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Resumo



Caram, L.M.O. ASSOCIACAO ENTRE ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E MANIFESTACOES
SISTEMICAS EM TABAGISTAS E PACIENTES coM DPOC LEVE E MODERADO. 2015. f.80
Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2015.

Foi realizado estudo transversal para avaliar e comparar a associacdo
entre estresse oxidativo e estado inflamatdrio e suas relacées com a forca
muscular, a massa muscular sistémica, a capacidade funcional de exercicio e o
estado geral de sauide em tabagistas, pacientes com doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) leve/moderado e controles ndo tabagistas. Foram avaliados 32
tabagistas ativos (carga tabagica >10 anos/maco) sem DPOC, 32 pacientes com
DPOC leve/moderado [tabagistas ativos ou ex-tabagistas (carga tabdgica >10
anos/maco)] e 32 individuos ndo tabagistas. Todos os individuos foram
submetidos a avaliacdo clinica e do estado tabdgico, espirometria pré e pds-
broncodilatador, oximetria de pulso e as concentracbes de mediadores
inflamatorios [proteina C-reativa (PCR), interleucina (IL) 6, receptores do fator
de necrose tumoral alfa (TNFR1 e TNFR2)] e indicadores de estresse oxidativo
[produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) e receptor soluvel do produto final
de glicacdo (SRAGE)] foram avaliadas no soro. Foi realizada avaliacdo da
composicdo do corpo por bioimpedancia, da forca muscular periférica por
dinamometria, da capacidade funcional de exercicio (distancia percorrida em seis
minutos) e da avaliacdo do estado geral de saude, por meio do Medical Outcomes
Study 36-item Short-Form Health Survey (SF-36) e da Escala Hospitalar de
Ansiedade e Depressdo (HAD). Tabagistas (p<0,001) e pacientes com DPOC
(p<0,001) apresentaram valores superiores de AGEs quando comparados aos
controles. Ndao houve diferenca estatisticamente significante entre tabagistas e
pacientes com DPOC. As concentracdes de sRAGE nao diferiram entre os grupos
(p=0,92). Tabagistas (p=0,01) e pacientes com DPOC (p=0,01) apresentaram
valores superiores da PCR em comparacdo aos controles, sem diferencas nas
demais comparacdes. As concentracdes de IL6 (p=0,07) e TNFR1 (p=0,07) nao
diferiram entre os grupos. Os valores de TNFR2 foram mais elevados nos

pacientes com DPOC quando comparado a tabagistas (p=0,004) e controles
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(p=0,004). A andlise dos fatores associados com o estresse oxidativo e a
inflamacdo sistémica mostrou que o tabagismo (p=0,04), a PCR (p=0,03) e a IL6
(p=0,03) estavam associados de forma positiva com as concentracdes dos AGEs.
Os valores médios da PCR apresentaram associacdo positiva com o tabagismo
(p=0,03), o TNFR1 (p=0,006) e o TNFR2 (p=0,001). Além disso, a presenca de
DPOC (p=0,02) e a PCR (p=0,001) apresentaram associacdo positiva com as
concentracdes de TNFR2. Portanto, os tabagistas e pacientes com DPOC precoce
apresentam aumento da inflamacdo sistémica e do estresse oxidativo. A
identificacdo da associacio dos marcadores do estresse oxidativo com os
mediadores inflamatérios e a presenca de tabagismo e DPOC sugerem a
participacdo dos produtos de glicacdo nos mecanismos fisiopatoldgicos da doenca.
Ndo observamos associacio entre os marcadores de estresse oxidativo e
inflamatoérios com a composicdo do corpo, da qualidade de vida e a capacidade

funcional de exercicio.

Palavras chaves: tabagismo, doenca pulmonar obstrutiva cronica, mediadores da

inflamacao, estresse oxidativo.
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Abstract



Caram, L.M.O. ASSOCIATION BETWEEN OXIDATIVE STRESS, INFLAMMATION AND
SYSTEMIC MANIFESTATIONS IN SMOKERS AND PATIENTS WITH MILD AND MODERATE
COPD. 2015. f.80 Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2015.

The aim of this study was to evaluate the association between
oxidative stress and inflammatory markers and their relationship with muscle
strength, systemic muscle mass, exercise capacity, quality of life in smokers,
mild/moderate COPD patients and nonsmokers controls. Were evaluated 32
active smokers (smoking history> 10 pack/years) without COPD, 32
mild/moderate COPD patients [current smokers or former smokers (smoking
history> 10 pack/years) and 32 nonsmokers. All individuals underwent to medical
and smoking status evaluations, spirometry pre and post-bronchodilator and
pulse oximetry. The concentration of inflammatory mediators [C-reactive protein
(CRP), interleukin (IL) 6, and tumor necrosis factor-alpha receptors (TNFR1 and
TNFR2)] and indicators of oxidative stress [advanced glycation end-products
(AGEs) and soluble receptors for advanced glycation end-products (sSRAGE)] were
measured in serum. We assessed body composition by bioimpedance, peripheral
muscle strength by dynamometry, exercise capacity (six minutes walk distance)
and the health status through the Medical Outcomes Study 36-Item Short-Form
Health Survey (SF-36) and the Hospital Anxiety and Depression Scale (HAD).
Smokers (p<0.001) and COPD patients (p<0.001) had higher values of AGEs when
compared to controls there was no statistically significant difference between
smokers and COPD patients. The sRAGE concentrations did not differ between
groups (p=0.92). Smokers (p=0.01) and patients with COPD (p=0.01) showed
higher values of CRP compared to controls, there was no statistical significant
difference between smokers and COPD groups. The concentrations of IL-6
(p=0.07) and TNFR1 (p=0.07) did not differ between groups. Regarding
concentrations of TNFR2, COPD patients showed higher values when compared to
smokers (p=0.004) and controls (p=0.004). We identified positive association of
smoking (p=0.04), CRP (p=0.03) and IL6 (p=0.03) with the concentrations of
AGEs. The smoking (p=0.03), TNFR1 (p=0.006) and TNFR2 (p=0.001) were
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positively associated with CRP concentrations. The presence of COPD (p=0.02)
and CRP (p = 0.001) showed positive correlation with the concentration of
TNFR2. Smokers and patients with early COPD have increased systemic
inflammation and oxidative stress. The association between mediators of
oxidative stress, systemic inflammation, smoking and the presence of COPD
suggest the involvement of AGEs in the pathophysiology of the disease. We did
not find an association between oxidative stress and systemic inflammation with

body composition, quality of life and exercise capacity.

Keywords: smoking, chronic obstructive pulmonary disease, inflammation

mediators, oxidative stress.
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1. Introducgao



O tabagismo é uma doenca cronica e a principal causa evitdvel de
morte no mundo. Esta relacionado a mais de 50 doencas e dentre elas as mais
comuns sdo o cancer de diversos sitios (90% das mortes por cancer de pulmao),
doenca pulmonar obstrutiva cronica - DPOC (85% das mortes por bronquite e
enfisema) e as doencas cardiovasculares (25% das mortes relacionadas ao
tabagismo) (1, 2). De acordo com o mais recente VIGITEL (Vigilancia de Fatores
de Risco e Protecdo para Doencas Crdnicas por Inquérito Telefonico), inquérito
promovido pelo Ministério da Saude anualmente, a parcela da populacdo
brasileira fumante acima de 18 anos caiu nos ultimos oito anos. Os dados
mostram que em 2013, a prevaléncia de fumantes no Brasil caiu para 11,3%. Este
dado é trés vezes menor que o indice em 1989, quando a pesquisa realizada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostrou prevaléncia de
34,8% (2-4).

A DPOC ¢ definida como doenca prevenivel e tratavel com efeitos
sistémicos que podem contribuir para a gravidade do paciente. O componente
pulmonar é caracterizado por limitacdo ao fluxo aéreo, o qual ndo é totalmente
reversivel, geralmente progressivo e associado com resposta inflamatéria anormal
dos pulmdes a gases e particulas téxicas (5). A prevaléncia real da DPOC, no
mundo e no Brasil, ndo é conhecida. Estima-se que, aproximadamente, 210
milhées de pessoas apresentam DPOC e que trés milhdes tenham morrido em
decorréncia da doenca em 2005 (2). No Brasil, estudo realizado na regido
metropolitana da cidade de Sdo Paulo indicou que 15,8% dos individuos com mais
de 40 anos apresentam DPOC; 10,1% apresentavam doenca leve (estadio I), 4,6%
doenca moderada (estadio II), 0,9% doenca grave (estadio III) e 0,2% doenca
muito grave (estadio IV) (6, 7).

O tabagismo e a DPOC estdo associados com o estresse oxidativo (8-
16), o qual é classicamente definido como evento resultante do desequilibrio
entre substancias oxidantes e antioxidantes (17, 18). Popularmente denominadas
radicais livres, as substancias oxidantes incluem espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. As espécies reativas provocam a oxidacdo de substancias vulneraveis
como lipideos (lipoperoxidacdo) e glicose (glicacdo), gerando produtos como o
malondialdeido (MDA), metilglioxal (MGO), glioxal (GO), acroleina, 4-hidroxi-

nonenal (HNE) e 8 iso-prostaglandina F2, compostos esses altamente reativos que
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se ligam a parte amimo dos aminodcidos resultando em produtos finais de
glicacdo (AGEs) e de lipoxidacdo (ALEs) (19) que lesam diversas moléculas, como
proteinas, hemoglobina e o DNA (20).

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) sdo resultantes da
carbonilacdo de proteinas, uma reacdo que se origina da lipoperoxidacdo e
glicoxidacdo as quais liberam produtos que vdo reagir com os aminodcidos das
proteinas lesando-as. Os AGEs sdo responsdveis por vdrias manifestacoes
associadas ao envelhecimento, ao Diabetes mellitus, a doencas cardiovasculares e
ao desenvolvimento do cancer e de metdstases (21, 22). Além disso, os produtos
toxicos de glicacdo também estdo presentes nos extratos aquosos do tabaco e na
fumaca do cigarro e podem reagir rapidamente com proteinas e formar os AGEs
(23, 24). Assegurando esses conceitos, foi verificado que a concentracdo de AGEs
estd mais elevada em tabagistas quando comparada a ndo tabagistas,
independentemente da presenca de diabetes (24).

Esses produtos finais de glicacdo podem ser eliminados pelos rins
bem como se ligar a receptores especificos como o RAGE (receptor para produtos
de glicacdo avancada), um receptor transmembrana que pertence a familia das
imunoglobulinas. Essa ligacdo AGEs/RAGE resulta na ativacdo do fator nuclear
Kappa B (NFkB), o qual desencadeia a producdo de citocinas proé-inflamatorias
favorecendo a inflamacao em diferentes érgaos (25, 26).

RAGE é um receptor normalmente expresso no epitélio alveolar
pulmonar tipo I e essa expressao esta envolvida na proliferacao e diferenciacdo de
células epiteliais pulmonares (27-29). Existem basicamente trés formas bem
caracterizadas da proteina RAGE resultante de splicing alternativo: RAGE full-
lenght, forma C-truncada e a forma N-truncada (27-29). A forma RAGE full-
lenght (proteina completa) possui trés dominios: um tipo V (variavel) e dois tipos
C (constante). Além destes dominios, o RAGE possui uma regido transmembrana
de ancoragem que fixa o RAGE na membrana e uma cauda citosélica com 43
aminodcidos (necessdrios para a sinalizacdo intracelular). A forma C-truncada é
secretada e conhecida como RAGE soluvel (sRAGE), uma forma livre de RAGE e
atua como supressor da ativacdo e sinalizacdo do RAGE, visto seu papel de
chamariz para ligantes RAGE a fim de impedir a transducdo de sinal e evitar os

efeitos da interacdo ligante-RAGE. A terceira forma é truncada na regido N
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terminal (Nt RAGE) e ndo contém o dominio imunoglobulina tipo V, ocasionando
uma diminuicdo da capacidade de acoplar aos ligantes de RAGE (27-29).

Hé diferentes métodos para avaliar as concentracées dos AGEs, do
RAGE e do sRAGE e suas expressdes podem ser avaliadas no tecido pulmonar por
meio de coloracdo (broncoscopia e bidpsia pulmonar), na pele (técnica de
autofluorescéncia) ou no sangue periférico por ensaios imunoenzimaticos
(ELISA). Estudos avaliaram as concentracbes dos AGEs, RAGE e sRAGE em
tabagistas e em pacientes com DPOC, entretanto a interacdo entre estes
indicadores de estresse oxidativo ainda ndo esta bem estabelecida (30, 31).

Em 2011 pesquisadores avaliaram pacientes submetidos a
lobectomia para verificar a presenca de AGEs e RAGE no tecido pulmonar, para
isso, avaliaram pacientes com DPOC e controles e realizaram imunomarcacéo
para AGEs e RAGE (30). A intensidade de coloracdo para AGEs foi superior nas
vias aéreas (p = 0,025) e nas paredes alveolares (p = 0,004) dos pacientes com
DPOC em comparacdo aos controles. O RAGE foi superior apenas nas paredes
alveolares (p = 0,03) no grupo com a doenca. Além disso, o volume expiratorio
forcado no primeiro segundo (VEF,) apresentou associacdo negativa com RAGE na
parede alveolar (30). Hoonhorst et al. (2014) avaliaram as concentragdes dos
AGEs na pele em pacientes com DPOC (leve a muito grave), tabagistas e controles.
Os autores identificaram menores concentracoes de AGEs em individuos controles
quando comparado a tabagistas e pacientes com DPOC. Além disso, a
concentracdo dos AGEs tiveram associacdo positiva com histéria tabdgica e
negativa com valores espirométricos (31). Dessa forma, os autores sugerem a
hipotese que a interacdo RAGE/AGEs pode ter papel na patogénese da DPOC.
Portanto, é importante investigar se o quadro inflamatério nesses individuos esta
associado com a ligacdo AGEs/RAGE, uma vez que esses receptores sdo expressos
no pulmao.

Morbini et al. (2006) avaliaram a expressio do RAGE e seus
principais ligantes pro-inflamatorios (N-carboximetil-lisina, SI00B e SI00A12) em
amostras de tecido pulmonar normal e em doencas ndo neoplasicas de pulmao,
incluindo doencas relacionadas ao tabaco (32). Em todas as condicdes patoldgicas
associadas a inflamacdo e lesdo pulmonar, houve aumento da expressiao dos

receptores RAGE, sendo mais evidente no epitélio associado aos agregados de
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células inflamatodrias. Assim, os autores sugerem que esta ligacdo pode
representar uma via ainda ndo investigada de reacdo inflamatéria no pulmao,
onde este receptor e AGEs seriam produzidos por glicacdo ndo enzimatica e
oxidacdo de proteinas e lipidios, desencadeada pela fumaca do cigarro, exposicdo
a poluentes ou pelo estresse inflamatério (32). Revisdo realizada em 2008
mostrou que concentracdes mais elevadas do RAGE do que sua expressdo basal
podem indicar existéncia de anormalidade pulmonar. Durante a lesdo do tecido
pulmonar, uma isoforma de secrecdo enddégena de RAGE (EsRAGE) aparece em
concentracdes elevadas no lavado broncoalveolar e no plasma (27). Desta forma,
a ativacdo do RAGE pode ser relevante como indicador de inflamacédo persistente
do tecido pulmonar. Embora ndo seja um marcador especifico de doenca
pulmonar, abordagens terapéuticas baseadas no bloqueio deste receptor podem
ser direcionadas para atenuar a inflamacao (27).

