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Resumo



Introducio: A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) estd associada a processo
inflamatdrio; entretanto, a defini¢cdo de quais marcadores participam do processo inflamatério
local e sistémico, e suas correlacdes com o tabagismo e com a intensidade de obstrucdo das

vias aéreas, ainda ndo estd esclarecida.

Objetivos: Avaliar simultaneamente a inflamacio no sangue periférico e nas vias aéreas de
tabagistas com e sem DPOC e avaliar a associacdo com o estado de tabagismo atual e com a

gravidade da doenca.

Casuistica e Métodos: Foram avaliados 52 pacientes com DPOC moderada a muito grave
com idade média de 63,6£8,9 anos e VEF;(%) 50,6£17,1 e 20 individuos tabagistas com
idade média de 49,1+6,2 anos e VEF(%) 106,5+15,8. Todos os individuos da pesquisa foram
submetidos a avaliac@o clinica, espirometria pré e pds-broncodilatador, oximetria de pulso,
avaliacdo nutricional, teste de caminhada de seis minutos (TC-6), indugéo e coleta de escarro
e coleta de sangue para exames bioquimicos e dosagem dos seguintes mediadores

inflamatorios: TNF-o, IL-6, IL-8, IL-10 e PCR.

Resultados: Os tabagistas sem obstruc¢do das vias aéreas apresentaram maiores niveis séricos
de TNF-a quando comparados aos pacientes com DPOC. Além disso, entre os pacientes com
DPOC, aqueles que eram tabagistas ativos apresentaram elevacdo da concentragdo sérica de
TNF-o em relagdo aos ex-tabagistas. A IL-6 e a PCR estavam elevadas nos pacientes com
DPOC comparados aos tabagistas sem obstrucdo das vias aéreas. No escarro induzido os
pacientes com DPOC apresentaram maiores niveis do TNF-a e da IL-10 em relagcdo aos
tabagistas. Em relacio a gravidade da doenca, houve aumento do TNF-a sérico nos pacientes
com doenca moderada em relacdo aos com DPOC grave ou muito grave, e elevagdo do
TNF-o e da IL-10 no escarro induzido dos pacientes com doenca muito grave quando
comparados aos pacientes com DPOC grave e moderada. O estudo de regressdo mudltipla

mostrou que o TNF-al estd associado ao tabagismo ativo e a PCR com a presencga da doenca.

Conclusdes: Em conclusdo, individuos tabagistas e pacientes com DPOC apresentam
processo inflamatério localizado e sistémico, porém com diferengas entre os compartimentos
e entre os grupos. O aumento de TNF-a sistémico mostrou associa¢cdo com o tabagismo ativo,
enquanto em nivel local apresentou associagdo com a presenca da doenca. Além disso, os

niveis séricos de PCR e de IL-6 sérica parecem estar relacionados com a presenca da DPOC.
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Abstract



Introduction: Chronic obstructive pulmonary disease ( COPD) is an inflammatory disease;
however, the markers that characterize the localized and systemic inflammation and their

correlations with smoking status and the airways obstruction intensity are still unclear.

Objective: To evaluate simultaneously the inflammation in the peripheral blood and in the
airways of smokers with and without COPD and also the association between inflammation,

smoking status, and disease severity.

Methods: Fifty-two moderate to very severe COPD patients (mean age: 63.6+8.9 years;
mean FEV(%): 50.6x17.1) and twelve smokers without COPD (mean age: 49.1+6.2; mean
FEV(%): 106.5£15.8). All subjects underwent clinical evaluation, pre and post
bronchodilator spirometry, gas exchange, body composition and six-minute walk distance
measurements, and had peripheral blood and the induced sputum sampled. TNF-q, IL-6, IL-8,

IL-10 and CRP concentrations were measured in the serum and induced sputum.

Results: Serum TNF-a was higher in smokers without COPD when compared to COPD
patients. Besides, serum TNF-o was higher in active smokers patients with COPD when
compared to ex-smokers COPD patients. Serum IL-6 and CRP were higher in COPD patients
when compared smokers without airways obstruction. In induced sputum the COPD patients
presented higher levels of TNF-a and IL-10 when compared with smokers without COPD.
Values of the serum TNF-o were higher in patients with moderate COPD when compared
with the patients with severe and very severe disease. TNF-a and IL-10 in induced sputum
were higher in very severe COPD patients when compared with severe and moderate disease.
Results of multivariate regression analysis showed that serum TNF-o was associated with
active smoking. In contrast, serum CRP and sputum TNF-a were associated with the presence
of COPD.

Conclusion: To summarize, smokers and COPD patients present local and systemic
inflammatory process; however, there was differences between compartiments and groups.
The increase of serum TNF-a seems to be related with active smoking, whereas the mediator
level in the sputum seeems to be associated with presence of COPD. Besides, serum CRP and

IL-6 levels seems to be related with the presence of COPD.
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Introducdo



A doencga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é uma doenga prevenivel e
tratdvel caracterizada pela limitagcdo ao fluxo aéreo nao totalmente reversivel,
geralmente progressiva, e associada a resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a
particulas ou gases nocivos (GOLD, 2007). O tabagismo é o principal fator de risco
para a DPOC; entretanto, embora todos os fumantes apresentem evidéncias de
inflamagao pulmonar, somente na minoria a resposta inflamatéria é amplificada e
continua mesmo apdés a cessacdo do tabagismo (Turato et al. 1995;
Willemse et al. 2005a; GOLD, 2007). De fato, a susceptibilidade genética individual
e/ou a inadequada amplificagdo da resposta inflamatéria ao estimulo tabagico séo
provaveis mecanismos de desenvolvimento da doenca (Barnes et al. 2006).

Grande variedade de células incluindo macréfagos, neutréfilos e linfécitos
distribuida ao longo das vias aéreas, vasculatura e parénquima pulmonar esta
envolvida na patogénese da DPOC (Chung & Adcock 2008). Entretanto, as
caracteristicas da inflamagao que diferem os fumantes que desenvolvem a doenca
daqueles que ndo desenvolvem permanecem desconhecidas (Saetta et al. 1999;
Retamales et al. 2001; Barcelé et al. 2008). Entre os mecanismos celulares da
inflamacdo destacou-se, inicialmente, o acumulo de neutréfilos nas pequenas vias
aéreas de pacientes com DPOC (Lams et al. 1998; Saetta et al. 1998). Estas células
participam do desenvolvimento da doenca por meio da liberacdo de enzimas
proteoliticas que degradam a estrutura pulmonar e, também, de mediadores que
atraem outras células inflamatérias; além disso, estdo associadas com maior
obstrugdo das vias aéreas (Saetta et al. 1999; Dentener et al. 2006;
Franciosi et al. 2006; Rufino et al. 2007).

Além de neutrdfilos, o processo inflamatério das vias aéreas e do parénquima

pulmonar dos pacientes com DPOC também € caracterizado por aumento no
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nimero de macréfagos e linfécitos CD8" (Saetta et al. 1998, 1999). Os macréfagos
alveolares liberam metaloproteinases (MMP) e citocinas como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 6 (IL-6) e 8 (IL-8). Estas citocinas ativam o
endotélio vascular, o que aumenta a expressao das moléculas de adesao, e também
promovem a quimiotaxia de neutrofilos. Estes neutréfilos liberam proteases que
induzem destruicao tecidual e perpetuam a producao de citocinas pro-inflamatérias.
A producao aumentada de citocinas ativa proteinas como o fator nuclear kappa-B
(NF-kB) que atua na transcricdo de genes pro-inflamatérios (TNF-a, IL-8 e MCP-1)
colaborando com a perpetuagdo inflamatéria (Barnes et al. 1997,
Sadowska et al. 2005). Assim, o processo € amplificado pelo continuo recrutamento
de células e produgao de mediadores inflamatorios.

Aumento da concentragcdo de neutréfilos foi verificado no lavado
broncoalveolar (LBA) de fumantes quando comparados aos nao fumantes
(Riise et al. 1995) e no escarro induzido de pacientes com DPOC em relagdo aos
individuos saudaveis (Stanescu et al. 1996; Peleman et al. 1999; Rutgers et al. 2000;
Betz et al. 2001; Malerba et al. 2006; Rufino et al. 2007). Pacientes com DPOC
apresentam elevagao da proteina-1 quimiotatica de monécitos (MCP-1) no escarro
(de Boer et al. 2000), a qual & responséavel pelo recrutamento de monécitos da
circulacdo, aumento da proliferacdo e sobrevida destas células dentro dos pulmobes
e, deste modo, aumenta o niumero de macréfagos no escarro destes pacientes
(Traves et al. 2002). Os linfocitos T CD8" também estao elevados nos fumantes com
DPOC em relacdo aos nao fumantes, sem diferenca significativa quando os
fumantes com DPOC foram comparados aos fumantes sem obstrucao brénquica
(Saetta et al. 1998, 1999). Estas células participam da destruicdo do parénquima

pulmonar por meio da apoptose das células estruturais (Saetta et al. 1999).
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Estudo recente mostrou alteragdes da subpopulacdo de linfécitos T em
pacientes com DPOC; os autores observaram aumento de linfécitos T ativados
(CD8+CD45RA+) e diminuicao das células T regulatérias (CD4+CD25+) no LBA dos
pacientes com DPOC quando comparados aos tabagistas com fungao pulmonar
normal e ao grupo controle nao-fumante. Na dosagem sérica nenhuma das
subpopulacées de linfécitos T estudadas apresentou diferenca significativa entre os
grupos. Assim, os autores sugerem que os linfécitos T CD8" no LBA dos pacientes
com DPOC estao na fase final de ativacao-maturacdo que corresponde a fase com
maior potencial de dano tecidual, e que ha diminuicdo da modulagéo
antiinflamatdéria, o que implicaria na amplificagdo do processo. Além disso, o estudo
mostra que as respostas inflamatérias local e sistémica s&o diferentes
(Barcel6 et al. 2008).

