,23

Defesa

Antioxidante  cp. 1 pro198Leu

Pro/Pro 5(10,42)* 10(19,61) 15 (15,15)
Pro/Leu 32(66,67)* 28(54,90) 60 (60,61)
Leu/Leu 11(22,92)* 13(25,49) 24 (24,24)
GPx1 198Leu 56,25 52,94 54,55

* Ndo esta em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Quando as frequéncias obtidas na populagdo investigada foram confrontadas
com os polimorfismos obtidos em outros estudos (Tabela 6), pode-se observar que
existe uma coeréncia das distribuicées na maioria dos casos. Entretanto, na mesma
tabela também pode-se observar certas discrepancias. A frequéncia de 0,137 de
CYP1A1 2453A (o alelo variante) dentre os pacientes difere (P=0,001) de todas outras
popula¢des estudadas cujas frequéncias giram em torno de 0,5-0,6. Nao obstante,
embora existam, as diferencas entre os acometidos pela doenca e controles nao sdo

significativas (P=0,076).

Quando consideramos o GSTT1 null, as diferengas residem unicamente entre a
populacao de pacientes com DPOC deste trabalho (freq. 0,29) e os pacientes de DPOC
avaliados no trabalho de Gaspar et al. (2004), cuja frequéncia totalizava 0,40. Esta
frequéncia encontrada por ele também foi diferente da populacao controle de seu

trabalho, que era 0,21.

Em GSTP1 Ile105Val a ocorréncia do alelo variante é superior nos controles
caucasianos as populagdes caucasianas da regido relatadas em outros levantamentos:
0,385 contra 0, 28 - 0,3. Ainda assim, quando sdo agrupados casos e controles obtém-
se uma frequéncia de 0,304, e a significancia estatistica da diferenca entre as

diferentes populagdes revisadas se desfaz.
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O caso das diferencas mais marcantes entre os valores que foram obtidos e os
de outras investigacdes é o do polimorfismo GPx1 Pro198Leu. A ocorréncia do alelo
variante foi mais comum entre os controles e pacientes (0,562 e 0,529,

respectivamente) do que nos estudos revisados (0,32 - 0,33).

Tabela 6: comparacao entre frequéncias génicas de diferentes trabalhos.

Gene Polimorfismo Populac¢ao Estudada F(I;Z()l' Referéncia
CYPIAL (24534 Brasileiros cauc. 5 (Amorim, L. M. F. et al,
2004)
. . 5,8 Wright, C. M. et al.,
Caucasianos (Australia) (Wrig 2010)
Euro-brasileiros 5.21 Presente trabalho
DPOC 13,73*1 Presente trabalho
Pop. total 9,6 Presente trabalho
CYP2E1 (C-1053T Euro-brasileiros (Serra Gaticha) 3,11 (Da Silva, J. et al., 2008)
Brasileiros pred. cauc. (S. Paulo) 55 (Nishimoto, I N. et al.,
2000)
Euro-brasileiros 6,25 Presente trabalho
DPOC 4,90 Presente trabalho
Pop. total 5,6 Presente trabalho
GSTM1  Gendtipo nulo }(Efl’lg:t-cl))rA?Zgilegos >0 (Gaspar, P. et al., 2004)
Euro-brasileiros (Serra Gaticha) 49,70
DPOC (brasileiros) 37,3 (Gaspar, P. et al,, 2004)
Euro-brasileiros 56,25 Presente trabalho
DPOC 39,2 Presente trabalho
Pop. total 47 Presente trabalho
GSTT1 Genétipo nulo  Euro-brasileiros 21,1 (Gaspar, P. et al.,, 2004)
Euro-brasileiros (Serra Gadcha) 22,98
DPOC (brasileiros) 40 (Gaspar, P. et al, 2004)
Euro-brasileiros 20,83 Presente trabalho
DPOC 29,41%2 Presente trabalho
Pop. total 25 Presente trabalho
GSTP1 Ile105Val Euro-brasileiros 27,8 (Gaspar, P. et al.,, 2004)
Euro-brasileiros 26,32 (DaSilva, J. et al., 2008)
DPOC (brasileiros) 30 (Gaspar, P. et al, 2004)
Euro-brasileiros 38,54*3 Presente trabalho
DPOC 27,45 Presente trabalho
Pop. total 30,45 Presente trabalho
CAT C-262T Franceses 23,21 (Nadif, R. et al, 2005)
Americanos (cauc.) 22,34 (Lightfoot, T. et al., 2006)
Euro-brasileiros 17,71 Presente trabalho
DPOC 28,43 Presente trabalho
Pop. total 23,23 Presente trabalho

GPx1 Pro198Leu Brasileiros 33 (De Oliveira Hiragi, C. et
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Freq.

Gene Polimorfismo Populac¢ao Estudada (%) Referéncia
(V]
al, 2011)
. . . 32 (Miranda-Vilela, A. L. et

Brasileiros (etnias mistas)

al,, 2010)
Euro-brasileiros 56,25%4 Presente trabalho
DPOC 52,94*4 Presente trabalho
Pop. total 54,55 Presente trabalho

*diferencia-se das populagdes citadas (P=0,002). *2 P= 0,001 entre o grupo DPOC deste grupo e do
trabalho de Gaspar e cols. (2004). *3P=0,005 entre as todas as populagdes citadas. *4#P<0,001 entre as
todas as populagoes citadas.
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4.3 Biomarcadores de Efeito:

4.3.1 Iindices de Dano do Ensaio Cometa.

Da amostragem total de 51 individuos do grupo controle, 4 foram excluidos por

apresentarem incongruéncias em relacao ao resto dos sujeitos, contra 51 individuos

portadores de DPOC. Nas modalidades de cometa modificado, totalizaram-se 44

pacientes do grupo controle e 49 pacientes de DPOC devido a razdes metodoldgicas.

Em todas as modalidades de ensaio cometa os pacientes apresentaram indices de

dano superiores aos controles (Figura 7).

(A)

(B)

Cometa Alcalino

% indicede  Controle (n) DPOC (n) P
Dano (ID)
801 P=0,0003 (D) Ensaio Cometa 21,23+21,60(47) 36,71=2541(51) 0,0003
r 1 Alcalino*
(<]
C 604
8 Ensaio Cometa 39,23+3376(44) 54,61:3676(49) 0,0297
o Modificado-
T 40- Fpg*
8 e Ensaio Cometa 37,75+33,08(44) 57,94:4069(49) 0,0098
T 5 Modificado-
E 20 Endo IIT*
0- T Dados apresentados em médiatdesvio padrdo;
Controles DPOC *U de Mann-Whitney
Cometa Modificado: Fpg Cometa Modificado: Endo lll
P=0,030
100+ 0 - ©) 190
- o P=0,010
=}
: E Ll 1
© 1004
g p
T = b
g o T
- T
c
£ e = -
-':- = NN
Controle DPOC Controle DPOC

Figura 7: Comparacido dos Indices de Dano do ensaio cometa de controles e pacientes com
DPOC (U de Mann-Whitney).(A) Ensaio cometa alcalino; (B) Ensaio cometa modificado com Fpg;
(C)Ensaio cometa modificado com Endo III; (D) Média dos indices de dano das diferentes

modalidades de cometa.



Pagina |52

Nao foi evidente nenhuma diferenca significativa nos indices de dano (ID)
quando a amostra foi estratificada por fumo, quantidade de cigarros por dia, género,
uso de terapia baseada em corticosteroides ou anti-hipertensivos e estadiamento da

DPOC (dados nao apresentados).

Ainda assim, o ID do cometa alcalino apresentou correlagdo negativa nos
pacientes com o VEF: (r?=-0,386 P=0,005). A relacao da perda de fun¢do pulmonar e
aumento dos indices de dano parecem ainda mais amplas: o ID alcalino correlaciona-
se negativamente com o VEF; (r?= -0,386, P=0,005), ambos os ID do cometa
modificado com FPG e Endo III correlacionam-se com a CVF (r2=-0,321, P=0,021; r2=

-0.292, P=0,042, respectivamente) .

Nos controles, os dados de correlacdo indicaram que, a medida que os controles
perdem sua sadde respiratoria como um todo (Indice de Tiffeneau), seu indices de

dano oxidativo aumentam (Fpg: r2=-0,396, P=0,005; Endo III: r2= -0,485, P=0,001).
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4.3.2 Peroxidacao Lipidica e Carbonilagao Proteica.

Em um primeiro momento, quando os marcadores de peroxidacao lipidica
(TBARS) e carbonilagdo proteica (DNPH) foram analisados, ndo foram encontradas
diferencas entre seus niveis nos controles e pacientes. Entretanto, quando o grupo
dos pacientes foi estratificado em portadores de DPOC que praticam exercicios fisicos
submaximos regularmente (DPOC RP) ou ndo (DPOC) junto aos programas de
reabilitacdo pulmonar por um periodo superior a oito semanas, fica claro que esses
individuos gozam de uma diminuicdo em ambos os parametros (vide Tabela 7 e
Figura 8), embora somente para o marcador de peroxidacao lipidica essa diferencga é

significativa estatisticamente (P=0,0001).

Tabela 7: Biomarcadores de Peroxida¢do Lipidica (TBARS) e Carbonilagdo
Proteica (DNPH)*.

Biomarcadores Controle DPOC DPOC RP p
(n=50) (n=34) (n=15)

Peroxidagdo Lipidica 9,17+4,27 11,99+4,48 6,84+4,38 0,0001
Carbonilacao Proteica 8,15+5,13 6,89+5,08 5,68+2,03 0,3315

*Dados apresentados como média + desvio-padrao. Valor de P obtido pelo Teste Krukal-Wallis

Peroxidacao Lipidica Reabilitagao Carbonilagédo Proteica Reabilitagdo
o 15
20- —P=0.0001 | ) 001 £ —_——

© 1 s ——

£ -T- 5

% 15 _ o 10
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© _ E%::-:-:-:::-: Q g ,.-E E:._.
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S 5 SR - '-:-'%-:;:i:-

£ e : S

0 m - c 0 = "us -_:_- " e
Controles DPOC Controles DPOC  DPOC-RP

Figura 8: Representagio grafica da avaliacdo dos biomarcadores de carbonilagio proteica
e peroxidacao lipidica.
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4.3.3 Micronucleos de Mucosa Oral

A investigacdo dos micronucleos em esfoliado de mucosa oral totalizou 98
individuos dos 102 participantes do estudo, dos quais 51 eram do grupo controle e 47
dos pacientes de DPOC. A ocorréncia de micronucleos foi extremamente semelhante
em ambas as classes, com a média da frequéncia (MN/1000 células) de 2,58+1,83
para os controles de fun¢do pulmonar preservada e de 2,61+1,82 para os pacientes de

DPOC, conforme demonstrado na primeira linha da Tabela 15 e na Figura 9.

MN
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§ | e———re— ——
\8 4-
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T 3
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= . e
© - g
© %'
@ -
S 17 e
g
C 0 = o

Controles

Figura 9: Frequéncia de microntcleos a cada 1000 células
de esfoliado bucal em controles e pacientes com DPOC.
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4.4 Investigacdo da Influéncia dos Biomarcadores de Susceptibilidade com
Biomarcadores de Exposicao e Efeito.

4.4.1 Polimorfismos e Ensaio Cometa

Os individuos foram estratificados conforme seus genotipos e classes (controles

ou DPOC) e foram comparados com base nos indices de dano dos ensaios cometa.

Os genotipos foram agrupados conforme a presenca do alelo mais raro de modo
que os individuos foram classificados entre ndo portadores do alelo mais raro ou
portadores de uma cépia ou mais do mesmo (modelo de influéncia recessiva). Os
indices de dano foram comparados entre os gendtipos da mesma classe e entre

classes.

4.4.1.1 CYP1A1 C2453A.

Embora as comparagdes entre gendtipos ndo tenham evidenciado diferencas
no grupo controle ou entre o controle e os pacientes (Tabela 8 e Figura 10), quando
foram comparados os diferentes geno6tipos do grupo DPOC, pode-se observar que os
portadores do alelo 2453 A/- apresentaram um aumento significativo do indice de
dano dos cometas alcalino simples e modificados com Fpg e Endo III. Como esperado,
existe uma correlagao positiva entre o alelo menos frequente e os indices de dano dos
cometas alcalino (r?=0,350, P=0,012) modificado com Fpg (r?=0,340, P=0,015) e Endo
11 (r2=0,335, P=0,019).
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Tabela 8: Analise da influéncia do polimorfismo CYP1A1 C2453A no indice de dano do
ensaio cometa.

indice de Dano (0 - 400)

Genotipo Controle (n) DPOC (n) P
Ensaio Cometa Alcalino (tot.) 21,23+21,6 (47) 36,71+25,41 (51) 0,000
CYP1A1C/C 20,98+21,38(42) 31,82+25,13 (38) 0,010
CYP1A1 C/A+A/A 23,40+25,95 (5) 51,00+21,13 (13) 0,061
Pa intragrupos 0,822 0,012

Ensaio Cometa Mod, Fpg
39,23+33,76 (44) 54,61%+36,76 (49) 0,030

(tot.)
CYP1A1C/C 37,08+£32,43(40) 46,92+35,21 (36) 0,144
CYP1A1C/A+A/A 60,75+44,55 (4) 75,92+33,44 (13) 0,396
Paintragrupos 0,307 0,023

Ensaio Cometa Mod, Endo III
37,75+33,08 (44) 57,94+40,69 (49) 0,010

(tot.)
CYP1A1 C/C 37,43+32,28 (40) 49,72+ 36,42 (36) 0,108
CYP1A1C/A +A/A 41,00+ 46,03(4) 80,69+ 44,61 (13) 0,101
Paintragrupos 0,610 0,021

Pa Valor de P obtido pelo teste U de Mann-Whitney.
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Figura 10: Representacgoes graficas das andlises da influéncia do polimorfismo
CYP1A1 C2453A no indice de dano do ensaio cometa.
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4.4.1.2 CYP2E1 C-1053T.

De todas as comparagdes intragrupo do polimorfismo CYPZ2E1 C-1053T, nao
observou-se qualquer influéncia modulatéria de diferentes genotipos dentro dos
grupos. Contudo, nas comparagdes intergrupo, os pacientes C/C apresentaram uma
meédia de indice de dano superior em todas as modalidades de cometa (Tabela 9 e

Figura 11).

Tabela 9: Andlise da influéncia do polimorfismo CYP2E1 C-1053T no indice de dano
do ensaio cometa.

indice de Dano (0 - 400)

Genotipo Controle (n) DPOC (n) P
Ensaio Cometa Alcalino (tot.)  21,23+21,6 (47) 36,71%£25,41(51) 0,000
CYP2E1C/C 20,20+21,95 (41) 35,37+ 23,93 (46) 0,000
CYP2E1 C/T+T/T 28,33+19,24 (6) 49,00+ 37,69 (5) 0,409
Paintragrupos 0,213 0,437

Ensaio Cometa Mod, Fpg
39,23+33,76 (44) 54,61%36,76 (49) 0,030

(tot.)
CYP2E1 C/C 36,23+30,73 (39) 54,45+ 36,25 (44) 0,017
CYP2E1C/T+T/T 62,60+50,11 (5) 56,00+ 45,67 (5) 1,000
Paintragrupos 0,336 0,908

Ensaio Cometa Mod, Endo III
37,75+33,08 (44) 57,94+40,69 (49) 0,010

(tot.)
CYP2E1 C/C 35,10+32,45(39) 57,50+40,22 (44) 0,006
CYP2E1C/T+T/T 58,40+£33,98 (5) 61,80+49,58 (5) 1,000
Paintragrupos 0,079 0,934

Pa Valor de P obtido pelo teste U de Mann-Whitney.
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CYP2E1 x Cometa Alcalino
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Figura 11: Representacdes graficas das andlises da influéncia do polimorfismo
CYP2E1 C-1053A no indice de dano do ensaio cometa.
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4.4.1.3 GSTM1 null.

A tnica diferenca constatada quando a amostra foi estratificada conforme
genotipos de GSTM1, é que tanto os pacientes portadores da delecdo quanto aqueles
que possuiam o gene integro apresentaram indices de dano do cometa alcalino

superiores aos controles com os referidos genoétipos (Tabela 10 e Figura 12).

Tabela 10: Andlise da influéncia do polimorfismo GSTM1 null no indice de dano
do ensaio cometa.

indice de Dano (0 - 400)

Genoti
enotipo Controle (n) DPOC (n) P

Ensaio Cometa Alcalino
21,23+21,6 (47) 36,71+25,41 (51) 0,000

(tot.)
GSTM1 presente 21,21+20,58 (19) 35,16+x23,64 (31) 0,011
GSTM1 ausente 21,25+22,64 (28) 39,10+28,40 (20) 0,015
Paintragrupos 0,983 0,832

Ensaio Cometa Mod, Fpg
39,23+33,76 (44) 54,61+36,76 (49) 0,030

(tot.)
GSTM]1 presente 46,53+38,45 (19) 56,13+£38,77 (30) 0,340
GSTM1 ausente 33,68+29,31 (25) 52,21+34,23 (19) 0,059
P2 intragrupos 0,363 0,861

Ensaio Cometa Mod, Endo
37,75+33,08 (44) 57,94%40,69 (49) 0,010

III (tot.)
GSTM1 presente 40,42+35,67 (19) 61,53+42,48 (30) 0,055
GSTM1 ausente 35,72+ 37,55 (25) 52,26+ 34,23 (19) 0,092
P2 intragrupos 0,722 0,600

Pa Valor de P obtido pelo teste U de Mann-Whitney.
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Figura 12: Representagdes graficas das analises da influéncia do polimorfismo
GSTM1 null no indice de dano do ensaio cometa.
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4.4.1.4 GSTTI null.

Ainda que se possa identificar uma tendéncia de dano inferior nos pacientes
portadores de GSTTI null em todas as modalidades, apenas o cometa modificado com
Fpg, que detecta principalmente guaninas oxidadas, apresentou significancia

estatistica (P=0,003).

Ndo obstante, quando foram efetuadas as comparagdes intergrupos, pode-se
perceber que os pacientes que apresentam o gene funcional demonstram valores bem
superiores de dano aqueles controles da mesma categoria, para as trés modalidades

de cometa (P<0,001; 0,029 e 0,004, Tabela 11 e Figura 13).

Tabela 11: Andlise da influéncia do polimorfismo GSTT1 null no indice de dano
do ensaio cometa.

indice de Dano (0 - 400)

Genoti
cnotipo Controle (n) DPOC (n) P

Ensaio Cometa Alcalino
21,23+21,6 (47) 36,71+25,41 (51) 0,000

(tot.)
GSTTI1 presente 21,27+21,84 (37) 41,92+ 26,95 (36) 0,000
GSTT1 ausente 21,10+21,84 (10) 24,20+ 15,90 (15) 0,080
P2 intragrupos 0,795 0,053

Ensaio Cometa Mod, Fpg
39,23+33,76 (44) 54,61%36,76 (49) 0,030

(tot.)
GSTT1 presente 37,67+32,75 (33) 63,58+ 36,37 (36) 0,029
GSTT1 ausente 43,91+37,90 (11) 30,87+ 25,94 (15) 0,701
Pa intragrupos 0,818 0,003

Ensaio Cometa Mod, Endo 111
37,75+33,08 (44) 57,94+40,69 (49) 0,010

(tot.)
GSTT1 presente 44,86+ 40,45 (35) 63,49+ 36,90 (35) 0,004
GSTT1 ausente 39,89+ 38,16 (9) 32,43+ 26,18 (14) 0,891
Paintragrupos 0,464 0,113

Pa Valor de P obtido pelo teste U de Mann-Whitney.
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GSTT1 x Cometa Endo lll

T
Presente Ausente

Controles

L}
Presente Ausente
DPOC

Figura 13: Representacdes graficas das analises da influéncia do polimorfismo
GSTT1 null no indice de dano do ensaio cometa.
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4.4.1.5 GSTP1lle105Val.

Como pode ser observado na Tabela 12 e Figura 14, a tUnica diferenca
significativa evidenciada nas comparac¢des entre genotipos de GSTP1 Ile105Val foi o
dano superior do cometa alcalino (18,00+ 21,29 dos pacientes contra 38,84+26,55

dos casos) nos pacientes portadores de pelo menos uma cépia do alelo variante Val/-.

Tabela 12: Analise da influéncia do polimorfismo GSTP1 Ile105Val no indice de
dano do ensaio cometa.

indice de Dano (0 - 400)

Genoti
enotipo Controle (n) DPOC (n) P

Ensaio Cometa Alcalino
21,23+21,6 (47) 36,71+25,41 (51) 0,000

(tot.)
GSTP1 Ile/lle 26,94+21,59 (17) 34,65+24,61 (26) 0,291
GSTP1 Ile/Val + Val/Val ~ 18,00+ 21,29 (30) 38,84+26,55 (25) 0,000
Pa intragrupos 0,159 0,540

Ensaio Cometa Mod, Fpg
39,23+33,76 (44) 54,61%36,76 (49) 0,030

(tot.)
GSTP1 Ile/Ile 46,71+36,52,81 (17) 59,04+38,20 (25) 0,293
GSTP1 Ile/Val + Val/Val 34,52+31,70 (27) 50,00+35,40 (24) 0,104
P2 intragrupos 0,273 0,275

Ensaio Cometa Mod, Endo III
37,75+33,08 (44) 57,94+40,69 (49) 0,010

(tot.)
GSTP1 Ile/Ile 48,24+35,20 (17) 57,72+34,44 (25) 0,343
GSTP1 Ile/Val + Val/Val 31,15+ 30,28 (27) 58,17+47,09 (24) 0,054
P2 intragrupos 0,104 0,582

P2 Valor de P obtido pelo do teste U de Mann-Whitney.
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Figura 14: Representacodes graficas das analises da influéncia do polimorfismo
GSTT1 null no indice de dano do ensaio cometa.
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4.4.1.6 CAT C-262T.

Os indices de dano das todas as modalidades (simples e modificadas) dos
acometidos pela DPOC exibiram indices maiores (P<0,001, P=0,016 e P=0,003) de
dano em relacdo a seus iguais do grupo controle. Dentro dos grupos, nenhuma

influéncia dos diferentes genétipos foi detectada (Tabela 13 e Figura 15).

Tabela 13: Analise da influéncia do polimorfismo CAT C-262T no indice de dano do
ensaio cometa.

indice de Dano (0 - 400)

Genotipo Controle (n) DPOC (n) P

Ensaio Cometa Alcalino
21,23+21,6 (47) 36,71+25,41 (51) 0,000

(tot.)
CATC/C 20,76+21,49 (34) 40,38+25,11 (26) 0,000
CATC/T+T/T 22,46+22,73 (13) 32,88+25,65 (25) 0,065
Paintragrupos 0,739 0,262

Ensaio Cometa Mod, Fpg
39,23+33,76 (44) 54,61%36,76 (49) 0,030

(tot.)
CATC/C 35,80+33,15 (30) 57,72+£37,06 (25) 0,016
CATC/T+T/T 46,57+35,13 (14) 51,38+£36,94 (24) 0,844
Pa intragrupos 0,267 0,555

Ensaio Cometa Mod, Endo
37,75+33,08 (44) 57,94+40,69 (49) 0,010

III (tot.)
CATC/C 34,87+31,04 (30) 62,28+36,50 (25) 0,003
CATC/T+T/T 43,93+37,54 (14) 53,42+44,98 (24) 0,576
Pa intragrupos 0,579 0,215

P2 Valor de P obtido pelo do teste U de Mann-Whitney.
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Figura 15: Representacdes graficas das analises da influéncia do polimorfismo CAT
C-262T no indice de dano do ensaio cometa.
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4.4.1.7 GPx1 Pro198Leu.

As comparagoes intergrupos do polimorfismo GPxI Prol198Leu apontaram
para diferengas na resposta frente ao dano (Tabela 14 e Figura 16). Os individuos do
grupo controle GPx1 198Leu/- apresentaram tendéncia de dano oxidativo inferior aos
do mesmo grupo (embora ndo significativa estatisticamente) e aos do grupo dos

pacientes, em todas as modalidades de cometa.

Tabela 14: Andlise da influéncia do polimorfismo GPx1 Pro198Leu no indice de
dano do ensaio cometa.

indice de Dano (0 - 400)

Genotipo Controle (n) DPOC (n) pPa
Ensaio Cometa Alcalino (tot.) 21,23+21,6 (47) 36,71+25,41(51) 0,000
GPx1 Pro/Pro 26,60+31,33 (5) 25,70+18,49 (10) 0,513
GPx1 Pro/Leu + Leu/Leu  20,60+20,59(42) 39,39+£26,31 (41) 0,000
Paintragrupos 0,986 0,141

Ensaio Cometa Mod, F
Pg 39,23+33,76 54,61%£36,76 (49) 0,030

(tot.) (44)
GPx1 Pro/Pro 21,00+15,39 (3) 36,40+30,08 (10) 0,573
GPx1 Pro/Leu + Leu/Leu 40,56+ 34,45 (41) 58,24+ 37,18 (39) 0,018
Pa intragrupos 0,456 0,115

Ensaio Cometa Mod, Endo III +
37,75%33,08 57,94+40,69 (49) 0,010

(tot.) (44)
GPx1 Pro/Pro 14,00+13,45 (3) 46,20+ 37,28 (10) 0,090
GPx1 Pro/Leu + Leu/Leu 39,49+ 33,49 (41) 60,95+ 41,43 (39) 0,019
P2 intragrupos 0,177 0,303

Pa Valor de P obtido através do teste U de Mann-Whitney.
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Figura 16: Representacdes graficas das andlises da influéncia do polimorfismo GPx1
Pro198Leu no indice de dano do ensaio cometa.
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4.4.2 Polimorfismos e Micronucleos do Esfoliado de Mucosa Oral

Quando estratificado pela presenca dos diferentes polimorfismos estudados,
pode-se perceber que nao houve diferenca significativa nas frequéncias de formagao

de micronicleos.

Tabela 15: Frequéncia da ocorréncia de microntcleos em células de
esfoliado bucal e a influéncia dos polimorfismos estudados sobre seus
valores.

indice de Dano (0 - 400)

Genotipo Controle (n) DPOC (n) Pa

Microntcleos de mucosa oral (total) 2,58+1,83 (51) 2,61+1,82 (47) 0,651

CYP1A1 C2453A

CYP1A1C/C 2,51+1,78 (44) 2,67+1,80 (36) 0,462

CYP1A1C/A+A/A 3,52+ 1,62 (5) 2,43+1,95(11) 0,278
P intragrupos 0,165 0,303

CYP2E1 C-1053T

CYP2E1 C/C 2,66+1,78 (46) 2,56%1,75 (43) 0,934

CYP2E1C/T+T/T 1,91+2,38 (5) 3,15+£2,70 (4) 0,461
Paintragrupos 0,199 0,620

GSTM1 null

GSTM1 presente 2,32+1,73 (23) 2,79+1,47 (27) 0,090

GSTM1 ausente 2,80+1,92 (28) 2,37+2,22 (20) 0,391
Pe intragrupos 0,538 0,181

GSTT1 null

GSTT1 presente 2,.62+1,67 (38) 2,73+1,83 (37) 0,633

GSTT1 ausente 2,47+2,34 (13) 1,83+ 1,77 (10) 0,975
Pa intragrupos 0,393 0,427

GSTP1 Ile105Val

GSTP1 lle/lle 2,78+1,60 (19) 2,27+1,77 (24) 0,321

GSTP1 lle/Val + Val/Val 2,47+1,98 (32) 2,97+1,83 (23) 0,101
Pe intragrupos 0,254 0,201

CAT C-262T

CATC/C 2,46+1,90 (37) 2,48+1,84 (25) 0,846

CATC/T+T/T 2,91+ 1,67 (14)  2,80+1,81(22) 0,987
Pe intragrupos 0,232 0,529
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indice de Dano (0 - 400)

Genoti
enotipo Controle (n) DPOC (n) Ppa
GPx1 Pro198Leu
GPx1 Pro/Pro 1,70+1,35 (5) 1,71+1,32 (5) 1,000
GPx1 Pro/Leu + Leu/Leu 2,68+1,87 (46) 2,72+1,85 (42) 0,652

Pa intragrupos 0,173 0,240
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5 DISCUSSAO GERAL

5.1 Perfil Demografico e Clinico da Populagdo Estudada.

Na condi¢cdo de sindrome, a DPOC tem uma etiologia complexa com intiimeros
fatores de risco, como doencas respiratérias na infancia, etnia e sexo. Ainda assim,
nenhum desses fatores demograficos pareceu relevante quando analisados em nosso

contexto.