Estudos recentes avaliaram as concentracbes do RAGE soluvel
(SRAGE) em individuos controles, tabagistas e pacientes com DPOC (33-36).
Estudo que avaliou as concentracdes plasmdticas de sSRAGE em ndo tabagistas,
tabagistas sem DPOC e tabagistas com DPOC e mostraram reducédo significativa
nas concentracdes do sRAGE em pacientes com obstrucdo das vias aéreas e
tabagistas quando comparado aos controles (33). Adicionalmente, as
concentracdes do sRAGE estavam associadas de forma negativa com historia
tabdgica e positiva com varidveis espirométricas. No mesmo sentido, Gopal et al.
(2014) avaliaram individuos nado tabagistas, ex-tabagistas e com DPOC e
verificaram menores concentracdes de sRAGE em pacientes com DPOC vs ex-
tabagistas, DPOC vs ndo tabagistas e ex-tabagistas vs ndo tabagistas e
identificaram associagdo positiva com valores do VEF; (34). Estudo que avaliou as
concentracdes plasmaticas do sSRAGE em controles e pacientes com DPOC mostrou
reducdo significativa nas concentracdes do receptor soltivel em pacientes com
obstrucdo quando comparados aos controles (35). Além disso, os autores
identificaram que o sRAGE tinha associacdo positiva com valores do VEF; e
negativa com a presenca da DPOC; entretanto, nado estratificaram os pacientes de
acordo com a gravidade da obstrucdo (35). A mesma reducdo nas concentragoes
do sRAGE foi encontrada em pacientes com obstrucdo vs controles em estudo de

Miniati et al. (2011) e os resultados mostraram que a gravidade da doenca estava

1. INTRODUCAO 1



associada a menores concentracdes do sRAGE (36). De fato, ha reducido das
concentracdes deste receptor soltivel em pacientes com DPOC quando comparado
a tabagistas e em pacientes com obstrucdo mais grave em comparacédo a estadios
precoces (33, 36). Dessa forma, os dados sugerem a hipdotese que o sRAGE
desempenhe papel protetor nas doencas; entretanto, os mecanismos ainda
precisam ser melhor estabelecidos. Estudos que avaliem tabagistas e pacientes
com DPOC em estadios inicias sdo necessdrios para identificar se o sSRAGE pode
ser considerado marcador da evolucdo de lesdes pulmonares provocadas pelo
tabagismo para o estabelecimento da doenca.

Além do estresse oxidativo, estudos mostram que fumantes ativos,
mesmo sem doenca pulmonar, apresentam concentracdes séricas mais elevadas de
mediadores inflamatérios quando comparados a controles nao fumantes (37, 38).
Levitzky et al. (2008) avaliaram 2944 participantes do Framingham Heart Study
e por meio de modelos multivariados ajustados verificaram que quando
comparados com ndo tabagistas, tabagistas apresentam concentracdes
significativamente mais elevadas de marcadores inflamatérios circulantes,
coerentes com a hipdtese que o tabagismo estd associado a exacerbacao do estado
inflamatoério sistémico (37). Petrescu et al. (2010) compararam individuos
tabagistas, sem comorbidades e ndo tabagistas e verificaram associacdo dose
dependente entre concentragbes séricas de TNFa e carga tabagica (maco/dia)
(38).

O estado tabdgico influencia também o estado inflamatério sistémico
em pacientes com DPOC (39, 40). Tanni et al. (2010) em estudo transversal
avaliaram a inflamacdo sistémica em 53 pacientes com DPOC ex-tabagistas, 24
DPOC tabagistas, 24 tabagistas sem comorbidades e 34 individuos que nunca
fumaram. As concentracdes do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) foram mais
elevadas em tabagistas independentemente da presenca ou auséncia de DPOC e
seus valores foram associados com tabagismo (p<0,001) (39). Por outro lado, as
concentracdes de interleucina (IL-6) e de proteina C-reativa (PCR) foram
significativamente mais elevadas nos pacientes com DPOC em relacdo aos
tabagistas e individuos que nunca fumaram e, portanto consideradas associadas
com a presenca da doenca (39). Estudo ECLIPSE que avaliou concentragdes de

marcadores inflamatérios em 1755 pacientes com DPOC, 297 tabagistas sem
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DPOC e 202 ndo tabagistas acompanhados durante um ano mostrou resultados
similares (40). No momento basal, a proporcdo de pacientes com DPOC que
apresentaram aumento do nimero de leucdcitos, das concentracdes de PCR, IL6 e
fibrinogénio foi superior quando comparados a tabagistas com funcdo pulmonar
normal e ndo tabagistas. Por outro lado, a proporcdo de tabagistas sem DPOC
com aumento das concentracdes de IL8 e o TNFa foi mais elevada em comparacéo
aos nao tabagistas (40).

Em resumo, este conjunto de dados apresenta evidéncias de que o
estresse oxidativo e a inflamacdo sistémica ocorrem em tabagistas sem DPOC e
em pacientes com DPOC quando comparados aos controles sauddveis. As
comorbidades associadas como a desnutricdo, a diminuicdo da massa magra, a
disfuncdo muscular sdo alteracdes prevalentes e com consequéncias adversas na
capacidade funcional de exercicio, estado geral de saude e progndstico dos
pacientes com DPOC. O estresse oxidativo é resultado de processo enddgeno,
como a lipoperoxidacdo e a glicacdo, ou exdgeno, constituido pelos componentes
do cigarro e favorece a formacdo de AGEs, os quais ligam-se aos receptores
especificos (RAGE), gerando ativacdo do processo inflamatério. Dados da
literatura sugerem que os sRAGE circulantes podem exercer papel de protecdo a
impedir que os ligantes do RAGE (dentre eles os AGEs) se acoplem aos receptores
de membrana e resultem em estimulo para o processo inflamatério. Entretanto,
estes mecanismos nao estao esclarecidos e poucos estudos avaliaram a associacédo
entre AGEs/sRAGE e a influéncia dessa ligacdo sobre o desenvolvimento da
atividade inflamatéria em tabagistas e as diferencas entre tabagistas e pacientes
com DPOC em estadios iniciais. Com base nos mecanismos fisiopatoldgicos para o
desenvolvimento das alteracgoes sistémicas na DPOC e nas evidéncias de presenca
de estresse oxidativo e inflamacdo em tabagistas e pacientes com DPOC, a
hipétese do nosso estudo é que o aumento do estresse oxidativo estd associado
com a inflamacdo sistémica em tabagistas, com a exacerbacdo da mesma em
pacientes com DPOC e com as manifestacdes sistémicas destas doencas nos

estagios precoces.
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2. Obijetivos



e Avaliar e comparar a associacdo entre estresse oxidativo e estado inflamatério

em tabagistas, pacientes com DPOC leve/moderado e controles ndo tabagistas;

o Avaliar as relacoes entre a forca muscular periférica, a composicdao do corpo, a
capacidade funcional de exercicio, o estado geral de satide, o estresse oxidativo
e a inflamacdo sistémica em tabagistas, pacientes com DPOC leve/moderado e

controles nao tabagistas.
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3. Individuos e Métodos



3.1 Individuos

Foram avaliados 157 individuos (controles, tabagistas ou com
diagnodstico de DPOC) provenientes do Hospital das Clinicas e dos Ambulatérios de
Pneumologia e Cessacdo do Tabagismo da Faculdade de Medicina de Botucatu,
destes 96 foram incluidos no estudo. As razdes para exclusdo de 61 pacientes
estdo detalhadas na Figura 1. Os sujeitos eram controles (individuos que nunca
fumaram), fumantes ativos (carga tabagica > 10 anos/maco) ou pacientes com
DPOC leve/moderado (tabagista ou ex-tabagista. DPOC leve: VEF,/CVF < 0,70 e
VEF; > 80%; DPOC moderado: VEF,/CVF < 0,70 e 50% < VEF, < 80%) (5) de ambos
os sexos e foram selecionados de forma consecutiva. Os pacientes com obstrucéo

leve e moderada eram assintomaticos e ndo faziam uso de medicacdes inalatorias.

.. Exclusao (n=61)
Individuos

triados no estudo 20 outras doengas

respiratdrias associadas

(n=157)

6 cancer

15 ndo completaram o
protocolo

20 recusaram participar

do estudo
I
Controles Tabagistas DPOC
leve/moderado
(n=32) (n=32)
(n=32)

Fonte: material elaborado pelo autor

Figura 1. Diagrama de inclusdo dos individuos no protocolo
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O célculo amostral foi realizado para regressao linear multipla com
tamanho de efeito de 0,15, com a estimativa de correlacdao multipla ao quadrado
de 0,50 com a inclusdo de cinco preditores no modelo (G Power 3.1.3). O
diagnéstico de DPOC foi realizado por meio de historia clinica, exposicdo aos
fatores de risco e confirmado por meio de espirometria pés-broncodilatador
(volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF,) [ capacidade vital
forcada <0,70 (VEF;/CVF<0,70) (41) e classificados pelo VEF;(valores de VEF;>
80% a 50% do previsto) de acordo com critérios da Global Initiative for Chronic
Obstrutive Lung Disease e da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia
(GOLD e SBPT). Os critérios de inclusdo foram: estabilidade clinica, caracterizada
pela auséncia de exacerbacdo e uso regular de medicacdo de manutencao, quando
indicado, nos ultimos trés meses. Os critérios de exclusdo foram: o uso de
suplementos antioxidantes, o uso corticosterdides sistémicos nos ultimos trés
meses, presenca de outras doencas respiratdérias associadas, diagndstico principal
de doencas cardiovasculares, ou de outras doencas cronicas como Diabetes
mellitus insulino-dependente nado controlado, cancer e insuficiéncia renal ou
hepatica. Trinta e dois individuos nado tabagistas constituiram o grupo controle
do estudo e foram selecionados por meio de cartazes e antincios na midia. Os
sujeitos do grupo controle foram questionados em relacdo ao tabagismo passivo e
realizardo a medicdo do monoéxido de carbono no momento da avaliacdo, para
confirmar a condicio.

Todos os sujeitos da pesquisa foram selecionados entre os
moradores da cidade de Botucatu, municipio que recebeu o certificado de
Municipio Verde Azul em 2012, o que garante a cidade uma politica eficiente na
prevencdo e controle da poluicdo (www.botucatu.sp.gov.br).

Todos os individuos foram informados sobre os objetivos, riscos e
beneficios da pesquisa e somente foram incluidos apés a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexos 1 e 2). O projeto foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa (Protocolo CEP 4415-2012) (Anexo 3).
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3.1.1 Delineamento

O delineamento do presente estudo foi transversal e os individuos
foram convidados a participar do estudo no periodo de marco de 2013 a
novembro de 2014. Apds a triagem inicial, os individuos incluidos no protocolo

foram avaliados em trés dias da mesma semana (Figura 2).

2° dia

Exames

laboratoriais 3 L di a

Composicao
do corpo

Espirometria Distincia percorrida tiondxi
Lol e em 6 minutos (DP6) Questionarios
brocodilatador muscular
periférica

Fonte: material elaborado pelo autor

Figura 2. Delineamento das avaliacoes dos individuos incluidos no estudo.

3.2 Métodos

3.2.1 Avaliacdo clinica e do estado tabagico

Todos os sujeitos da pesquisa foram avaliados por meio de histéria
clinica e exame fisico completo. Além disso, evidéncias de alteracdes foram
investigadas no prontudrio médico do paciente. A histéria de tabagismo (carga
tabagica: maco x anos) e o estado atual do tabagismo foram investigadas e
complementadas por meio da avaliacdo da intensidade da dependéncia da nicotina
(Teste de Fargestrom) (42). A confirmacdo da condicdo de fumante ou ex-

fumante foi realizada por meio da mensuracao de mondxido de carbono (CO) no
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ar expirado por meio de técnica padronizada com equipamento especifico (Micro*
Smokerlyzer, Bedfont, England, UK). Esse aparelho mede a concentracdo de CO
exalado por meio de sensor eletroquimico e expressa os valores em partes por
milhdo (ppm). A técnica para medicdo foi realizada com solicitacdo ao paciente
que realizasse pausa inspiratdria de 20 segundos com finalidade de equilibrar os
niveis de CO sanguineo e alveolar. Apds esta pausa, foi solicitada expiracdo longa
e total no bucal do aparelho. Valores acima de 6,0 ppm de CO expirado foram

considerados significantes para tabagismo ativo (43, 44).

3.2.2 Avaliagao laboratorial

A avaliacdo laboratorial incluiu hemograma completo (hemoglobina,
hematocrito, leucécitos), lipidograma [colesterol total, lipoproteina de alta
intensidade (HDL), lipoproteina de baixa intensidade (LDL) e triglicérides],
proteinas totais e fracdes (albumina e globulina), glicemia de jejum, funcéo
hepatica (transaminase glutamico oxalacética - TGO, transaminase glutamico
pirtivica - TGP, fostatase alcalina, gama glutamil transpeptidase - gama GT e
albumina) e funcdo renal (ureia e creatinina) mensurados apds jejum de 12
horas. A lipoproteina de baixa intensidade (LDL) foi calculada quando as
concentracdes de triglicérides forem inferiores a 300 mg/dL. O calculo foi
realizado pela férmula de Friedewald: LDL = (Colesterol total - HDL) -
(Triglicérides [ 5). Os exames hematoldgicos e bioquimicos foram realizados de
acordo com os critérios e utilizando os métodos empregados na realizacdo dos
exames de rotina da Secdo Técnica de Laboratério e Andlises Clinicas do

HC/UNESP/Botucatu.

3.2.3 Radiograma de tdrax, espirometria pré e pds-broncodilatador e oximetria

de pulso (Sp02)

Foi realizado radiograma de térax nas posicdes pdstero-anterior e

perfil esquerdo para avaliar doencas pulmonares associadas.
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A espirometria foi efetuada em sistema portatil computadorizado de
funcdo pulmonar (Ferraris KOKO, Louisville, CO, USA), de acordo com os critérios
da American Thoracic Society (45). Foram medidos a CVF em litros (L) e o VEF,
em litros (L) e calculada a razdo entre as duas medidas (VEF,/CVF). As medidas
foram obtidas antes e 20 minutos apés o uso de fenoterol 400mcg dosimetrado
como medicacdo broncodilatadora. Os valores de CVF e VEF, também foram
expressos em porcentagem dos valores de referéncia (46).

A monitorizacdao SpO, foi realizada em todos os individuos por meio
do oximetro portatil Onyx (Model 9500 Oximeter; Nonin Medical Inc.,
Minneapolis, MN, USA).

3.2.4 Mediadores inflamatdrios no sangue: receptores de Fator de Necrose
Tumoral-alfa- 1 e 2 (TNFR1, TNFR2), Interleucina (IL) 6 e Proteina C-
Reativa (PCR)

O sangue 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 obtencdo de plasma limpido. As amostras de 220ul foram armazenadas em
freezer a -80°C até a analise.

As dosagens dos receptores de TNFo (TNFR1, TNFR2) e da IL6 foram
realizadas em duplicatas por meio de ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
comercialmente disponiveis (BioSource International, Inc, Ca, USA). A sequéncia
da dosagem das citocinas seguiram as recomendacdes da empresa fornecedora
dos kits. A proteina C-reativa (PCR) foi quantificada em duplicatas em kits
ultrassensiveis da CardioPhase, Dade Behring Marburg GmbH, Marburg, USA. A
técnica utilizada foi de imunonefelometria com a utilizacdo do equipamento Dade
Behring © (Behring Diagnostic Inc, Westwood MA). Este kit contém suspensao de
particulas de poliestireno revestidas com anticorpo monoclonal especifico
derivado de rato que se liga a PCR humana, formando aglutinados que dispersam
a luz irradiada. A intensidade da luz dispersa depende da concentracdo da

respectiva proteina na amostra. Avaliacdo foi feita comparando-se com a curva de
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referéncia obtidas por calibracao de pontos miuiltiplos por meio das diluicdes com

N Standard reumatolégico SL com N Diluente pertencente ao kit.

3.2.5 Indicadores de Estresse Oxidativo

Metabolitos de Oxidagdo: Os AGEs foram dosados no plasma pelo
método de ELISA por meio de kits comerciais Cell Biolabs, Inc. San Diego, CA, USA.
As leituras foram obtidas em espectrofotémetro de microplaca Spectra Max 190
(Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA).

RAGE solivel (sRAGE): Os sRAGE foram avaliados no plasma pelo
método ELISA, por meio de kits comerciais Cell Biolabs, Inc. San Diego, CA, USA.
As leituras foram obtidas em espectrofotometro de microplaca Spectra Max 190

(Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA).

3.2.6 Avaliacao da composicao do corpo

Antropometria: o peso do corpo (kg) e a estatura (m) foram
quantificados em Balanca Filizola® com o paciente utilizando roupas leves e sem
calcados. O indice de massa do corpo foi calculado por meio da seguinte férmula:
IMC=peso (kg)/estatura (m)>2.

Impedancia bioelétrica: A resisténcia e reatdncia foram medidas na
posicdo supina, do lado direito do corpo, de acordo com o protocolo da Sociedade
Europeia de Nutricdo Enteral e Parenteral (ESPEN Guidelines 2004) (47) (BIA
101, RJL systems, Detroit, MI, USA). Para a estimativa de massa magra do corpo
(MMC) nesta amostra, foi utilizada a equacdo de regressdo desenvolvida por Kyle
et al. (2001) (48): MMC = -4,104 + (0,518 X estatura®/resisténcia) + 0,231 X peso) +
(0,130 X reatancia) + 4,229 X sexo (masculino = 1, feminino = 0).

O indice de massa magra do corpo (IMMC) foi calculado [MMC
(kg)(altura(m)?]. O critério de deplecdo de massa magra sera: IMMC < 16 kg/m?
(para homens) ou < 15 kg/m? (para mulheres) (49). Foram considerados os

mesmos valores de referéncia do IMMC para os tabagistas e saudaveis.
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3.2.7 Forca Muscular Periférica

Forca muscular periférica (forca de preensao manual)

A funcdo muscular periférica foi avaliada pela forca de preensao
isométrica manual por meio de dinamémetro manual (SAEHAN Corp. Masan,
Korea). Os individuos realizaram trés compressdes, cada uma com duracdo de
quatro a seis segundos, alternadamente, com o ombro aduzido, cotovelo
flexionado a 90°, antebraco em posicdo neutra, o punho entre 0 e 30° de
extensdo e 0 a 15° de desvio ulnar e ndo apoiado. A forca gerada foi lida em
quilograma-forca (kgf). A leitura mais elevada foi utilizada na andlise dos dados

(50).

Avaliacdo da Forga Muscular Periférica em Membros Inferiores

A mensuracdo da forca muscular foi realizada por meio do
dinamémetro portétil MicroFet 2 (Hoggan Health, Estados Unidos), modo High
Threshold (51, 52). O MicroFet foi acoplado manualmente ao grupo muscular a
ser testado dos membros dominantes. Optou-se por utilizar o MicroFet para a
coleta dos dados pela objetividade das medidas e a consisténcia dos resultados
quando comparado com o método tradicional de 1RM (53). O dinamoémetro
fornece como principal varidvel o pico de forca (medida em pounds e convertida
posteriormente para Newton), ou seja, uma quantificacdo objetiva da forca
muscular maxima. A avaliacdo do pico de forca foi realizada por um mesmo
avaliador. Sete contracdes maximas foram realizadas com intervalo de
aproximadamente 10 segundos entre elas e foi utilizado para andlise o maior
valor de trés manobras reprodutiveis, ou seja, que nao diferem mais que 5% entre
si, conforme descrito por Coronell et al. (2004) (54). Todos os pacientes
receberam encorajamento verbal padronizado (51, 52, 55, 56). Para mensuracéo
da forca dos extensores do joelho (quadriceps femoral) o paciente foi posicionado
sentado, postura ereta, com 90° de flexdo de joelho, maos sobre os respectivos

membros inferiores, com o avaliador posicionado a sua frente. O teste iniciou
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com o avaliador gradualmente aplicando forca que foi dividida em trés
momentos: o primeiro momento com paciente iniciando a contracdo muscular
contra o aparelho e as maos do avaliador, o segundo momento aumentando a
forca em relacdo a contracdo inicial e no terceiro momento realizando a maxima
contracao possfvel, sendo esta uma contracdo isométrica, até alcancar uma
amplitude de movimento de aproximadamente 30° de extensdo de joelho a partir

dos 90° do posicionamento inicial.

3.2.8 Teste de Caminhada de Seis Minutos

O teste de caminhada de seis minutos foi realizado de acordo com as
recomendacdes da American Thoracic Society (ATS) (2002) (57). Os pacientes
foram instruidos a caminhar o maximo possivel durante seis minutos em um
corredor de 30 metros, com chdo devidamente demarcado. Durante a caminhada
foi dado encorajamento verbal padronizado a cada paciente. Os pacientes podiam
parar durante o teste, mas foram orientados para retomar a caminhada assim
que se sentissem capazes. Apds seis minutos, os pacientes foram instruidos a
parar de andar e foi mensurada a distancia percorrida em seis minutos (DP6), em
metros. Antes e apds o teste foram obtidas a pressdo arterial (PA), a SpO,, a
frequéncia cardiaca (FC), a frequéncia respiratdria (FR) e a percepcdo de dispneia
e de fadiga nos membros inferiores segundo a escala de dez pontos de Borg (58),
pontuacdo zero significa auséncia de dispneia e esfor¢o insignificante e pontuacao

dez significa dispneia e esforco exaustivos.

3.2.9 Avaliacdo do estado geral de saude [Medical Outcomes Study 36-item
Short-Form Health Survey (SF-36) e Escala Hospitalar de Ansiedade e
Depressao (HAD)]

SF-36: E um instrumento validado no Brasil para avaliar o estado de
saude de pacientes com artrite reumatdide (59). Por ser um instrumento
genérico tem sido utilizado em pacientes portadores de diversas patologias, entre

elas, pneumopatias cronicas. Este questiondrio avalia oito dominios: capacidade
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funcional, aspectos fisicos, dor, estado geral da saude, vitalidade, aspectos sociais,
emocionais e saude mental (Anexo 4). O questiondrio foi aplicado em todos os

sujeitos da pesquisa pelo mesmo pesquisador.

Quadro 1. Dominios do SF-36 e questdes correspondentes

Dominio Questoes correspondentes ilr_r:‘r:rlitgr Variacao
Capacidade funcional 3 10 20
Aspectos fisicos 4 4 4
Dor 7,8 2 10
Estado geral de saude 1, 11 5 20

Vitalidade 9 (somente ositensa+e + g + i) 4 20
Aspectos sociais 6, 10 2 8
Aspectos emocionais 5 3 3
Saude mental 9 (somente ositensb +c +d + f + h) 5 25

Os escores das escalas do SF-36 foram calculados conforme os
algoritmos sugeridos por Ciconnelli et al. (1999) (59). Seu escore varia de zero a
100, quanto maior a pontuacdo melhor o estado de satde do individuo.

Para calcular os escores de cada dominio, primeiramente foi
realizada a pontuacdo de cada resposta dada pelo pacientes. Em seguida, foi

aplicada a formula:

Dominio = Valor obtido nas questdes correspondentes — Limite inferior x 100
Variacoes (Score Range)

HAD: o instrumento utilizado para avaliar o nivel de ansiedade e
depressdo foi a versdo desenvolvida por Zigmond et al. (1983) (60), validada e
adaptada para a cultura brasileira (61). O questiondrio é composto por 14
perguntas relacionadas a aspectos de ansiedade e depressdo. Os valores da escala
de ansiedade e depressdao tém pontuacdo de zero (improvavel) a 21 (provavel).
Valores entre O - 7 caracterizam improvdvel ansiedade e depressdo, entre 8 - 11
possivel (questiondvel ou duvidosa) e entre 12 - 21 como provével (Anexo 5). O
questiondrio foi aplicado em todos os sujeitos da pesquisa pelo mesmo

pesquisador.
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Estatistica descritiva foi utilizada para descrever as caracteristicas de
todos os participantes. Os dados estudados foram apresentados em tabelas, sendo
as varidveis continuas com distribuicdo normal expressas em valores médios e
desvio-padrao e as varidveis continuas com distribuicdo ndo normal apresentadas
em medianas e percentis (25-75).

As varidveis categdricas foram expressas em porcentagem. O teste de
x> foi utilizado para comparar os valores de variaveis categoéricas.

Analise de varidncia (ANOVA) seguida de teste de Tukey ou Kruskal-
Wallis seguido de teste de Dunn’s foram utilizados para comparacdo das
caracteristicas demograficas e gerais (ex: espirometria, massa magra do corpo,
forca muscular periférica e capacidade funcional de exercicio) entre tabagistas,
DPOC leve/moderado e controles.

Andlise de regressdo linear multipla foi utilizada para avaliar as
associacdes entre as varidveis tabagismo, presenca da DPOC, forca muscular
periférica, capacidade funcional de exercicio e qualidade de vida, massa magra
sistémica, estado inflamatdrio sistémico e estresse oxidativo nos trés grupos de
estudo. As varidveis de ajuste no modelo foram sexo e idade. A colinearidade foi
evitada por meio de exclusdo de uma das varidveis que apresentem correlacdo
entre si. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%. Foram utilizados os

pacotes estatisticos IBM SPSS Statistics 22 e Sigma Plot 11.0.
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5. Resultados



5.1 Caracteristicas Gerais

A Tabela 1 mostra as caracteristicas dos 96 individuos incluidos no
estudo e a comparacdo dos seguintes grupos: controle, tabagistas e DPOC
leve/moderado quanto as caracteristicas demograficas, de tabagismo e
composicdo corporal. Observamos que os controles sdo mais jovens que os
pacientes com DPOC os quais tem menor peso do corpo, menor indice de massa
magra, maior carga tabagica que os tabagistas e que 44% dos pacientes com
DPOC ainda sdo fumantes ativos. Além disso, os pacientes com DPOC
apresentaram diminuicdo do indice de massa magra do corpo quando

comparados aos controles.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos individuos dos trés grupos incluidos no estudo

Varidveis Controles Tabagistas DPOC 1/l Valor p
(n=32) (n=32) (n=32)

Idade (anos) 49,5 (46,0-58,52 53,0 (51,0-55,0)2 64,5 (58,0-74,5)°  <0,001
Sexo (M/F) 9/23 7/25 12/20 0,75
Peso (kg) 70,0 (60,6-84,5)a 68,5 (58,5-74,7)®  60,0(49,5-71,2)° 0,01
Estatura (m) 1,63 + 0,07 1,61 0,08 1,59 + 0,09 0,07
IMC (kg/m?) 26,8 + 4,5 25,8 + 3,6 24,4+ 4,2 0,07
MMC (kg) 47,6 + 8,4 46,8 + 8,9% 41,5+ 10,7 0,02
IMMC (kg/m2) 23,3(20,3-29,8)a 19,8 (17,4-24,3) 18,4 (16,7-22,5)° 0,008
Tabagismo ativo 0/0 32/100 14/44 <0,001
(n/%)
Carga tabagica 0 38,0 (21,5-50,7)° 55,5 (39,5-77,5)°  <0,001
(mago x ano)
CO (ppm) 08 10,0 (8,2-15,7)° 0,0 (0-12,0)° <0,001

Valores expressos como média + desvio padrdo ou mediana (quartil 1 — quartil 3). kg: quilograma; m:
metros; IMC: indice de massa do corpo; MMC: massa magra do corpo; IMMC: indice de massa magra do
corpo; CO: monéxido de carbono; DPOC V/ll: doenga leve/moderada (GOLD: Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease). a, b, c: letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante. p < 0,05
avaliado por x2, ANOVA e teste de Tukey ou Kruskal-Walllis e teste de Dunn'’s.

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados de espirometria e oximetria
de pulso dos trés grupos estudados. Todos os atributos com excecdo do
relacionados a troca gasosa foram significantemente reduzidos nos pacientes com

DPOC.
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Tabela 2. Dados de espirometria e oximetria de pulso dos individuos dos trés

grupos incluidos no estudo

Controles Tabagistas DPOC I/l

Variaveis (n=32) (n=32) (n=32) Valor p
CVF (L) 3,6 (3,1-4,0)2 3,0 (2,6-3,4)> 2,7 (2,3-3,4)° <0,001
CVF (% previsto) 102,0 (93,0-110,0) 97,0 (90,0-103,0) 93 (50,5-105,2) 0,06
VEF (L) 2,9+0,42 2,3+0,5° 1,8 £0,5¢ <0,001
VEF1 (% previsto) 100,8 £ 12,92 91,1 £ 14,5b 77,4 +17,0° <0,001
VEF1/CVF 0,81 (0,79-0,85) 0,78 (0,73-0,83) 0,63 (0,59-0,67) <0,001
SpO2 (%) 96,0 (95,0-97,5) 96,0 (95,0-97,0) 95,0 (93,0-97,0) 0,16

Valores expressos como média = desvio padrdo ou mediana (quartil 1 — quartil 3). CVF:
capacidade vital forgcada; VEF1: volume expiratorio forgado no primeiro segundo; SpO2: oximetria
de pulso; SpOz: oximetria de pulso; DPOC I/ll: doenga leve/moderada (GOLD: Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease). a, b, c: letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante. p < 0,05 avaliado por ANOVA e teste de Tukey ou Kruskal-Wallis e teste de Dunn’s.

Os dados da avaliacdo dos componentes hematoldgicos estédo
descritos na Tabela 3. Tabagistas apresentaram maior nimero de leucdcitos
quando comparados ao grupo controle (p=0,003). O numero de linfécitos estava
aumentado nos tabagistas em comparacdo aos pacientes com DPOC e controles
(p=0,007). Os demais componentes ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante.

Na avaliacdo dos exames bioquimicos, a maioria dos individuos
apresentou valores dentro dos limites de normalidade, a fosfatase alcalina estava
mais elevada no grupo de tabagistas em comparacdo ao grupo controle e DPOC
(p=0,001) e albumina estava mais baixa nos pacientes com DPOC quando

comparado aos demais grupos (p=0,002) (Tabela 3).
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Tabela 3. Componentes hematolégicos e concentracées bioquimicas dos
individuos de acordo com os grupos
Varidveis Controles Tabagistas DPOC I/l Valor
(n=32) (n=32) (n=32) p

Hemoglobina (g/dL) 13,9+0,9 14,4 +0,8 14,0+1,2 0,11
Hematécrito (%) 422 +27 42,7 +2.8 42,3+ 3.8 0,75
Leucécitos (x103/mm?) 5,9 (5,3-7,2)2 7,4 (6,4-8,4)° 6,5 (5,5-7,9)2 0,003
Neutréfilos (x10%/mm3) 3,3 (2,9-4,3) 4,0 (3,3-5,0) 3,8 (3,0-4,6) 0,10
Linfécitos (x103/mm3) 1,7 (1,5-2,0)2 2,1 (1,9-2,6) 1,8 (1,5-2,2)e 0,007
Acido drico (mg/dL) 46+1,0 50+1,2 4,7+1,3 0,35
Glicemia (mg/dL) 84,5 (78,0-93,5) 94,0 (84,0-103,0) 91,0 (80,5-102,2) 0,05
Creatinina (mg/dL) 0,8 (0,70,9) 0,8 (0,7-0,9) 0,9 (0,7-1,0) 0,08
Ureia (mg/dL) 32,0 (26,5-36,0) 28,0 (25,0-33,5) 34,0 (26,0-42,0) 0,12
TGP (U) 20,5(17,0-26,0) 26,0 (19,0-27,0) 25,0 (15,7-26,0) 0,32
TGO (U) 22,0 (18,0-26,5)  22,5(19,0-28,0)  23,5(19,0-28,0) 0,42
Fosfatase alcalina (U/L) 65,0 (49,0-79,5)2 88,0 (74,5-97,2)> 81,0 (68,0-95,0) 0,001
Gama GT (U/L) 19,0 (13,2-30) 24,0 (16,2-46,5)  25,5(18,0-350) 0,09
Proteinas totais (g/dL) 72+05 7,4+05 7,1+£0,7 0,08
Albumina (g/dL) 4,2 + 0,22 4,3+0,3° 4,0+0,3° 0,002
Globulina (g/dL) 3,1 (2,5-3,4) 3,0 (2,8-3,3) 3,0 (2,6-3,5) 0,94

Valores expressos como média * desvio padrdo ou mediana (quartil 1 — quartil 3). TGO: transaminase
glutdmico oxalacética; TGP: transaminase glutdmico piravica; Gama GT: gama glutamil transpeptidase.
DPOC I/1l: doenga leve/moderada (GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease). a, b, c:
letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante. p < 0,05 avaliado por ANOVA e teste de
Tukey ou Kruskal-Wallis e teste de Dunn’s.

Em relacdo ao perfil lipidico, o grupo composto por tabagistas
apresentou valores superiores do LDL e triglicérides quando comparados aos
grupos controle e DPOC leve/moderado. Nao houve diferenca estatisticamente

significante nos valores do colesterol total e HDL (Tabela 4).

Tabela 4. Perfil lipidico dos individuos de acordo com os grupos

Varidveis Controles Tabagistas DPOC /Il Valor
(n=32) (n=32) (n=32) P

?ﬁ?;gﬁro' Total 4535 (1555:200,0)  208,0 (169,0-245,0)  184,0 (142,7-208,2) 0,12

HDL (mg/dL) 48,0 (40,2-55,7) 45,0 (41,5-54,5) 50,0 (42,5-60,5) 0,58

LDL (mg/dL) 127,0 (105-0-154,5)2  162,0 (124,0-204,0)°  124,0 (105,5-153,2)2 0,01
(Trgg'/'gf)”des 98,5 (61,0-132,0)2  161,0 (118,7-207,7)>  106,0 (86,5-116,0)2  <0,001

Valores expressos como mediana (quartil 1 — quartil 3). HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de alta intensidade. DPOC I/1l: doenga leve/moderada (GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease). a, b, c: letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante. p < 0,05 avaliado por
Kruskal-Wallis e teste de Dunn’s.
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5.2 Estresse Oxidativo

A Figura 3 mostra as concentracdes dos AGEs nos trés grupos.
Individuos tabagistas (p<0,001) e com DPOC (p<0,001) apresentaram valores
superiores quando comparados aos controles. Ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre tabagistas e pacientes com DPOC. As

concentragdes de sRAGE nao diferiram entre os grupos (p=0,92) (Figura 4).
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Figura 3. Concentracdes dos AGEs nos trés grupos de estudo
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Figura 4. Concentracdes dos sRAGE nos trés grupos de estudo

5.3 Inflamacao Sistémica

O estado de inflamacao sistémica avaliado pela dosagem da proteina
C-reativa (PCR) mostrou que tabagistas e pacientes com DPOC apresentaram
valores superiores da PCR em comparacdo aos controles. Entretanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos tabagistas e DPOC. A
Figura 5 mostra a comparacdo das concentracdes da PCR entre os trés grupos. As

concentracdes de IL6 ndo diferiram entre os grupos (Figura 6).
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Figura 5. Concentracdes de PCR nos trés grupos de estudo

o p=20,07
| |
p=0,07 p = 0,07
50 | | | |
40 —
% 30
é 20 — °
10 T .
o
* %
0 — o - o
Contr(‘)les Taba‘gistas DPO‘C v

Fonte: material elaborado pelo autor

Figura 6. Concentracdes de IL6 nos trés grupos de estudo
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As concentracdes de TNFR1[controles: 119,2 mg/L (104,3-139,5);
tabagistas: 122,8 mg/L (103,7-136,7); DPOC I/II: 134,0 mg/L (115,7-210,3),
p=0,07] ndo diferiram entre os grupos (Figura 7). Em relacdo aos valores de
TNFR2, houve diferenca estatisticamente significante entre os pacientes com

DPOC vs controle e entre DPOC vs tabagistas (Figura 8).
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Figura 7. Concentragdes de TNFR1 nos trés grupos de estudo
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Figura 8. Concentracgdes de TNFR2 nos trés grupos de estudo

5.4 Qualidade de Vida, Escore de Ansiedade e Depressao

O grupo composto por pacientes com DPOC apresentou maior
comprometimento do estado geral de satide quando comparado aos controles nos
seguintes dominios do SF-36: capacidade funcional (p<0,001), limitacdo aspectos
fisicos (p=0,01), dor (p=0,01), vitalidade (p=0,04) e limitacdo dos aspectos
mentais (p<0,001). Além disso, no escore capacidade funcional (p<0,001) e
limitacdo dos aspectos mentais (p<0,001), os pacientes com DPOC mostraram
maior comprometimento em comparacdo aos tabagistas. O grupo tabagista
mostrou piora na qualidade de vida em comparacdo aos controles no escore da
capacidade funcional (p<0,001). Nado houve diferenca estatisticamente
significante nos demais dominios (Tabela 5). Adicionalmente foi aplicada a Escala
Hospitalar de Ansiedade e Depressdo e tabagistas apresentaram escore de
ansiedade mais elevado em comparacdo a controles e pacientes com DPOC

(Tabela 5). O escore de depressdo foi superior apenas nos tabagistas quando
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comparados aos controles (Tabela 5). Em relacdo a ansiedade, verificamos que no
grupo controle 26 individuos tinham escore menor ou igual a 7 (improvével) e
seis obtiveram escore entre 8-11 (possivel). Nenhum individuo apresentou escore
superior a 11 (provével) neste grupo. Vinte tabagistas apresentaram escore
compativel com improvavel ansiedade (<7), seis com possivel e seis com provavel
(escore 12-21). No grupo DPOC, um paciente foi classificado como possivel, um
como provavel e o restante (30) apresentou escore referente a improvavel sinais
de ansiedade. Quando avaliamos sinais de depressao, todos os individuos do grupo
controle e os pacientes com DPOC apresentaram escores inferiores a 7, enquanto
entre os tabagistas, dois tinham escore entre 8-11 e dois apresentaram sinais de

provavel depressao (escore = 13).

Tabela 5. Avaliacdo do estado geral de saude dos individuos de acordo com os

grupos

Varidveis Controles Tabagistas DPOC 1/ Valor

(n=32) (n=32) (n=32) P

SF-36
Capacidade 85,0 (57,5-87,5)° 40,0 (32,5-55,0)°  22,5(17,5-37.5)°  <0,001
Funcional
hggf)?ao aspectos 444 0 (50,0-100,0)2  100,0 (0,0-100,0)% 0,0 (0,0-100,0)° 0,01
Dor 84,0 (67,0-100,0)2 74,0 (41,0-100,0)%2 61,0 (31,0-73,0> 0,01
SEaSLt%‘lO geral de 74,5 (52,0-82,0) 57,0 (47,5-82,0) 42,0 (32,0-77,0) 0,08
Vitalidade 70,0 (37,5-82,5)2 60,0 (22,5-77,5) 350 (32,5-60,0° 0,04
Aspectos sociais 69,0 (50,0-100,0) 75,0 (44,0-100,0) 63,0 (25,0-75,0) 0,05
Limitagao aspectos 444 0 (67,0-100,0)2 83,5 (0,0-100,0) 0,0(0,0-16,5°  <0,001
mentais
Sadde mental 58,0 (16,0-88,0) 66,0 (34,0-84,0) 32,0 (28,0-78,0) 0,43
HAD
Ansiedade 5,0 (1,5-7,0)2 7,0 (5,0-8,5)° 4,0 (3,0-5,0)  <0,001
Depresséo 0,0 (0,0-2,0) 2,0 (0,0-4,0)° 0,0 (0,0-2,5)% 0,01

Valores expressos como mediana (quartil 1 — quartil 3). SF-36: Medical Outcomes Study 36-item Short-Form
Health Survey; HAD: Escala Hospitalar de Ansiedade e Depressdo. DPOC l/ll: doenca leve/moderada
(GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease). a, b, c: letras diferentes indicam diferenga
estatisticamente significante. p < 0,05 avaliado por Kruskal-Wallis e teste de Dunn’s.
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5.5 Capacidade Funcional de Exercicio e Forca Muscular

Na avaliacdo da capacidade funcional de exercicio, a mediana da
distancia percorrida em 6 minutos (DP6) no grupo controle foi de 554,5 (516,5-
606,0) metros. Os pacientes com DPOC caminharam distancia inferior quando
comparados aos controles (p=0,004) (Tabela 6). A forca muscular periférica

média da amostra ndo diferiu entre os grupos avaliados (Tabela 6).

Tabela 6. Capacidade funcional de exercicio e for¢a muscular periférica de acordo

com 0s grupos

Varidveis Controles (n=32)  Tabagistas (n=32) DPOC Il (n=32) V"Z or
DP6 (m) 554,5 (516,5-606,0)2  515,5 (477,0-570,0)  492,0 (390,0-562,0)> 0,004
Forca muscular
periférica
(MMSS)

- D (kgf) 27,0 (24,0-31,2) 29,0 (27,0-32,0) 29,0 (26,0-30,0) 0,22
- ND (kgf) 26,0 (22,5-30,0) 28,0 (26,0-30,0) 26,5 (24,0-28,0) 0,13
Forca muscular
periférica (MMII)
- MID (N) 213,0 (203,0-220,0) 210,0 (201,0-219,0) 207,5 (201,0-215,0) 0,10
- MIE (N) 209,0 (201,0-215,0) 205,5 (200,0-215,0) 200,5 (200,0-210,0) 0,07

Valores expressos como mediana (quartil 1 — quartil 3). DP6: distancia percorrida em seis minutos; m: metros;
MMSS: membros superiores; D: dominante; ND: ndo dominante; kgf: quilograma-for¢ga; MMII: membros
inferiores; MID: membro inferior direito; MIE: membro inferior esquerdo; N: newton. DPOC I/ll: doenga
leve/moderada (GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease). a, b, c: letras diferentes
indicam diferenga estatisticamente significante. p < 0,05 avaliado por Kruskal-Wallis e teste de Dunn’s.

As variaveis cardiopulmonares foram avaliadas antes e apds o teste
de caminhada de seis minutos. Os tabagistas apresentaram valores superiores da
frequéncia respiratoria (FR) inicial (17,7 ipm = 4,0 vs 14,4 ipm * 3,6; p<0,001)
quando comparados aos controles. Os pacientes com DPOC mostraram aumento
da FR inicial (18,3 ipm = 2,5 vs 14,4 ipm * 3,6; p<0,001), da FR final [24 ipm
(20,0-29,0) vs 21,5 ipm (18,0-26,5); p=0,03] e diminuicdo da oximetria de pulso
final [94,0 (92,0-97,0) vs 97,0 (95,0-98,0); p<0,001] em comparacdo ao grupo

controle.
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5.6 Analise de regressao

Foram analisados os fatores associados com o estresse oxidativo, a
inflamacdo sistémica, a composicao do corpo, a qualidade de vida, a capacidade
funcional de exercicio e a forca muscular periférica. De acordo com nossos
resultados e objetivos do estudo, utilizamos as seguintes varidveis separadamente
em cada modelo de regressdo linear como varidvel dependente: AGEs, IL6, PCR,
TNFR1, TNFR2, IMMC, DP6 e qualidade de vida (escore capacidade funcional
SF36).

Para avaliacdo das varidveis associadas com o estresse oxidativo
(AGEs) foram utilizadas como variaveis independentes a presenca de DPOC, o
tabagismo, a idade, o sexo masculino e as concentra¢des de PCR. O tabagismo
(p=0,04) e a PCR (p=0,03) mostraram associacdo positiva com as concentragdes

dos AGEs. As outras varidveis ndo apresentaram associacoes (Tabela 7).

Tabela 7. Regressdo linear muiltipla para concentracdes dos AGEs

Variavel Dependente Variaveis Coeficiente (95% IC) valor p
Idade, anos 0,031 (0,000; 0,000) 0,80
Sexo masculino -0,090 (-0,001; 0,001) 0,40
AGEs (R2=0.13) Tabagismo (presente) 0,214 (0,000; 0,002) 0,04
DPOC (presente) 0,086 (-0,001; 0,002) 0,47
PCR, mg/L 0,217 (0,000; 0,000) 0,03

DPOC: doenca pulmonar obstrutiva cronica, PCR: proteina C-reativa, AGEs: produtos finais de glicacdo
avancada.

Na analise dos preditores da IL6 foram utilizadas como variaveis
independentes a presenca de DPOC, o tabagismo, a idade, o sexo masculino e as
concentracdes dos AGEs. Os AGEs (p=0,03) apresentaram associacdo positiva com
as concentracbes de IL6. As outras varidveis ndo apresentaram associagoes

(Tabela 8).
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Tabela 8. Regressao linear multipla para concentracdes da IL6

Variavel Dependente Variaveis Coeficiente (95% IC) valor p
Idade, anos 0,13 (-0,06; 0,20) 0,29
Sexo masculino -0,05 (-3,35; 1,90) 0,58
IL6 (R2 =0.13) Tabagismo (presente) 0,14 (-0,80; 4,11) 0,18
DPOC (presente) 0,10 (-1,74;4,17) 0,41
AGEs, ug/L 0,22 (47,37; 1097,43) 0,03

DPOC: doenca pulmonar obstrutiva crénica, IL6: interleucina 6, AGEs: produtos finais de glicagdo avancada.

Na andlise dos preditores da inflamacdo sistémica (PCR) foram

utilizadas como varidveis independentes a presenca de DPOC, o tabagismo, a

idade, o sexo masculino e as concentracdes dos marcadores de estresse oxidativo
e de inflamacdo sistémica (AGEs, TNFR1 e TNFR2). A Tabela 9 mostra os trés
modelos. Os AGEs (p=0,03), o tabagismo (p=0,03), o TNFR1 (p=0,006) e o TNFR2

(p=0,001) apresentaram associacdo positiva com as concentracées de PCR. As

outras varidveis ndo apresentaram associa¢des (Tabela 9).

Tabela 9. Regressdo linear multipla para concentracdes da PCR

Variavel Dependente Variaveis Coeficiente (95% IC) valor p
Idade, anos 0,11 (-0,69;1.74) 0,39
Sexo masculino 0,09 (-1,31; 3,56) 0,36
PCR (R?=0.10) Tabagismo (presente) 0,15 (-0,65; 3,88) 0,16
DPOC (presente) 0,35 (-2,3; 3,08) 0,77
AGEs, pg/L 0,22 (30,27; 1002,72) 0,03
Idade, anos 0,01 (-0,11; 0,13) 0,92
Sexo masculino 0,07 (-1,51; 3,22) 0,47
PCR (R2=0.13) Tabagismo (presente) 0,22 (0,14; 4,40) 0,03
DPOC (presente) -0,01 (-2,75; 2,50) 0,92
TNFR1, mg/L 0,31 (0,00; 0,05) 0,006
Idade, anos 0,02 (-0,10; 0,12) 0,86
Sexo masculino 0,10 (-1,12; 3,51) 0,30
PCR (R2=0.17) Tabagismo (presente) 0,16 (-0,42; 3,75) 0,11
DPOC (presente) -0,05 (-3,26; 1,95) 0,62
TNFR2, mg/L 0,380 (0,001; 0,003) 0,001

DPOC: doenga pulmonar obstrutiva crénica, TNFR1: receptor do fator de necrose tumoral alfa 1, TNFR2:
receptor do fator de necrose tumoral alfa 2, PCR: proteina C-reativa, AGEs: produtos finais de glicagédo

avancada.
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Na andlise dos preditores da inflamacdo sistémica (TNFR1) foram
utilizadas como varidveis independentes a presenca de DPOC, o tabagismo, a
idade, o sexo masculino e PCR. A PCR (p=0,006) apresentou associacdo positiva
com as concentracdes de TNFR1. As outras varidveis ndo apresentaram

associacoes (Tabela 10).

Tabela 10. Regressao linear multipla para concentracées do receptor de TNFR1

Variavel Dependente Variaveis Coeficiente (95% IC) valor p
Idade, anos 0,31 (0,45; 2,76) 0,007
Sexo masculino 0,01 (-21,35; 24,54) 0,89
TNFR1 (R2 =0.29) Tabagismo (presente) -0,12 (-34,15; 7,54) 0,20
DPOC (presente) 0,14 (-8,21; 41,95) 0,18
PCR, mg/L 0,25 (0,81; 4,68) 0,006

DPOC: doenga pulmonar obstrutiva crénica, TNFR1: receptor do fator de necrose tumoral alfa 1, PCR:
proteina C-reativa.

Na andlise dos preditores da inflamacdo sistémica (TNFR2) foram
utilizadas como varidveis independentes a presenca de DPOC, o tabagismo, a
idade, o sexo masculino e PCR. A presenca de DPOC (p=0,02) e a PCR (p=0,001)
apresentaram associacdo positiva com as concentracdes de TNFR2. As outras

varidveis ndo apresentaram associacdes (Tabela 11).

Tabela 11. Regressao linear multipla para concentracées do receptor de TNFR2

Variavel Dependente Variaveis Coeficiente (95% IC) valor p
Idade, anos 0,23 (0,36; 45,15) 0,04
Sexo masculino -0,07 (-629,09; 263,45) 0,41
TNFR2 (R2=0.29) Tabagismo (presente) 0,03 (-331,97; 479,01) 0,72
DPOC (presente) 0,24 (64,99; 1040,66) 0,02
PCR, mg/L 0,32 (29,40; 104,70) 0,001

DPOC: doenca pulmonar obstrutiva crénica, TNFR2: receptor do fator de necrose tumoral alfa 2, PCR:
proteina C-reativa.

Na andlise dos preditores do estado geral de saude (escore
capacidade funcional do SF-36) foram utilizadas como varidveis independentes a

presenca de DPOC, o tabagismo, a idade, o sexo masculino e as concentragdes do
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AGE. A presenca de DPOC (p=0,001) e o tabagismo (p=0,001) apresentaram
associacdo negativa com a qualidade de vida. As outras varidveis nao

apresentaram associacoes (Tabela 12).

Tabela 12. Regressdo linear multipla para qualidade de vida (escore capacidade

funcional SF-36)

Varidavel Dependente Variaveis Coeficiente (95% IC) valor p
Idade, anos -0,13 (-1,13; 0,26) 0,22
. _ Sexo masculino -0,06 (-19,12; 8,85) 0,46
Capac;jzaij:fggmonal Tabagismo (presente) -0,32 (-35,02; -9,04) 0,001
(R%=032) DPOC (presente) -0,35 (-41,16; -10,28) 0,001
AGEs, pg/L -0,15 (-5232,99; 338,51) 0,08

DPOC: doenca pulmonar obstrutiva crénica, AGEs: produtos finais de glicacdo avangada.

Na analise dos preditores da capacidade funcional de exercicio (DP6)
foram utilizadas como varidveis independentes a presenca de DPOC, o tabagismo,
a idade, o sexo masculino e as concentracdées dos receptores de TNFRL. A
presenca de DPOC (p=0,03) e o tabagismo (p=0,03) apresentaram associacdo

negativa. As outras varidveis ndo apresentaram associacdes (Tabela 13).

Tabela 13. Regressao linear multipla para capacidade funcional de exercicio (DP6)

Variavel Dependente Variaveis Coeficiente (95% IC) valor p
Idade, anos -0,12 (-3,08; 1,16) 0,37
Sexo masculino 0,23 (5,91; 84,54) 0,02
DP6 (R? = 0.20) Tabagismo (presente) -0,21 (-73,80; -2,01) 0,03
DPOC (presente) -0,25 (-93,07; -2,76) 0,03
TNFR1, mg/L -0,12 (-0,56; 0,16) 0,27

DPOC: doenga pulmonar obstrutiva cronica, DP6: distancia percorrida em seis minutos, TNFR1: receptor
do fator de necrose tumoral alfa 1.

Na andlise dos preditores da composicdo do corpo foram utilizadas
como varidveis independentes a presenca de DPOC, o tabagismo, a idade, o sexo
masculino e as concentracdes dos receptores de TNFR1. A presenca de DPOC
(p=0,008) e o tabagismo (p=0,004) apresentaram associacdo negativa com o

IMMC. As outras varidveis ndo apresentaram associacoes (Tabela 14).
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Tabela 14. Regressdo linear multipla para composicdo do corpo (IMMC)

Variavel Dependente Variaveis Coeficiente (95% IC) valor p
Idade, anos -0,17 (-0,20; 0,0) 0,06
Sexo masculino 0,67 (6,97; 10,89) <0,001
IMMC (R2 = 0.57) Tabagismo (presente) -0,21 (-4,38; -0,84) 0,004
DPOC (presente) -0,23 (-5,13; -0,80) 0,008
TNFR1, mg/L 0,11 (-0,00; 0,03) 0,15

DPOC: doenga pulmonar obstrutiva cronica, IMMC: indice de massa magra do corpo, TNFR1: receptor do fator
de necrose tumoral alfa 1.
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6. Discussao



O presente trabalho avaliou a associacdo entre estresse oxidativo e
estado inflamatorio sistémico em tabagistas, pacientes com DPOC leve/moderado
e controles ndo tabagistas. Avaliamos também o estado geral de saude, a
capacidade funcional de exercicio, a forca muscular periférica e a composicdo do
corpo nos diferentes grupos. Os principais achados foram concentra¢des mais
elevadas de mediadores da inflamacdo e de marcadores do estresse oxidativo em
tabagistas e pacientes com a doenca em fase precoce, assintomdticos, quando
comparados aos controles. Observamos também associacdo entre os marcadores
do estresse oxidativo e os inflamatérios e de ambos com o tabagismo. Entretanto,
ndo encontramos diferenca entre as concentracées dos marcadores do estresse
oxidativo entre fumantes e pacientes com DPOC ou associacdo dos marcadores de
estresse oxidativo e DPOC. O comprometimento do estado geral de saude, da
capacidade funcional de exercicio e a diminuicdo de massa magra do corpo,
embora associados ao tabagismo e a DPOC ndo foram influenciados pelos
marcadores do estado inflamatério ou do estresse oxidativo avaliados no estudo.
Verificamos aumento do estresse oxidativo, avaliado pelos AGEs nos pacientes
com DPOC leve/moderado e tabagistas em comparacdo aos controles e associacdo
positiva entre as concentracdes séricas de AGEs com tabagismo ativo e
concentracdes de IL6 e PCR. Os produtos como metilglioxal (MGO) e glioxal (GO),
os quais sdo precursores de AGEs, ndo sdo apenas metabdlitos endégenos, mas
também encontrados na fumaca de cigarro (62). Desta forma, o tabagismo pode
induzir formacdo de AGEs direta ou indiretamente via estresse oxidativo. (21,
22). Cerami et al. (1997) verificaram a indugdo de AGEs apds preparacdo in vitro
de extrato aquoso e condensado de tabaco e aumento das concentracoes de AGEs
in vivo quando compararam individuos ndo tabagistas e tabagistas (24). Este
resultado esta de acordo com estudos que mostraram associacdo positiva entre o
histéria tabdgica e concentracdes de AGEs por técnica de autofluorescéncia na
pele (63, 64). Meerwaldt et al. (2008), em estudo que avaliou 31 tabagistas e 41
ndo tabagistas verificou que além do aumento significativo das concentracdes de
AGEs no grupo tabagista, houve associacdo positiva entre histéria tabagica e AGEs
(63); a mesma associacdo foi verificada em estudo recente que avaliou 492

pacientes com doenca arterial periférica e 164 controles (64). Estudo de
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Hoonhorst et al. (2014) mostrou que histéria tabdgica apresenta maior
associagdo com AGEs na pele do que com tabagismo ativo e os autores sugerem
que a deposicdo de AGEs na pele provavelmente ocorra apés longo periodo de
agressdo oxidativa (acumulativa), por isso maior associacdo com a histdria
tabdgica do que com o estado tabdgico atual (31).

O aumento de AGEs em pacientes com DPOC também esta de acordo
com resultados de estudos prévios (30, 31). Wu et al. (2011) avaliaram a
presenca de AGEs em tecido pulmonar apds lobectomia em 20 pacientes com
DPOC [VEF; (%) = 62,7 = 1,8; VEF,/CVF = 58,0 = 1,6)] e 18 individuos sem DPOC
(VEF, (%) = 94,1 = 2,8; VEF,/CVF = 77,4 + 1,4)] e verificaram aumento das
concentracdes em vias aéreas e na parede alveolar no grupo com a doenca (30).
Estudo recente avaliou concentracbes de AGEs na pele (técnica de
autofluorescéncia) e mostrou valores superiores dos AGEs em 202 pacientes com
DPOC (leve a muito grave) quando comparados a 193 tabagistas e controles, mas
os autores ndo identificaram diferenca entre os estadios de acordo com a
classificacio GOLD (31). Portanto, os AGEs na pele estavam elevados nos
pacientes com DPOC, com qualquer gravidade da doenca, quando comparados a
controles independentemente da idade e do estado tabdgico (31). No presente
estudo avaliamos os AGEs séricos, por meio de ELISA, e identificamos diferenca
entre tabagistas e pacientes com DPOC quando comparados a controles; nao
encontramos diferenca entre os tabagistas e pacientes com a doenca ou
associacdo com a idade. Identificamos apenas um estudo que avaliou N-
carboximetil-lisina plasmatico (AGE bem estabelecido na literatura) por meio de
ELISA, método utilizado em nosso estudo, em pacientes com Insuficiéncia
Cardiaca Congestiva (ICC), DPOC, ICC associada a DPOC e controles (tabagistas e
ndo tabagistas) e os autores nao identificaram diferenca significante em pacientes
com DPOC quando comparados a controles (65).

A associacdo encontrada em nosso estudo entre AGEs e IL6 esta de
acordo com dados da literatura que analisaram os efeitos dos AGEs na producéo
de citocinas e sugerem associacdo dose dependente de AGEs e concentracdes de
IL6 (66, 67). Hein et al. (2005) avaliaram as concentracdes de pentosinida

(exemplo de AGE) verificaram correlacdo significativa com as concentragdes
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séricas de IL6 (66). Chen et al. (2013), avaliaram o efeito da estimulacdo de
condrdcitos humanos com AGEs e mostraram que o aumento das concentragdes
de AGEs desencadeia o aumento das concentracdes de IL6 (67). Verificamos
também associacdo positiva entre AGEs e PCR; esta associacdo foi descrita
anteriormente em estudo que avaliou 156 pacientes com diagnéstico de infarto
agudo do miocardio (68). Nagano et al. (2011) avaliaram pacientes em
hemodialise, e apds andlise multivariada, verificaram que as concentracbes de
AGEs teciduais sdo determinantes das concentracdes de PCR (69). Resultado de
investigacdo realizada em 2011 sugere que os AGEs nédo estimulam diretamente
os hepatdcitos para a producdo de PCR, mas de forma indireta eles aumentam a
expressao deste mediador por meio da estimulacdo da IL6 (70).

Em resumo, os resultados do presente estudo reforcam os relatos da
literatura de que os pacientes com DPOC e tabagistas apresentam aumento do
estresse oxidativo, avaliado pelas concentracées dos AGEs. Mostram também que
as concentracoes de AGEs estdo associadas com mediadores inflamatorios
envolvidos na fisiopatologia das alteracdes pulmonares presentes no tabagismo e
na DPOC, como IL6 e PCR (40).

Em nosso trabalho avaliamos o RAGE soltivel que atua como receptor
chamariz para moléculas de AGEs circulantes e inibe a ativacdo exacerbada do
processo inflamatério (71). Nado verificamos diferenca nas concentracdes de
SRAGE entre os grupos. Este dado ¢ similar ao descrito por Iwamoto et al. (2014)
que também nado mostraram diferenca na concentracdo sérica de sRAGE entre
DPOC moderado e tabagistas (72). Entretanto, a maioria dos resultados de
estudos prévios mostram resultados diferentes. Em 2011, estudos de Smith et al.
e Miniatti et al. mostraram valores significantes menores de SRAGE em pacientes
com DPOC que em controles sem obstrucdo ao fluxo aéreo, associacdo positiva do
SRAGE com valores do VEF, e associacdo negativa das concentracdes de sRAGE
com a presenca da DPOC (35, 36). Dados do ECLIPSE e TESRA (GOLD II - IV)
foram analisados para avaliar a associacdo entre concentracbes de sRAGE,
presenca e gravidade da DPOC. Os resultados mostram que as concentracgoes de
SRAGE foram significativamente menores em pacientes com DPOC em

comparacdo a tabagistas e ndo tabagistas. Confirmaram também a associacédo
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negativa entre sRAGE e estadio da doenca, ou seja, quanto mais grave a obstrucéo
menores as concentragdes do receptor (73). Outros estudos recentes confirmam
as menores concentracdes de sSRAGE em tabagistas e pacientes com DPOC quando
comparados a controles (33,34). Observaram valores menores de sRAGE em ex-
tabagistas sem DPOC quando comparados aqueles que nunca fumaram (34) e que
menores concentracoes de sRAGE foram associadas com o declinio nos valores de
VEF,/CVF (33).

Alguns fatores podem influenciar a concentracdo de sRAGE.
Pesquisas sugerem que a liberacdo de sRAGE pelo organismo exerce um papel
protetor que atenua a progressdo da doenca. Smith et al. (2011) especulam que a
alta expressdo de mRAGE (RAGE expresso na membrana celular no pulmao) de
pacientes com DPOC pode estar associada com baixas concentracdes de sRAGE e
pode ser um marcador de deficiéncia do controle inflamatério (35).
Alternativamente, as concentracdes reduzidas de sRAGE podem identificar
individuos expostos a altas concentracdes de ligantes do RAGE ou de outros
mediadores inflamatérios (35). Assim, fumantes com valores diminuidos de
SRAGE poderiam estar predispostos a maior inflamacdo e lesdo tecidual e
portanto mais propensos a desenvolver DPOC. Na analise dos dados do TESRA nao
foi identificada diferenca nas concentracdes do sRAGE quando comparado DPOC
IT vs DPOC III; entretanto, foi verificada associacdo entre sRAGE e enfisema apoés
ajuste para espirometria e varidveis demograficas. De acordo com os dados
analisados do estudo TESRA, Cheng et al. (2014) sugerem que o biomarcador
SRAGE pode estar associado ao enfisema independentemente do estadio da
doenca (73). Em resumo, as concentracdes sSRAGE tém sido associadas a gravidade
do enfisema, capacidade de difusdo prejudicada e inflamacdo das vias aéreas, o
que apoia um possivel papel do SRAGE na integridade alveolar e suas propriedades
protetoras (36, 71-73). De fato, dados da literatura sugerem associacdo negativa
entre enfisema mais grave e concentracées de sRAGE independentemente do sexo,
idade, limitacdo ao fluxo aéreo, IMC e tabagismo ativo. Como em nosso estudo
ndo realizamos tomografia computadorizada nado quantificamos o grau de
enfisema que poderia contribuir para as concentracbes do sRAGE. Além disso, os

pacientes com DPOC tinham obstrucdao leve ou moderada que pode estar
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associada com menor intensidade de enfisema e inflamacdo. Portanto, como nio
se observou diferenca significativa nas concentracdes circulantes de sRAGE entre
tabagistas e pacientes com DPOC, podemos especular que a deficiéncia deste
receptor soluivel pode estar associada a DPOC mais avancada e envolvida na
patogénese do enfisema e possivelmente propiciar alvos para novos tratamentos
(74). Nossos dados sugerem que o sRAGE ndo é marcador para doenca precoce da
DPOC; entretanto, estudos em grande escala sdo necessdrios para determinar a
utilizacdo do sSRAGE como marcador diagndstico precoce ou de enfisema.

Na avaliacdo da inflamacdo sistémica, nosso estudo mostrou que
tabagistas e pacientes com DPOC apresentaram concentragdes significativamente
mais elevadas da PCR quando comparados aos controles. Nossos dados estdo de
acordo com estudos recentes (40, 75-77). No mesmo sentido, Serapinas et al.
(2011) mostraram que tabagistas apresentam maiores concentra¢des de PCR em
comparacdo a individuos que nunca fumaram (75). Ndo encontramos diferenca
entre os grupos tabagistas e DPOC, resultado similar ao obtido em estudo recente
que avaliou individuos saudaveis, tabagistas sem DPOC e tabagistas com DPOC
(77). Entretanto, no estudo ECLIPSE foi verificado aumento da proporcdo de
pacientes com DPOC que tinham maiores concentracdes de PCR em relacdo aos
tabagistas (40). Por outro lado, no acompanhamento da amostra os autores
verificaram presenca e manutencdo da inflamacdo sistémica em proporcao
limitada dos pacientes, dados que sugerem variabilidade dos mediadores
inflamatérios ao longo do tempo em tabagistas e pacientes com DPOC (78).

Outro achado do presente estudo foi o aumento das concentragdes
do TNFR2 nos pacientes com DPOC em relacdo aos controles, entre o grupo DPOC
quando comparado aos tabagistas e associacdo positiva entre TNFR2, DPOC e
concentracdes de PCR. Estudo mostrou aumento das concentracbes deste
receptor em tabagistas e pacientes com DPOC; entretanto, ndo encontraram
diferenca estatisticamente significante entre os pacientes e os tabagistas sem a
doenca (77). D’Hulst et al. (2006) sugerem que ambos os receptores contribuem
na patogénese da DPOC, mas o TNFR2 parece estar mais ativo no
desenvolvimento da inflamacdo e obstrucio ao fluxo aéreo (79). Estudo

experimental avaliou as concentracbes de TNFR1 e TNFR2 em momento basal e
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ap0ds seis meses de exposicdo ao tabaco em ratos controles, com deficiéncia de
TNFR1 e com deficiéncia de TNFR2 (79). Os autores verificaram aumento das
concentracdes dos dois receptores apds exposicdo ao tabaco, mas o aumento
relativo de TNFR2 foi maior em comparacdo ao TNFR1. Ndo verificamos
diferencas de concentracdes de TNFR1 entre os grupos estudados; dados que
estdo de acordo com estudo realizado em 2014 (77). As concentracdes de TNFR1
estavam associadas com o aumento das concentracdes de PCR, de acordo com
estudo realizado em 2010 (80) que também identificou associagdo positiva entre
os marcadores. O envolvimento real dos receptores de TNFa na patogénese da
DPOC permanece desconhecido e o mecanismo que determinara qual efeito sera
dominante ainda nao esta totalmente esclarecido.