Pacientes com DPOC também apresentam elevagdo das citocinas pré-
inflamatérias nas vias aéreas (Vernooy et al. 2002; Donaldson et al. 2005;
Willemse et al. 2005b). Keatings et al. (1996) mostraram aumento significativo do
TNF-a no escarro induzido de pacientes com DPOC quando comparados aos
fumantes sem obstrugdo das vias aéreas. No mesmo sentido, aumento do receptor
soluvel de TNF-a R55 (sTNF-R55) no escarro induzido dos pacientes com DPOC
comparados aos fumantes sem DPOC e correlacao negativa entre o0 STNF-R55 e o
VEF(%) foram observados em outro estudo (Vernooy et al. 2002). Além disso,
verificou-se aumento da producdo de TNF-a por linfécitos CD4" e CD8" do LBA dos
pacientes com DPOC fumantes ativos comparados aos DPOC ex-fumantes e,
também, nos pacientes com DPOC em relacao aos fumantes sem obstrucao da vias
aéreas (Hodge et al. 2007). Turato et al. (1995) verificaram que a produg¢do de

TNF-a nas células da mucosa das vias aéreas de ex-tabagistas apés 1 ano de
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abstinéncia, é similar a dos fumantes ativos, sugerindo que a produgdo de TNF-a
nas vias aéreas permanece mesmo apds a cessacdo do tabagismo. Estudos em
animais também mostraram elevagdo do TNF-a no LBA apés exposi¢cao aguda e
cronica ao cigarro (Churg et al. 2003, 2004). Por outro lado, alguns autores nao
observaram diferenca estatistica significativa nos niveis de TNF-a no escarro
induzido de pacientes com DPOC quando comparados ao grupo de fumantes sem
DPOC, controle saudavel e pacientes asmaticos (Xiao et al. 2005;
Dentener et al. 2006) ou associacao significativa entre o TNF-a no escarro induzido
e a gravidade da doenga (Hacievliyagil et al. 2006).

O TNF-a pode estimular a producdo e liberacdo de outras citocinas
(Schulz et al. 2003, 2004). Patel et al. (2003) observaram que os niveis basais de
IL-6 e IL-8 na cultura de células brénquicas foram similares entre 0s grupos com
DPOC e fumantes sem DPOC; entretanto, apds estimulo com TNF-a houve aumento
da producao destas citocinas na cultura de células dos pacientes com DPOC, sem
diferenca significativa na cultura de células dos fumantes. A IL-8 € quimiotatica e
ativadora de neutréfilos (Richman-Eisenstat et al. 1993; Fujimoto et al. 2005) e
estes, quando ativados, produzem elastase que é responsavel pelo aumento da
expressao do gene da IL-8 nas células epiteliais das vias aéreas, perpetuando o
ciclo inflamatério (Nocker et al. 1996; Hill et al. 1999). De fato, estudos sugerem que
as células epiteliais das vias aéreas sdo fontes de IL-8 (Cromwell et al. 1992;
Schulz et al. 2003), e esta citocina participa do desenvolvimento da DPOC
(Tanino et al. 2002). Diversos autores observaram elevagao da IL-8 no LBA e da sua
producao na cultura de células brénquicas de pacientes com DPOC comparados aos
fumantes sem obstrucdo das vias aéreas e ao grupo controle nao-fumante

(McCrea et al. 1994; Pesci et al. 1998; Patel et al. 2003; Fuke et al. 2004;
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Drost et al. 2005). A IL-8 também estd aumentada no escarro induzido de fumantes
com limitagdo ao fluxo aéreo quando comparados aos fumantes com espirometria
normal (Kwon et al. 1994; Willemse et al. 2005b) e apresenta correlacdo positiva
com o numero de neutrofilos (Keatings et al. 1996; Yamamoto et al. 1997;
Parr et al. 2006). Outros autores observaram correlacao negativa da IL-8 no escarro
com o VEF{(%) (Vernooy et al. 2002; Ziora et al. 2007). Por outro lado, metanalise
que estudou os marcadores inflamatérios na DPOC mostrou que ha tendéncia de
aumento da IL-8 a medida que aumenta a gravidade da doenca, porém sem
diferencga estatistica significativa entre os grupos (Franciosi et al. 2006).

A IL-6 é um marcador inflamatério com participagao incerta na patogénese da
DPOC. Pode apresentar efeito pr6 e anti-inflamatério, esta ligada a ativagao da
NFkB e aumentada no escarro (Hacievliyagil et al. 2006), lavado broncoalveolar
(Bronmik et al. 2000; Weidong et al. 2001) e condensado expiratério
(Bucchioni et al. 2003) dos pacientes com DPOC em relagdo ao controle nao-
fumante. Donaldson et al. (2005) observaram que a IL-6 no escarro induzido dos
pacientes com DPOC estavel aumenta 9 pg/mL/ano e apresenta correlagdo negativa
com o VEF{(%).

Poucos estudos avaliaram o papel da IL-10 na regulagdo inflamatéria em
pacientes com DPOC. Takanashi et al. (1999) mostraram que a concentracao de
IL-10 estava diminuida no escarro induzido dos pacientes com DPOC comparados
ao grupo fumante sem obstrucdo das vias aéreas, sugerindo déficit na regulacao
anti-inflamatéria nestes pacientes. Outros autores observaram aumento da producéao
de IL-10 nos macrofagos do LBA de fumantes sem limitagdo ao fluxo aéreo em
relagdo aos nao-fumantes, antes e apo6s estimulagdo com lipopolissacéaride (LPS).

Além disso, macrofagos apds exposicdo a dosagens crescentes de IL-10,

Introducdio 5



apresentaram aumento na produc¢do do inibidor de metaloproteinase tecidual-1
(TIMP-1) sem alteragdo na producao da gelatinase-B (MMP-9) e diminuicdo da
producao e liberagdo de TNF-a (Lim et al. 2000). Este estudo sugere que a IL-10
participa da modulagcao do balanco das proteases e anti-proteases nos macréfagos
das vias aéreas de individuos fumantes, sendo responsavel pela diminuicdo da
producéo de citocinas como o TNF-c.

Além da inflamacgéo local, os pacientes com DPOC apresentam inflamacao
sistémica caracterizada por aumento de células inflamatérias no sangue periférico
como neutréfilos, mondcitos e linfécitos, aumento da proteina C-reativa (PCR) e dos
mediadores  inflamatérios  sisttmicos como a IL-6, IL-8 e TNF-a
(Dentener et al. 2001; Vernooy et al. 2002; Gan et al. 2004). Os mecanismos do
processo inflamatério sistémico em pacientes com DPOC ainda néo esta totalmente
esclarecido e varias hipéteses para seu desenvolvimento e amplificacdo séao
propostas.

A exposicao cronica ao cigarro promove aumento de 20-25% nos leucécitos
no sangue periférico por meio da estimulacdo da hematopoiese e consequente
liberagé@o precoce das células para a circulagéo (van Eeden & Hogg 2000). Relata-se
também, aumento da PCR em pacientes com DPOC comparados aos fumantes sem
DPOC e controles nao-fumante (Dentener et al. 2001; Gan et al. 2005;
Pinto-Plata et al. 2006; de Torres et al. 2006; Higashimoto et al. 2008;
Karadag et al. 2008). Além disso, pacientes com DPOC fumantes ativos tem
aumento da PCR em relacdo aos DPOC ex-tabagistas (Pinto-Plata et al. 2006).
Outros dados sugerem que a PCR nao apresenta correlagdo com o prognéstico e

gravidade da doenca (de Torres et al. 2008; Karadag et al. 2008), mas mostra
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correlagdo positiva com o nivel sérico da IL-6 (Godoy et al. 2003; Sin et al. 2004;
Broekhuizen et al. 2006).

A IL-6 estimula a produgdo de proteinas de fase aguda pelo figado e
elevacao no nivel de IL-6 sérico foi descrito em pacientes com DPOC em relagao ao
controle fumante (Higashimoto et al. 2008) e nao-fumante (Godoy et al. 2003;
Broekhuizen et al. 2006). Além disso, Zeidel et al. (2002) verificaram aumento da
secrecao de IL-6 nas células mononucleares de individuos fumantes comparados
aos nao-fumantes. Por sua vez, outros autores ndo observaram diferenca
significativa na IL-6 sérica entre grupo DPOC e controle ndo-fumante, assim como
nao havia correlacdo entre a concentragdo sérica desta citocina e a gravidade da
doenga nos pacientes com DPOC (Karadag et al. 2008).

No estudo da fisiopatologia da doenga outras citocinas séricas também foram
pesquisadas. Alguns dados mostram que o TNF-a sérico esta aumentado em
pacientes com DPOC em relagao a individuos sem doenga respiratéria e, no grupo
com DPOC, esta elevado no grupo tabagista comparado aos ex-tabagistas
(Higashimoto et al. 2008); além disso, parece estar mais elevado nos pacientes com
doenga de maior gravidade (VEF; < 50%) (Karadag et al. 2008). Outros autores
verificaram que enquanto as células do escarro de tabagistas e pacientes com
DPOC produziam TNF-a espontaneamente, sem aumento apds estimulacdo com
LPS, as células do sangue produziam TNF-a somente ap6s estimulagdo. com LPS
(Dentener et al. 2006). Assim, os estudos sugerem que ha sobreposicdo do estado
inflamatério local e sistémico, mas com diferentes mecanismos reguladores em cada
compartimento (Vernooy et al. 2002; Dentener et al. 2006). Na cultura de células
mononucleares do sangue periférico, individuos fumantes apresentaram elevada

producéo de TNF-a em relagédo ao controle ndo-fumante (Zeidel et al. 2002). Alguns
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autores verificaram se as alteragées que ocorrem durante a evolugdo da doenga
poderiam ativar o processo inflamatério sistémico. Assim, estudo verificou a relagao
entre a hipoxemia arterial e os niveis séricos de TNF-a e de seus receptores
(sTNF-R55 e sTNF-R75) em pacientes com DPOC e observou correlagdo negativa
entre o TNF e seus receptores e a pressao arterial de oxigénio (PaO,) (mmHg),
sugerindo que a hipdxia pode participar da ativacdo e amplificacdo do processo
inflamatério (Takabatake et al. 2000).

Poucos estudos verificaram a dosagem sérica de IL-8 e IL-10 nestes
pacientes. Kanazawa et al. (1996) observaram que pacientes com DPOC
apresentaram elevacao da IL-8 sérica em relagdo ao grupo controle nao-fumante.
Outros autores mostraram niveis similares de IL-8 sérico em pacientes com DPOC
comparados a individuos sem doencas respiratérias (Higashimoto et al. 2008) e
pacientes asmaticos (Hollander et al. 2007). Barcel6 et al. (2006) observaram
semelhante expressao intracelular de IL-10 em linfécitos CD4* e CD8" do sangue
periférico entre os grupos de pacientes com DPOC, fumantes sem obstrucao das
vias aéreas e ndo-fumantes.

