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RESUMO

Na doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), a inalacdo de particulas ou gases toxicos,
principalmente o tabaco, aumenta a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
causando uma resposta inflamatéria exacerbada. Avaliar a producédo de ROS em pacientes
portadores de diferentes niveis de gravidade de DPOC e sua relagdo com tratamentos
farmacologicos e fumo. Pacientes ex-tabagistas, com idade variando de 45 a 80 anos (N=
52) foram divididos apds avaliacdo espirométrica e anamnese em 4 grupos: (1) pacientes
sem uso de medicacgOes inalatérias (Controle, N=11), (2) pacientes em uso de Formoterol
(DPOC II, N=11), (3) pacientes em uso de Formoterol e Brometo de Tiotrépio (DPOC lIlI,
N=16) e (4) pacientes em uso de Salmeterol + Brometo de Tiotropio e Fluticasona (DPOC
IV, N=14). Foram coletados 5 ml de sangue periférico para analise do estresse oxidativo por
citometria de fluxo. Pacientes dos grupos DPOCII, DPOCIII e DPOCIV, apresentaram maior
producdo de &nion superoxido e peroxido de hidrogénio quando comparados ao grupo
Controle (p<0,05). Entre DPOC, o grupo lll apresentou a maior producdo de &anions
supero6xido e peroxido de hidrogénio qguando comparados aos grupos DPOC Il e IV (p<0,05).
A producéo de radical hidroxila e &nion peroxinitrito no grupo DPOC IV (138457, a.u) foi
menor quando comparado com o grupo DPOC Il (2289143, a.u) e maior que a do grupo
Controle (771+£20, a.u). O grupo DPOC IV apresentou valores de DAF (indicativo de
producdo de NO) significativamente menores que os demais grupos (Controle: 3740+221;
DPOC II: 2948+150; DPOC lII: 2734+90 vs. DPOC IV: 1889470 a.u; p<0,05). Ao observar-se
a relagdo da funcdo pulmonar (VEF1l) com as ROS, observou-se significativa correlacdo
negativa entre estes parametros, sendo que entre o NO e a funcdo pulmonar observou-se
uma correlacéo positiva. Os resultados do presente estudo demonstraram que portadores
de DPOC apresentam um aumento de ROS, o que se apresenta relacionado ao prejuizo da
funcdo pulmonar. Pacientes do grupo DPOC IV apresentaram uma diminuicdo da producéo
de ROS quando comparados ao grupo DPOC lll e DPOCII, o que poderia ser devido ao uso
de corticoide inalat6rio, a menor carga tabagica e ao maior tempo de cessacédo do fumo, que
foram observados no grupo DPOC IV.
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Corticéide inalatério; Citometria de fluxo.

Abstract

In chronic obstructive pulmonary disease (COPD), the inhalation of toxic particles or gases,
mainly tobacco, increases the production of reactive oxygen species (ROS) causing an
exacerbated inflammatory response. To evaluate the production of ROS in patients with
different levels of COPD severity and its relationship with pharmacological treatments and
smoking. Ex-smokers, aged between 45 and 80 years (N= 52) were divided after spirometric
evaluation and anamnesis into 4 groups: (1) patients not using inhaled medication (Control,
N=11), (2) patients using Formoterol (COPD II, N=11), (3) patients using Formoterol and
Tiotropium Bromide (COPD Ill, N=16) and (4) patients using Salmeterol + Tiotropium
Bromide and Fluticasone (COPD IV, N=14). 5 ml of peripheral blood was collected for
analysis of oxidative stress by flow cytometry. Results: Patients in the COPDII, COPDIII and
COPDIV groups showed greater production of superoxide anion and hydrogen peroxide
when compared to the control group (p<0.05). Among COPD, group Il showed the highest
production of superoxide anions and hydrogen peroxide when compared to groups COPD I
and IV (p<0.05). The production of hydroxyl radical and peroxynitrite anion in the COPD IV
group (1384157, a.u) was lower when compared to the COPD Il group (2289+43, a.u) and
higher than that of the Control group (771+20, a.u). The COPD IV group had DAF values
(indicative of NO production) significantly lower than the other groups (Control: 3740+221;
COPD II: 2948+150; COPD Ill: 2734+90 vs. COPD 1V: 1889+70 a.u; p<0.05). When
observing the relationship between pulmonary function (FEV1) and ROS, a significant
negative correlation was demonstrated while between NO and pulmonary function a positive
correlation was observed. The results of the present study demonstrated that patients with
COPD have an increase in ROS, which appears to be related to impairment of lung function.
Patients in the COPD IV group showed a decrease in ROS production when compared to the
COPD lll and COPD II groups, which could be due to the use of inhaled corticosteroids,
lower smoking history and longer time to quit smoking, which were observed in the group
COPD IV.

Keywords: Chronic obstructive pulmonary disease; Oxygen-reactive species; inhaled
corticosteroid; Flow cytometry.

INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é definida pela inflamacgéo crbnica
com limitacdo ao fluxo aéreo, ndo totalmente reversivel, que agrupa tanto enfisema como

bronquite cronica (KOSACZ N.M., et al. 2012; Liu, et al. 2022), associada a uma resposta
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inflamatoria anormal devido a inalacdo de particulas ou gases nocivos/toxicos (GORECKI
D., 2013; ZHANG, et al. 2014; BATH et al., 2015; BONATO et al., 2021; GOLD, 2020).

O principal fator de risco para o aparecimento da DPOC é o fumo do cigarro
(BARNES, 2014; BARNES, 2010; HAO, et al. 2021), que leva a uma resposta inflamatoria
local no trato respiratério com alteracdes patoldgicas nas vias aéreas proximais, distais,
parénquima e vasculatura pulmonar (OCHSNER; RABE, 2011), além de promover o
estresse oxidativo pela formacéo excessiva de ROS (YOSHIDA; TUDER, 2007).

A fisiopatologia da DPOC est4 relacionada a uma inflamacdo sistémica nas
pequenas vias aéreas (bronquiolite respiratoria), destruicdo parenquimatosa (enfisema) e
obstrucéo crénica ao fluxo aéreo, contribuindo no agravamento de véarias comorbidades
(VIJAYAN, 2013). Além disso, leva ao prejuizo da capacidade funcional e qualidade de vida
do individuo (SETHI, et al.; 2022). Este conjunto de altera¢cdes aumenta a medida que a
doenca progride e confere ao estado geral do individuo um componente de agravamento do
guadro irreversivel (BARNES, 2014; SETHI, et al 2022).

Os efeitos da inflamacgéo crénica, a qual provoca uma obstrucdo do fluxo aéreo,
levam aos sintomas que estabelecem o quadro clinico da DPOC (SAKATA, et al. 2012). Os
principais mecanismos envolvidos na patogénese da DPOC s&o o estresse oxidativo e a
inflamacdo. A inflamacédo causada pela inalacdo da fumaca do cigarro, ou por inalacdo de
particulas toxicas, se deve principalmente a respostas da imunidade inata e da adquirida
(SETHI S., et al.; 2022). E importante destacar que as células inflamatorias e epiteliais
encontradas na superficie das vias aéreas liberam diversos fatores quimiotaticos
responsaveis pelo estresse oxidativo exacerbado na DPOC. Portanto, o comprometimento
das respostas imunes as infec¢des respiratorias (BONATO et al; 2021, BATH et al; 2015),
podem tornar esses pacientes mais suscetiveis AO desenvolvimento e gravidade de outras
doencas respiratérias como por exemplo, a COVID-19 (WIECZFINSKA, 2022; AHMAD
MALIK et al., 2022).

O diagnostico definitivo de DPOC é feito através da espirometria, um teste de funcéo
pulmonar que avalia a capacidade/funcionalidade das vias aéreas (SHAHAB, et al. 2006). O
tratamento se baseia em uma diretriz internacional, o Global Iniciative for Chronic
Obstructive Lung Disease (GOLD) e, de acordo com esta diretriz, sao utilizados
medicamentos inalatérios com broncodilatadores agonistas de receptores R2 e 0s
antagonistas dos receptores muscarinicos (M3) da acetilcolina (ACh) (GOLD 2020,
BARNES, 2014), cuja funcao € promover a melhoria dos sintomas, mas que ndo impedem o
declinio da funcéo pulmonar em longo prazo e ndo evitam o estresse oxidativo (BARNES,
2014).

ISSN: 2526-4036 — MULTIPLOS@CESSOS Péagina 29



LAMA é a sigla utilizada para designar medicamentos inibidores da acetilcolina, e
LABA para os agonistas beta adrenérgicos de longa acdo. Por outro lado, a inflamacéo
gerada pela DPOC em casos mais graves tem sido tratada pela associacdo de
broncodilatadores e corticoides inalatérios (HATTOTUWA, et al. 2002). Porém, nédo se sabe
0 guanto o esse tratamento associado pode afetar sistemicamente parametros de estresse

oxidativo.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo
em pacientes portadores de DPOC do CRE do estado do ES, e sua relacdo com a

severidade da doenca, com o uso de diferentes medica¢des e ao habito de fumar.

MATERIAIS E METODOS

Populacéo estudada

Amostra composta por 52 voluntarios ex-tabagistas, com idade entre 45 a 80 anos,
de ambos os sexos. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Vila Velha nimero 733.678 e pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Infantil Nossa Senhora da Gléria, Vitéria ES. Todos os voluntarios concordaram e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido previamente ao inicio dos

protocolos.

Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos neste estudo pacientes portadores de DPOC, diagnosticados pela
espirometria com a relacdo VEF1/CVF<70% e pertencentes ao Programa de DPOC do
Centro Regional de Especialidades do Estado do Espirito Santo (CRE), em uso de
medicacdes inalatdrias e que cessaram o tabagismo num periodo maior que 1 ano. Foram
excluidos portadores de hipertenséo arterial sistémica, doengas metabdlicas crénicas como:
asma, cancer, além de infec¢des respiratdrias agudas (aquelas com duragdo menor que 15

dias), estados febris agudos e tabagismo ativo.