Em resumo, tabagistas e pacientes com obstrucdo leve/moderada
apresentam concentracées mais elevadas de mediadores inflamatdrios em
comparacdo a individuos que nunca fumaram. O TNFR2 foi o tinico indicador de
inflamacdo que diferiu entre os grupos tabagistas e DPOC. O papel do TNFR2 nao
esta bem estabelecido na literatura; além de funcdo acessoria, ha evidéncias de
que ele module a inflamacdo mediada pelo TNFa e ative a apoptose. O aumento
do TNFR2 sugere maior intensidade da inflamacdo em individuos com a doenca,
mesmo em estdgio inicial, independentemente do tabagismo ativo, uma vez que
56% dos pacientes com DPOC eram ex-tabagistas. As concentracdes dos demais
marcadores foram similares entre tabagistas e pacientes com DPOC, o que pode
ser parcialmente explicado pelo estadio precoce da doenca, onde nao ha processo
inflamatorio intenso e destruicdo alveolar em estagio avancado.

Em nosso estudo, tabagistas apresentaram aumento do nimero de
leucdcitos em comparacdo a controles e de linfocitos em comparacdo a controles
e pacientes com DPOC. De fato, estudos apontam aumento das células brancas em
tabagistas (81, 82). Tanni em 2008 avaliou tabagistas e individuos sauddveis e
verificou aumento na contagem dos leucdcitos entre os tabagistas (81). Estudo
recente avaliou 40 tabagistas e 40 controles reafirmam a hipdétese que tabagistas
apresentam maior numero de leucécitos quando comparado a individuos que

nunca fumaram (82).
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Em relacdo as concentracdes das enzimas hepaticas, apenas a
fosfatase alcalina estava mais elevada no grupo tabagista em comparacdo aos
pacientes com DPOC e controles. Este achado estd de acordo com estudo que
avaliou individuos do sexo masculino, com idade entre 40 e 59 anos, sem historia
de doenca cardiaca (83). O tabagismo estava associado de forma significativa com
maiores concentracdes da fosfatase alcalina. No mesmo sentido, Sripanidkulchai
et al. (2004) avaliaram amostras de sangue de individuos que participaram do
programa de rastreamento de cancer e verificaram que tabagistas apresentaram
maior concentracdes de fosfatase alcalina em comparacdo a nao tabagistas (84).
Na avaliacdo do perfil lipidico, verificamos em nossa amostra aumento das
concentracdes de LDL e triglicérides em tabagistas em comparacdo aos controles
e pacientes com obstrucdo ao fluxo aéreo. Estudos recentes sugerem maiores
concentracgdes de triglicérides em tabagistas (82, 85, 86). Em relacdo a varidvel
lipidica LDL, hd divergéncias na literatura. Nossos dados estdo de acordo com
estudo de Anandha Lakshmi et al. (2013) que mostrou concentracbes mais
elevadas de LDL em tabagistas quando comparado a nao tabagistas (82). Por
outro lado, dados de Slagter et al. (2013) nao verificaram diferenca entre o
grupo tabagistas e controles, mas apenas entre ex-tabagistas e controles (86).
Ainda, estudo realizado em 2014 nio identificou diferenca estatisticamente
significante entre tabagistas, ex-tabagistas e ndo tabagistas (85).

Em resumo, o aumento da contagem de leucécitos entre os
tabagistas pode ser devido a liberacdo de catecolaminas induzida pela nicotina.
Além disso, a fumaca do cigarro pode prover inflamacdo nas vias aéreas e assim,
aumentar o niimero de leucdcitos em tabagistas (82). Importantes alteracdes em
mecanismos funcionais e metabdlicos tém sido descritas para explicar os efeitos
nocivos do tabaco no sistema cardiovascular, entre as quais modificacdes nas
concentracdes de lipoproteinas plasmdticas vém sendo bem documentadas.
Quando comparados aos ndo fumantes, os adultos fumantes tendem a apresentar
um perfil plasmatico aterogénico mais comprometido (87).

O grupo composto por pacientes com DPOC I/II apresentou maior
comprometimento do estado geral de satide quando comparado aos controles nos

seguintes dominios do SF-36: capacidade funcional, limitacdo aspectos fisicos, dor,
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vitalidade e limitacdo dos aspectos mentais. Além disso, a presenca de DPOC e
tabagismo estavam associados ao maior comprometimento da capacidade
funcional. Estudo recente avaliou 100 pacientes com doenca leve/moderada e
1220 controles e verificou maior comprometimento nos escores de capacidade
fisica nos pacientes com obstrucdo moderada quando comparados aos controles
(88). Em nosso estudo, o grupo tabagista mostrou maior comprometimento da
qualidade de vida em comparacdo aos controles no escore da capacidade
funcional. Este dado estd de acordo com estudo que avaliou tabagistas ativos, ex-
tabagistas e individuos que nunca fumaram (89). Os autores estratificaram a
populacdo tabagista de acordo com o niimero de cigarros consumidos por dia e
verificaram comprometimento no escore capacidade funcional do questiondrio
SF-36 entre os tabagistas quando comparado aos controles (89). No mesmo
sentido, estudo que avaliou alteracdes na qualidade de vida doze meses apods a
cessacdo do tabagismo mostrou escores significativamente maiores nos 40 ex-
tabagistas quando comparados aos 20 tabagistas ativos (90). Além disso,
Goldenberg et al. em revisdo realizada em 2014, também mostraram maior
comprometimento do estado geral de satide de tabagistas (91).

Adicionalmente, avaliamos os escores de ansiedade e depressdo nos
trés grupos. Embora tabagistas apresentassem escores mais elevados de ansiedade
quando comparados aos controles e pacientes com DPOC e depressdo quando
comparados aos controles, a maioria foi classificada como improvavel. Dados da
literatura mostraram associacdo entre escores de ansiedade e depressdo e a
presenca de tabagismo (92). Saravanan et al. (2014) avaliaram 780 estudantes
de graduacédo e destes106 eram tabagistas e apresentaram maior prevaléncia dos
escores de ansiedade e depressdo quando comparados a nao tabagistas (92). Em
nosso estudo ndo encontramos associacdo entre qualidade de vida e mediadores
da inflamacéao e de estresse oxidativo.

Na avaliacdo da capacidade funcional de exercicio, os pacientes com
DPOC caminharam distancia inferior quando comparados apenas aos controles e
a DP6 estava associada com o tabagismo e a DPOC. Nossos dados estdo de acordo
com estudo que avaliou 1202 pacientes com DPOC leve a grave [VEF(%) = 62 *

23] e 302 controles verificou maior comprometimento da capacidade de exercicio
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nos pacientes com a doenca. Além disso, os autores verificaram que a presenca de
DPOC estava associada de forma negativa com a DP6, independentemente do
tabagismo (93). No mesmo sentido, estudo que comparou pacientes em
diferentes estadios da DPOC (leve a muito grave) com controles saudaveis
também verificou maior comprometimento na capacidade funcional de exercicio
nos grupos com obstrucdo moderada, grave e muito grave em comparacgdo aos
individuos saudaveis (94). Identificamos estudo que avaliou individuos controles
ndo tabagistas, pacientes com DPOC tabagistas [VEF1(%) = 66 + 24] e DPOC ex-
tabagistas [VEF.(%) = 57 + 23] e os autores verificaram que pacientes tabagistas
e ex-tabagistas com DPOC (leve a grave) caminharam distancia inferior quando
comparados a nado tabagistas (95). Estudo realizado em 20 pacientes com DPOC
[VEF.(%) = 49,3 + 19,2] e 20 controles, mostrou reducdo estatisticamente
significante da distancia percorrida entre aqueles com a doenca quando
comparados aos controles (96).

Em relacdo a composicio do corpo, o grupo DPOC mostrou
diminuicdo de massa magra apenas em relacdo ao grupo controle e associacdo
negativa entre tabagismo e DPOC com o IMMC. Nossos resultados estdo de acordo
com dados da literatura (40, 97, 98). Dados do ECLIPSE mostraram que pacientes
com DPOC [VEF(%) = 48,2 + 15,6] apresentam menor IMC em comparacdo aos
controles nao tabagistas (40). De acordo com nossos dados, Pirabbasi et al.
(2012) em estudo transversal 149 pacientes com DPOC leve a muito grave e
verificaram associa¢do positiva entre valores do VEF; (L) e IMMC, ou seja, quanto
mais grave a obstrucdo menor o valor do indice (97). Estudo recente que avaliou
228 pacientes com DPOC [VEF(%) = 52,8 = 18,6] e 158 controles saudaveis
(VEF.(%) = 120,4 = 15,8] verificou reducdo significativa nos valores de IMC e
IMMC nos pacientes com obstrucdo (98). Em nosso estudo ndo encontramos
associacdo entre capacidade funcional de exercicio, composicdo do corpo e
mediadores da inflamacio e de estresse oxidativo.

Em resumo, tabagistas e pacientes com DPOC apresentam maior
comprometimento do estado geral de saude quando comparados aos individuos
sauddveis. Embora os tabagistas ndo apresentem DPOC como comorbidade e os

pacientes com a doenca serem assintomaticos, os dados do nosso estudo
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confirmam achados prévios do comprometimento da qualidade de vida nesta
populacdo. De fato, a qualidade de vida parece estar comprometida mesmo
quando a dispneia nao é fator limitante, como em pacientes com obstrucdo mais
grave. Ndo verificamos diferenca da capacidade funcional de exercicio entre
tabagistas e pacientes com DPOC. Em parte, este achado pode ser justificado pela
similaridade entre as duas populacdes. Além dos pacientes com obstrucdo
leve/moderada serem assintomaticos e classificados em estadio precoce da
doenca, tabagistas e pacientes com DPOC ndo apresentaram diferenca na
composicdo do corpo e na sensacdo de dispneia. Os pacientes com DPOC
apresentaram reducdo da massa magra do corpo apenas quando comparado a
controles. A literatura sugere alteracdo muscular, manifestacao sistémica comum
em pacientes com a doenca e mostra prevaléncia de deplecdo de massa magra
entre 25 e 35% em pacientes clinicamente estdveis (5, 99). Varias etiologias sdo
propostas para a deficiéncia nutricional observada nos pacientes com DPOC.
Entretanto, os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.
Desequilibrio entre a ingestdo e o gasto caldrico, devido a diminuicdo da ingesta
ou aumento do gasto energético, parece ser o fator envolvido na maioria dos
casos (100). Nao identificamos em nossa amostra associacdo entre composicao do

corpo e mediadores da inflamacéo e de estresse oxidativo.

Limitacoes do estudo

O presente estudo avaliou as concentracées dos indicadores de
estresse oxidativo e mediadores inflamatérios apenas no sangue periférico. Nao
avaliamos as expressdes destes marcadores em tecido pulmonar (PCR do RAGE,
AGE, IL6) e quantidade de proteinas (Western Blotting) devido a necessidade de
métodos mais invasivos (broncoscopia e bidpsia do pulmiao). Além disso, os
individuos foram avaliados em apenas um momento, o que pode interferir nos
resultados dos mediadores inflamatoérios. Embora o tamanho amostral tenha sido
suficiente para justificar nossos resultados, modelos com mais varidveis nao

puderam ser realizados para verificar maior numero de associagoes.
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Bolsa e Auxilio Regular

A aluna recebeu bolsa da Comissdo de Aperfeicoamento do Nivel
Superior (CAPES) e o projeto foi realizado com o auxilio regular concedido pela

FAPESP (Processo n°® 2012/22321-0).
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7. Conclusoes



1. Nossos achados confirmam estudos prévios que mostram aumento da
inflamacdo sistémica e do estresse oxidativo em pacientes com DPOC precoce
e tabagistas quando comparados a individuos sauddveis. A associacdo entre
marcadores do estresse oxidativo, mediadores inflamatorios e a presenca de
tabagismo e DPOC sugerem a participacdo dos produtos de glicacdo nos
mecanismos fisiopatoldgicos da doenca. Ndo encontramos evidéncias de que o

sRAGE pode identificar tabagistas que evoluem para DPOC.

2. Tabagistas e pacientes com DPOC, em fases precoces de doenca, apresentam
comprometimento do estado geral de satde, maiores indicativos de ansiedade
e depressdo, reducdo da massa magra do corpo e piora da capacidade

funcional de exercicio em comparacao a individuos saudaveis.

3. Ndo observamos associacdo entre os marcadores de estresse oxidativo e
inflamatoérios com a qualidade de vida, composicdo do corpo, e capacidade

funcional de exercico.

7. CONCLUSOES 57



8. Referéncias Bibliograficas



10.

11.

Yanbaeva DG, Dentener MA, Creutzberg EC, Wesseling G, Wouters EF.
Systemic effects of smoking. Chest 2007;131:1557-66.

WHO. World Health Organization 2014. Chronic  respiratory

disease.wwwwhoint/en. Acessado em outubro 2014.

INCA. Instituto Nacional de Cancer. www2.inca.gov.br. Acessado em

novembro 2014.

VIGITEL. Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas

por Inquérito Telefénico. 2013.

Global Strategy for the diagnosis, management, and prevention of chronic
obstructive pulmonary disease: GOLD Executive Summary update 2014.
wwwgoldcopdorg. 2014. Acessado em outubro de 2014.

Menezes A, Jardim J, Pérez-Padilla R, Camelier A, Nascimento O, Hallal PC.
Prevaléncia de doenca pulmonar obstrutiva cronica e fatores associados:

Estudo PLATINO em Sado Paulo. Cad Saude Publica 2005; 21:1565-73.

Jardim J, Oliveira J, Nascimento O. Revisdo de alguns aspectos de
epidemiologia e tratamento da doenca estdvel 2006.

www.sbpt.org.br/arquivos/Consenso. Acessado em outubro de 2014.

Campos S. Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica: mais do que apenas uma

doenca pulmonar. Bol Pneumol Sanit 2006; 14:27-32.

Lokke A, Lange P, Vestbo J, Fabricius PG. Developing COPD - 25 years follow-
up study of the general population. Ugeskr Laeger 2006;168:4422-4.

Cavalcante AG, de Bruin PF. The role of oxidative stress in COPD: current

concepts and perspectives. ] Bras Pneumol 2009;35:1227-37.

Vassalle C, Novembrino C, Maffei S, Sciarrino R, De Giuseppe R, Vigna L, et al.
Determinants of oxidative stress related to gender: relevance of age and

smoking habit. Clin Chem Lab Med 2011;49:1509-13.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 59



12.

13.

14,

15.

le6.

17.

18.

19.

20.

Jin H, Webb-Robertson B), Peterson ES, Tan R, Bigelow DJ, Scholand MB, et al.
Smoking, COPD, and 3-nitrotyrosine levels of plasma proteins. Environ

Health Perspect 2011;119:1314-20.

Garcia-Rio F, Romero D, Lores V, Casitas R, Hernanz A, Galera R, et al.
Dynamic hyperinflation, arterial blood oxygen, and airway oxidative stress in

stable patients with COPD. Chest 2011;140:961-9.

Seet RC, Lee CY, Loke WM, Huang SH, Huang H, Looi WF, et al. Biomarkers of
oxidative damage in cigarette smokers: which biomarkers might reflect acute

versus chronic oxidative stress? Free Radic Biol Med 2011;50:1787-93.

Liu J, Liang Q, Frost-Pineda K, Muhammad-Kah R, Rimmer L, Roethig H, et al.
Relationship between biomarkers of cigarette smoke exposure and
biomarkers of inflammation, oxidative stress, and platelet activation in adult

cigarette smokers. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2011;20:1760-9.

Inonu H, Doruk S, Sahin S, Erkorkmaz U, Celik D, Celikel S, et al. Oxidative
stress levels in exhaled breath condensate associated with COPD and

smoking. Respir Care 2012;57:413-9.

Ferreira AL, Salvadori DM, Nascimento MC, Rocha NS, Correa CR, Pereira EJ,
et al. Tomato-oleoresin supplement prevents doxorubicin-induced cardiac

myocyte oxidative DNA damage in rats. Mutat Res 2007;631:26-35.

Yeum KJ, Russell RM, Krinsky NI, Aldini G. Biomarkers of antioxidant
capacity in the hydrophilic and lipophilic compartments of human plasma.
Arch Biochem Biophys 2004;430:97-103.

Aldini G, Dalle-Donne I, Facino RM, Milzani A, Carini M. Intervention
strategies to inhibit protein carbonylation by lipoxidation-derived reactive

carbonyls. Med Res Rev 2007;27:817-68.

Junior D, Souza R, Santos S, DR A. Os radicais livres de oxigénio e as doencas

pulmonares. J Bras Pneumol 2005;31:60-8.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 60



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Brownlee M. Advanced protein glycosylation in diabetes and aging. Ann Rev

Med 1995;46:223-34.

Yamagishi S, Ueda S, Okuda S. Food-derived advanced glycation end products
(AGEs): a novel therapeutic target for various disorders. Curr Pharm Des

2007;13:2832-6.

Nicholl ID, Bucala R. Advanced glycation endproducts and cigarette smoking.
Cell Mol Biol 1998;44:1025-33.

Cerami C, Founds H, Nicholl I, Mitsuhashi T, Giordano D, Vanpatten S, et al.
Tobacco smoke is a source of toxic reactive glycation products. Proc Natl

Acad Sci U S A 1997;94:13915-20.

Neeper M, Schmidt AM, Brett J, Yan SD, Wang F, Pan YC, et al. Cloning and
expression of a cell surface receptor for advanced glycosylation end

products of proteins. ] Biol Chem 1992;267:14998-5004.

Schmidt AM, Yan SD, Yan SF, Stern DM. The multiligand receptor RAGE as a
progression factor amplifying immune and inflammatory responses. J Clin

Invest 2001;108:949-55.

Mukheriee T, Mukhopadhvay S, Hoidal J. Implication of receptor for
advanced glycation end product (RAGE) in pulmonary health and
pathophysiology. Respir Physiol Neurobiol 2008;162:210-5.

Buckley ST, Ehrhardt C. The receptor for advanced glycation end products
(RAGE) and the lung. ) Biomed Biotechnol 2010;2010:917108.

Sukkar MB, Ullah MA, Gan WJ, Wark PA, Chung KF, Hughes JM, et al. RAGE: a

new frontier in chronic airways disease. Br J Pharmacol 2012;167:1161-76.

Wu L, Ma L, Nicholson LF, Black PN. Advanced glycation end products and its
receptor (RAGE) are increased in patients with COPD. Respir Med
2011;105:329-36.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 61



31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

Hoonhorst SJ, Lo Tam Loi AT, Hartman JE, Telenga ED, van den Berge M,
Koenderman L, et al. Advanced glycation end products in the skin are

enhanced in COPD. Metabolism 2014;63:1149-56.

Morbini P, Villa C, Campo I, Zorzetto M, Inghilleri S, Luisetti M. The receptor
for advanced glycation end products and its ligands: a new inflammatory

pathway in lung disease? Mod Pathol 2006;19:1437-45.

Iwamoto H, Gao J, Pulkkinen V, Toljamo T, Nieminen P, Mazur W. Soluble
receptor for advanced glycation end-products and progression of airway

disease. BMC Pulm Med 2014;14:68.

Gopal P, Reynaert NL, Scheijen JL, Schalkwijk CG, Franssen FM, Wouters EF,
et al. Association of plasma sRAGE, but not esRAGE with lung function
impairment in COPD. Respir Res 2014;15:24.

Smith DJ, Yerkovich ST, Towers MA, Carroll ML, Thomas R, Upham JW.
Reduced soluble receptor for advanced glycation end-products in COPD. Eur
Respir J 2011;37:516-22.

Miniati M, Monti S, Basta G, Cocci F, Fornai E, Bottai M. Soluble receptor for
advanced glycation end products in COPD: relationship with emphysema and

chronic cor pulmonale: a case-control study. Respir Res 2011;12:37.

Levitzky YS, Guo CY, Rong J, Larson MG, Walter RE, Keaney JF, et al. Relation
of smoking status to a panel of inflammatory markers: the framingham

offspring. Atherosclerosis 2008;201:217-24.

Petrescu F, Voican SC, Silosi I. Tumor necrosis factor-alpha serum levels in
healthy smokers and nonsmokers. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis

2010;5:217-22.

Tanni SE, Pelegrino NR, Angeleli AY, Correa C, Godoy I. Smoking status and
tumor necrosis factor-alpha mediated systemic inflammation in COPD

patients. J Inflamm (Lond) 2010;7:29.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 62



40.

41.

42.

43,

vy

45.

46.

47.

438.

49.

Agusti A, Edwards LD, Rennard SI, MacNee W, Tal-Singer R, Miller BE, et al.
Persistent systemic inflammation is associated with poor clinical outcomes in

COPD: a novel phenotype. PLoS One 2012;7e37483.

Fabbri LM, Luppi F, Beghé B, Rabe KF. Update in chronic obstructive
pulmonary disease 2005. Am J Respir Crit Care Med 2006;173:1056-65.

Reichert J, Aratijo A, Gongalves C, Godoy I, Chatkin J, Sales M. Diretrizes para
cessacdo do tabagismo. J Bras Pneumol 2008;34:845-50.

Middleton ET, Morice AH. Breath carbon monoxide as an indication of

smoking habit. Chest 2000;117:758-63.

Santos U, Gannam S, Abe J, Esteves P, Filho M, Wakassa T. Emprego da
determinacdo de monodkido de carbono no ar exalado para a deteccdo do

consumo de tabaco. J Bras Pneumol 2001;27:231-6.

Standardization of Spirometry - 1987 Update. Statement of the American
Thoracic Society. Am Rev Respir Dis 1987;136:1285-98.

Pereira C, Barreto S, Simdes J, Pereira F, Gerstler J, Nakatani J. Valores de
referéncia para a espirometria em uma amostra da populacdo brasileira

adulta. J Bras Pneumol 1992;18:10-22.

Kyle UG, Bosaeus I, De Lorenzo AD, Deurenberg P, Elia M, Gémez JM, et al.
Bioelectrical impedance analysis--part I: review of principles and methods.

Clin Nutr 2004;23:1226-43.

Kyle UG, Genton L, Karsegard L, Slosman DO, Pichard C. Single prediction
equation for bioelectrical impedance analysis in adults aged 20--94 years.

Nutrition 2001;17:248-53.

Schols AM, Soeters PB, Dingemans AM, Mostert R, Frantzen PJ, Wouters EF.
Prevalence and Characteristics of Nutritional Depletion in Patients with
Stable COPD Eligible for Pulmonary Rehabilitation. Am Rev Respir Dis
1993;147:1151-6.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 63



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Mathiowetz Vv, Weber K, Volland G, Kashman N. Reliability and validity of
grip and pinch strength evaluations. J Hand Surg Am 1984;9:222-6.

Nollet F, A B. Strength assessment in postpolio syndrome: validity of a hand-
held dynamometer in detecting change. Arch Phys Med Rehabil
1990;80:1316-23.

O'Shea S, Taylor N, Paratz J. Measuring muscle strength for people with
pulmonary disease: retest reliability of hand-held dynamometry. Arch Phys
Med Rehabil 2007;88:32-6.

Possani H, Carvalho M, Probst V, Pitta F, Brunetto A. Comparison between
the reduction in muscle force in upper and lower limbs after a fatigue
protocol in patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease

(COPD) ASSOBRAFIR Ciéncia 2009:33-43.

Coronell C, Orozco-Levi M, Méndez R, Ramirez-Sarmiento A, Galdiz JB, Gea .
Relevance of assessing quadriceps endurance in patients with COPD. Eur

Respir J 2004;24:129-36.

Maffiuletti NA, Bizzini M, Desbrosses K, Babault N, Munzinger U. Reliability
of knee extension and flexion measurements using the Con-Trex isokinetic

dynamometer. Clin Physiol Funct Imaging 2007;27:346-53.

Martin HJ, Yule V, Syddall HE, Dennison EM, Cooper C, Aihie Sayer A. Is hand-
held dynamometry useful for the measurement of quadriceps strength in
older people? A comparison with the gold standard Bodex dynamometry.
Gerontology 2006;52:154-9.

Crapo RO, Casaburi R, Coates AL, Enright PL, MacIntyre NR, McKay RT, et al.
ATS statement: Guidelines for the six-minute walk test. Am J Respir Crit Care

Med 2002;166:111-7.

Borg. Escala CR10 de Borg. In: Borg G, Escalas de Borg para dor e esforco
percebido. 1%ed. Sdo Paulo Manole 2000:43-7.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 64



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Ciconelli RM, Ferraz MB, Santos W, Meinao I, Quaresma MR. Traducdo para a
lingual portuguesa e validacdo do questiondrio genérico de avaliacdo de

qualidade de vida SF-36 (Brasil SF-36). Rev Bras Reumatol 1999;39:143-150.

Zigmond AS, Snaith RP. The hospital anxiety and depression scale. Acta
Psychiatr Scand 1983;67:361-70.

Botega NJ, Bio MR, Zomignani MA, Garcia C, Pereira WA. Mood disorders
among inpatients in ambulatory and validation of the anxiety and

depression scale HAD. Rev Saude Publica 1995;29:355-63.

Li X, Zheng T, Sang S, Lv L. Quercetin inhibits advanced glycation end
product formation by trapping methylglyoxal and glyoxal. J Agric Food
Chem 2014;62:12152-8.

Meerwaldt R, Links T, Zeebregts C, Smit A. Re: "plasma fluorescent oxidation
products as potential markers of oxidative stress for epidemiologic studies".

Am ] Epidemiol 2008;167:756-7.

de Vos LC, Noordzij MJ, Mulder DJ, Smit AJ, Lutgers HL, Dullaart RP, et al.
Skin autofluorescence as a measure of advanced glycation end products
deposition is elevated in peripheral artery disease. Arterioscler Thromb Vasc

Biol 2013;33:131-8.

Boschetto P, Campo I, Stendardo M, Casimirri E, Tinelli C, Gorrini M, et al.
Plasma sRAGE and N-(carboxymethyl) lysine in patients with CHF and/or
COPD. Eur J Clin Invest 2013;43:562-9.

Hein GE, Kohler M, Oelzner P, Stein G, Franke S. The advanced glycation end
product pentosidine correlates to IL-6 and other relevant inflammatory

markers in rheumatoid arthritis. Rheumatol Int 2005;26:137-41.

Chen Y], Sheu ML, Tsai KS, Yang RS, Liu SH. Advanced glycation end products
induce peroxisome proliferator-activated receptor y down-regulation-related
inflammatory signals in human chondrocytes via Toll-like receptor-4 and

receptor for advanced glycation end products. PLoS One 2013;8:e66611.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 65



68.

69.

70.

71.

72.

73.

/4.

Paradela-Dobarro B, Raposeiras-Roubin S, Rodifio-Janeiro BK, Grigorian-
Shamagian L, Garcia-Acuna JM, Aguiar-Souto P, et al. Statins modulate
feedback regulation mechanisms between advanced glycation end-products
and C-reactive protein: evidence in patients with acute myocardial

infarction. Eur J Pharm Sci 2013;49:512-8.

Nagano M, Fukami K, Yamagishi S, Sakai K, Kaida Y, Matsumoto T, et al.
Tissue level of advanced glycation end products is an independent
determinant of high-sensitivity C-reactive protein levels in haemodialysis

patients. Nephrology (Carlton) 2011;16:299-303.

Li J, Hou F, Guo Z, Shan Y, Zhang X, Liu Z. Advanced glycation end products
upregulate C-reactive protein synthesis by human hepatocytes through
stimulation of monocyte IL-6 and IL-1 beta production. Scand J Immunol

2007;66:555-62.

Sukkar MB, Wood LG, Tooze M, Simpson JL, McDonald VM, Gibson PG, et al.
Soluble RAGE is deficient in neutrophilic asthma and COPD. Eur Respir J
2012;39:721-9.

Iwamoto H, Gao J, Koskela J, Kinnula V, Kobayashi H, Laitinen T, et al.
Differences in plasma and sputum biomarkers between COPD and COPD-

asthma overlap. Eur Respir J 2014;43:421-9.

Cheng DT, Kim DK, Cockayne DA, Belousov A, Bitter H, Cho MH, et al.
Systemic soluble receptor for advanced glycation endproducts is a
biomarker of emphysema and associated with AGER genetic variants in

patients with chronic obstructive pulmonary disease. Am ] Respir Crit Care

Med 2013;188:948-57.

Carolan BJ, Hughes G, Morrow J, Hersh CP, O'Neal WK, Rennard S, et al. The
association of plasma biomarkers with computed tomography-assessed

emphysema phenotypes. Respir Res 2014;15:127.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 66



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Serapinas D, Narbekovas A, Juskevicius J, Sakalauskas R. Systemic
inflammation in COPD in relation to smoking status. Multidiscip Respir Med

2011;6:214-9.

Tonstad S, Cowan JL. C-reactive protein as a predictor of disease in smokers

and former smokers: a review. Int J Clin Pract 2009;63:1634-41.

Ji J, von Schéele I, Bergstrom J, Billing B, Dahlén B, Lantz AS, et al.
Compartment differences of inflammatory activity in chronic obstructive

pulmonary disease. Respir Res 2014;15:104.

Vestbo J, Agusti A, Wouters EF, Bakke P, Calverley PM, Celli B, et al. Should
we view chronic obstructive pulmonary disease differently after ECLIPSE? A
clinical perspective from the study team. Am ] Respir Crit Care Med

2014;189:1022-30.

D'hulst AL, Bracke KR, Maes T, De Bleecker JL, Pauwels RA, Joos GF, et al. Role
of tumour necrosis factor-alpha receptor p75 in cigarette smoke-induced

pulmonary inflammation and emphysema. Eur Respir J 2006;28:102-12.

Haren MT, Malmstrom TK, Miller DK, Patrick P, Perry HM, Herning MM, et al.
Higher C-reactive protein and soluble tumor necrosis factor receptor levels
are associated with poor physical function and disability: a cross-sectional
analysis of a cohort of late middle-aged African Americans. ] Gerontol A Biol

Sci Med Sci 2010;65:274-81.

Tanni SE. Tese Doutorado. Estado inflamatodrio sistémico e gravidade da
doenca pulmonar obstrutiva cronica. Faculdade de Medicina de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2008.

Anandha Lakshmi A, Lakshmanan A, Ganesh Kumar P, Saravanan A. Effect of
Intensity of Cigarette Smoking on Haematological and Lipid
Parameters Journal of Clinical and Diagnostic Research. J Clin Diagn Res

2014,;8:BC11-3.

Wannamethee SG, Shaper AG. Cigarette smoking and serum liver enzymes:

the role of alcohol and inflammation. Ann Clin Biochem 2010;47:321-6.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 67



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Sripanidkulchai B, Areejitnusorn P, Sriamporn S, Sripanidkulchai K, Kamsa-
ard S. Serum gamma-glutamyl transpeptidase and alkaline phosphatase of
people in Khon Kaen, the northeastern Thailand. Asian Pac J Cancer Prev

2004,;5:54-7.

Horie M, Noguchi S, Tanaka W, Goto Y, Yoshihara H, Kawakami M, et al.
Relationships among smoking habits, airflow limitations, and metabolic

abnormalities in school workers. PLoS One 2013:8:e81145.

Slagter SN, van Vliet-Ostaptchouk JV, Vonk JM, Boezen HM, Dullaart RP,
Kobold AC, et al. Associations between smoking, components of metabolic

syndrome and lipoprotein particle size. BMC Med 2013;11:195.

Guedes DP, Guedes JE, Barbosa DS, de Oliveira JA. Tobacco use and plasma
lipid-lipoprotein profile in adolescents. Rev Assoc Med Bras 2007;53:59-63.

Wacker ME, Hunger M, Karrasch S, Heinrich J, Peters A, Schulz H, et al.
Health-related quality of life and chronic obstructive pulmonary disease in
early stages - longitudinal results from the population-based KORA cohort in
a working age population. BMC Pulm Med 2014;14:134.

Guitérrez-Bedmar M, Segui-Gomez M, Goémez-Gracia E, Bes-Rastrollo M,
Martinez-Gonzédlez MA. Smoking status, changes in smoking status and
health-related quality of life: findings from the SUN ("Seguimiento
Universidad de Navarra”) cohort. Int J Environ Res Public Health
2009;6:310-20.

Sales MP, Oliveira MI, Mattos IM, Viana CM, Pereira ED. The impact of
smoking cessation on patient quality of life. ] Bras Pneumol 2009;35:436-41.

Goldenberg M, Danovitch I, IsHak WW. Quality of life and smoking. Am |
Addict 2014;23:540-62.

Saravanan C, Heidhy I. Psychological problems and psychosocial predictors
of cigarette smoking behavior among undergraduate students in Malaysia.

Asian Pac J Cancer Prev 2014;15:7629-34.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 68



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Eisner MD, Blanc PD, Yelin EH, Sidney S, Katz PP, Ackerson L, et al. COPD as a
systemic disease: Impact on physical functional limitations. Am J Med

2008;121:789-96.

Ilgin D, Ozalevli S, Kilinc O, Sevinc C, Cimrin AH, Ucan ES. Gait speed as a
functional capacity indicator in patients with chronic obstructive pulmonary

disease. Ann Thorac Med 2011;6:141-6.

Diaz O, Parada A, Ramos C, Klaassen J, Carlos Diaz J, Andresen M, et al. C-
Reactive protein levels in patients with chronic obstructive pulmonary

disease. Rev Med Chile 2012;140:569-78.

Calik-Kutukcu E, Savci S, Saglam M, Vardar-Yagli N, Inal-Ince D, Arikan H, et
al. A comparison of muscle strength and endurance, exercise capacity,
fatigue perception and quality of life in patients with chronic obstructive
pulmonary disease and healthy subjects: a cross-sectional study. BMC Pulm

Med 2014;14:6.

Pirabbasi E, Najafiyan M, Cheraghi M, Shahar S, Abdul Manaf Z, Rajab N, et
al. Predictors' factors of nutritional status of male chronic obstructive

pulmonary disease patients. ISRN Nurs 2012;2012:782626.

Breyer MK, Spruit MA, Hanson CK, Franssen FM, Vanfleteren LE, Groenen
MT, et al. Prevalence of metabolic syndrome in COPD patients and its

consequences. PLoS One 2014;9:e98013.

Anker SD, John M, Pedersen PU, Raguso C, Cicoira M, Dardai E, et al. ESPEN
Guidelines on Enteral Nutrition: Cardiology and pulmonology. Clin Nutr

2006;25:311-8.

Dourado VZ, Tanni SE, Vale SA, Faganello MM, Sanchez FF, Godoy I. Systemic
manifestations in chronic obstructive pulmonary disease. ] Bras Pneumol

2006;32:161-71.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 69



9. Anexos



Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Grupo Tratado)

Titulo da pesquisa: “ASSQCIACAO ENTRE ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E
MANIFESTACOES SISTEMICAS EM TABAGISTAS E PACIENTES COM DPOC LEVE E
MODERADO”

O objetivo deste estudo serd avaliar o estado nutricional, a fun¢cdo muscular, a inflamag@o no sangue, a
quantidade de gordura e de musculos do corpo, o estado geral de saide e a capacidade de caminhar de fumantes
sem doenca pulmonar e em pacientes com bronquite cronica ou enfisema pulmonar. O (A) Sr. (a.) estd sendo
convidado para participar deste estudo porque tem o diagndstico de tabagismo, de bronquite cronica ou de
enfisema pulmonar.

Durante a realiza¢do do estudo, o (a) Sr.(a.) terd seu peso e estatura medidos e deverd caminhar, sob
supervisdo, durante 6 minutos. Deverd também responder a questiondrios para avaliar a intensidade da sua falta
de ar e medir os efeitos da doenga na sua satude, durante aproximadamente 10 minutos. Serd submetido a coleta
de 20 ml de sangue venoso para dosagem de substancias que mostram a intensidade da inflamacdo. Esses
exames sdo regularmente utilizados na avalia¢do de pacientes com bronquite crdnica ou enfisema pulmonar e os
riscos associados aos procedimentos utilizados na realizacdo do estudo sdo minimos. O estudo ndo envolve
qualquer alterag@o nos tratamentos que esteja recebendo e a maioria das informacdes serd obtida por meio de
questiondrios e exames ndo associados com qualquer risco. O teste de caminhada tem risco minimo porque
reproduz a atividade didria de caminhar, apenas de forma controlada.

Caso durante o estudo seja identificado algum problema de saide que ndo esteja sob tratamento médico
o (a) Sr.(a.) serd encaminhado para tratamento adequado sem nenhum custo.

As suas informagdes e dados pessoais serdo utilizados apenas em reunides de cardter cientifico e serdo
mantidos em sigilo profissional.

Qualquer divida em relacdo ao estudo serd imediatamente esclarecida pelos pesquisadores ou pelo
Comité de Etica em Pesquisa, e o (a) Sr. (a.) estard livre para retirar seu consentimento e desistir de participar do
estudo, em qualquer momento, sem interferéncia no tratamento que recebe na instituicao. Ao entrar nesse estudo,
sua identidade ndo serd revelada.

Eu entendo o que foi descrito acima e dou meu
consentimento para ser incluido neste estudo.

Assinatura do participante

Eu declaro que expliquei ao participante acima a natureza e os objetivos da pesquisa, os provaveis beneficios
e possiveis riscos associados com a participacdo neste estudo. Este documento serd elaborado em 2 vias,
sendo uma entregue ao participante e outra serd mantida em arquivo.

Assinatura da pesquisadora

Responsdvel Legal: Data:

Pesquisadora: Laura Miranda de Oliveira Caram
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801171

Email: laucaram@hotmail.com
Orientadora: Irma de Godoy
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801171

Email: irma@fmb.unesp.br
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Co-orientadora: Suzana Erico Tanni
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000
Tel: 14-38801171
Email: suzanapneumo @hotmail.com

Colaboradora: Camila Renata Corréa
Departamento de Clinica Médica — Laboratério Experimental
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38116339

Email: ccorrea@fmb.unesp.br

Colaboradora: Renata Ferrari
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801171

Email: renataferrarifisio@ gmail.com

Colaborador: André Luis Bertani
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801171

Email: andrelubert@gmail.com

Colaborador: Mariana Gobbo Braz
Departamento de Anestesiologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000
Tel: 14-38801650
Email: mgbraz@hotmail.com

Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801608/38801609
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Anexo 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Grupo Controle)

Titulo da pesquisa: “ASS(A)CIA(;AO ENTRE ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E
MANIFESTACOES SISTEMICAS EM TABAGISTAS E PACIENTES COM DPOC LEVE E
MODERADQO”

O objetivo deste estudo serd avaliar o estado nutricional, a fun¢cdo muscular, a inflamag@o no sangue, a
quantidade de gordura e de musculos do corpo, o estado geral de saide e a capacidade de caminhar de fumantes
sem doenc¢a pulmonar e em pacientes com bronquite cronica ou enfisema pulmonar. O (A) Sr. (a.) estd sendo
convidado a participar porque ndo apresenta as doengas avaliadas neste estudo e os dados da sua avaliacdo
servirdo apenas para comparacdo com aqueles obtidos nos pacientes fumantes ou com doenga pulmonar.

Durante a realizacdo do estudo, o (a) Sr.(a.) terd seu peso, estatura e for¢ca muscular medidos e as
quantidades de gordura e musculo do seu corpo serdo estimadas. O (A) Sr.(a.) deverd caminhar, sob supervisdo,
durante 6 minutos e responder a questiondrios para avaliar a sua qualidade de vida, durante aproximadamente 10
minutos e identificar eventuais sintomas de ansiedade e/ou depressdo. Serd coletado 20 ml do seu sangue venoso
para avaliar se o (a) Sr.(a.) tem algum grau de inflamac@o.

Os riscos associados aos procedimentos utilizados na realizacdo do estudo sdo minimos. O teste de
caminhada reproduz a atividade didria de caminhar, apenas de forma controlada.

As suas informacdes e dados pessoais serdo utilizados apenas em reunides de cardter cientifico e serdo
mantidos em sigilo profissional. O (A) Sr.(a.) serd informado sobre os resultados dos seus exames € na
eventualidade de alguma alteracdo ser encontrada terd os esclarecimentos necessdrios e serd encaminhado para
tratamento quando indicado.

Qualquer divida em relacdo ao estudo serd imediatamente esclarecida pelos pesquisadores ou pelo
Comité de Etica em Pesquisa, e o (a) Sr. (a.) estard livre para retirar seu consentimento e desistir de participar do
estudo, em qualquer momento, sem interferéncia no relacionamento que tem com a instituicdo. Ao entrar nesse
estudo, sua identidade ndo sera revelada.

Eu entendo o que foi descrito acima e dou meu
consentimento para ser incluido neste estudo.

Assinatura do participante

Eu declaro que expliquei ao participante acima a natureza e os objetivos da pesquisa, os provaveis beneficios
e possiveis riscos associados com a participacdo neste estudo. Este documento serd elaborado em 2 vias,
sendo uma entregue ao participante e outra serd mantida em arquivo.

Assinatura da pesquisadora

Responsdvel Legal: Data:

Pesquisadora: Laura Miranda de Oliveira Caram
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801171

Email: laucaram@hotmail.com

Orientadora: Irma de Godoy
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801171

Email: irma@fmb.unesp.br
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Co-orientadora: Suzana Erico Tanni
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000
Tel: 14-38801171
Email: suzanapneumo @hotmail.com

Colaboradora: Camila Renata Corréa
Departamento de Clinica Médica — Laboratério Experimental
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38116339

Email: ccorrea@fmb.unesp.br

Colaboradora: Renata Ferrari
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801171

Email: renataferrarifisio@ gmail.com

Colaborador: André Luis Bertani
Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Pneumologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801171

Email: andrelubert@gmail.com

Colaborador: Mariana Gobbo Braz
Departamento de Anestesiologia
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000
Tel: 14-38801650
Email: mgbraz@hotmail.com

Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
Endereco: Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP
Botucatu — SP- Cep: 18600-000

Tel: 14-38801608/38801609
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Anexo 3

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Y -
e d Universidade Estadual Paulista
UNESP ™ Eaculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n° - Botucatu —S.P.
CEP: 18.618-970 . _
Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143 Registrado no Ministério da Satde
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br em 30 de abril de 1997

e-mail coordenadoria: tsarden@fmb unesp.br

Botucatu, 05 de novembro de 2012 Of. 543/2012

Tlustrissima Senhora

Prof®. Dr®. Irma de Godoy
Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr®. Irma,

De ordem do Senhor Coordenador, informo que o Projeto de Pesquisa
{Protocolo CEP 4415-2012) Associagdo entre estresse oxidativo, inflamacdo
e manifestacdes sistémicas em tabagistas e pacientes com DPOC leve e
moderado, a ser conduzido por Laura Miranda de Oliveira Caram, orientada
por Vossa Senhoria, co-orientado por Suzana Erico Tanni Minamoto, com a
colaboragdo de André Luis Bertani, Camila Renata Correa Camacho, Mariana

Gobbo Braz e Renata Ferrari, recebeu do relator parecer favordvel
aprovado em reunido de 05/11/2012.

Situacdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar ao
CEP ao final da execugdo do Projeto o "Relatério Final de Atividades”.

Atenci

Alberto Santos Cagelluppi
Secretdrio do CEP
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Anexo 4

Versao Brasileira do Questionario de Qualidade de Vida -SF-36

1- Em geral vocé diria que sua saude é:

Excelente Muito Boa Boa Ruim Muito Ruim

1 2 3 4 5

2- Comparada hd um ano atrds, como vocé se classificaria sua idade em geral, agora?

Muito Melhor Um Pouco Melhor Quase a Mesma Um Pouco Pior Muito Pior
1 2 3 4 5

3- Os seguintes itens sdo sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia comum. Devido a
sua saude, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades? Neste caso, quando?

Atividades

Sim, dificulta
muito

Sim, dificulta
um pouco

Nao, nao
dificulta de
modo algum

a) Atividades Rigorosas, que exigem
muito esforco, tais como correr, levantar
objetos pesados, participar em esportes

arduos.

b) Atividades moderadas, tais como

mover uma mesa, passar aspirador de po,

jogar bola, varrer a casa.

c) Levantar ou carregar mantimentos

d) Subir varios lances de escada

e) Subir um lance de escada

f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se

g) Andar mais de 1 quilémetro

h) Andar vdrios quarteirdes

1) Andar um quarteirdo

j) Tomar banho ou vestir-se

[UEEN Y G ey e ey e [ —y

DN D ] DN N DN N

W[ W] W W] W] W[ W W

4- Durante as tltimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou com alguma
atividade regular, como consequéncia de sua saude fisica?

Sim Niao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades. 1 2
d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p. ex. 1 2
necessitou de um esforco extra).
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5- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou outra atividade
regular didria, como consequéncia de algum problema emocional (como se sentir deprimido ou ansioso)?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu trabalho 1 2
ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1
¢) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado como 1
geralmente faz.

6- Durante as tltimas 4 semanas, de que maneira sua satide fisica ou problemas emocionais interferiram nas suas
atividades sociais normais, em relacio a familia, amigos ou em grupo?

De forma nenhuma Ligeiramente Moderadamente Bastante Extremamente

1 2 3 4 5

7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as ultimas 4 semanas?
Nenhuma Muito leve Leve Moderada Grave Muito grave
1 2 3 4 5 6

8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo o trabalho dentro de

casa)?
De maneira alguma Um pouco Moderadamente Bastante Extremamente
1 2 3 4 5

9- Estas questdes sdo sobre como vocé se sente € como tudo tem acontecido com vocé durante as ultimas 4
semanas. Para cada questdo, por favor dé€ uma resposta que mais se aproxime de maneira como vocé€ se sente, em
relacdo as dltimas 4 semanas.

Todo
Tempo

A Uma
maior boa
parte parte

do do
tempo tempo

Alguma
parte do
tempo

Uma
pequena
parte do

tempo

Nunca

a) Quanto tempo
vocé tem se
sentindo cheio de
vigor, de vontade,
de forca?

b) Quanto tempo

vocé tem se sentido
uma pessoa muito

nervosa?

¢) Quanto tempo

vocé tem se sentido

tdo deprimido que 1

nada pode anima-
lo?

d) Quanto tempo

vocé tem se sentido 1

calmo ou tranquilo?

e) Quanto tempo
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vocé tem se sentido
com muita energia?

f) Quanto tempo
vocé tem se sentido
desanimado ou
abatido?

g) Quanto tempo
vocé tem se sentido
esgotado?

h) Quanto tempo
vocé tem se sentido
uma pessoa feliz?

1) Quanto tempo
vocé tem se sentido
cansado?

10- Durante as tltimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua saude fisica ou problemas emocionais
interferiram com as suas atividades sociais (como visitar amigos, parentes, etc.)?

Todo A maior parte do Alguma parte do Uma pequena Nenhuma parte
Tempo tempo tempo parte do tempo do tempo
1 2 3 4 5
11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmacdes para vocé?
. A
A maioria . .
. ~ maioria Definitiva-
Definitivamente das vezes Nao
. . . das mente
verdadeiro verdadeir sei
vezes falso
0
falso
a) Eu costumo adoecer
um pouco mais | 5 3 4 5
facilmente que as
outras pessoas
b) Eu sou tdao saudavel
quanto qualquer pessoa 1 2 3 4 5
que eu conhego
¢) Eu acho que a minha
saide vai piorar 1 2 3 4 5
d) Minha saide é
excelente 1 2 3 4 5
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Anexo 5

Avaliagdo do Nivel de Ansiedade e Depressao — Escala HAD

1) Eu me sinto tensa(o) ou contraida(o):
(3) A maior parte do tempo
(2) Boa parte do tempo
(1) De vez em quando
(0) Nunca
2) Eu ainda sinto gosto pelas mesmas coisas de antes:
(0) Sim, do mesmo jeito que antes
(1) Nao tanto quanto antes
(2) S6 um pouco
(3) Ja ndo consigo ter prazer em nada
3) Eu sinto uma espécie de medo, como se alguma coisa ruim fosse acontecer:
(3) Sim, e de jeito muito forte
(2) Sim, mas néo tdo forte
(1) Um pouco, mas isso ndo me preocupa
(0) Nao sinto nada disso
4) Dou risada e me divirto quando vejo coisas engracadas:
(0) Do mesmo jeito que antes
(1) Atualmente um pouco menos
(2) Atualmente bem menos
(3) Nao consigo mais
5) Estou com a cabeca cheia de preocupacoes:
(3) A maior parte do tempo
(2) Boa parte do tempo
(1) De vez em quando
(0) Raramente
6) Eu me sinto alegre:
(3) Nunca
(2) Poucas vezes
(1) Muitas vezes
(0) A maior parte do tempo
7) Consigo ficar sentado a vontade e me sentir relaxado:
(0) Sim, quase sempre
(1) Muitas vezes
(2) Poucas vezes
(3) Nunca
8) Eu estou lenta(o) para pensar e fazer coisas:
(3) Quase sempre

(2) