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RESUMO

A Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica- DPOC é definida como uma doenca respiratéria
inflamatdria, causada principalmente pela exposicdao a fumaca de cigarro, caracterizada pela
progressao e incompleta reversibilidade da obstrugdo das vias aéreas. O objetivo desta
pesquisa foi quantificar o indice de Dano ao DNA em portadores de DPOC e controles. Estudo do
tipo caso-controle avaliou 43 portadores de DPOC e 50 controles emparelhados por género,
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idade e indice de massa corporal (IMC). Foi utilizado sangue periférico para realizar o ensaio
cometa nas versoes alcalino (pH> 13) e neutro (pH ~ 8,5). Avaliacdo de danos no DNA
usando o ensaio cometa na versdo alcalina revelou um maior indice de Dano ao DNA em
portadores de DPOC quando comparados aos controles (ID 40,12+26,17 vs ID 26,28+28,12,
p=0,03). Na versdo Neutra do teste também é possivel observar maior indice de Dano nos
casos do que em controles (ID 52,88+32,38 vs ID 38,12+38,17, p=0,018), indicando a
presenca de quebras duplas, devido a inflamacdo persistente. Dados preliminares mostram
que os portadores de DPOC tém maior indice de dano no DNA do que controles, reforgando
assim a necessidade de compreender melhor os mecanismos pelos quais isso acontece no
processo da doenca.

Palavras-chave: DPOC. DNA. Ensaio Cometa.

ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is defined as an inflammatory respiratory
disease, mainly caused by exposure to cigarette smoke, characterized by the incomplete
progression and reversibility of airway obstruction. The objective of this research was to
qguantify the DNA Damage Index in patients with COPD and controls. Study of case-control
evaluated 43 patients with COPD and 50 controls matched by gender, age and body mass
index (BMI). Peripheral blood was used to perform the comet assay versions alkaline (pH>
13) and neutral (pH ~ 8.5). Assessment of DNA damage using the comet assay in alkaline
version showed a higher index of DNA damage in COPD patients compared to controls (ID
40.12 ID 26.28 +26.17 vs +28.12, p = 0, 03). In the Neutral version of the test is also possible
to observe higher Damage Index in cases than in controls (ID 52.88 ID 38.12 +32.38 vs
+38.17, p = 0.018) indicating the presence of double breaks, due to persistent inflammation.
Preliminary data show that patients with COPD have a higher rate of DNA damage than
controls, thus reinforcing the need to better understand the mechanisms by which this
happens in the disease process.

Keywords: COPD, DNA, Comet Assay

1 INTRODUGCAO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) estd associada com uma resposta
inflamatdria anormal dos pulmdes a particulas nocivas ou gases. As alteracGes decorrentes
desta inflamagao sao progressivas e irreversiveis, destruindo os alvéolos e diminuindo a
capacidade respiratdria, ocasionando colapso expiratério (GOLD, 2009; ROCHA, 2005). A
origem das alteragdes na mecanica pulmonar é devido a obstrugao brénquica, que leva a um
deslocamento do ponto de igual pressdao para as vias aéreas que nao possuem cartilagens,
favorecendo o aprisionamento de ar (OLIVEIRA et al., 2000, GOLD, 2011).

A Organizagao Mundial de Saude- OMS considera a DPOC uma epidemia, prevendo a
sua eclosdo no ano de 2020, quando podera entdo se tornar a 32 maior causa de
mortalidade e a 52 doenca em prevaléncia (COSTA, RUFINO, LAPA E SILVA, 2009). O
diagndstico funcional da DPOC é confirmado através da relacdo do volume expiratério
forcado no primeiro segundo com a capacidade vital forcada apds a inalacdo de
broncodilatadores (VEF; /CVF <0.70). A limitacdo do fluxo aéreo deve ser mantida em curvas
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repetidas e o diagndstico ndo depende da presenca de sintomas (BITTENCOURT, 2010;
GOLD, 2011).

O processo inflamatério que ha na DPOC tem como causa os elementos tdxicos da
fumaca do cigarro. Esses gases desencadeiam alteragdes estruturais que predominam nas
vias aéreas menores que 2 mm. A agressdo dessas estruturas provoca um processo
inflamatdério que tem além da presenca de macroéfagos, linfocitos e neutrdfilos, a
participacdo de células estruturais (epiteliais musculares e fibroblastos). A interacdo entre
macrofagos e linfécitos, especialmente CD8+, tem sido associada com a patogénese da
DPOC. A liberagao das células recrutadas e do estresse oxidativo leva a um desequilibrio dos
mecanismos de defesa pulmonar que inicialmente é tempordrio. Porém, a permanéncia
desse desequilibrio € uma das chaves para a fisiopatogenia da doenca (COSTA, RUFINO,
LAPA E SILVA, 2009). A principal causa para o desenvolvimento da DPOC é o tabagismo,
porém ndo é a Unica. A poluicdo ambiental, a exposicdo a quimicos, a fumaca inalada, o
tabagismo passivo, as infeccGes virais e bacterianas, e problemas respiratérios na infancia
também sdo fatores de risco que devem ser considerados. Fatores individuais devem ser
incluidos como a deficiéncia de alfa-1-antitripsina, a deficiéncia da glutationa transferase, a
hiperresponsividade bronquica, a desnutricdo e a prematuridade (YAKSIC et al., 2003). A
fumaca do cigarro é uma mistura complexa com mais de 4700 componentes quimicos, com
radicais livres (RL) e outros oxidantes presentes em altas concentragdes. Entretanto, estudos
tém mostrado forte evidéncia de associacdo entre o tabaco e doengas respiratdrias,
principalmente cancer de pulmao (CEYLAN et al., 2006; BERWICK;VINEIS, 2005).

Apesar de o tabagismo ser o maior fator de risco para o desenvolvimento da DPOC, um fato
interessante é que nem todos os tabagistas desenvolvem a doenca, sugerindo que fatores genéticos
podem modificar o risco individual. Desta forma, é possivel observar que fumantes passivos
desenvolvem a doenga enquanto fumantes pesados ndo (TORRES; GODOY, 2004). O estresse
oxidativo tem participagdo muito importante na fisiopatogenia da DPOC. O excesso de oxidantes ou a
capacidade antioxidante reduzida do organismo sao os principais geradores do estresse (DAHL et al.,
2008).

Estudos demonstram que as espécies reativas de oxigénio (ERO) estdo envolvidas nas
doencas pulmonares, dentre elas a DPOC (MATSUBARA; FERREIRA, 1997; FUCHS et al, 2010).
As moléculas reativas do oxigénio podem atuar aumentando a secre¢cdo de muco e a
permeabilidade da membrana capilar, levando a broncoconstricio, bem como o
recrutamento neutrofilico (PETTERSEN et al, 2002). O estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio de EROs e os antioxidantes presentes no organismo que funcionam como
sistema de defesa (PAGLIUSO et al, 2006). Estes podem causar danos e até morte celular,
estando envolvidas em processos de envelhecimento, cancer, lesGes por radiacdo, danos
celulares, fen6menos inflamatérios e, também, com o exercicio fisico (PEIXOTO, 1999;
MARCAL, 2001).

O desequilibrio redox resulta em sérias consequéncias a diferentes componentes celulares,
tais como peroxidacdo de lipideos de membrana, oxidacdo de proteinas e danos no DNA, que
guando 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
pulmdo através de varios mecanismos incluindo estresse oxidativo e processos mediados por ele,
como inflamagdo e alteragcdo da integridade genomica (CEYLAN et al., 2006). Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar e quantificar o indice de Dano ao DNA de portadores de DPOC.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este foi um estudo do tipo caso-controle, sendo o grupo caso composto por individuos
portadores de DPOC e o grupo controle por individuos higidos e com fungao pulmonar
preservada. A amostragem do grupo caso foi de conveniéncia, caracterizada por sujeitos
portadores de DPOC, da regido de Santa Cruz do Sul, do programa de Reabilitagao
Cardiorrespiratéria e Metabdlica e suas Interfaces da UNISC, que ocorre periodicamente no
Hospital Santa Cruz. Os controles foram selecionados a partir dos casos, entre familiares e
conhecidos, bem como grupos de terceira idade que frequentam atividades de
hidrogindstica na UNISC, assim como integrantes da Associacdo de Aposentados de Santa
Cruz do Sul (APOPESC), desde que atendidos os critérios de emparelhamento definidos como
idade, género e indice de massa corporal (IMC). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa da Universidade de Santa Cruz do Sul sob protocolo n? 2011/08. Todos os
individuos responderam a um Questiondrio de Saude Pessoal e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes da entrevista. A caracterizacdo da Funcgdo
Pulmonar foi realizada conforme a American Thoracic Society-ATS (1995).

2.1 Avaliagao de danos ao DNA pelo ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado nas versoes alcalina e neutra como descrito por Singh e
colaboradores (2000). Essa é uma técnica simples, rapida e sensivel para medir quebra e
reparo no DNA de células individualizadas, e tem sido usada para varios estudos para
investigar o efeito de EROs no DNA (DUSINSKA; COLLINS, 2008). Uma suspensdo de 100 pL
de agarose de baixo ponto de fusdo (0,7%) e 5 pL de sangue foi colocada em laminas
previamente pré cobertas com agarose (1,5%). Uma laminula foi colocada na lamina e
acondicionada a 4°C por 10 minutos, para que a agarose solidificasse. Depois disso, a
laminula foi gentilmente retirada, e a lamina colocada em solugdo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA
100mM, 10 mM Tris, pH 10,2, para a qual 1% Triton X-100 e 10% DMSO). Depois de 24h em
4-C, as laminas foram gentilmente retiradas da solucdo de lise. Apds a lise as laminas foram
submetidas a uma corrente elétrica em cubas de eletroforese com tampao alcalino e neutro
de eletroforese gelado (NaOH 300mM, EDTA 1mM, pH> 13 e Acetato de Sddio 3M, Tris 1M,
pH 8,5).

As laminas ficaram submersas no tampao por 20 minutos (alcalino) e 1hora (neutro),
para que ocorresse o desenovelamento do DNA. Apds deu-se inicio aos procedimentos de
eletroforese. Sendo as condi¢cdes 25V, 300mA-0.95V/cm por 15 minutos (alcalino) e 14V, 12
mA por 1 hora (neutro). Apds a eletroforese, as laminas foram delicadamente retiradas da
cuba e colocadas em bandejas onde foi e adicionado o tampdao de neutralizacdo (0.4MTris,
pH 7,5). Apds secas as laminas foram fixadas e coradas com nitrato de prata de acordo com
Nadin e colaboradores (2001). Para avaliacdo de danos no DNA, 100 células por individuo
foram analisadas ao microscopio optico de ampliagdo em 200x. Os nucledides foram
classificados visualmente de acordo com a intensidade da cauda.

2.2 Analise Estatistica

Devido a exclusdo da distribuicdo normal para alguns dados, as anadlises ndo-
paramétricas foram usadas para testar diferencas entre os grupos (Mann-Whitney test). As
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analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS 17.0 e p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, 93 sujeitos participaram do estudo: 43 sujeitos portadores de
DPOC, de ambos os sexos e 50 sujeitos controles. Os dados clinicos da amostragem
revelaram o correto emparelhamento entre casos e controles, atendendo os critérios de
inclusdo, bem como os resultados destas variaveis vém ao encontro da literatura (TORRES;
GODOQY, 2004; ALMEIDA, 2001; BRACKE et al., 2006). Nas tabelas 1 e 2 estdo descritas as
caracteristicas clinicas e a funcdo pulmonar dos grupos estudados.

Tabela 1 - Caracteristicas Clinicas e Histéria Tabagica dos Sujeitos.

Caracteristicas DPOC (n=43) Controles (n=50)
Idade (anos) 65,79 63,764+9,42
Sexo (M/F) 26/17 27/23
Cor da pele (branca/ no 38/5 49/1
branca)
IMC (kg/m2) 25,17 + 5,95 26,87 + 3,90
Status Tabagismo# 10/6/27 4/21/25
DuragdoTabagismo(>30 34 18
anos)
Cessacdo Tabagismo (anos) 4 (1-29) 10(1-41)
Tipo de Cigarro (com filtro/ 28/8/3 29/0/0
sem filtro/ outros)
Cigarros/ano (ex-fumantes) 7300 (2190-21900) 7300 (2190-14600)

Os dados sdo apresentados como média + DP e mediana (minimo-maximo); (Teste de Mann-Whitney),
IMC-indice de Massa Corporal; #Fumante Corrente/ N3o fumante/Ex-fumante.

Embora a DPOC tenha sido considerada por muito tempo uma doenca de homens
caucasianos velhos, dados recentes mostram que nos EUA a mortalidade esta subindo muito
rapidamente entre as mulheres e os africano-americanos. Os caucasianos tém apresentado
menor perda de fun¢do pulmonar, por maco fumado/ ano, sugerindo que as mulheres afro-
americanas sdao realmente mais suscetiveis aos efeitos nocivos do fumo em comparacdo a
outros grupos de homens e mulheres. Bakos e colaboradores (2009) sugeriram que a
ascendéncia européia como a italiana e a alem3, como é o caso deste estudo, parece ser um
fator de risco a doengas pulmonares e melanomas na populag¢ao da regidao sul do Brasil.

Embora qualquer paciente acima de 40 anos corra o risco de desenvolver esta doenga,
os pacientes com idade avangada tém maior risco de complicagdes e aumento da
morbidade. Além disso, a DPOC em pessoas idosas esta associada com o estado de saude
deficiente, que ndo pode ser previsto pelo teste de funcdo pulmonar (CAZZOLAA; DONNERB;
HANANIAC, 2008).

A carga tabagica mostrou-se superior nos portadores de DPOC quando comparados
aos controles. Diversos autores propdem a existéncia de uma relagcdo entre o tempo de
tabagismo e a fungdo pulmonar, mesmo esta ndo sendo obrigatdria (TACK, 2009).
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Tabela 2 - Fungdo Pulmonar e Historico Breve dos Portadores de DPOC e Controles.

DPOC (n=43) Controles (n=50)
VEF; (% predito) 46,47+19,73 85,98+11,78
CVF (% predito) 63,14+19,07 90,35+12,54*
VEF1/CVF(% predito) 67,93+20,40 105,44+70,98*
DPOC Estadiamento” 8/12/13/10 -
Duragdo da Doenga (anos) 5,97 (1-43) -
Historico Familiar 14/26/6 10/33/7
(sim/ndo/ignorou)
Doenca Respiratoria na Infancia 10/33 10/40
(sim/n3o)
Comorbidades (sim/ndo) 29/14 37/13
HAS 23 27
Cardiopatias 9 2
Diabetes 7 1

Dados apresentados em media+desvio padrdo e mediana (minimo-maximo); VEF,, volume
expiratoério forgado no primeiro segundo; CVF, capacidade vital forcada; *p<0,05 (Mann- Whitney Test);
#Leve/Moderado/ Severo/ Muito Severo (GOLD, 2009); HAS, hipertensdo arterial sistémica.

A funcdo pulmonar dos casos mostrou-se reduzida quando comparada aos controles,
conforme previsto, e caracterizando um quadro de obstrucao pulmonar. De acordo com o
GOLD (2011), o estadiamento para os portadores de DPOC deste estudo variou entre Estadio
Il e V (indice de Tiffenau < 70%; VEF; > 50% < 80%) considerado doenca moderada, severa e
muito severa. Durante o segundo (Il) estadio da DPOC, doen¢a moderada, a limitacdo do
fluxo aéreo piora, com falta de ar ao esforco, tosse e expectoracdo (GOLD, 2011). E nessa
fase que a maioria dos doentes procura o médico, devido ao agravamento da doencga e dos
sintomas respiratorios cronicos. O Consenso Brasileiro sobre DPOC alerta que, nesta fase, a
reducdo da capacidade fisica e a dispnéia sdo muito atribuidas ao envelhecimento ou ao
habito sedentario, dificultando o diagndstico da doenga precocemente (OLIVEIRA, 2000;
GOLD, 2011).

Ambos os grupos apresentaram comorbidades entre elas as mais prevalentes foram a
hipertensdo arterial sistémica (HAS), as cardiopatias e diabetes. A doencga cardiovascular
(DCV) e a DPOC também co-existem, sendo que a DCV pode estar presente em até 69% dos
pacientes com DPOC e bem associada com aumento mortalidade (TACK, 2009). A fibrilacdo
atrial também é prevalente na DPOC sendo que o tratamento com Varfarina reduz a
mortalidade. Dados de um estudo longitudinal mostram que a ligacdo entre DPOC e a
doenca cardiovascular pode ser devido a inflamacdo local e sistémica. Outra morbidade
comum em pacientes com DPOC é a HAS por isso é necessario garantir que os pacientes em
risco sejam identificados precocemente e comecem sua profilaxia (TACK, 2009).

Os resultados referentes ao EC Alcalino (Figura 1) revelaram que portadores de DPOC
apresentam dano no DNA significativamente maior, quando comparados aos controles, e
estes resultados estdo de acordo com a literatura. No estudo realizado por Ceylan e
colaboradores (2006), o indice de Dano foi significativamente mais alto nos portadores de
DPOC de origem tabagica, em relacdo ao encontrado nos sujeitos controles. Da mesma
forma, o trabalho realizado por Maluf e colaboradores (2007), também encontrou um maior
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indice de dano em casos de DPOC quando comparados. Em nosso estudo, observamos
valores de indice de dano diferente dos demais estudos, fato este que pode ocorrer devido
as condicdes laboratoriais e sensibilidade do ensaio, pois é extremamente sensivel.
Referente ao grande desvio padrao no indice de dano no DNA dos nossos resultados, a
heterogeneidade da amostragem, a faixa etdria e as comorbidades presentes podem ter
inferido sobre estes dados em ambos os grupos.

Figura 1 — Ensaio Cometa Versao alcalina (pH 10,0). Resultados do indice de danos no
DNA entre casos e controles, apresentados em mediana (minimo — maximo). Andlise
estatistica foi realizada por Mann-Whitney Teste.
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A frequéncia de danos e as mutacdes no DNA podem ser relacionadas com o habito de
fumar, pois o cigarro contém componentes quimicos que contribuem para a citotoxidade e a
carcinogénese. Estudos realizados com células pulmonares fetais expostas a fumaca de
cigarro mostram, pelo teste cometa, que quanto maior a concentragdo da fumaca de cigarro,
maior o dano nas células (KIM et al., 2004).

Ha varios fatores que podem ser relacionados ao dano no DNA, como o metabolismo
anormal de células. Cerca de 2% a 5% do oxigénio usado para a formagao de ATP
transforma-se em radicais livres (RL), que podem causar danos em biomoléculas (AUGUSTO,
2006). Diferentes componentes da fumaca de cigarro reagem e podem formar diretamente
RL, enquanto as substancias procarcinogénicas devem ser ativadas por um ou mais
citocromos P450, produzindo quebras simples no DNA (REPINE et al., 1997). Modificacdes
quimicas ocorrem em todas as quatro bases do DNA, decorrentes da producdo de
oxiradicais, que podem quebrar o DNA e causar mutacdes e altera¢des carninogénicas
(REPINE; BAST; LANKHORST, 1997). As quebras do tipo simples no DNA sdo os danos mais
frequentes causados por EROs, que podem causar morte celular e a instabilidade gen6mica
porém, o acumulo de dano oxidativo e quebras do tipo simples no DNA podem ser a maior
causa para a producdo de quebras na dupla fita de DNA ( LAN et al., 2004).

Também observamos um maior indice de dano do tipo lesdes em quebras duplas
(Figura 2), avaliada pelo ensaio cometa versdao neutra, o que pode ser esperado na DPOC
pela presenca de inflamacdo persistente, conforme ja descrito por Repine e colaboradores
(2007).
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Figura 2 - Ensaio Cometa Versdo Neutra (pH 8,5). Resultados do indice de danos no
DNA entre casos e controles, apresentados em mediana (minimo-maximo). Andlise
estatistica foi realizada por Mann-Whitney Test.
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A resposta das células a danos no DNA e sua capacidade de manutencdo da
estabilidade genO6mica de reparo de DNA s3o a chave molecular eventos de conducdo de
iniciacdo e progressdo do cancer de pulmdo e outras doencas pulmonares, como a DPOC
(TAKABATAKE et al., 2009). O estudo de Kiechle e Zhang (2002), realizado com portadores de
cancer de pulmao, revelou que esta populacdo tem uma elevada reparacdao no DNA o que
diminui a morte celular por apoptose em células cancerosas. Esta relacdo entre reparo no
DNA e apoptose mostrou que a eficiéncia elevada de reparo no DNA pode ser considerada
um dos principais obstaculos da terapia anticancer, com base na resisténcia do cancer a
quimioterapia. E evidente que a variacdo individual na capacidade de limitar os danos de
DNA de carcinégenos, exdgenos e enddgenos contribui para o risco de diversas doencgas
relacionadas ao estresse oxidativo (TAKABATAKE et al., 2009).

Segundo Takabatake e colaboradores (2009), ha evidéncias que disturbio no balango
entre apoptose e regeneracgdo de células estruturais pulmonares contribui para patogénese
da DPOC. O incremento da apoptose em portadores de DPOC persiste mesmo apods a
cessagdo do tabagismo ocasionando um rdpido declinio da fungdo pulmonar, principalmente
em pacientes mais velhos com DPOC em estagio avancado. Sendo assim, o potencial
individual de suscetibilidade para o rdpido declinio da fun¢do pulmonar em portadores de
DPOC pode ser atribuido as variancias genéticas que podem inferir na reparagao do DNA.

4 CONCLUSAO

Os dados analisados até o momento revelam um incremento no indice de dano no
DNA de portadores de DPOC, quando comparados a controles sem doenca pulmonar,
reforcando assim a necessidade de compreender os mecanismos pelos quais isso acontece
no processo da doenca. Este trabalho enfatiza a importancia do Ensaio Cometa para
avaliacdo de danos no DNA de portadores de DPOC, bem como outras doencas relacionadas
ao estresse oxidativo.
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