Grupos de estudo

O grupo Controle foi composto por 11 pacientes ex-fumantes (por periodo igual ou

superior a um ano) sem nenhuma doenca pulmonar prévia. Os portadores de DPOC, faziam
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uso de medicacdes inalatorias especificas para cada estagio da doenca (GOLD, 2019): 11
pacientes do estagio moderado (50%<VEF1<80% do previsto), em uso de LABA, o
Formoterol, classificados como DPOC estagio I, referido no texto como grupo DPOC II; 16
pacientes do estagio grave (30%<VEF1<50% do previsto), em uso de LABA, o Formoterol e
LAMA, o Brometo de Tiotropio classificados como DPOC estagio lll, referido no texto como
grupo DPOC Ill; e 14 pacientes do estdgio muito grave (VEF1<30% do previsto ou
VEF1<50% do previsto com insuficiéncia respiratdria crénica), em uso de LABA, o
Salmeterol associado a corticoide inalatério Fluticasona e LAMA, o Brometo de Tiotrépio,
classificados como DPOC estégio 1V, referido no texto como grupo DPOC IV. Todos os
individuos envolvidos no estudo eram ex-tabagistas, ou seja, pararam de fumar num periodo

maior que 1 ano.

Os pacientes selecionados foram contatados e foi solicitado seu comparecimento ao
CRE Metropolitano para os seguintes procedimentos: responder a um questionario e coleta
de sangue por profissionais habilitados (5 ml de sangue periférico). Esta amostra foi
centrifugada, aliquota e processada para posterior determinagéo dos niveis citoplasmaticos
de ROS por citometria de fluxo. Os voluntarios foram também submetidos a espirometria
para a confirmacgéo do estagio da DPOC.

A prova de fung&o pulmonar de cada paciente selecionado, e em uso de medicagdes
inalatérias, foi realizada utilizando o espirbmetro (MicroQuark — Cosmed verséo 8.0B, 2003).
O diagnéstico de DPOC foi feito pela avaliagdo das medidas na espirometria de VEF1
(volume expiratério forcado no primeiro segundo) e CVF (capacidade vital forcada), e a
relacdo de VEF1/CVF < 70% do previsto foi considerada como critério para a selecdo dos
pacientes (Barnes P.J., 2014). Em seguida, os pacientes foram agrupados de acordo com
os resultados obtidos na espirometria, analisando os valores de VEF1 apés uso do
broncodilatador, classificando-os em estagio Il, moderado (50% < VEF1 < 80% do previsto),
estagio lll, grave (30 < VEF1 < 50% do previsto), e estagio 1V, muito grave (VEF1 < 30% do

previsto ou VEF1 < 50% do previsto com insuficiéncia respiratoria cronica).

Quantificacdo de ROS

Os niveis de anion superéxido (O»+") foram medidos por citometria de fluxo através
da fluorescéncia emitida pelo etideo, que é produto da oxidacdo do dihidroetideo ou
hidroetidina (DHE). As células sanguineas foram ressuspendidas em 1ml de PBS na
concentracdo de 1x10° células/ml e incubadas, no escuro, com 160uM de DHE em etanol
absoluto, por 30 minutos a 37°C e, em seguida, mantidas resfriadas (4°C) e protegidas da

luz até a aquisi¢cdo dos dados no citdbmetro de fluxo (Campagnaro BP, et al 2013). Os sinais
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foram obtidos utilizando o filtro de 585nm para etideo. Como controle positivo, as células
sanguineas foram previamente incubadas com 50uM H.O, por 5 minutos. Para o controle

negativo, as amostras celulares foram incubadas apenas em etanol.

Os niveis de peréxido de hidrogénio (H.O2) foram medidos por citometria de fluxo
através da fluorescéncia emitida pela diclorofluoresceina (DCF) que é produto da oxidac&o
do diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA). As células sanguineas foram
ressuspendidas em 1ml de PBS na concentracdo de 1x10° células/ml e incubadas, no
escuro, com solucédo de 20mM H.DCFDA (Tonini CL, et al 2013) em etanol absoluto, por 30
minutos a 37°C e, em seguida, mantidas resfriadas (4°C) e protegidas da luz até a aquisicado
dos dados no citbmetro. Os sinais foram obtidos utilizando o filtro de 530nm para DCF.
Como controle positivo, as células sanguineas foram previamente incubadas com 50uM
H.O. por 5 minutos. Para o controle negativo, as amostras celulares foram incubadas

apenas em etanol.