Quanto a idade, ainda existem controvérsias se o envelhecimento é um fator de
risco independente. Embora a maior prevaléncia da DPOC seja encontrada entre os 60
e 70 anos (Menezes, A. M. B. et al,, 2005), ainda ndo esta claro se esse aumento da
prevaléncia é devido ao declinio natural da capacidade pulmonar, ou se reflete
simplesmente um periodo maior de exposicdo a outros fatores de risco como poluicao
ambiental (GOLD, 2011). No presente estudo, apos correcdo para fatores de confusao
fica claro que a idade atua como um fator de risco independente, aumentando

discretamente a probabilidade do desenvolvimento da DPOC.

A questdo do sexo como fator de risco é outro alvo de discussdao. Enquanto
muitos estudos ainda relatam uma probabilidade superior de desenvolver DPOC
associada com o sexo masculino, especialmente na Europa (Afonso, A. S. M. et al,
2011), o que tem se visto nos paises emergentes e Estados Unidos é que o sexo
feminino tem suplantado o masculino como fator de risco, fato que nao pode ser
explicado unicamente pelo aumento de mulheres fumantes (Sin, D. D. et al,, 2007).
Contudo, embora a tendéncia de risco aumentado associado com o sexo masculino
ainda seja a regra no Brasil (Sousa, C. a. D. et al, 2011), o presente levantamento nao
mostrou diferencgas entre a distribuicdo de ambos os géneros entre as classes (casos e

controles), nem um acréscimo de risco associado com o sexo masculino.

O mesmo ocorre com a etnia na amostra avaliada, que parece nao influenciar o
desfecho DPOC. Embora uma das maiores investigagdes sobre prevaléncia da DPOC
na América Latina, o PLATINO, associe afro-descendéncia a DPOC (Sousa, C. a. D. et al.,

2011), outros alegam que essa associagdo é simplesmente um reflexo da segregacdo
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socioecondmica a qual essa etnia minoritaria é submetida em muitos paises
(especialmente aqueles com histérico colonial), ocasionando uma maior dificuldade
no acesso a saude, educacao e maior consumo de tabaco (Schmidt, M. I. et al.,, 2011).
Ainda assim, é importante ressaltar que os afro-descententes sdo sub-representados

nesta amostragem.

No quesito caracterizagdo populacional, uma diferen¢a fundamental destacou-
se: os habitos tabagicos e sua ligacdo com o desenvolvimento da DPOC. Embora tem
se dado cada vez mais destaque a influéncia de outros poluentes que ndo a fumaca do
cigarro (Rabe, K. F. et al, 2007), o tabagismo ainda é um dos mais importantes e mais
estudados fatores de risco para o desenvolvimento da DPOC (Mannino, D. M. et al.,
2007; Fischer, B. M. et al,, 2011), o que vem bem ao encontro dos achados deste
trabalho. Os pacientes presentaram uma propor¢ao bastante superior de fumantes e
ex-fumantes, diferententemente do perfil dos controles (P=0,004). Contudo, ao invés
de indicar o habito de fumar em si como fator de risco, o tempo de tabagismo e a
quantidade de cigarros fumados parecem ser mais relevantes, ambos acrescentando-
se a probabilidade do desenvolvimento da doenca, fato também constatado por um
estudo realizado em Sao Paulo, como parte do projeto PLATINO (Sousa, C. a. D. et al,,
2011). Evidentemente as trés variaveis sdao intimamente ligadas. Individuos que
fumam por periodos superiores de tempo (maiores que trinta anos) tendem a

consumir uma quantidade também superior de cigarros.

Encontrar o tabagismo como pivd central na patogénese da DPOC nao é
surpresa. A fumaca do cigarro contém mais de 4.700 compostos altamente reativos,
dentre estes os carcindgenos diretos como metilcolantreno, benzo-a-pirenos e
acroleinas, toxinas como monoéxido de carbono, acetona, amodnia, nicotina e
hidroquinonas (Smith, C. J. et al., 2000), comprazendo em torno de 1015-17 moléculas
oxidantes (Irfan, R., 2011). A fumaca do cigarro tem efeitos contrastantes no epitélio
do pulmdo, assim como atua como agente pro-inflamatoério e danoso, além de ser
imunossupressora. Ao mesmo tempo em que os componentes particulados do
condensado estimulam a fagocitose através de macroéfagos e das células ciliadas, que
liberam quimiocinas recrutando outras células com linfécitos e neutroéfilos

(constituindo o componente pré-inflamatério), podem inibir a proliferagdo celular,
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bem como modificar quimicamente componentes da cascata de sinalizacdo, afetando
sobrevivéncia, resposta e diferenciacao celular, e diminuindo a eficiéncia de diversos

efetores constituindo o componente imunossupressor (Stampfli, M. R. et al, 2009).

A distribuicdo dos parametros de fun¢do pulmonar é bastante tipica,
retratando o efeito devastador da DPOC sobre a capacidade pulmonar dos pacientes.
Fica claro que os pacientes apresentam valores iguais ou até inferiores a metade da

média dos individuos saudaveis.

No perfil do estadiamento da doenca, verificou-se que existe um predominio
de pacientes nos estagios Moderado e Severo da doenca. Esse fendmeno se deve a
dificuldade do diagndstico nas fases iniciais da doenga, frequentemente
assintomatica, e da alta mortalidade em sua fase Muito Severa (GOLD. 2011),
causando uma sub-representacdo das fases iniciais dentre os pacientes estudados.
Pode-se ver também que, ainda que os pacientes com DPOC sejam mais propensos a
comorbidades (Decramer, M. et al,, 2012), a presenga destas é bastante semelhante

em ambos os grupos nessa investigacao.

O fumo ainda é o fator de risco mais importante em todo o mundo (Mannino,
D. M. e Buist, A. S., 2007), especialmente em paises onde a populagao nao se utiliza de
queima de biomassa em seu dia-a-dia. Nesses paises, estima-se que 73% da
mortalidade por DPOC esteja relacionada com o tabagismo. Ainda assim, apenas uma
parcela dos tabagistas que varia de 20 a até 50% (Rennard, S. I. et al, 2006)
desenvolve DPOC. E o restante? Uma das principais teorias € que a “resisténcia” ou a
“vulnerabilidade” a DPOC seja conferida por fatores genéticos que modulem a
resposta as agressdes ambientais, o que motivou a investigacdo da influéncia de

diferentes polimorfismos na resposta a DPOC, nesta pesquisa.

5.2 Analise Comparativa do Perfil Genético

Os controles e pacientes nao apresentaram diferencas significativas nas

frequéncias génicas de todos os polimorfismos analisados e apenas o grupo controle
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do polimorfismo GPx1 Prol198Leu nao se encontrava em EHW, o que provavelmente

se deve a amostragem limitada.

De um modo geral, as frequéncias obtidas neste trabalho foram bastante
semelhantes as de outros estudos (Tabela 6 e Secdo 4.2), com exce¢do do alelo

CYP1A1 2453A nos pacientes, GSTP1 Ile105Val e GPx1 Pro198Leu.

5.3 Ensaio Cometa

Quando os indices de dano do ensaio cometa alcalino e modificado foram
analisados, como esperado, foi constatado que em todas as modalidades os pacientes
apresentaram niveis de dano no DNA superiores. Especulando-se sobre a etiologia
desse dano, dois fatores precisam ser levadas em consideragao: os habitos tabagicos

dos pacientes e as proprias manifestacdes da DPOC.

Partindo do conhecimento de que uma parcela superior dos pacientes fuma ou
fumou, por periodos mais longos e em maior quantidade, é bastante provavel que este
padrdo de consumo seja um contribuinte para a geracdo de dano. A fumaca do cigarro
apresenta uma mistura complexa de substancias tdéxicas e carcinogénicas que contém
uma grande quantidade de radicais livres, em ambas as fases gasosa e particulada.
Testes feitos por Huang et al. (2005), constataram que a concentracdo de radicais
livres na fumaca de trés marcas de cigarro variou de 18,64 a 54,81 nmol H202/L e que
a presenca de filtro causava uma diferenca negligenciavel nessa concentracao (Huang,
M.F. et al, 2005). A fase gasosa contém O2* e NO, que possuem uma meia-vida
relativamente curta, mas podem reagir entre si para formar o peroxinitrito (ONOO-),
que pode difundir-se por grandes distancias, causando danos ao intersticio pulmonar.
A fase particulada é rica em radicais organicos como radicais semiquinonas, mais
estaveis e que podem reagir com o oxigénio celular, ocasionando a producdo continua
de O2*, H202, e OH* (Irfan, R, 2011). Adicionalmente, o alcatrdao é um quelante de
metais e pode formar complexos com as semiquinonas e com Fe2*, criando uma fonte

continua de H202 (Pryor, W. A. et al., 1993).
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O dano oxidativo direto pode induzir a geracao de compostos como o 8-
isoprostano, que induzem a quimiotaxia das células inflamatérias aos pulmdes. A
reacdo pro-inflamatdéria ainda pode ser agravada pelo aumento da permeabilidade da
membrana e enfraquecimento das junc¢des de oclusdo, o que induz as células ciliadas
do epitélio a recrutar linfécitos T (principalmente CD8+*), B e mastdcitos

(Nussbaumer-Ochsner, Y. et al., 2011).

Independentemente do aspecto local da inflama¢do, a fumacga ainda pode
ocasionar manifestacoes sistémicas inflamatorias através da estimulacdo a liberacao
de células polimorfonucleares (PMNs), ativacdo da coagulagado, estresse oxidativo e
acdo direta sobre o sistema endotelial, o que explicaria pelo menos em parte, a grande
parcela de fumantes (e pacientes de DPOC ligada ao fumo) que apresentam

comorbidades cardiovasculares (Nussbaumer-Ochsner, Y. e Rabe, K. F., 2011).

Mas o que leva a patogénese da DPOC em si? Acredita-se que nos individuos
acometidos por DPOC originaria do fumo exista uma resposta inflamatdria
exacerbada a este poluente (Hogg, ]J. C., 2004). A inflama¢do em si é uma grande
geradora de ERO e pode se tornar sistémica em alguns casos (Brusselle, G. G. et al.).
Como agravante, ainda existem indicios que a capacidade antioxidante desses
individuos é diminuida (Rahman, L. et al, 1996). Todas essas constatagdes ratificam a
ocorréncia de um alto indice de DNA nos pacientes, bem como, a origem oxidativa

desse dano, representada pelos indices do cometa modificado com Fpg e Endo IIL.

A ocorréncia de dano no DNA em pacientes de DPOC foi detectada recentemente
por Aoshiba e colaboradores (2012), que constataram a presenca de quebras duplas e
8-OHdG nesses individuos. Outros trabalhos, como o de Maluf e colaboradores,
realizado em 2007, bem como o de Ceylan e colaboradores (2006) também

detectaram indices de dano do ensaio cometa superiores em acometidos por DPOC.
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5.4 Peroxidacao Lipidica e Carbonilacdo Proteica

ROS podem danificar todos os tipos de biomolécula e o dano oxidativo a
proteinas, lipidios e DNA pode ser concomitante. O alvo primario do estresse
oxidativo depende do tipo celular, natureza do estresse (radicalar ou ndo), o local de
sua geracdo (intra ou extracelular), a proximidade com a fonte geradora e a

severidade do estresse (Halliwell e Gutteridge, 2007).

A geracdo de espécies reativas proxima de membranas ricas em acidos graxos
poli-insaturados (PUFAs) inicia a peroxidagdo lipidica, que ocorre quando HO* e
ONOO- abstraem um hidrogénio alélico dos PUFAs, o que gera um radical lipidico
menos ativo (L*). Esse, por sua vez, reage com oxigénio molecular, gerando um radical
lipidico peroxil (LOO*), resultando na formacao de hidroperéxidos de lipidios (LOOH).
Os LOOH reagem com metais para formar radicais lipidicos alcoxil (LO*). Ambos
radicais peroxil e alcoxil podem gerar aldeidos -insaturados por ciclizacao e/ou (-
cisdo e degradacao, gerando produtos altamente eletrofilicos como 4-HNE (4-hidroxi-
nonenal), malondialdeido (MDA) e acroleina (Fritz, K. S. e Petersen, D. R., 2011). Esses
radicais tem uma meia vida mais longa e podem difundir-se para outras areas mais

distantes causando danos em outros lipidios, DNA e proteinas.

A carbonilacdo proteica pode ocorrer direta ou indiretamente. Na via direta,
existe o ataque oxidativo de residuos de lisina, arginina, treonina ou prolina. Na via
indireta, cisteina, histidina ou lisina podem reagir com compostos carbonilicos
reativos gerados como subprodutos das reagdes de peroxidacdo lipidica (Dalle-

Donne, L. et al., 2003).

Os processos de inflamagdo exacerbada e seu reforco pelo do tabagismo levam a
formacdo de um ambiente propicio para a peroxida¢do lipidica e carbonilacdo
proteica. Diversos trabalhos identificaram um aumento de MDA e carbonilagdo
proteica em pacientes com DPOC e fumantes, nivel ainda mais elevado nas
exacerbacdes (Nadeem, A. et al,, 2005; Hanta, I. et al, 2006; Vibhuti, A. et al., 2007;
Vibhuti, A. et al., 2010), enquanto outros nao foram tdo conclusivos (Mesia-Vela, S. et

al, 2008; Skyba, P. et al, 2009; Torres-Ramos, Y. D. et al, 2009). A principio, os
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resultados deste trabalho pareciam mais condizentes com os ultimos. Os niveis de
MDA e carbonilacdo proteica foram bem semelhantes entre pacientes e controles,
mesmo quando estratificados por idade, estadiamento da doenca, habitos tabagicos e

sexo (dados ndo apresentados).

Depois de feita a separacdo dos pacientes entre aqueles que frequentam ou nado
as atividades de reabilitacdo é possivel ver claramente que aqueles que atendem as
atividades apresentam um nivel menor de ambos carbonila¢do proteica e peroxidacao
lipidica. Curiosamente, a literatura indica que o exercicio normalmente causa um
aumento destes marcadores (Fogarty, M. C. et al., 2011). De fato, embora este seja um
fato bem conhecido, ndo se aplica para todo o tipo de exercicio. O exercicio regular
proporciona ao individuo uma melhora no equilibrio redox, pois estimula a
transcricao de enzimas de defesa antioxidante primaria (como CAT e SOD) e enzimas
de reparacao, criando assim um saldo positivo para o paciente (Mercken, E. M. et al,,
2005; Siu, P. M. et al, 2011). Outras observagdes importantes que poderiam
contribuir para a diminuicdo dos marcadores é que este subgrupo que frequenta a
reabilitacio pulmonar recebe um acompanhamento médico, nutricional,
farmacologico e fisioterapéutico muito mais cuidadoso, tendo a oportunidade de
controlar melhor a DPOC, bem como a hipertensao arterial sistémica, alimentagdo e

massa corporal.
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5.5 Investigacao da Influéncia dos Biomarcadores de Susceptibilidade E
Biomarcadores de Exposicao e Efeito.

5.5.1 Polimorfismos e Ensaio Cometa: Enzimas da Fase I.

Embora a metabolizagdo de xenobioticos pelas enzimas do citocromo P450
seja um passo muito importante para a detoxificacdo, manutencao da homeostase
depende de um fragil equilibrio entre sua inducao, atividade e dos niveis de atividade
de outras enzimas adiante na cascata do metabolismo (especialmente as da fase II),
pois os subprodutos de sua metabolizacao frequentemente sdo mais téxicos que as
substancias originais, processo conhecido como bioativagdo (Androutsopoulos, V. et
al, 2009). Qualquer desequilibrio entre a taxa de produc¢ao desses metabdlitos e sua
excrecdo pode gerar um perigoso acimulo de subprodutos altamente reativos dentro

da célula.

Tendo em vista esse fendmeno, ndo é surpresa a constatacdo de que pacientes
portadores do alelo variante CYP1A1 2453 A/- apresentem indices de dano superiores
as suas contrapartes (Tabela 16, no Anexo C). Todas as variantes de CYP1A1 parecem
apresentar uma indutibilidade maior, especialmente pela fumaga do cigarro (Crofts, F.
et al, 1994). Ha ainda um agravante: a enzima gerada por CYP1A1 24534, apresenta
uma producdo mais elevada de diol-epoxido 2 [ (¥)-B[a]P-r-7,t-8-dihidrodiol-t-9,10-
epoxido (DE2)], metabdlito do benzo[a]pireno, que atua como agente alquilante do
DNA e pode estabelecer complexos com a topoisomerase I (atividade chamada de topl
poison), aprisionando-a e induzindo-a a clivar diversos sitios em ambas as fitas do
DNA, o que pode levar a recombinacao ou até a morte celular (Pommier, Y. et al,

2002).

E bastante provavel que o polimorfismo CYP2E1 -1053T tenha um efeito
bastante semelhante sobre os indices de dano no DNA (Tabela 16 e Figura 11). Esta
enzima estd envolvida também na ativacdo de compostos presentes na fumaca do
cigarro, especialmente as N-nitrosaminas (Bartsch, H. et al., 2000), que podem, depois
de ativadas, formar adutos, induzir quebras no DNA e aumentar as concentracoes de

8-ox0-dG (Hecht, S. S., 1999). O alelo variante do polimorfismo CYP2E1 C-1053T esta
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associado a uma mudanca no promotor que permite que os seus fatores de
transcricao se liguem mais fortemente a ele, aumentando seus niveis de transcri¢ao
(Watanabe, ]. et al, 1994). Esse polimorfismo esta associado ndo sé a niveis de
expressao mais elevados, mas a maior quantidade de proteina e maior atividade

enzimatica (Arif, E. et al,, 2007).

Entretanto, as diferencas encontradas nao estavam relacionadas ao alelo
variante, mas sim entre os controles e os pacientes homozigotos para o alelo comum
(CYP2E1 -1053C), no qual os casos sdo um pouco mais prejudicados dos que os
individuos de funcao pulmonar saudavel. Uma hip6tese que poderia explicar esse
fendbmeno é a reposta de CYPZE1 as citocinas pré-inflamatérias, especialmente IL-6.
Na presenca destas, existe um decréscimo na expressao do gene. (Richardson, T. A. et
al., 2005). E fato conhecido que a DPOC apresenta um forte componente inflamatério,
e que os pacientes apresentam niveis elevados destes fatores em sua circulacgio.
Portanto, seria possivel que nesses individuos que apresentam a variante de
metabolizacdo normal e o quadro inflamatério exacerbado, os niveis de CYP2E1
fiqguem aquém do necessario para uma detoxificacdo eficiente, acarretando indices de

dano superiores em ambos os cometa alcalino simples e modificado.

5.5.2 Polimorfismos e Ensaio Cometa: Enzimas da Fase II.

Glutationa S-Transferases (GSTs) sdo enzimas da Fase Il de metabolizagdo que
catalisam a conjugacdo de compostos eletrofilicos potencialmente carcinogénicos a
GSH (Hayes, J. D. et al, 2005). Dentre seus substratos estdo HAPs, esteroides,

hormonios tireoideanos, entre outros.

A delecao homozigética de GSTM1 é responsavel pela auséncia da isoenzima [
(Mccarty, K. M. et al., 2008). A auséncia da enzima esta associada com reduc¢do de
afinidade a ligagdo com substratos genotoéxicos, como epéxidos derivados de HAPs
(Hayes, J. D. et al., 1995), o que poderia gerar excesso de compostos reativos e,

consequentemente, dano celular. De fato, diversos estudos demonstraram associa¢ao
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do genoétipo GSTM1 null e a formagdo de adutos no DNA (Lee, M.-S. et al, 2010;
Garcia-Suastegui, W. A. et al, 2011) e ID mais elevado no ensaio cometa alcalino
(Sanchez-Guerra, M. et al., 2012). Na amostra desta pesquisa, a auséncia da enzima
ndo parece influenciar muito os niveis de dano. A diferenca evidenciada pelo teste
estatistico é que os pacientes apresentam indices de dano do cometa alcalino simples
consistentemente maiores do que os controles e, embora se possa perceber a
existéncia de uma tendéncia de dano superior associada com o gene funcional, nao é
possivel confirmar essa relacdo devido a grande variagdo nos niveis de dano entre os

individuos estudados.

O polimorfismo de GSTT1,un teoricamente apresenta um comportamento bem
semelhante a GSTM1,u1. Existem diversas associacdes com a delecao de GSTTI e um
aumento em marcadores de exposicdo a carcinégenos e aumento de risco para
diversas doencas (Da Silva, . et al., 2008; Abhishek, S. et al, 2010; Rouissi, K. et al,
2011; Sanchez-Guerra, M. et al,, 2012).

Contudo, neste estudo, a presenca de GSTT1 funcional parece desempenhar um
papel diferente do esperado (Tabela 16) entre os pacientes. Individuos com o gene
integro apresentam um dano superior em todas as modalidades de cometa além de
uma tendéncia de dano maior nos casos (estatisticamente significativa no caso da

Fpg) em relacdo aos seus pares portadores da delecao.

Existem duas hipdéteses para essa resposta ndo usual. A primeira €
fundamentada no trabalho de van der Toom et al. (2007). Neste trabalho os autores
constataram que componentes da fumaca do cigarro como a acroleina, formaldeido e
crotonaldeido ao passarem pelo processo de detoxificacdo eram conjugados de forma
irreversivel a GSH, o que impedia a reciclagem da mesma e gerava conjugados que
eram téxicos para a célula. Nao obstante, é necessaria cautela por se tratar de um

estudo in vitro. E dificil antecipar se a resposta seria a mesma no pulmao.

A segunda hipdtese é que a presenca da isoenzima O esteja causando a
bioativacao das nitrosaminas presentes na fumaca do cigarro, que poderiam estar
prejudicando as células (Hecht, S. S., 1999; Pavanello, S. et al, 2000). Também é

possivel que exista alguma variavel ndo controlada como alimenta¢do ou a exposicao



Pagina |82

a algum agente tdéxico que seja ignorada pelo paciente, ou talvez até mesmo a

influéncia de outros polimorfismos em desequilibrio de ligacdo com GSTT1.

No caso de GSTP1 Ile105Val, embora a mutacdo atinja uma area adjacente ao
sitio-ativo da enzima, prejudicando sua intera¢do com diversos substratos (Zimniak,
P. et al, 1994), os resultados de diversos trabalhos parecem conflitantes. Enquanto
certos estudos nao reportaram efeito algum do polimorfismo sobre manifestacdes
como asma (Mufoz, B. et al, 2012), niveis de dano no DNA de individuos saudaveis
(Wlodarczyk, M. et al.,, 2011) ou cancer de mama (Mccarty, K. M. et al,, 2008), outros
encontraram correlagdes positivas de risco com o alelo variante, 105Val (Romieu, 1. et
al, 2006; Melén, E. et al, 2008; Karam, R. A. et al., 2012). Liu e colaboradores, em
2008, observaram uma associagdo positiva entre os homozigotos Ile/lle em um
aumento do risco de dano no DNA causado por exposicao a pesticidas. Outro estudo
que analisou a formacgao de adutos de BPDE (Benzo[a]pireno diol epéxido) com DNA
em leucdcitos de fumantes, também encontrou um resultado semelhante, onde os
portadores homozigéticos para o alelo selvagem sofriam de maior formagao deste

tipo de aduto (Ludovici, M. et al.,, 2004).

Um fato interessante que poderia explicar essa gama tao variada de respostas
aparentemente conflitantes é a constatacio de que o efeito de diminuicdo de
atividade da enzima é substrato-dependente. De fato, GSTP1 105Val parece ter sua
atividade especifica aumentada sete vezes em relacdo a HAPs, enquanto que
apresenta uma atividade 3 vezes menor em relagdo a 1-cloro-3,4-dinitrobenzeno (Hu,

X.etal, 1997; Watson, M. A. et al., 1998).

Nos individuos do grupo controle existe uma tendéncia de dano menor
associada ao gendtipo variante nas trés modalidades de ensaio cometa, entretanto,
nos pacientes o dano é bastante semelhante entre os dois genoétipos ou ligeiramente
maior nos portadores de Val/-. Quando esses portadores dos grupos controle e DPOC
sdo comparados, os pacientes apresentam ID do cometa alcalino superior aos
controles. O efeito diferencial poderia ser devido as diferencas intrinsecas entre dois
grupos: talvez em condi¢des de homeostase, a afinidade a certos substratos seja

vantajosa, diminuindo o dano causado. Em contrapartida, em individuos que ja
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sofrem com uma carga oxidativa maior, proveniente nao s6 de fatores externos, mas
de outras origens como o estresse endogeno gerado pela inflamacgado crénica presente
na DPOC, esse estreitamento da gama de substratos poderia ser uma caracteristica
desvantajosa, explicando, desta forma, o dano superior no cometa alcalino e as

tendéncias de dano superior nas outras modalidades.

5.5.3 Polimorfismos e Ensaio Cometa: Enzimas Antioxidantes.

A catalase é uma das primeiras linhas de defesa antioxidante do organismo. E
mais abundante no figado, rins e eritrdcitos, onde é citoplasmatica (Halliwell, B.,
1994). CAT C-262T, o polimorfismo que foi investigado nesse trabalho, encontra-se no
promotor, e estd relacionado com um aumento da transcricdo do gene e com niveis
mais elevados da enzima nos eritrocitos (Forsberg, L. et al., 2001; Ho, ]. C. et al., 2006),

embora haja controvérsias quanto a isso (Nadif, R. et al., 2005).

Nos individuos que foram analisados, o polimorfismo ndo parece exercer
influéncia alguma quando comparados entre genoétipos. Contudo, os pacientes
homozigotos C/C apresentaram um dano superior aos controles no cometa alcalino
modificado com Fpg e Endo III (P<0,001; 0,016 e 0,003 respectivamente), como
apresentado na Tabela 16. Embora seja possivel perceber uma tendéncia de dano
inferior nos pacientes que apresentam ao menos um alelo T/-, devido a falta de
significancia estatistica nao é possivel afirmar que este efeito seja relacionado a uma

vantagem conferida pelo genotipo.

Em contrapartida, em GPxI Prol198Leu as diferengas que foram encontradas
estavam associadas aos portadores do alelo variante Leu/-. Pacientes portadores
deste alelo variante apresentaram dano superior aos controles, tanto no cometa
alcalino quanto nos cometas que identificam dano oxidativo. Estudos in vitro que
buscaram esclarecer o efeito bioldgico das variantes genotipicas demonstraram que,
além do alelo variante estar associado com alguns tipos de neoplasias malignas

(Kucukgergin, C. et al,, 2011; Haug, U. et al,, 2012) também apresenta uma resposta
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diminuida a ingestdo de selénio, que normalmente estimula a transcricao de GPxI
(Hu, Y. J. e Diamond, A. M., 2003), evidéncia apoiada por outros trabalhos, um
realizado nos EUA (Bastaki, M. et al,, 2006) e outro na Dinamarca (Malling, T. H. et al,
2009). Desse modo, pessoas com dieta pobre em selénio, poderiam apresentar niveis
inferiores de enzima (Brozmanova, |. et al.,, 2010). Ainda que essa seja uma explicacao
plausivel para os resultados observados ndo é possivel confirma-la, pois ndo ha
informagdes sobre os niveis deste micronutriente nos individuos estudados. Ainda
assim, ndo seria surpresa se esses individuos apresentassem uma dieta pobre, ja que

a grande maioria dos acometidos tem pouca escolaridade e baixo poder aquisitivo.

Em geral, os resultados evidenciam a existéncia de um efeito modulatoério nos
niveis de dano no DNA associado ao perfil genético individual (Anexo C). Nao
obstante, é interessante como a mesma variante pode exercer papéis diferentes
conforme o estilo de vida, dieta e, como é possivel ver em alguns dos polimorfismos,

alteracdes patoldgicas.

5.6 Microntcleos da Mucosa Oral

Ainda que o micronucleo de esfoliado bucal seja um método em crescente
aceitacao devido ao sua facilidade de execucao e por nao ser um procedimento
invasivo, é escasso o numero de estudos que empregam essa técnica. Ainda é dificil
encontrar um panorama epidemiolégico completo sobre os fatores de risco que
podem influenciar a clastogénese que culmina na formagao de microntcleos. Aplicada
em um tecido altamente proliferativo como o epitélio bucal, pode-se presumir que o
resultado é bastante semelhante se ndo mais condizente com as condi¢des naturais de
ocorréncia de micronucleos (Titenko-Holland, N. et al., 1994). De fato, a mucosa oral é
ainda mais eficiente no biomonitoramento em diversos casos, visto que € o sitio mais
precoce de eventos genotdxicos induzidos por elementos carcinogénicos inalados ou
ingeridos (Holland, N. et al.,, 2008), o que torna sua aplica¢do neste estudo ainda mais

relevante, levando-se em conta a estreita ligagdo da DPOC com o tabagismo.
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Neste trabalho, as frequéncias dos micronucleos de controles e pacientes
foram bastante semelhantes. Os primeiros apresentaram uma frequéncia de MN cuja
média girava em torno de 25,8%, enquanto os ultimos apresentaram em torno de
26,1%, valores ligeiramente superiores aos encontrados em diversos trabalhos, de 5 a
25% (Holland, N. et al., 2008). De fato o valor é semelhante ao obtido para individuos
saudaveis maiores de 60 anos (22,6%) pelo projeto HUMNx;, (HUman MicroNucleus
eXfoLiated buccal cells), uma iniciativa pela elaboracdo de um banco de dados de
valores frequéncias de MN, a fim de avaliar a influéncia de fatores como idade e risco

ocupacional (Bonassi, S. et al.,, 2011).

Duas hipoéteses provaveis para a auséncia de diferencas entre os dois grupos é
que: 1) Os danos vistos no ensaio cometa sdo reparados antes de causarem maiores
prejuizos para as células ou 2) As células que foram muito danificadas sofrem

apoptose, sendo eliminadas das contagens.

5.6.1 Polimorfismos e Micronucleos de Mucosa.

Embora até a data da elaboracdo deste manuscrito ainda ndo estivesse
disponivel qualquer trabalho sobre a influéncia de polimorfismos na ocorréncia de
MN em pacientes de DPOC, sao abundantes as investigacdes que abordam sua
influéncia, especialmente frente a exposi¢cdes ocupacionais, especialmente em genes
de reparo, como XRCC1, ERCC2 e XPD (Dhillon, V. S. et al, 2011) e enzimas do

metabolismo, como as GSTs.

Como é recorrente em trabalhos deste tipo, os resultados sdo divergentes.
Muitos deles apresentaram resultados bastante semelhantes aos encontrados em
nosso estudo: a aparente auséncia de modulacdo sobre a ocorréncia dos
polimorfismos CYP1A1*4, CYPZ2E1 Thr462Asn, GSTMI1null, GSTT1null e GSTP1
lle105Val (Carstensen, U. et al.,, 1993; Teixeira, |. P. et al, 2004; Testa, A. et al., 2005;
Da Silva, J. et al.,, 2008; Chen, L. et al, 2010) embora inimeros outros tenham relatado
associacdo, tanto para os alelos selvagens, quanto para os mutantes (Masetti, S. et al.,

2003; Iarmarcovai, G. et al, 2006; Jiang, S. et al, 2010). Ainda que a literatura seja
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abundante para os polimorfismos citados, nao foi possivel encontrar estudos que

abordem o mesmo tema com os polimorfismos GPx1 Pro198Leu ou CAT C-262T.

Essas discrepancias entre trabalhos podem ser devidas nao somente a
diferencas na metodologia e amostragem entre os diferentes grupos de pesquisa, mas
também ao papel dualistico que enzimas como as do citocromo P450 e glutationa
transferases desempenham. Ainda que fundamentais para a manutencao da
homeostase elas também podem atuar na bioativagdo de compostos carcinégenos e
na deplecao do estoque de glutationa quando as conjugacdes sao feitas com certos
compostos (Parl, F. F., 2005; Guengerich, F. P., 2008), como ja abordado na se¢do que
trata do polimorfismo de GSTTI1,un e 0 ensaio cometa, podendo apresentar resultados
diametralmente opostos, dependendo do tipo de exposi¢do, idade e habitos do grupo

investigado.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Os dados analisados nesta dissertacao permitem concluir que ainda que os
pacientes acometidos pela DPOC apresentem indices elevados de dano no DNA,
provavelmente oriundos do processo inflamatério cronico (causado tanto por fatores
enddgenos como exdgenos), este dano ndo é perpetuado na forma de eventos
clastogénicos, seja pela reparacdo eficiente das lesdes ou pela eliminagdo das células
deletérias através da apoptose. Os polimorfismos parecem apresentar efeito
modulatério unicamente nos indices de dano e, algumas vezes, é exclusivo dos
pacientes ou controles. Ainda assim, nenhum dos polimorfismos parece conferir risco
adicional especificamente para o desenvolvimento do desfecho DPOC. E, finalmente,
embora se tenha constatado que os pacientes que ndo participam das atividades de
reabilitagdo pulmonar apresentam niveis de peroxidacao lipidica maiores e uma
tendéncia a niveis superiores de carbonilagdo proteica, acredita-se que no caso
especifico deste trabalho, estes marcadores ndo sejam os mais apropriados para
avaliar o estatus dos pacientes devido a sua extrema labilidade frente as condig¢des

fisioldgicas dos individuos.

6.1 Conclusoes Especificas

1. As caracteristicas das populagdes estudadas diferiram unicamente quanto aos
habitos tabagicos: um numero superior de pacientes fumava ou fumou
(P=0,002), por periodos maiores de 30 anos (P=0,020), uma quantidade maior
de 20 cigarros por dia (P<0,001);

2. Todas as frequéncias dos polimorfismos estudados encontravam-se em
Equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto GPx1 Pro198Leu e as frequéncias foram
condizentes com a maioria dos estudos realizados em populagdes
semelhantes;

3. Nao houve diferencas nas frequéncias dos polimorfismos entre controles e

pacientes de DPOC;
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Pacientes com DPOC apresentam indices de dano superiores aos controles nos
cometas alcalino (P<0,001), modificado com a endonuclease Fpg (P=0,0297) e
com a Endo III (P=0,0098);

Em CYP1A1 (C2453A, os pacientes portadores dos genotipos C/A + A/A
apresentam dano superior aos de gendétipo C/C da mesma classe, para os
cometas alcalino (P=0,012) e modificado com Fpg (P=0,023) e Endo III
(P=0,021);

Em CYP2E1 C-1053T, os pacientes homozigotos para o alelo C apresentaram
dano superior aos controles de mesmo genétipo nos cometas alcalino
(P<0,001), modificado com Fpg (P=0,017) e Endo III (P=0,006);

Em GSTM1,.1 os pacientes apresentaram dano superior aos controles no
cometa alcalino para ambos os genétipos presente (P=0,011) e nulo (P=0,015);
Em GSTT1.,.ui os pacientes que possuiam a enzima funcional apresentaram
dano superior aos controles de mesmo genétipo nos cometas alcalino
(P<0,001), modificado com Fpg (P=0,029) e Endo III (P=0,004), bem como
dano superior aos de gendtipo ausente no cometa modificado com Fpg
(P=0,004);

Em GSTP1 Ile105Val, os pacientes portadores do alelo Val apresentaram maior
indice de dano no cometa alcalino do que os controles (P<0,001);

Em CAT C-262T, os pacientes homozigotos para o alelo C apresentaram dano
superior aos controles de mesmo genotipo nos cometas alcalino (P<0,001),
modificado com Fpg (P=0,016) e Endo III (P=0,003);

Em GPx1 Pro198Leu, os pacientes portadores do alelo Leu apresentaram dano
superior aos controles de mesmo genotipo nos cometas alcalino (P<0,001),
modificado com Fpg (P=0,018) e Endo III (P=0,019);

Nao houve diferenga entre os marcadores de peroxidacgdo lipidica (P= 0,272) e
carbonilacao proteica (P=0,536) entre controles e pacientes.

A pratica de exercicios de reabilitagdo pulmonar parece atuar na redugdo dos
niveis de peroxidacao lipidica (P<0,001);

Nao houve diferenca nas frequéncias de formac¢ao de microntcleos de mucosa

oral entre controles e pacientes (P=0,651).
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15. Nenhum dos polimorfismos estudados apresentou efeito modulatério sobre as

frequéncias de micronucleos de mucosa oral;
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7 PERSPECTIVAS

A fim de sedimentar o conhecimento sobre os aspectos do estresse
oxidativo/antioxidante na DPOC seria interessante complementar os resultados

obtidos nessa investigacdo das seguintes maneiras:

1. O aumento do nimero de investigados conferiria maior certeza aos efeitos dos
polimorfismos sobre os biomarcadores, especialmente nos alelos mais raros
abordados aqui;

2. 0 acréscimo de um polimorfismo do gene da superoxido-dismutase tornaria
mais completo o panorama das enzimas antioxidantes.

3. A avalia¢do dos niveis de enzimas SOD, CAT e GPx permitiria avaliar o estatus
antioxidante dos pacientes, bem como a relacdo dos niveis dessa enzima com
os polimorfismos nos genes correspondentes;

4. Com ainclusdo de mais sujeitos na pesquisa, seria possivel avaliar os efeitos de
conjuntos de genétipos sobre os marcadores ao invés de apenas genoétipos
isolados;

5. Seria interessante complementar os dados de defesa antioxidante com dados
sobre capacidade de reparo e polimorfismos de diferentes vias de reparo

destes pacientes.
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9 ANEXOS

Anexo A -Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido

AOS PARTICIPANTES

Este é um documento importante. Por favor, leia-o com atencao. Ele contém as
informac¢des necessarias para vocé em relacio a este projeto. Se aceitar
participar deste projeto, vocé devera assinar este consentimento. Sua
assinatura significa que foi informado (a) da natureza do projeto e que vocé

concorda em participar.

Titulo da pesquisa: LESAO OXIDATIVA E PERFIS GENETICOS NA FISIOPATOGENIA
DA DPOC

Quando vocé tem uma doenca pulmonar obstrutiva cronica - DPOC (bronquite
e enfisema) havera presenca de secrecdao bronquica, ou seja, “catarro”, falta de ar ao
esforco e tosse, devido a destruicio do tecido pulmonar. Esta doenca é
principalmente causada pelo cigarro e € irreversivel, podendo levar a incapacidade
fisica e diminuicao da qualidade de vida, sendo necessario tratamento hospitalar
prolongado e uso de oxigénio em casa e no agravamento da doenca. Para
melhorarmos o tratamento ao portador de DPOC é necessario que se conhegam quais
sdo as alteracdes fisiolégicas apresentadas pelos pacientes. Desta forma, para evitar a
progressdo e agravamentos da doenca, a ciéncia vem estudando as alteragdes
ocorridas no DNA retirado das células do sangue. Sendo assim, o objetivo desta
pesquisa é caracterizar as alteracdes ocorridas no DNA dos portadores de DPOC e
compara-los com o DNA de sujeitos nao fumantes e fumantes, porém sem doencga
pulmonar. O estudo sera realizado na regido de Santa Cruz do Sul/RS, terd 04 anos de
duracao.

Todos os pacientes que aceitarem participar do trabalho deverao fazer coleta
de sangue venoso, que serd realizada por profissional qualificado integrante desta
pesquisa, com material adequado e esterilizado, sem custos para o participante.
Sendo assim, os beneficios que vocé pode obter com este estudo relaciona-se com o
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maior conhecimento sobre a doenga para propor um tratamento seguro que possa
bloquear a sua evolug¢do e melhorar sua prevencao.

E importante ressaltar que riscos existem, embora sejam pequenos, e neste
caso, uma descoberta antecipada das possiveis alteracdes fisiopatogénicas pode ser
vantajoso para uma intervencdo precoce e precisa. Talvez o risco maior fosse o
desconforto da coleta de sangue com possibilidade de pequeno hematoma doloroso, e
para evitar que isto acontega na pesquisa sera usado um equipamento adequado e
profissional habilitado para coleta.

Ressaltamos também que a concordancia em participar deste estudo nao
implica necessariamente em qualquer modificagdo no tratamento clinico e
medicamentoso que ja esta sendo feito, salvo em casos de real necessidade de
alteracdo do mesmo e com autorizacdo do seu médico responsavel. Neste caso, vocé
terd a garantia de resposta a qualquer pergunta, bem como acesso aos testes e
avaliacdes realizadas. Ainda, ndo terda nenhuma remuneracao por participar desta
pesquisa, tera a liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si.

Este estudo obedece a Resolugdo 196 do Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos, no que se refere ao sigilo profissional e direito de
privacidade do paciente.

EU, oo (paciente ou responsavel) fui informado dos objetivos
da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi informacdo a respeito do
tratamento recebido e esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer momento
poderei solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo se assim eu o desejar.
A Dra Andréa Lucia Gongalves da Silva, pesquisadora responsavel, certificou-me de
que todos os dados desta pesquisa referentes a minha pessoa serao confidenciais,
bem como o meu tratamento nao sera modificado em razao desta pesquisa e terei
liberdade de retirar meu consentimento de participacdo na pesquisa, em face destas
informacgdes.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa. Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, posso chamar a
Dra Andréa Lucia Gongalves da Silva, pesquisadora responsavel, no telefone
85390847 ou 37153915.

Declaro que recebi cépia do presente Termo de Consentimento Informado
Livre e Esclarecido.

Assinatura do Paciente Data Nome
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Pesquisadora: Data
Este formulario foi lido para (nome do paciente) em -------
-f =mmmmeee- [ e por enquanto eu estava presente.

Assinatura de testemunha Data Nome
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Anexo B - Questiondrio das Caracteristicas sécio-demograficas e clinicas dos
integrantes.

Ne: Data:

Nome:

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:__
Fone: Data de nascimento: ___/_ /. Idade:

Género: ( ) Masculino ( ) Feminino

2. Etniaa: () Branca () Negra () Parda ()Outro  Qual?
3. Estado Civil: ( ) Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Viuvo(a) ( ) Separado(a)
4. Escolaridade:

( ) Analfabeto ( ) Ensino fundamental incompleto ( ) Ensino fundamental

completo
() Ensino médio incompleto () Ensino médio completo
() Ensino superior incompleto () Ensino superior completo

5.0cupacdo (Obs: Se aposentado, citar sua ultima atividade):

6. Qual a sua renda familiar? Atengdo: some todos os saldrios brutos (sem dedugdes) dos
membros da sua familia que trabalham que estejam morando em sua casa. Inclua o seu

saldrio, caso vocé trabalhe. Se for casado(a), refira-se a sua prépria familia.
() Até 2 salarios minimos () De 2 a 4 salarios minimos
() De 4 a 6 salarios minimos () De 6 a 10 salarios minimos

() de 10 a 15 salarios minimos () Mais de 15 salarios minimos
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7. Qual o ndmero total dos membros da sua familia que dependem da renda familiar?
() Um () Dois ()Trés () Quatro () Cincos ( ) Maisde cinco

8. Qual o numero de comodos (pe¢as) em sua casa?

() Um () Dois ()Trés () Quatro () Cincos ( ) Mais de cinco
9.Voceé é fumante atualmente? () Sim () Nao

10.Ja fumou? () Sim () Nao

11. Fumou por quanto tempo?

12. Ha quanto tempo parou de fumar?

13. Que tipo de cigarro vocé fuma ou fumava?

() Cigarro com filtro () Cigarro sem filtro () Palheiro () Cachimbo

() Charuto () Todas as opgoes () Outro. Qual?

14. Quantos cigarros vocé fuma(ava) por dia?

15. Ha quanto tempo vocé tem DPOC?
16. Alguém de sua familia tem ou teve DPOC? () Sim () Nao () Nao sei
17. Vocé teve algum tipo de doenca respiratoria na infancia?

() Sim.Qual? () Nao

18. Vocé usa medicamentos para tratar a DPOC?

() Sim. Quais? () Nao

19. Vocé usa algum outro medicamento por conta prépria?

()Sim. Quais? ()Nao

20. Vocé utiliza medicamentos?

() Sim. Quais? () Nao




Pagina | 113

21. Voceé realiza oxigenoterapia? () Sim () Nao
22.Vocé realiza alguma terapia alternativa?

() Sim. Qual? () Nao

23. Vocé apresenta alguma comorbidade ( Ex: Diabetes, hipertensao,

Imunodepressao, hepatite, HIV Positivo, etc.)?

() Sim. Qual? () Nao

24.Voce teve hospitalizado recentemente? () Nao ()Sim Quando?

25. Grau de Dispnéia (faltade ar): ( ) Leve ( ) Moderada ( ) Grave ( ) Muito Grave
26. 0 que vocé costuma fazer no seu dia-a-dia que envolva esforco fisico?

() Nada (Sedentario) () Pouca atividade fisica (Pequeno nivel de esforco fisico)

() Atividade Moderada (esfor¢o médio) () Atividade com grande nivel de esforco

fisico
27. Horas trabalhadas por dia que envolva esforgo fisico:
() Menosde6h ()De6a8h () Maisde8h

28. Caminha para o trabalho ou para fazer suas atividades diarias (ir no banco,

fazer compras)? () Sim () Nao

29. Pratica exercicio fisico regularmente, por pelo menos 30 minutos, no

minimo 2 vezes por semana? () Sim () Nao

30. Freqiiéncia de sua atividade fisica?

() Diariamente () 1 vez por semana () 2 vezes por semana
() 3 vezes na semana () Mais de 3 vezes por semana

31. Tempo médio gasto em cada sessao de exercicio fisico?

() Menosde 1 hora () De1a2horas () Mais de 2 horas
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32. Descreva o tipo de seu exercicio fisico regular:

( ) Caminhada () Corrida () Anda de bicicleta () Exercicios musculares
localizados ( ) Esportes coletivos () Danga, ginastica aer6bica
() Natagdo

33. Avaliagcdo Antropométrica

Estatura(m): IMC=
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ANEXO C

Tabela 16: Resumo dos resultados obtidos sobre a modulacao dos polimorfismos
investigados sobre os indices de dano do ensaio cometa.

ID ID ID
Polimorfismo Genotipo Grupos Comparados Cometa Cometa Cometa
Alcalino Fpg Endo II1
CYP1A1
C2453A
C/A+A/A DPOCC/A +A/AxDPOC C/C T T T
CYP2E1 C-
1053T
c/C DPOC C/C x Controles C/C T T T
GSTM1 null
presente DPOC presente x Controles 1 i i
presente
ausente DPOC ausente x Controles 1 i i
ausente
GSTT1 null
presente DPOC presente x Controles 1 1 1
presente
presente DPOC presente x DPOC i 1 i
ausente
GSTP1
Ille105Val
Ile/Val + DPOC Ile/Val + Val/Val x 1 i i
Val/Val Controles Ile/Val + Val/Val
CAT C-262T
c/C DPOC C/C x Controles C/C T T T
GPx1
Pro198Leu

Pro/Leu + DPOC Pro/Leu + Leu/Leu x
Leu/Leu Controles Pro/Leu + Leu/Leu