Em resumo, a DPOC esta associada ao processo inflamatério localizado e
sistémico. No escarro induzido, os estudos mostram elevacdo do numero de células
inflamatérias como os neutréfilos, macréfagos e linfocitos e das citocinas como
TNF-a, IL-6 e IL-8 nos pacientes com DPOC e possivel correlacdo destes
marcadores com a gravidade da doenca. A IL-10 pode estar diminuida nestes
pacientes, promovendo um desequilibrio entre o estado inflamatério e a capacidade
anti-inflamatoria, responsavel pelo desenvolvimento da doenga. Em nivel sérico,
alguns estudos mostram elevacdo destes marcadores inflamatérios nos pacientes

com DPOC; entretanto, a relagdo com a gravidade da doenga nao esta estabelecida.
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Os poucos estudos que avaliaram simultaneamente a inflamacéo na via aérea e no
sangue periférico indicam que existem diferengcas nas caracteristicas dos
mediadores € na modulagdo inflamatéria em nivel local e sistémico. Assim, a
definicdo de quais marcadores estao participando do processo inflamatério e suas
correlagdes com a intensidade de obstrucdo das vias aéreas e com as alteracdes
sistémicas da doenca, nao esta esclarecida. Portanto, o presente estudo foi
desenvolvido no sentido de avaliar os marcadores inflamatérios localizados e
sistémicos em individuos fumantes com e sem DPOC, assim como suas correlagées

com o tabagismo e com o grau de obstrucao das vias aéreas.
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Objetivos



i+

Avaliar os marcadores de inflamacdo no escarro induzido e no sangue

periférico de tabagistas com e sem DPOC;

i

Avaliar a associagdo do estado inflamatorio sistémico e localizado com o

tabagismo ativo;

L

Avaliar a associagdo do estado inflamatério com a gravidade da doenca.

Objetivos 1



Delineamento



Delineamento

Este estudo € um dos projetos incluidos na pesquisa clinica intitulada “Papel
dos Mediadores Inflamatérios e da Vitamina A em Diferentes Estadios e nas
Manifestagdes Clinicas da Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica” e no projeto de
pesquisa “Padronizacdo do Perfil Normal de Citocinas em Fumantes e N&o
Fumantes. Efeito do Sexo e do Envelhecimento”, ambos financiados pela Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) [processos n°
2004/00517-4 e n°2003/05285-1, respectivamente].

Todos os objetivos e procedimentos do estudo foram avaliados e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu — Unesp (Oficio n° 370/2004 - CEP) (Anexo 1). Todos os
pacientes receberam informacdes sobre o estudo e foram incluidos e avaliados apés
assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).

Os pacientes foram convidados a comparecer em dia previamente agendado
para realizagdo de avaliagdo clinica, espirometrias pré e pds broncodilatador,
dosagem dos gases arteriais nos pacientes com DPOC grave e muito grave,
avaliagdo da oximetria de pulso em todos o0s sujeitos da pesquisa e avaliagdo
nutricional. Em dia adicional, ap6s 12 horas de jejum, 0s pacientes retornaram para
coleta de sangue periférico para andlise bioquimica e da inflamagao sistémica,
realizaram procedimento para coleta do escarro induzido e teste de caminhada de

seis minutos (TC-6). Em seguida, apds lanche, os pacientes foram dispensados.
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Individuos e Métodos



Individuos

Foram avaliados cinqlienta e dois pacientes, de ambos os géneros, com
DPOC nos estadios I, Il e IV (GOLD, 2007), atendidos no Ambulatério de
Pneumologia da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp. O diagnéstico de
DPOC foi realizado por meio da histéria clinica, exposicao aos fatores de risco, e
confirmado pela presenca de obstrucido ao fluxo aéreo na espirometria péds-
broncodilatador [volume expiratério forgado no primeiro segundo (VEF) /capacidade
vital forcada (CVF) < 0,70, ou seja, VEF{/CVF<0,70)] (Jardim et al. 2004; GOLD,
2007).

Os critérios de inclusdo foram: estabilidade clinica caracterizada pela
auséncia de exacerbacdes nos ultimos trés meses e uso regular de medicacao,
incluindo o uso de oxigenoterapia domiciliar prolongada (ODP). Os critérios de
exclusédo foram: o uso de corticosteréide sistémico nos ultimos trés meses, a
presenca de outras doencas respiratérias associadas, ou diagnéstico de outras
doencgas crbnicas como diabetes mellitus (DM), céncer, insuficiéncia cardiaca,
insuficiéncia coronariana, renal ou hepatica. Também foram excluidos os pacientes
que apresentaram, na espirometria, aumento do VEF; maior que 15% ou 200 mL
apo6s administracdo de broncodilatador.

No Servico de Cessagédo do Tabagismo ou por meio de cartazes distribuidos
no Hospital das Clinicas de Botucatu, foram selecionados vinte individuos fumantes,
com carga tabagica > 10 anos/mago, sem diagndstico de qualquer doencga crénica
ou uso de medicacbes e com espirometria apds broncodilatador apresentando

valores de VEF;/CVF>0,70.
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Métodos

Avaliagao clinica e laboratorial

Todos os sujeitos da pesquisa foram avaliados por meio da histéria clinica e
exame fisico completo. A avaliacdo laboratorial incluiu hemograma completo,
glicemia de jejum, proteinas totais e fragdes, lipidograma, fungdo hepatica e renal. A
gasometria arterial foi realizada apenas nos pacientes com DPOC grave e muito
grave. Foi também realizado radiograma do térax nas posi¢coes pdstero-anterior e

perfil e eletrocardiograma de doze derivagdes.

Espirometria pré e pos broncodilatador

A espirometria foi realizada em sistema computadorizado de fungé@o pulmonar
(Ferraris KOKO, Louisville, CO 80027, USA), de acordo com os critérios da
American Thoracic Society (ATS, 1987). Foram medidos a CVF em litros (L) e o
VEF; em litros (L) e calculada a razao entre as duas medidas (VEF/CVF), antes e
vinte minutos apds a administragdo do broncodilatador fenoterol (400mcg) por via
inalatéria. Os valores da CVF e do VEF; também foram expressos em porcentagem

dos valores de referéncia (Knudson et al. 1983).

Gases Arteriais e Oximetria de Pulso

A saturacao periférica de oxigénio (SpQO.) foi avaliada em todos os pacientes
por meio de oximetro portatii Onyx (Model 9500 Oximeter, Nonin Medical Inc.,
Plymouth, MN, USA). Nos pacientes com DPOC estadio Ill e IV os gases arteriais

foram avaliados em sangue coletado por meio de puncao da artéria radial, com o
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paciente em repouso e respirando ar ambiente. A dosagem foi realizada em

analisador de gases (Stat Profile 5 Plus — Nova Biomedical, Waltham, MA, USA).

Avaliacao Nutricional

A composicdo do corpo foi avaliada por meio da antropometria e da
impedancia bioelétrica.

Antropometria: o peso do corpo (kg) e a estatura (m) foram quantificados em
balanca Filizola®, com o paciente descalgo e utilizando roupas leves. O indice de
Massa do Corpo (IMC) foi calculado com base no peso e na estatura pela féormula:
[peso (kg) / altura (m)?] (Frisancho, 1981). No grupo de tabagistas foram
considerados com sobrepeso os individuos que apresentassem IMC >24,9 kg/m?,
com obesidade IMC >29,9 kg/m? e com desnutricdo IMC <18,5 kg/m? (WHO, 2000),
e no grupo de pacientes com DPOC, foram considerados com sobrepeso
IMC>24,9 kg/m?, obesidade IMC230,0 kg/m? e com desnutricdo os pacientes com
IMC<20,0 kg/m? (WHO, 2007).

Impedancia bioelétrica: a resisténcia e reatancia foram medidas na posicao
supina, do lado direito do corpo, de acordo com o protocolo da ESPEN 2004 (BIA
101, RJL systems, Detroit, MI, USA) (Kyle et al. 2004). Nos pacientes com DPOC a
estimativa da massa magra do corpo (MMC) em kilogramas (kg) foi feita por meio da
equacao de regressao para pacientes com insuficiéncia respiratéria desenvolvida
por Kyle et al. (1998): MMC = -6,06 + (estatura X 0,283) + (peso X 0,207) —
(resisténcia X 0,024) + [sexo (masculino=1; feminino=0) X 4,036]. Para a estimativa
de MMC nos individuos tabagistas foi utilizada a equacao de regressado especifica
para individuos sadios desenvolvida por Kyle et al. (2001): MMC = -4,104 + (0,518 X

estatura®/resisténcia) + 0,231 X peso) + (0,130 X reatancia) + 4,229 X sexo

Individuos e Métodos 17



(masculino=1; feminino=0). O indice de Massa Magra do Corpo (IMMC) foi calculado
pela divisdo da MMC (kg) pela estatura® (m). O critério de deple¢do de massa magra

foi: IMMC < 16 kg/m? para homens e < 15 kg/m? para mulheres (Schols et al. 1993).

Teste de caminhada de seis minutos

O teste de caminhada de seis minutos (TC-6) foi realizado de acordo com as
recomendagdes da American Thoracic Society (ATS, 2002). Os pacientes foram
instruidos a caminhar o maximo possivel durante seis minutos em um corredor de 30
metros, com chéo devidamente demarcado. Durante a caminhada foi realizado
encorajamento verbal padronizado . Os pacientes podiam parar durante o teste, mas
foram orientados a retomar a caminhada assim que se sentissem capazes. Apés
seis minutos, foram orientados a parar de andar e foi mensurada a distancia total
percorrida em seis minutos (DP6), em metros. Os pacientes com hipoxemia crénica
ou que apresentaram Sp0,<85% durante o teste foram suplementados com oxigénio
por meio de cateter nasal e um fisioterapeuta caminhava ao lado do paciente

levando o cilindro de oxigénio em carrinho portatil.

Coleta de sangue

O sangue venoso colhido em tubo vacutainer de 10 ml com heparina foi
centrifugado em centrifuga refrigerada (Eppendorf® 5403) a 1000 rpm durante
5 minutos e o plasma do topo dos tubos foi retirado e centrifugado novamente para a
obtencao de plasma limpido. As amostras de 220ul foram armazenadas em freezer

a -80°C para posterior analise.

Individuos e Métodos 18



Coleta e processamento do escarro Induzido

O escarro foi induzido pela metodologia modificada de Popov et al. (1995). Os
individuos foram pré medicados com 2 puffs de 200ug de salbutamol
(Pizzichini et al. 2002) e, apds um periodo de 15 minutos, foi medido o pico de fluxo
expiratorio basal do paciente (Electronic Peak Flow/FEV Meter, Ferraris Respiratory
Europe Ltda, NW, UK). Apés, os pacientes receberam inalagées com solucao salina
hipertbnica em concentragcdes crescentes de 3%, 4% e 5%, com duracdo de
7 minutos cada (Spanevello et al. 2000), realizadas em temperatura ambiente, com
nebulizador ultrassénico (Schill Ultrasonic nebulizers LS260, Otto Schill GmbH &
Co.KG, Villeneuve, LOT, France), com débito de 2,4 ml/min e geracao de particulas
de 4,5 ym (Kelly et al. 2002). Ao final de cada inalagdo os pacientes enxaguaram a
boca com agua e assoaram o nariz para minimizar a contaminagédo do expectorado
com saliva e secregdo pos-nasal, respectivamente (Pizzichini et al. 1996). Os
pacientes realizaram manobra para tossir e coletaram o escarro em um mesmo
recipiente estéril (Twaddell et al. 1996; Cai et al. 1998). Foram consideradas
adequadas as amostras obtidas apds periodo minimo de 14 minutos de inalacao e
com volume de escarro coletado maior que 2 mL (Paggiaro et al. 2002). Apéds
realizar cada inalagdo, os pacientes foram submetidos a reavaliacédo clinica e do
pico de fluxo expiratério (Paggiaro et al. 2002) e, caso ocorresse queda de 20% ou
mais do valor basal do mesmo ou piora clinica significativa, a indugdo era
interrompida e cancelada (Tsoumakidou et al. 2003).

Todo o procedimento de inducdo do escarro foi realizado dentro do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (Unesp), acompanhado por

médico e enfermagem para atendimento de eventuais intercorréncias.
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As amostras de escarro obtidas foram analisadas no prazo de, no maximo,
2 horas apés a coleta (Efthimiadis et al. 2002). A secrecao pulmonar coletada foi
transferida para uma placa de Petri, separada a saliva e selecionadas as porc¢oes
mais densas (Gibson et al. 1989) que foram colocadas em tubo de polipropileno
(15 mL), onde foram pesadas. Com uma pipeta manual foi selecionada uma amostra
do escarro e colocada uma gota sobre uma lamina, realizando esfregago simples
que, ap6s secar ao ar livre, foi corado com corante de Leishman
(Saraiva-Romanholo et al. 2003). A contagem da celularidade diferencial foi
realizada em microscépio Optico comum (Reichert-dung model 150, Cambrigde
Instruments Inc., NY, USA), em aumento de 1000 vezes, considerando-se adequada
a amostra com numero de células escamosas menor que 80%
(Pizzichini et al. 2002).

O material mucoso separado no tubo de polipropileno foi tratado com volume
de dithiothreitol (DTT) igual a até quatro vezes o peso do escarro, em miligramas
(Pizzichini et al. 1996). O material foi diluido em 0,1% de tampdo fosfato
(PBS — phosphate buffered saline) (Kanazawa et al. 1997), homogeneizado por
15 segundos em agitador (Maxi Mix I, model 37615, Boenstead/Thermolyne, lowa,
USA) e apods, colocado em banho-maria a 37°C por 20 minutos
(Efthimiadis et al. 2002). Em seguida, o material foi filtrado em filtro de nylon com
poros de 48um (BD Biosciences, BD Falcon REF 352340, MA, USA) para remover
os restos celulares e o muco remanescente (Pizzichini et al. 1996). A suspensao
resultante foi colocada em centrifuga (Shandon lll, Shandon Southern Instruments,
Sewickley, PA) a 4°C, rotacdo de 4.000 rpm, por 10 minutos. Na seqiéncia, o
sobrenadante foi aspirado em pipeta automatica Eppendorf Research® e

armazenado em tubos Eppendorf® a -80°C (Fahy et al. 1993; Prince et al. 2005)
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para dosagens posteriores das citocinas. O botdo de células foi re-suspenso em
100uL de PBS, ajustado para uma concentragdo de 1,0 X 10%mL
(Pizzichini et al. 1998), o numero absoluto de células por mililitro de escarro foi
calculado por meio de uma camara de Neubauer e a viabilidade celular obtida pelo
método de exclusao usando-se o corante Trypan Blue e considerando-se as coradas

em azul como nao viaveis (Pizzichini et al. 1996).

Dosagem dos mediadores inflamatorios no soro e no sobrenadante do

escarro induzido

As dosagens das citocinas TNF-o, IL-6, IL-8 e IL-10 no soro e no
sobrenadante do escarro induzido foram realizadas em duplicata, por meio de
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) comercialmente disponiveis (BioSource
International Inc., Ca, USA). Nas dosagens do sobrenadante do escarro induzido os
kits apresentavam os seguintes limites de detectabilidade: TNF-a: kit ultra-sensivel
de 0,5 a 32,0 pg/mL (Human TNFa US — Cytoscreen) e de 0,16 a 10,0 pg/mL; IL-6:
kit normal de 2,0 pg/mL (Human IL6 US — Cytoscreen); IL-8: kit normal de < 5,0
pg/mL (Human IL8 US — Cytoscreen); IL-10: kit ultra-sensivel de 0,0 — 112,0 pg/mL e
kit normal de 11 — 1335 pg/mL (Human IL10 US — Cytoscreen). As dosagens séricas
foram realizadas com Kkits ultra-sensiveis com o0s seguintes limites de
detectabilidade: TNF-a: 0,5 a 32,0 pg/mL (Human TNFa US — Cytoscreen); IL-6 :
0,16 a 10,0 pg/mL (Human IL6 US — Cytoscreen); IL-8: 0,39 a 25,0 pg/mL (Human
IL8 US — Cytoscreen); IL-10: 0,0 a 112,0 pg/mL (Human IL10 US — Cytoscreen).

A técnica de dosagem das citocinas seguiu as recomendagcdes da empresa
fornecedora dos kits. Resumidamente, esta técnica corresponde a ELISA tipo

“sanduiche” de fase sélida, em que as células da microplaca sdo cobertas pelo
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anticorpo especifico para a citocina em questdo. Amostras, controle e padréo sao
pipetados nestas células. Durante a primeira incubagdo, a citocina liga-se ao
anticorpo imobilizado no local (captura). Apds lavagem, anticorpo biotinilado
especifico para a citocina é adicionado. Durante a segunda incubacdo, este
anticorpo liga-se a citocina capturada durante a primeira incubagao. Apés remogao
do excesso do segundo anticorpo, a enzima estreptavidina-peroxidase é adicionada.
Esta liga-se ao anticorpo biotinilado para completar o sanduiche de quatro camadas.
Apo6s a terceira incubacao e lavagem para remover toda a enzima nao ligada, uma
solucdo de substrato é adicionada, a qual age sobre a enzima ligada, para produzir
cor. A intensidade do colorido é diretamente proporcional a concentragao da citocina

presente na amostra original.

Determinacao da Proteina C Reativa (PCR) no sangue

A proteina C reativa (PCR) foi quantificada em duplicata, utilizando kit
ultra-sensivel comercialmente disponivel (CardioPhase, Dade Behring Marburg
GmbH, Marburg, USA) e com sensibilidade de 0,007mg/L. A técnica utilizada foi de
imunonefelometria com a utilizagdo do equipamento Dade Behring® (Behring
Diagnostic Inc, Westwood MA). Este kit contém suspensdo de particulas de
poliestireno revestidas com anticorpo monoclonal especifico derivado de rato que se
liga @ PCR humana, formando aglutinados que dispersam a luz irradiada. A
intensidade da luz dispersa depende da concentracdo da respectiva proteina na
amostra. A avaliacao foi feita comparando-se com a curva de referéncia obtida por
calibragdo dos pontos mudltiplos por meio das diluicbes com N Standard

reumatolégico SL com N Diluente pertencente ao kit.
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Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o0s pacotes estatisticos
SigmaStat 3.2 (Inc, Chicago, IL, USA), SPSS 12.0 versao 2003 (Inc, Chicago, IL,
USA) e Stata software 9.0 (Stata Corp, College Station, Texas, USA).

A andlise descritiva foi realizada para o estudo das caracteristicas dos
pacientes. As comparacdes de dois grupos (tabagista e DPOC) para variaveis de
distribuicdo normal foi realizada utilizando-se o teste “t” de Student e para as
variaveis com distribuicdo ndo-normal foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para
comparagdao de mais de dois grupos (tabagistas e DPOC de acordo com a
gravidade) foi utiizado a ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey para
aquelas com distribuicdo normal e Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s para
as variaveis com distribuicdo ndo-normal. Para comparagéo de mais de dois grupos
com ajuste para a idade e para o tabagismo foi utilizada a ANCOVA seguida do teste
de Tukey. A analise de duas variaveis qualitativas binarias com freqtiéncia esperada
maior que cinco utilizou o teste Chi-quadrado e aquelas com freqiiéncia esperada
menor que cinco utilizou o teste exato de Fisher.

Para o estudo de correlacao entre as variaveis funcionais e inflamatdérias foi
utilizado teste de correlacao de Pearson ou Spearman, para variaveis paramétricas
e nao-paramétricas, respectivamente.

Para a avaliacdo dos fatores associados com os marcadores de inflamagéo
foi utilizado a regresséo linear multipla robusta com erro padrédo. Foram incluidas
duas variaveis independentes. As citocinas TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 e a PCR foram
variaveis dependentes e a presenca da doenga (sim/nao) e o tabagismo (sim/néo)

foram os fatores determinantes avaliados. As variaveis explicativas foram
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selecionadas levando em consideragdo a conhecida associagdo com o atributo

estudado.
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Resultados



Caracteristicas gerais dos individuos estudados de acordo com a

presenca ou auséncia de DPOC

As caracteristicas gerais dos 20 tabagistas sem DPOC e dos 52 pacientes
com DPOC estao apresentadas na Tabela 1. Os grupos eram homogéneos quanto
ao género; entretanto, os individuos tabagistas eram significativamente mais jovens
que os pacientes com DPOC. Como esperado, a obstrucao das vias aéreas avaliada
por meio do VEF(%), CVF(%) e relacdo VEF/CVF(%) foi significativamente maior
no grupo com DPOC que também apresentou maior carga tabagica e menores
valores de SpOy(%) e DP6 (m).

Nao foram observadas diferengas significativas quanto aos valores médios
dos atributos de composicdo do corpo entre os grupos. Entretanto, na analise
individual, a prevaléncia de sobrepeso (IMC = 25,0 — 29,9 kg/m?) foi similar entre os
grupos (25% nos tabagistas versus 27% no DPOC) e a de obesidade (IMC =30,0
kg/m?) foi maior no grupo DPOC (23% versus 10% nos tabagistas; p=0,020). O IMC
< 18,5 kg/m? foi observado em 5% dos individuos tabagistas e IMC <20,0 kg/m? em
9% dos pacientes com DPOC. O IMMC < 15 kg/m? para mulheres e < 16 kg/m? para
homens foi observado em 15% dos tabagistas e 40% no grupo DPOC, sem

diferenga significativa entre os grupos.
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Tabela 1: Caracteristicas gerais dos individuos estudados de acordo com a
presenca ou auséncia de DPOC.

Tabagistas DPOC

N =20 N =52 Valor p
Idade (anos) 49,1 +6,2 63,6 +8,9 < 0,001
Género (M/F) 1575 32/20 0,130
VEF, (L) 3,1+£0,5 1,2+0,4 < 0,001
VEF, (%) 106,5 + 15,8 50,6 +17,1 0,006
CVF (L) 4,0 +0,7 2,3+£0,6 < 0,001
CVF (%) 1149+ 154 84,8 £15,8 < 0,001
VEF,/CVF (%) 76,0 £4,0 50,0 £12,0 < 0,001
DP6 (m) 518,5+123,0 411,0 £ 89,1 < 0,001
Carga tabdgica (anos/maco) 34,0+ 18,5 52,8 £32.9 0,007
SpO» (%) 96,4 +1,2 90,3+5,8 < 0,001
IMC (kg/m?) 239+39 25,8 +5.4 0,163
IMMC (kg/m?) 17,2+ 1,8 16,0 +2,2 0,072

Os dados estao apresentados em média + 1 desvio-padrao.

M/F = masculino / feminino; VEF; = volume expirado no primeiro segundo; CVF = capacidade vital
forgada; DP6 = distancia percorrida em seis minutos; SpO, = saturagado periférica de oxigénio; IMC =
indice de massa do corpo; IMMC = indice de massa magra do corpo.

Na analise dos indicadores séricos de inflamagéao os tabagistas apresentaram
valores elevados de TNF-a [ 5,64 ( 4,38-6,69 ) pg/mL ] quando comparados ao
grupo DPOC [ 4,15 (3,46-5,41) pg/mL ] (p=0,004) (Figura 1). Por outro lado, os
pacientes com DPOC apresentaram niveis significativamente mais elevados de IL-6
[DPOC: 1,15 (0,65-1,50) pg/mL versus Tabagistas: 0,61 (0,32-0,95) pg/mL;
p=0,009] ( Figura 1) e da PCR [DPOC: 6,38 (2,67-9,37) mg/L versus Tabagistas:
1,57 (0,43-3,35) mg/L; p<0,001 ] quando comparados aos tabagistas (Figura 2).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos em relagdo aos valores
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séricos de IL-8 (pg/mL), IL-10 (pg/mL), albumina (mg/dL) e quanto ao numero de

linfocitos, neutrdéfilos e linfécitos no sangue periférico (Tabela 2).

p=0,004 p=0,009

IL-6 sérico (pg/mL)

TNF-alfa sérico (pg/mL)

T

E— T

'2 T T T T '2
Tabagistas DPOC Tabagistas DPOC

Figura 1: Box-plot das concentragdes séricas de TNF-a (pg/mL) e IL-6 (pg/mL) nos
individuos tabagistas sem DPOC e pacientes com DPOC.
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Figura 2: Box-plot da concentragéo sérica da PCR (mg/L) nos individuos tabagistas
sem DPOC e pacientes com DPOC.
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Tabela 2: Indicadores séricos de inflamacéao dos individuos tabagistas sem DPOC e
pacientes com DPOC.

IL-8 (pg/mL) 486(399-861)  4,86(320-749) 0,673
IL-10 (pg/mL) 0,69 (044 -1,10)F 0,78 (0,56 — 1,30 )* 0,222
Albumina (mg/dL) 430(4,05-450) 4,20 (4,00-4,60) 0,701
Leucécitos (n) 7000 ( 5800 — 8375) 8150 ( 7050 — 9150) 0,245
Neutréfilos (n) 4076 (3540 —5133) 4741 (4075 - 5685) 0,103
Linfécitos (n) 2066 ( 1587 —2302) 1758 ( 1445 —2405) 0,594

Os dados estao apresentados em mediana e intervalo interquartilico. t:n=19; *:n=>50
IL-8 = interleucina 8; IL-10 = interleucina 10.

A andlise dos indicadores da inflamacao no sobrenadante do escarro induzido
mostrou, de forma inversa ao observado no soro, mostrou que os valores de TNF-a
foram estatisticamente maiores nos pacientes com DPOC [5,72 (1,56—15,42) pg/mL]
quando comparados aos tabagistas [1,20 (0,70-1,81) pg/mL], assim como os
valores de IL-10 [ 0,60 (0,19-0,94) no DPOC versus 0,20 (0,00-0,42) nos tabagistas;
p=0,007 ] (Figura 3). Nao houve diferenca significativa nos niveis da IL-6 (pg/mL) e
da IL-8 (pg/mL) entre os grupos (Tabela 3). A celularidade total do escarro estava
elevada nos pacientes com DPOC, porém sem diferenga estatistica significante
(p=0,054). Nao foram observadas diferencas na porcentagem e no numero total de

neutréfilos, macréfagos e linfécitos entre os grupos.
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Figura 3: Box-plot das concentracbes de TNF-a (pg/mL) e da IL-10 (pg/mL) no
sobrenadante do escarro induzido dos individuos tabagistas sem DPOC e pacientes
com DPOC.

Tabela 3: Indicadores de inflamacao no escarro induzido dos tabagistas sem DPOC
e pacientes com DPOC.

Tabagistas DPOC
N =20 N=52 Valor p
IL-6 (pg/mL) 27,81 (13,75-92,30) 19,79 (8,94 -70,47) 0,521
IL-8 (pg/mL) 6112 (2133 -16052) 10547 (2760 — 27839 ) 0,195

Celularidade total (x10%) 6,00 ( 3,40 -15,80) 14,80 ( 5,90 — 23,30) 0,054
Neutroéfilos (%) 61,50 (54,50 -71,00) 66,50 ( 55,50 —72,00) 0,334

Macréfagos (%) 31,00 (26,50-41,00) 32,00 (25,00 — 42,00 ) 0,239

Os dados estdo apresentados em mediana e intervalo interquartilico.
IL-6 = interleucina 6; IL-8 = interleucina 8.
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Associacoes entre as variaveis funcionais e os indicadores de
inflamagao séricos e no sobrenadante do escarro induzido nos pacientes

estudados

Foi realizado estudo de correlacdo entre os marcadores de inflamacao
sistémica e localizada e os atributos de funcdo pulmonar para os individuos
tabagistas e os pacientes com DPOC agrupados. Observamos correlacao
significativa positiva entre o VEF{(%) e os valores séricos de TNF-a (pg/mL)
(r=0,486; p<0,001) e negativa entre o VEF{(%) e os valores de TNF-a (pg/mL) no
escarro (r=-0,335; p=0,008).

Algumas correlagbes significativas foram observadas apenas no grupo de
pacientes com DPOC. Em nivel sérico, houve correlagao significativa positiva entre
os valores do TNF-a (pg/mL) e da SpO2(%) (r=0,416; p=0,002). Os valores da IL-6
(pg/mL) apresentaram correlagao significativa positiva com a PCR (mg/L) (r=0,326;
p=0,039) e negativa com a SpOy(%) (r= -0,335; p=0,028) e a IL-10 (pg/mL)
correlagdo positiva com a carga tabagica (r=0,352; p=0,010). No escarro induzido
houve correlagé@o significativa positiva entre a celularidade total e o TNF-a (pg/mL)
(r=0,424; p=0,005) e, também, com a IL-8 (pg/mL) (r=0,486; p<0,001) (Figura 4a). A
IL-10 (pg/mL) apresentou correlagdo significativa negativa com o VEF{(%)

(r=-0,387; p=0,004) (Figura 4b).
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Figura 4: a) Estudo da correlacdo entre a IL-8 (pg/mL) e a celularidade total (x10°)
do escarro induzido dos pacientes com DPOC; b) Estudo da correlacao entre a IL-10
(pg/mL) do escarro induzido e o VEF+(%) dos pacientes com DPOC.

Comparacao entre o grupo com DPOC tabagistas e ex-tabagistas

Como observamos diferencas significativas nos marcadores sistémicos e
localizados de inflamacao entre os tabagistas e os pacientes com DPOC, realizamos
a comparagao entre pacientes com DPOC tabagistas e ex-tabagistas. A
porcentagem de pacientes tabagistas foi de 32,7% e, neste grupo, a idade foi
significativamente menor (p=0,002). Os valores médios da espirometria, da carga
tabagica (anos/mago) e da DP6 (m) foram similares entre os grupos; entretanto, a
SpO,(%) estava significativamente diminuida nos pacientes com DPOC ex-

tabagistas (p=0,001) (Tabela 4).
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Dos pacientes com DPOC tabagistas 40% apresentavam doenga moderada,
50% doenga grave e 10% muito grave e, no grupo ex-tabagista, havia 31% com
doenga moderada, 18% DPOC grave e 51% muito grave. A prevaléncia de
tabagismo foi menor nos pacientes com DPOC muito grave quando comparados aos
com doenga moderada e grave (p=0,030).

Nao houve diferencas significativas quanto aos valores médios dos atributos
de composicdo do corpo entre os grupos. O IMMC < 15 kg/m? para mulheres e
< 16 kg/m? para homens foi observado em 23% dos DPOC tabagistas e 34% no

grupo DPOC ex-tabagista, sem diferenca significativa.

Tabela 4: Caracteristicas gerais dos pacientes com DPOC de acordo com o
tabagismo atual

DPOC Tabagistas DPOC Ex-Tabagistas

N=17 N =35 Valorp
Idade (anos) 58,2+9,6 66,3 +£7,3 0,002
Género (M/F) 8/9 24 /11 0,590
VEF, (L) 1,L1£0,5 1,1 £0,4 0,832
VEF,; (%) 56,1 £15,9 479+ 17,2 0,108
CVF (L) 23+0,6 2,3+0,6 0,720
CVF (%) 83,3+15,2 80,7 £ 18,9 0,639
VEF,/CVF (%) 0,5+0,1 0,4+0,1 0,159
DP6 (m) 415,0 £96,3 410,0 + 86,5 0,853
Carga tabdgica (anos/mago) 48,5+ 17,3 54,8 + 38,3 1,000
SpO» (%) 94,0+3,4 88,5+5,9 0,001
IMC (kg/m?) 25,152 26,1 £5,5 0,507
IMMC (kg/m?) 152+2,1 16,4 +22 0,085

Os dados estao apresentados em média * 1 desvio-padrao.
M/F = masculino / feminino; VEF; = volume expirado no primeiro segundo; CVF = capacidade vital
forgada; DP6 = distancia percorrida em seis minutos; SpO, = saturagéo periférica de oxigénio.
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Dos indicadores séricos, os tabagistas apresentavam valores elevados de

TNF-a [ 5,08 (3,66 — 6,24 ) pg/mL] em relagcdo aos observados nos pacientes com

DPOC em abstinéncia [ 3,93 ( 3,45 — 4,96 ) pg/mL] (p=0,049) (Tabela 5). Os outros

marcadores inflamatérios ndo mostraram diferenca estatistica significativa entre os

grupos.

Tabela 5: Indicadores séricos de inflamacao nos pacientes com DPOC de acordo

com o tabagismo atual.

DPOC Tabagistas
N=17

DPOC Ex-Tabagistas

N =35

Valor p

TNF-a (pg/mL)
IL-6 (pg/mL)

IL-8 (pg/mL)
IL-10 (pg/mL)
Albumina (mg/dL)
PCR (mg/L)
Leucécitos (n)
Neutrofilos (n)

Linfécitos (n)

Os dados estdo apresentados em mediana e intervalo interquartilico.

5,08 (3,66 -6,24)
1,07 (0,43 - 1,66 )
4,87 (2,71 - 10,69 )
0,72 (0,48 — 1,00 )7
4,10 (3,90 -4,50)
7,46 (4,14-11,45)
8600 (7175 -9225)
5060 (4567 — 5667 )

1730 (1412 - 2352)

3,93(3,45-4,96)
1,23 (0,74 -2,04 )
4,55 (3,67-735)
0,80 (0,58 — 1,48 )*
4,30 (4,00 -4,60)
4,64 (2,02-7,84)
7600 ( 6925 —8975)
3954( 3954 - 5693)

1943 (1470 — 2420 )

t:n=16;

0,049
0,412
0,977
0,208
0,353
0,083
0,829
0,629

0,953

*'n=34

TNF-a = fator de necrose tumoral alfa; IL-6 = interleucina 6; IL-8 = interleucina 8; IL-10 = interleucina

10; PCR = proteina C reativa.
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No escarro induzido, ndo houve diferenca em nenhum dos marcadores

inflamatérios entre os grupos DPOC tabagistas e ex-tabagistas (Tabela 6).

Tabela 6: Indicadores de inflamagcao no sobrenadante do escarro induzido dos
pacientes com DPOC de acordo com o tabagismo atual.

—Wmmw
N=17 N=35

TNF-0 (pg/mL) 5,72 (2,03 - 15,00) 4,10(1,13-17,98) 0,978

IL-6 (pg/mL) 40,98 (14,03-78,40)  18,43(8,76-6510) 0,396

IL-8 (pg/mL) 12116 (2459 -23612) 9897 (3362-35424) 0,733

IL-10 (pg/mL) 0,69 (0,19 — 1,45 ) 0,60 (0,14 - 0,78 )* 0,354

Celularidade total (x10°) 14,80 (8,07 -25,22) 14,80 (5,17-22,32) 0,612
Neutréfilos (%) 68,00 (60,50 —73,00) 62,00 (55,00 -70,00) 0,356

Macréfagos (%) 28,00 (20,00-39,50) 32,00 (27,25-42,00) 0,587

Os dados estao apresentados em mediana e intervalo interquartilico. 1:n=16; *:n=29
TNF-a = fator de necrose tumoral alfa; IL-6 = interleucina 6; IL-8 = interleucina 8; IL-10 = interleucina
10.

Anadlise de regressao linear multipla robusta com erro padrao para

analise dos marcadores inflamatorios séricos e do escarro induzido

Na andlise de regressao linear multivariada houve associacdo do TNF-a
serico com o tabagismo (p<0,001), e do TNF-a do escarro induzido com a presenga
da doenga (p=0,038). A IL-6 sérica e a PCR estavam associadas a presenga da

doenca (p=0,009) (Tabela 7).
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Tabela 7: Analise de regressao linear multipla robusta com erro padrdo para analise
dos marcadores inflamatérios séricos e do escarro induzido.

Modelo ) Coeficiente
(95% intervalo de confianca)
Tabagismo (sim/nao) Presenca da doenca (sim/nao)

TNF-o (pg/mL)

Sérico 1,048 (0,032 ; 2,063) - 0,699 (-1,732;0,333)

Escarro induzido -16,093 (-38,126 ; 5,939) 6,495 (0,156 ; 12,836)
IL-6 (pg/mL)

Sérico -0,161 (-1,138; 0,814) 0,845 (0,245 ; 1,444)

Escarro induzido 14,085 (-14,701 ; 42,873) -2,917 (-42,644 ; 36,810)
IL-8 (pg/mL)

Sérico 0,011 (-2,779 ; 2,802) -0,368 (-2,090 ; 2,826)

Escarro induzido  -6841,708 (-16953,180 ; 3269,767) 798,840 (-10065,080 ; 11662,780)
IL-10 (pg/mL)

Sérico -1,725 (-5,751 ; 2,299) 0,847 (-1,922 ; 3,617)

Escarro induzido 1,386 (-0,748 ; 3,521) 1,976 (-0,083 ; 4,035)
PCR (mg/L)

Sérico 5,372 (-1,239 ; 11,984) 9,103 (2,881 ; 15,326)

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IL-10: interleucina 10;
PCR: proteina C-reativa.

Caracteristicas gerais dos pacientes com DPOC de acordo com a
gravidade da doenca

As caracteristicas gerais dos pacientes com DPOC de acordo com a
gravidade da doenca estdo apresentadas na Tabela 8. Foram avaliados 20
pacientes com DPOC moderada, 12 com doenga grave e 20 muito grave. Os grupos
eram homogéneos quanto ao género e a idade. Como esperado, a obstrugdo das
vias aéreas avaliada por meio do VEF(%), CVF(%) e relacdo VEF{/CVF(%) foi
significativamente maior nos pacientes com DPOC estadios Ill e IV quando

comparados aqueles com doenga moderada. Os grupos eram similares quanto a
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carga tabagica (anos/maco) e a DP6(m), porém os pacientes com DPOC |V tinham
valores significativamente menores de SpO,(%) quando comparados aqueles com
DPOC ll e lll.

Os valores de IMC estavam significativamente elevados nos pacientes com
doenca moderada (p=0,010) e a andlise da composicdo do corpo mostrou que a
prevaléncia de obesidade (IMC = 30,0 kg/m?) foi significativamente maior nos
pacientes com estadio Il (40%) quando comparados aqueles com DPOC Il (0%) e
IV (20%) (p=0,048). Apenas dois pacientes do estadio Il apresentaram IMC < 20,0
kg/m?. O IMMC < 15 kg/m? para mulheres e < 16 kg/m® para homens foi observado
em 35% dos pacientes com DPOC Il e IV, e em 50% com estadio lll, sem diferenca

estatistica significativa entre os grupos.
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Tabela 8: Caracteristicas gerais dos pacientes com DPOC de acordo com a

gravidade da doenca.

DPOC II DPOC III DPOC IV Valor p
N =20 N=12 N=20
Idade (anos) 60,3 +7,9 66,7 + 8,1 65,2+9,5 0,084
Género (M/F) 9/11 9/3 14/6 0,679
VEF, (L) 1,6+04° 09+0,1" 0,9+0,1" < 0,001
VEF, (%) 66,8 94" 40,1 +3,6" 40,7 +15,5" < 0,001
CVF (L) 2,7+04%° 22+04" 2,0+0,6" < 0,001
CVF (%) 1149 +15,4° 76,5+ 142" 79,1 +18,3" 0,025
VEF,/CVEF (%) 59,7+8,0" 434£50" 452+13"° < 0,001
DP6 (m) 4358 + 83,3 4219+108,9  374,1+70,8 0,106
Carga tabégica (a/m) 56,7 +31,1 47,5 +21,0 52,1 +40,6 0,427
SpO; (%) 943+23" 932+1,9* 84,5+52" < 0,001
IMC (kg/m®) 28,6+55" 232+43" 245+49" 0,010
IMMC (kg/m?) 16,2 2,2 15,7+22 15,8 2,4 0,781

Os dados estdo apresentados em média + 1 desvio-padrao.

Letras diferentes representam diferenca estatistica significativa.

M/F = masculino / feminino; VEF; = volume expirado no primeiro segundo; CVF = capacidade vital
forcada; DP6 = distancia percorrida em seis minutos; a/m = anos/maco; SpO,= saturacéo periférica de
oxigénio; IMC = indice de massa do corpo; IMMC = indice de massa magra do corpo.

Na tabela 9 estdo relacionadas as medicagdes de manutencdo utilizadas
pelos pacientes estudados; alguns utilizavam mais de uma classe de medicamentos.
Nao faziam uso regular de medicacao regular 15% pacientes com DPOC moderado
e 8% com doenca grave. Quinze pacientes utilizavam oxigenoterapia domiciliar
prolongada (ODP) e destes, dois pacientes apresentavam SpO. > 90%. Nestes
casos, a indicacdo da suplementacdo de oxigénio foi devido a presenca de

poliglobulia e/ou cor pulmonale.
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Nao observamos correlagao entre o uso regular de corticosteréides inalados e

os valores das citocinas tanto séricas quanto do sobrenadante do escarro induzido.

Tabela 9: Classe de medicamentos em uso continuo pelos pacientes estudados.

DPOC I DPOC III DPOC IV
N=20 N=12 N=20

[, agonista de curta duragio 5 6 11
B, agonista de longa durag@o 4 5 7
Brometo de ipratrépio 4 5 8
Brometo de tiotrépio 0 1 1
Corticosteréide inalado 5 0 1
B, agonista de longa dura¢do +

corticosterdide inalado 5 2 3
Oxigenoterapia domiciliar 0 0 15
prolongada

Nenhuma medicagdo 3 1 0

Entre os parédmetros séricos utilizados para avaliar o estado inflamatério, o
TNF-o (pg/mL) estava significativamente elevado nos grupos de pacientes com
DPOC moderada/grave quando comparados aos pacientes com doenca muito grave
(p<0,001) (Tabela 10) . Nao foram observadas diferengas entre os valores da IL-6
(pg/dL), IL-8 (pg/mL), IL-10 (pg/mL),, PCR, albumina sérica, e do numero de

leucécitos, neutrofilos e linfécitos entre as diferentes gravidades da DPOC.

Resultados 39



Tabela 10: Indicadores séricos de inflamacao nos pacientes com DPOC de acordo
com a gravidade da doenga.

DPOC II DPOC III DPOC 1V
N =20 N=12 N=20

TNF-a (pg/mL) 4,10 (3,70 -4,50)*  3,25(3,03 - 8,65)" 2,90(0,60 —3,30)" < 0,001

Valor p

IL-6 (pg/mL) 1,15(0,63 - 1,51) 0,60 (0,36 - 1,77)  1,54(0,91 -3,24) 0,068
IL-8 (pg/mL) 4,58 (2,70 - 9,06) 4,71 (3,60 -9,20) 4,78 (3,55-7,20) 0,608
IL-10 (pg/mL) 0,80 (0,51 - 1,30)t 0,71 (0,48 —3,10)* 0,80 (0,69 — 1,38)# 0,625

Albumina (mg/dL) 4,20 (4,00 — 4,50) 4,15 (4,10-4,70) 4,30 (4,00-4,55) 0,524

PCR (mg/L) 6,63 (3,55-10,20) 2,81(1,37-7,31) 6,51(2,51-9,82) 0,211
Leucdcitos (n) 8450 (7150-9150) 7300 (7150-9450) 8150 (6850-8900) 0,868
Neutrofilos (n) 4680 (4105-5081) 5025 (4193-5645) 4711 (3973-6360) 0,354
Linfécitos (n) 2040 (1627-2555) 1867 (1542-2360) 1520 (1090-2051) 0,068

Os dados estéao apresentados em mediana e intervalo interquartilico.

Letras diferentes representam diferenca estatistica significativa. t:n=19; *:n=12; #:n=19
TNF-a = fator de necrose tumoral alfa; IL-6 = interleucina 6; IL-8 = interleucina 8; IL-10 = interleucina
10; PCR = proteina C reativa.

A andlise dos marcadores de inflamacdo no sobrenadante do escarro
induzido mostrou elevados valores de TNF-a nos pacientes com DPOC muito grave
[12,02 (0,69 - 24,01) pg/mL] em relacdo as demais gravidades
[moderado: 2,48 (2,09 — 7,20) pg/mL; grave: 8,20 (1,71 — 16,95) pg/mL ] (p=0,042)
(Figura 5). Observamos valores significativamente maiores da IL-10 nos pacientes
do estadio Ill [0,69 (0,38 — 5,80) pg/mL] e IV [ 0,70 (0,54 — 1,15) pg/mL] quando
comparados ao DPOC Il [ 0,19 (0,11 — 0,63) pg/mL ] (p=0,011). As citocinas IL-6
(pg/mL) e IL-8 (pg/mL) ndo mostraram diferenga significativa entre os grupos
estudados e também nado houve diferenga estatistica entre os grupos em relagao a

celularidade total e as porcentagens de neutréfilos, macréfagos e linfocitos
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(Tabela 11). A porcentagem de células epiteliais presente no esfregago do escarro

foi de 9,5 no DPOC Il, 0,45 nos pacientes estadio Ill e 1,0 nos estadio IV.
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Figura 5: Box-plot das concentragcdes de TNF-a (pg/mL) e da IL-10 (pg/mL) no
sobrenadante do escarro induzido dos pacientes com DPOC de acordo com a
gravidade da doenca.

* 1 p<0,05 no DPOC IV em relagédo aos pacientes estadio Il e Il
# : p<0,05 no DPOC lll e IV em relacdo aos pacientes estadio |l
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Tabela 11: Indicadores de inflamagdo no sobrenadante do escarro induzido nos

pacientes com DPOC de acordo com a gravidade da doenca.

DPOC II DPOC III DPOCIV
N =20 N=12 N=20 P
32,63 17,33 18,52
IL-6 (pg/mL) (1245-8051)  (9.17-6067)  (8.76-5091) 481
16714 7836 9311
IL-8 (pg/mL) (2402-31806) (5399-19329)  (1929-33862) 74
. 6 8,75 17,05 15,50
Celularidade total (x10) (4.95 - 20.45) (8.45 —22.57) (8.00-24.50) 0,629
” 61,00 67,00 69,00
Neutrofilos (%) (55.00-72.00) (5250 68.00)  (58.00-7600) O
Macroéfagos (%) 29,50 32,55 30,00 0,276

(22,00 — 43,00) (32,00 — 44,55)

(20,00 —41,00)

Os dados estao apresentados em mediana e intervalo interquartilico.
IL-6 = interleucina 6; IL-8 = interleucina 8.
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O presente trabalho avaliou simultaneamente o estado inflamatério nas vias
aéreas e no sangue periférico de individuos tabagistas e pacientes com DPOC
moderada a muito grave. Os resultados mostraram que em pacientes com DPOC e
tabagistas a inflamacdo nas vias aéreas é diferente da observada em nivel
sistémico. Enquanto os niveis plasmaticos de TNF-a parecem ter relagcdo com o
tabagismo ativo, a concentracdo do mediador nas vias aéreas parece estar
associada a presenca da doenca. Os outros mediadores inflamatérios sistémicos
avaliados (PCR e IL-6) estao elevados nos pacientes com DPOC, sem relacdo com
a gravidade da obstrucao das vias aéreas e com o tabagismo ativo, o que sugere a
relagéo destes marcadores com a presenga da doenca.

Os valores plasméticos de TNF-a estavam aumentados nos tabagistas
guando comparados aos pacientes com DPOC avaliados em nosso estudo. Além
disso, entre os pacientes com DPOC, aqueles que eram tabagistas ativos
apresentaram também maior concentragdo plasmatica do mediador e a andlise de
regressao mostrou relacdo do TNF-o sérico com o tabagismo ativo. Por outro lado,
nas vias aéreas, os pacientes com DPOC apresentaram valores de TNF-a mais
elevados quando comparados a controles fumantes e a andlise de regressao
mostrou relacdo do mediador na via aérea com a presenca de doenca.. Poucos
estudos prévios avaliaram concomitantemente a associacdo da obstrugdo das vias
aéreas com o0 processo inflamatério local e sistémico e os resultados sao
controversos (Vernooy et al. 2002; Dentener et al. 2006; Hodge et al. 2007). Em dois
estudos, os investigadores nao identificaram diferencas nas concentracoes de
TNF-a, no soro e no escarro induzido, entre tabagistas e pacientes com DPOC
(Vernooy et al. 2002; Dentener et al. 2006). Entretanto, de forma similar ao

encontrado em nosso estudo, a concentragdo do receptor soluvel de TNF-a R55
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(sTNF-R55), que é mais estavel e apresenta meia-vida mais longa que o TNF-a
(Aderka, 1996), estava aumentada no escarro induzido dos pacientes com DPOC
em relacao aos tabagistas (Vernooy et al. 2002). Por outro lado, em contraste com
nossos resultados, os autores observaram valores mais elevados do receptor soluvel
de TNF-a R75 (s TNF-aR75) no plasma dos pacientes com DPOC quando
comparados aos tabagistas (Vernooy et al. 2002). Aumento da producdo de TNF-a
pelos linfécitos CD8" do sangue periférico nos pacientes com DPOC quando
comparados a controles fumantes e nao fumantes também foi verificado em outro
estudo (Hodge et al. 2007).

A avaliacdo da influéncia do tabagismo ativo no estado inflamatério dos
pacientes com DPOC também revelou resultado diferente do nosso estudo; Vernooy
et al. (2002) mostraram que, enquanto os valores plasmaticos de TNF-a foram
similares nos dois grupos, 0 escarro dos ex-fumantes apresentou maiores
concentragdes dos receptores de TNF-a. Por outro lado, Hodge et al. (2007) nao
mostraram diferencas na producdo TNF-a pelos linfécitos CD8* do sangue periférico
quando pacientes com DPOC fumantes e ex-fumantes foram comparados;
entretanto, nas vias aéreas os DPOC fumantes apresentaram maior producdo que
os ex-fumantes. Em comum com nosso estudo, estes dados mostram diferengas nas
caracteristicas da inflamagdo entre as vias aéreas e 0 sangue periférico
(Vernooy et al. 2002; Hodge et al. 2007). No mesmo sentido, Dentener et al. 2006
observaram que as células do escarro produziam TNF-a espontaneamente,
enquanto que as células do sangue produziam o mediador apenas apds estimulo
com LPS. Em resumo, embora os resultados disponiveis indiquem que ha

diferengas na inflamagdo entre as vias areas e o sangue periférico e que ha
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influéncia do tabagismo ativo no processo inflamatério, os dados sao insuficientes
para estabelecer o sentido e a magnitude desta diferenca.

Algumas investigagdes que avaliaram isoladamente a concentragédo de TNF-a
plasmatica ou nas vias areas dao suporte a influéncia do tabagismo na concentracao
plasmatica de TNF-a verificada em nosso estudo. De acordo com nossos resultados,
em 89 pacientes com DPOC, classificados de acordo com o estado tabagico, o
TNF-a sérico estava aumentado nos pacientes com DPOC tabagistas quando
comparados aos ex-tabagistas; entretanto, em contraste com nossos resultados, 0s
pacientes com DPOC apresentaram maior concentracdo de TNF-a quando
comparados aos tabagistas (Higashimoto et al. 2008). Achados adicionais mostram
que as células mononucleares do sangue periférico de tabagistas apresentam
elevada secrecdo de TNF-a quando comparadas as células de controles nao-
fumante (Tappia et al. 1995; Zeidel et al. 2002).

Em relagdo a gravidade da doenga, houve elevacdo do TNF-a sérico nos
pacientes com DPOC moderada e grave quando comparados aos com doenga muito
grave. Este achado pode ser decorrente da maior prevaléncia de tabagismo nos
pacientes com DPOC de menor gravidade. Em contraste, estudo recente
correlacionou os niveis de TNF-a com a gravidade da doenga, e verificou elevagao
do TNF-a sérico em pacientes com VEF<50% (Karadag et al. 2008).

Em sentido oposto ao verificado no sangue periférico, os pacientes com
DPOC avaliados neste estudo apresentaram maiores concentragcdes de TNF-a no
escarro induzido comparados aos tabagistas sem obstrucdo das vias aéreas. Nos
pacientes com DPOC nao encontramos diferenca significativa do processo
inflamatério no escarro entre os tabagistas e ex-tabagistas; entretanto, os valores

foram significativamente mais elevados nos pacientes com obstrugdo mais grave.
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Houve também correlacdo positiva entre a concentracdo de TNF-a e a celularidade
total do escarro induzido. Estes resultados estdo de acordo com estudo que mostrou
que pacientes com DPOC grave apresentam concentracdo mais elevada de TNF-a
no escarro induzido quando comparados a individuos fumantes sem obstrucdo das
vias aéreas (Keatings et al. 1996). Em linha com nossos resultados, estudos
anteriores que compararam pacientes com DPOC tabagistas e ex-tabagistas
mostraram que mesmo apds a abstinéncia ao fumo o processo inflamatério local
persiste (Turato et al. 1995; Rutgers et al. 2000; Babusyte et al. 2007). De fato,
Willemse et al. (2005a) observaram persisténcia da secrecado de citocinas pro-
inflamatérias (IL-8) e da celularidade no escarro induzido de individuos um ano apo6s
a cessacgao do tabagismo e a bidpsia brédnquica ndo mostrou diferenga na expressao
do TNF-a entre os grupos de DPOC tabagistas e ex-tabagistas (Gamble et al. 2007).

Dados de condensado expiratério e pesquisas experimentais em animais
trazem suporte adicional para a influéncia do tabagismo na inflamacdo das vias
aéreas mediada pelo TNF-a. Elevagao significativa da concentracdo do TNF-a no
condensado expiratério 30 minutos apds fumar um cigarro em relacdo a nao-
fumantes foi observada em humanos (Garey et al. 2004). Além disso, aumento da
liberacdo de TNF-a na cultura de macréfagos alveolares apo6s 2 horas de exposicao
ao fumo que se manteve por 24 horas (Churg et al. 2003) e aumento do TNF-a e de
seus receptores no LBA ap6s 6 meses de tabagismo foram descritos em ratos
(Churg et al. 2004; D’Hulst et al. 2006) .

Em relacdo a inflamacdo local e as diversas gravidades da doenca,
observamos elevagcdo do TNF-a e da IL-10 nos pacientes com DPOC muito grave
em relagdo aos com doenga moderada e grave. Estudo anterior também observou

correlagdo negativa do receptor de TNF-a com o VEF(%) (Vernooy et al. 2002).
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Assim, aparentemente, os pacientes com doenga muito grave apresentam nas vias
aéreas amplificagdo do estado inflamatério (TNF-a), provavelmente compensada
pela elevagado da modulagao anti-inflamatéria (IL-10).

Em resumo, os resultados referentes ao TNF-a obtidos no presente estudo
reforcam a hipétese que a inflamacao nas vias aéreas dos pacientes com DPOC
progride apesar da cessacao do tabagismo e que o processo inflamatério, uma vez
iniciado, é amplificado e permanente. Diferentemente, os dados referentes a
inflamacao sistémica sugerem que o aumento de TNF-a sérico pode estar
relacionado ao tabagismo ativo. Portanto, traz evidéncias adicionais também para a
hipétese que os processos inflamatérios locais e sistémicos séo diferentemente
regulados em tabagistas e pacientes com DPOC.

A elevagdo da PCR nos pacientes com DPOC quando comparados aos
tabagistas, sem associacdo com a gravidade da doencga, estd de acordo com 0s
resultados obtidos em estudos recentes (Pinto-Plata et al. 2006; Karadag et al.
2008). Nestes, os pacientes com DPOC apresentaram aumento da PCR quando
comparados a controles tabagistas e ndo-tabagistas, mesmo ap6s ajuste do modelo
de regressao logistica para idade, sexo, tabagismo, histéria de coronariopatia e IMC
(Pinto-Plata et al. 2006; Karadag et al. 2008). Em metandlise de 652 estudos que
avaliaram a inflamacdo em pacientes com DPOC, publicados no periodo de 1978 a
2003, também nao se verificou correlacdo entre a PCR e a gravidade da doenca
(Franciosi et al. 2006). Em nosso estudo, houve tendéncia de aumento da PCR no
grupo de pacientes com DPOC tabagistas em relagdo aos ex-tabagistas; entretanto,
o resultado ndo alcangou significancia estatistica, o que esta de acordo com os

resultados de Higashimoto et al. (2008). Por outro lado, valores maiores de PCR nos
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pacientes com DPOC e tabagismo ativo quando comparados a ex-tabagistas foram
verificados por de Torres et al. (2006).

A auséncia de associagao entre a gravidade da obstru¢do das vias aéreas e
os valores de PCR pode ter ocorrido devido ao tamanho da amostra avaliada no
presente estudo. De fato, estudo que avaliou 1131 individuos mostrou correlacao
negativa da PCR com o VEF{(%), que se manteve quando os grupos foram
separados de acordo com tabagismo e apds ajuste para idade, sexo, IMC,
obesidade, carga tabagica, hipertensao arterial, diabetes, perfil lipidico, sindrome
metabdlica, uso de medicagées e doenca coronariana (Aronson et al. 2006). Na
mesma linha, correlagdo negativa da PCR com o VEF+(%) ocorreu em estudo que
avaliou 7.685 individuos; os resultados mostram também que os fumantes ativos
com menores valores de VEF{(%) apresentaram elevagdo adicional da PCR
(Gan et al. 2005).

Nossos resultados mostraram maior nivel da IL-6 sérica nos pacientes com
DPOC em relagdo aos tabagistas, no entanto, os valores obtidos no escarro induzido
nao diferiram entre os grupos. Houve também associagao significativa positiva entre
a concentracao sérica da IL-6 e a PCR no grupo de pacientes com DPOC. Estudos
anteriores também mostram aumento da IL-6 em pacientes com DPOC quando
comparados a controles fumantes e ndo fumantes e correlagdo positiva entre a
concentracdo sérica da IL-6 e a PCR (Godoy et al. 2003; Sin et al. 2004;
Higashimoto et al. 2008). Além disso, comparacgao entre 54 pacientes com DPOC e
niveis normais de PCR e 48 pacientes DPOC e elevados niveis de PCR
(>4,21 mg/L) mostrou significativo aumento dos receptores de TNF-a e da IL-6 no
grupo que apresentava maiores niveis da PCR (Broekhuizen et al. 2006). Nao

observamos associagao entre o VEF{(%) e a IL-6 em nossa amostra; entretanto,
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estudos populacionais mostram correlagdo significativa negativa entre IL-6 e
VEF+(%) e entre o aumento da IL-6 e piora da fungédo pulmonar (Yende et al. 2006;
Walter et al. 2008). Além disso, estudo que acompanhou 148 pacientes com DPOC
moderada a grave durante sete anos mostrou aumento gradativo da IL-6 no escarro
e que aqueles com concentracdo de IL-6 acima da média geral do grupo
apresentaram declinio anual do VEF; acima da média do grupo geral
(Donaldson et al. 2005). Nao encontramos estudos que avaliaram a IL-6 no soro e
escarro dos mesmos individuos.

O papel da IL-10 na regulacdo inflamatéria dos pacientes com DPOC foi
pouco avaliado e os resultados permanecem controversos. Nossos resultados
mostram que os pacientes com DPOC apresentam maior concentragao da IL-10 no
escarro induzido que o grupo de tabagistas, além de correlagdo negativa entre a
IL-10 e o VEF(%). No mesmo sentido, porcentagem maior de linfécitos CD8"
positivos para IL-10 foi observada em pacientes com DPOC quando comparados a
individuos fumantes sem obstru¢do das vias aéreas e aos nao-fumantes e, também,
houve correlagdo negativa entre a IL-10 e o VEF+(%) (Barcel6 et al. 2006). De fato,
macrofagos do LBA de fumantes expostos a concentragdes crescentes de IL-10
diminuiram a secre¢cdo de TNF-a e a liberacdo de gelatinase-B (MMP-9) e
aumentam a secregdo do inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP-1),
participando da modulacdo inflamatéria e do balanco proteases/anti-proteases
(Lim et al. 2000). Por outro lado, o escarro induzido de sete pacientes com DPOC
moderada mostrou diminuigdo significativa da concentragdo de IL-10 quando
comparados ao grupo de fumantes sem DPOC e de ndo-fumantes. Os autores
sugerem que os pacientes com DPOC apresentam desequilibrio da homeostase

inflamatéria causado pelo aumento das citocinas pré-inflamatérias e diminuicdo das
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anti-inflamatérias (Takanashi et al. 1999). Em 74 pacientes com DPOC moderada e
44 individuos controles ndo-fumantes e ndo se observou diferenga na concentragao
de IL-10 no escarro induzido entre os grupos (Xiao et al. 2005). Em nivel local os
pacientes com DPOC do nosso estudo apresentaram aumento de citocina pro-
inflamatéria (TNF-a e, consequente aumento modulatério da citocina anti-
inflamatdria (IL-10).

A celularidade total, o numero de neutréfilos e macrofagos e as
concentracdes de IL-8 sérica e do escarro induzido entre 0os grupos avaliados neste
estudo foram similares. De acordo com nossos resultados, Dentener et al. (2006)
nao observaram diferenca nos niveis de IL-8 no escarro induzido de pacientes com
DPOC em relacdo aos tabagistas sem obstrucdo das vias aéreas, assim como
também ndo observaram diferenca significativa na celularidade total e na
porcentagem de neutréfilos e macréfagos entre os grupos. Nossos resultados
também nao mostraram diferengca na concentracdo da IL-8 sérica ou do escarro
induzido quando os pacientes foram analisados em relagdo ao tabagismo ativo e a
gravidade da doenca. De forma semelhante, estudo que avaliou 11 pacientes com
DPOC fumantes e 22 com DPOC ex-fumantes também néo verificou diferenca na
IL-8 do escarro entre os grupos (Yamamoto et al. 1997) e metanalise ndo mostrou
correlagdo entre os niveis de IL-8 no escarro e a gravidade da doenca
(Franciosi et al. 2006). Em contraste, outros estudos observaram que pacientes com
DPOC apresentavam elevacao da concentracdo de IL-8, sérica e no escarro, € da
porcentagem de neutréfilos no escarro quando comparados aos fumantes sem
DPOC e controles ndo fumantes (Keatings et al. 1996; Willemse et al. 2005b).

(Kanazawa et al. 1996) (Fujimoto et al. 2005; Malerba et al. 2006).
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Algumas limitagbes podem ser apontadas em nossa investigagdo, como a
diferenga de idade entres grupos, justificada pela dificuldade de encontrar individuos
tabagistas com idade avangada que ndo apresentem patologias e nao fagam uso de
medicacoes. Na literatura, alguns estudos também apresentam diferenca
significativa na idade entre os grupos estudados (Keatings et al. 1996;
Vernooy et al. 2002; Dentener et al. 2006; Pinto-Plata et al. 2006). A dificuldade em
se obter escarro em individuos saudaveis e nao tabagistas, ocasionou a auséncia de
grupo controle, limitando a interpretagéo dos resultados. Além disso, o tamanho da
amostra em cada gravidade da doenga pode reduzir o poder estatistico na anélise
dos dados, aumentando o risco de erro tipo .

Em resumo, os resultados do presente estudo confirmam os dados da
literatura relacionados a presencga de inflamacao sistémica e local nos pacientes
com DPOC e nos individuos tabagistas. Reforcam a hip6tese de que ha diferencgas
no processo inflamatoério entre os compartimentos e entre os fumantes e pacientes
com DPOC De maneira relevante, o TNF-a sistémico mostrou associagdo com o
tabagismo ativo, enquanto em nivel local apresentou associacao com a presenca da
doenga. Os outros mediadores inflamatérios sistémicos avaliados como a PCR e a

IL-6 sérica parecem também ter relagdo com a presenga da DPOC.
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Conclusées



i+

Tabagistas e pacientes com DPOC apresentam evidéncias de inflamacao
localizada e sistémica com diferentes caracteristicas entre os compartimentos

e entre 0s grupos;

O tabagismo ativo parece influenciar a inflamacao sistémica avaliado por meio

-

do TNF-qa; entretanto, ndo ha evidéncias da influéncia na inflamacéo das vias
aéreas

-

A inflamagéao sistémica avaliada por meio da IL-6 e da PCR, e a inflamacéao
local avaliada por meio do TNF-a e da IL-10, parecem estar associadas a
presenga da doenga;

Pacientes com DPOC muito grave fumam menos, apresentam valores de

-

TNF-a sérico diminuido e elevagédo do TNF-a e da IL-10 no escarro induzido.

Conclusédes 54
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