Os niveis de peroxinitrito e *OH foram medidos por citometria de fluxo através da
fluorescéncia emitida pela hidroxifenilfluoresceina (HPF). As células sanguineas foram
ressuspendidas em 1ml de PBS na concentracdo de 1x10° células/ml e incubadas, no
escuro, com solucdo de 5 uM HPF em etanol absoluto, por 15 minutos a 37°C e, em
seguida, mantidas resfriadas (4°C) e protegidas da luz até a aquisicdo dos dados no

citdmetro. Os sinais foram obtidos utilizando o filtro de 530nm para HPF.

Os niveis de 6xido nitrico (NO) foram medidos por citometria de fluxo através da
fluorescéncia emitida pelo triazolofluoresceina (DAF-2T) que é produto da oxidagdo do
diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA. As células sanguineas foram
ressuspendidas em 1ml de PBS na concentracdo de 1x10° células/ml e incubadas, no
escuro, com solucéo de 2uM DAF-2DA (56,57) em etanol absoluto, por 180 minutos & 37°C
e, em seguida, mantidas resfriadas (4°C) e protegidas da luz até a aquisicdo dos dados no
citbmetro. Como controle positivo, as células foram previamente incubadas com 100mM de
nitroprussiato de sédio por 10 minutos. Para o controle negativo, as amostras celulares
foram incubadas apenas em etanol. Todas as analises foram realizadas com auxilio do
software FACSDiva, pela determinagdo da intensidade média de fluorescéncia de 10.000

células.

Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
resultados foram expressos como médiatEPM. Os diferentes grupos foram analisados

estatisticamente usando-se a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo post
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hoc de Tuckey. As diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05.

RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados dados demograficos e relacionados ao tabagismo na
populagédo avaliada no estudo. Foi observado que entre as pessoas envolvidas no estudo,
os pacientes do grupo Controle e DPOC Il eram principalmente mulheres. Os grupos DPOC
[l e DPOC IV eram compostos principalmente por individuos do sexo masculino. Individuos
dos grupos DPOC apresentaram médias etarias superiores as do grupo controle (Controle
49+3 anos vs. DPOC Il 54+2 anos, DPOC Ill 67+3 anos e DPOC IV 67+3 anos; p<0,05).

A avaliacdo da carga tabdagica, determinada em anos-mago demonstrou (tabela 1)
que os pacientes dos grupos DPOC Ill e DPOC IV apresentaram maior carga tabagica
quando comparados aos individuos dos grupos Controle (72+17 e 57+9 anos-maco
respectivamente vs. Controle 31+12; p<0,05). Por outro lado, o grupo DPOCIII mostrou
carga tabdagica significativamente maior que o DPOC Il e DPOCIV (DPOCIIlI 72+17 vs.
DPOCII 35+8 e DPOCIV 5719; p<0,05). Nao foi observada diferenca significativa entre os
grupos Controle e DPOC II.

Ao analisar o tempo de cessacdo do fumo entre os voluntarios do estudo, nota-se
que os pacientes do grupo DPOC Il e lll apresentaram menor média de tempo de cessacéo
de fumo (4,3+1,9 anos e 5,843 respectivamente) quando comparados com os individuos do
grupo Controle (10+3 anos) e DPOC IV (13t3 anos). Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos Controle e DPOC IV.

Tabela 1: Caracteristicas gerais da populacéo total de pacientes estudados

Variaveis Grupos
Controle DPOC I DPOC Il DPOC IV

Idade, anos 49+3 54+2* 67+3*# 67+£3*
Género, n (%)

Masculino 0 (0%) 4 9 13

Feminino 11 (100%) 7 7 1
Carga tabagica, anos-maco 31+12 3518 72+17%# 57+9*&
'(I'emp;) da cessacao do fumo 10,5+8,9 4,3+1,9* 5,85+3* 12,9+10,2%
anos
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VEF1, % previsto 85£0,9 60,93+2,3* 38,8+1,38* 25,7+0,72*#&

VEF1/CVF 85£127 61,47£1,67* 50,23+1,2*# 42,35+1,98*#&

Valores expressos como médiatEPM; P<0,05 vs.*Controle; vs. #DPOC II; vs. §DPOC IlI.

Considerando-se os dados obtidos por espirometria, os individuos grupo Controle
apresentaram maior valor de VEF1l (85+0,9%) quando comparados aos pacientes
diagnosticados com DPOC em geral (Todos os grupos DPOC vs. Controle, p<0,05; Tabela
1 e Figura 1A). Entre os grupos DPOC, observamos uma diminui¢édo progressiva do valor %
previsto de VEF1 & medida em que a doenca se agrava, onde pacientes do grupo DPOC I
(60,93+2,3%) apresentaram maior valor qguando comparados aos pacientes dos grupos
DPOC Ill e DPOC IV (38,8+1,38% e 25,7+1,98% respectivamente, p<0,05). O grupo DPOC
IV também apresentou VEF1 significativamente menor que o DPOC Il (p<0,05). Da
mesma forma, quando observada a analise da relacdo VEF1/CVF, as diferencas e
significancias estatisticas se mantiveram idénticas aquelas observadas no parametro VEF1
(p<0,05; Tabela 1 e Figura 1B).
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Figura 1. Grafico de barras do percentual de VEF1 previsto e VEF1/CVF em pacientes do grupo
Controle, DPOC II, DPOC IIl, DPOC IV. P<0,05 vs. *Controle, #DPOC Il ou® DPOC Ill.

Quanto a producdo de ROS, houve aumento progressivo coincidente com a
gravidade da DPOC (Figura 2). No entanto, supreendentemente o grupo DPOC IV mostrou
uma menor produ¢do de quando comparado com o DPOCII nos niveis de anions
superoéxido, peroxido de hidrogénio, peréxido nitrito e radical hidroxila (Figura 2 A, B e C
respectivamente).

Os pacientes dos grupos DPOCII, DPOCIII e DPOCIV, apresentaram maior producao
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de anions superoxido quando comparados ao grupo Controle (Controle: 3218+1,88; DPOC
ll: 5156+242; DPOC Ill: 6470+241; DPOC IV: 5223+151, a.u, p<0,05; Figura 2A). E
importante ressaltar que os pacientes do estigio mais grave, grupo DPOCIV, mostraram
valores mais elevados que o grupo DPOCII, porém, apresentaram menor producdo de
anions superoxido quando comparado aos pacientes do grupo DPOCIII (p<0,05).

Da mesma forma, os individuos do grupo Controle apresentaram menor producéo
de peroxido de hidrogénio quando comparados com os pacientes dos grupos DPOC I,
DPOC Ill, DPOC IV (Controle: 3034+98; DPOC II: 4607+271; DPOC III: 6524+691; DPOC
IV: 4825+233, a.u, p<0,05), sendo o grupo DPOC IV apresentou menor producdo de
peroxido de hidrogénio comparado ao grupo DPOC lll, porém mantendo-se mais alto que o
grupo DPOCII (p<0,05; Figura 2B).

A producéo de radicais hidroxila e peroxinitrito mostrou maior producéo de radical
hidroxila e peroxinitrito nos pacientes dos grupos DPOC Il (1315+43, a.u), DPOC i
(2289143, a.u) e DPOC IV (138457, a.u) quando comparados aos individuos do grupo
Controle (771+20, a.u; p<0,05). Como diferencial, o grupo DPOC IV apresentou menor
producdo de radical hidroxila e peroxinitrito em comparagdo com o grupo DPOC IIl, porém,
seus niveis foram estatisticamente similares aos grupo DPOC Il (Figura 2 C).
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Figura 2. Grafico dos niveis de ROS: anions superdxido — DHE (A), peréxido de hidrogénio — DCF
(B), peroxinitrito e radical hidroxila — HPF (C) e 6xido nitrico — DAF (D) em pacientes do grupo
Controle, DPOC I, DPOC Ill, DPOC IV. P < 0,05* vs. grupo Controle. # vs. grupo DPOC Il. & vs.
grupo DPOC IlI.
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Maior producdo de oOxido nitrico foi apresentada nas amostras dos individuos do
grupo Controle (3740+221, a.u) comparados aos pacientes dos grupos DPOC Il (2948+150,
a.u), DPOC Ill (2734+90, a.u), DPOC IV (1889+70, a.u; p<0,05 - Figura 2 D). No entanto,
0 grupo DPOC IV teve uma producdo de NO estatisticamente menor quando comparados
com os grupos DPOC Il e DPOCI III.

Para verificar a relacdo entre a funcdo pulmonar e a producdo de ROS, foi
demonstrada uma forte correlacdo negativa entre a producdo de anions superdxido,
peréxido de hidrégénio, peroxinitrito/ radical hidroxila e a funcdo pulmonar quantificada por
VEF1 (Figura 3 A, B e C respectivamente). Por outro lado, a producdo de NO (DAF)
correlacionou-se positivamente com o VEF1, provavelmente devido ao papel protetor do NO
na fungédo pulmonar (Figura 3 D). Por outro lado, a correlagdo entre a produgdo de NO
(DAF) e anions superoxido (DHE) foi significantemente negativa, o que pode ser relacionado
ao potencial de scavenger do anion superoxido na inativacdo do NO, formando outras
espécies como o peroxinitrito (Figura 3 E). Isto poderia ser associado ao resultado
apresentado no grafico 3 F, onde ha uma correlacdo positiva entre HPF (peroxinitrito e
radicais hidroxila) e DHE.
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Figura 3. Gréficos da correlagdo: VEF1/ROS (A, B, C e D), DAF/DHE (E), HPF/DHE (F) em
pacientes do grupo Controle, DPOC Il, DPOC IIl, DPOC IV.

DISCUSSAO

Os achados deste estudo permitem relacionar DPOC e producdo de ROS, sendo
que os individuos portadores da doenca aumentam a producéo de ROS sistémica a medida
gue se aumenta a gravidade da DPOC. No entanto, supreendentemente o grupo de maior
gravidade e piores indices de fungdo pulmonar, o DPOC IV, exibiu menor produgdo de ROS.
Provavelmente, esta diferenca pode estar relacionada ao maior periodo de abandono do
habito de fumar, menor carga tabagica prévia e ao uso de -corticoides inalatorios,

observados neste grupo.
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A cessacdo do tabagismo é uma intervencdo capaz de reduzir a progressao da
DPOC, melhorar a sobrevida e reduzir a incidéncia de internacfes hospitalares (SCANLON,
2000). Logo, aqueles gue cessam o tabagismo tem menos sintomas respiratorios e
hiperresponsividade nas vias aéreas que aqueles que continuam fumando (Dye & Adler
1994). Turato e colaboradores (1995) avaliaram o processo inflamatério pulmonar em
grupos tabagistas e ex-tabagistas e evidenciaram a presenca destas células nos 2 grupos,
comprovando a persisténcia da inflamac&o pulmonar apés a cessa¢cédo do tabagismo. Por
outro lado, estudos nao identificaram diferenca no padrdo inflamatério entre pacientes
portadores de DPOC de tabagistas e ex-tabagistas (LAPERRE et al. 2006; GAMBLE et al.
2007). Neste estudo, a menor producdo de producdo de ROS nos individuos DPOC |V
coincidiu com um maior tempo de abandono do habito de fumar, o que pode contribuir para
explicar o decréscimo do estresse oxidativo deste grupo quando comparado ao grupo DPOC
[l

Nossos dados mostraram que a maior carga tabagica foi relacionada com a
gravidade da DPOC apenas a partir do grupo DPOCIII e IV, ja que os grupos Controle e
DPOC Il ndo apresentaram diferencas significativas entre si com relacdo a este parametro.
Merece destaque que apesar do grupo DPOC IV apresentar os valores de VEF1 mais
baixos quando comparados aos demais grupos, este apresentou menor carga tabagica
quando comparado ao grupo DPOC lll, o que poderia contribuir para explicar a atenuagéo
na produgédo de ROS observada neste grupo quando comparado ao DPOC Ill, mesmo sem
alteracédo da funcdo pulmonar.

O estresse oxidativo € um importante mecanismo de envolvido na patogénese da
DPOC atraveés da inducdo de inflamacéo cronica, indugéo de senescéncia celular, autofagia
prejudicada, reparo reduzido do DNA, aumento da autoimunidade, aumento da secrecao de
muco e resposta anti-inflamatéria prejudicada aos corticosteroides (BARNES 2022). O
estresse oxidativo, portanto, pode aumentar a progressdo da DPOC, amplificar as
exacerbacdes e aumentar as comorbidades por meio do estresse oxidativo sistémico
(BARNES 2022). Neste sentido, identificar o estresse oxidativo sistémico pode ser Util para
avaliar o estado geral do paciente com DPOC, bem como o estado e evolugdo da doenca.

Ha relatos nos quais as ROS liberadas na forma de O e H,O, encontram-se
elevadas em portadores de DPOC (DEKHUIJZEN, et al. 1996). No presente estudo, foram
avaliadas as producdes citoplasmaticas de ROS plasmatica em todos os grupos, tendo sido
demonstrado que a producdo de ROS estava aumentada nos grupos DPOC em relacdo ao
grupo Controle. A inflamagéo esta relacionada ao estresse oxidativo, de forma que o
perdxido de hidrogénio exalado pode ser considerado um marcador indireto de estresse
oxidativo na DPOC. Apesar disso, foi descrita auséncia de diferencas na concentracdo de
H.O, exalado por pacientes controle e DPOC (BEURDEN et al., 2002). Por outro lado,
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Dekhuijzen e colaboradores (1996) corroboram nossos achados, ao mostrarem que a
guantidade de H;O. exalado, é aumentada em portadores de DPOC exacerbado em
comparacdo ao Controle e DPOC estavel. Em nosso estudo, tendo em vista os dados
obtidos pela funcdo pulmonar pela VEF1, esperava-se que quanto pior fosse a funcao
pulmonar, maior seria a producdo de ROS nos diferentes estagios da DPOC. Entretanto, foi
identificada a maior producdo das ROS no grupo DPOC Il quando comparado com 0s
demais grupos DPOC, inclusive quando comparado ao grupo considerado mais grave
clinicamente: o DPOC IV. Sendo assim, a producdo de O+, H;O, radicais hidroxila e
peroxinitrito foi maior no grupo DPOC Il que no grupo DPOC IV. Como possivel justificativa,
ao observar-se todos os grupos DPOC, o grupo DPOCII por sua menor gravidade poderia
explicar sua menor produgéo de ROS comparado ao DPOC Ill. No entanto, para buscar uma
possivel explicacdo para a reduzida produg¢do de ROS no grupo DPOC IV comparado ao
DPOC Ill, pode ser aparentemente paradoxal, ja que o grupo DPOC IV é o que tem a maior
gravidade e pior funcdo pulmonar. Desta forma, foi feita a avaliacdo de diversos parametros
dos e constatou-se algumas diferencas que poderiam contribuir para explicar este aparente
paradoxo como o uso associado de Cl, a menor carga tabagica, o maior tempo de cessacéo
do fumo no grupo DPOC IV comparado ao DPOC lll, mesmo que os individuos sejam ex-
fumantes. Por outro lado, para explicar a pior avaliagdo funcional do grupo DPOC 1V, a
producdo ou bioviabilidade reduzida de NO, que teria efeito protetor e atuaria na melhor
fungdo pulmonar e balanco da homeostase endotelial e vascular, poderia ser outra
explicacdo aventada.

A DPOC esta relacionada a disfungdo endotelial e & geragéo prejudicada de 6xido
nitrico (NO) a partir da L-arginina pela NO sintase endotelial (eNOS) (DINH-XUAN et al.,
2013). Foi descrito que um competidor do transporte de L-arginina esta aumentado no soro
de pacientes com DPOC estavel e exacerbada, o que pode contribuir para o
comprometimento da geracdo de NO vascular e disfungcdo endotelial, correlacionando-se
com o estresse nitrosativo das vias aéreas e a inflamacdo neutrofilica e sugerindo uma
associacao entre disfuncdo endotelial e inflamacéo das vias aéreas na DPOC (CSOMA et
al., 2019, TANIGUCHI, et al. 2021). Corroborando estes achados, no presente estudo, a
producdo de NO mostrou-se reduzida em todos os grupos DPOC quando comparados ao
grupo controle, tendo reducao progressivamente maior a medida que se observa a maior
gravidade da DPOC. Ademais, ao correlacionar-se a funcdo pulmonar (VEF1) e a liberacdo
de NO, pode-se identificar na presente investigacdo uma clara e significativa correlacdo
positiva, 0 que corrobora a importancia do NO na funcdo pulmonar, bem como do efeito
prejudicial da reducdo de sua biodisponibilidade na evolucdo da DPOC e consequente
deterioragdo da fungéo pulmonar.

Neste contexto, vale lembrar que a reacdo do NO com Oz* ou por mecanismos de
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oxidacdo de nitrito peroxidase poderia reduzir a biodisponibilidade do NO e explicar a
diferenca nas concentracdes entre o grupo controle e os grupos DPOC (CAVALCANTI et al.,
2009; ICHINOSE, et al. 2000). Ademais, o peroxinitrito per se, formado pela reacdo entre
NO e Oz, pode exercer um relevante papel nas alteracdes locais e sistémicas da DPOC
(KANAZAWA et al., 2003). No presente estudo, 0s niveis de peroxinitrito e hidroxila
mostraram-se aumentados na DPOC em compara¢do com os individuos controle. Um outro
dado relevante, além da producao de ROS estar alterada na DPOC, foi que ao realizarmos a
relacdo entre a producdo de anions superdxido (DHE) e de o6xido nitrico (DAF), pode-se
identificar uma correlacdo negativa, corroborando a potencial interacdo entre estes radicais
como indicativo do scavenger de NO pelos &nions superdxido com consequente reducgéo de
sua biodisponibilidade e formacdo de outras espécies reativas como o peroxinitrito. Neste
sentido, executando-se as correlacdes entre a producdo de anions superoxido e HPF
(indicando producgao de peroxinitrito e hidroxila), pode-se observar uma correlagdo positiva.
Isso poderia estar relacionado ao aumento da formacao de peroxinitrito & medida que os
anions superoéxidos interagem com o NO.

As exacerbacdes da DPOC causam grande alteracdo na clinica e geram enorme
impacto socio-ecomonico (KARNER, et al. 2013). Para mitigar seus sinais e sintomas, sao
propostas diferentes medicacdes inalatérias, em forma de monoterapia e combinacdes, que
usadas nos diversos estados da DPOC melhoram a qualidade de vida (GOLD, 2019). No
acompanhamento dos pacientes em uso de medicacdes inalatorias, se o controle da DPOC
é insuficiente com a monoterapia, faz-se a combinagéo de LABA, LAMA e/ou CI (TASHKIN ;
FERGUNSON, 2013). No entanto, os mecanismos pelos quais os Cl atuam ainda nao é
consensual. Avaliando-se o perfil celular inflamatério de ex-tabagistas, portadores de DPOC
e em uso de Fluticasona 500 pg, foi mostrado que ndo ha efeito de Cl sobre os principais
tipos de células inflamatérias pulmonares (HATTOTUWA, et al. 2002).

Por outro lado, um estudo com o uso de Cl, mesmo em doses elevadas, nao foi
capaz de demonstrar diminuigcdo da taxa de declinio no VEF1, mas reduziram a taxa de
severidade das exacerbacdes nesta doenca (JONES, et al. 2003). Em um estudo realizado
na Bélgica, pacientes portadores de DPOC em uso de monoterapia com LAMA, foi
demonstrado melhora na qualidade de vida e um aumento de 93 ml no VEF1 no final do
periodo apés o uso de broncodilatador, além de mostrar uma estabilizacdo da progresséo
da doenca (TROOSTERS, et al. 2010). Do mesmo modo, Saha e colaboradores (2006)
mostraram que o uso de corticoide oral (CO), em baixas dose em longo prazo, sugere
reducbes na frequéncia de exacerbacdes, na taxa de declinio de VEF1 e uma reducao da
inflamacéo sistémica. Da mesma forma, pacientes com DPOC em uso de Fluticasona 500
Mg, 2 vezes ao dia e CO 30 ug, mostraram a diminuicdo da PCR sérica tanto no grupo que

usava corticéide oral, quanto no grupo em uso de corticéide inalatério, mas sem melhora do
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VEF1 com CI (CULPITT, et al. 1999).

Estes achados corroboram os dados do presente estudo, nos quais 0 uso de
Fluticasona pelo grupo DPOC IV néo foi capaz de alterar a funcéo respiratéria, quantificada
pela VEF1. Apesar disso, nossos achados demonstram que o grupo DPOC IV apresentou
reducdo da producdo sistémica de ROS. Neste contexto recentemente foi demonstrado por
Prabhudesai e colaboradores (2023) que a fluticasona possui acdo sistémica e alta
permeabilidade tecidual, atuando na inflamacao e controle da producdo de ROS. Isso vem
trazer uma importante novidade, ja& que em estudos prévios os Cl pareciam ter acéo local na
DPOC. Por outro lado, um estudo com pacientes portadores de DPOC em uso de
corticoides inalatérios (Cl), comparados com individuos saudaveis, os niveis de H:O:
exalado foram semelhantes, levando a crer que o uso de CI pode suprimir processos
inflamatorios que contribuem para diminuir e ndo cessar o estresse oxidativo local (INONU,
et al. 2012).

No presente estudo o uso do Cl Fluticasona se mostrou associado a reducdo de
ROS sistémica, sendo menores 0s niveis plasmaticos de anions superoxido, peréxido de
hidrogénio, peroxinitrito e hidroxila nos pacientes do grupo DPOC IV, em uso de Fluticasona
associado a LABA/LAMA, quando comparado ao grupo DPOC Ill, de menor gravidade
clinica e melhor fungdo pulmonar, porém em uso apenas de LABA/LAMA. Diante do
exposto, acreditamos que a utilizacdo de Cl pode modular a inflamacdo sistémica e
concomitantemente reduzindo a producédo e ROS. Yang et al.,, (2009) descrevem que
corticoides inibem a liberagdo de citocinas e mediadores inflamatorios, incluindo mediadores
lipidicos e espécies reativas de oxigénio por macrofagos. Desta forma, nosso estudo pode
ser um referencial para o monitoramento da DPOC, uso de corticoides e avaliagdo da
producao citoplasmética de ROS em células sanguineas. Estes relatos demonstram que o
presente estudo aporta uma importante informacdo associada aos efeitos sistémicos
protetores do uso de Cl na DPOC, apesar de que ainda ndo exista consenso sobre este
tema, sendo necessarios estudos adicionais de grande porte e randomizados para
esclarecer as lacunas sobre esta ferramenta terapéutica, bem como avaliar a influéncia do
tempo de abandono do habito de fumar e da carga tabagica utilizada previamente pela

populacdo de ex-fumantes.

CONCLUSAO

A andlise do estresse oxidativo por citometria de fluxo em conjunto aos dados da
funcdo pulmonar e de habitos dos pacientes, mostrou que os individuos dos grupos DPOC

II, DPOC Ill, DPOC IV apresentam aumento na producéo de ROS, quando comparados ao
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grupo Controle. Na andlise global dos resultados, destacam-se algumas diferencas que
poderiam justificar e contribuir para a paradoxal producéo reduzida de ROS no grupo DPOC
IV comparado ao grupo DPOC Ill. Mesmo com maior gravidade e pior funcdo pulmonar, o
grupo DPOC IV apresentou maior tempo de cessac¢do de tabagismo e menor carga tabagica
guando comparadas ao DPOC lll. Por outro lado, a adicdo do uso de corticoides apenas no
grupo DPOC 1V, poderia modular a inflamacao de forma diferenciada neste grupo, mitigando

a producao de ROS.

Os achados deste estudo sugerem uma relacéo entre a producdo de ROS e o0 uso de
corticoides, carga tabagica e tempo de cessacéo do fumo na DPOC. Além disso, mostrou-se
gue a citometria de fluxo pode ser utilizada para avaliacdo do estresse oxidativo sistémico
em pacientes com DPOC, representando uma inovagéo na identificagdo de biomarcadores
para o acompanhamento da evolucédo do tratamento de pacientes com DPOC, auxiliando no

monitoramento do agravamento desta doenca.
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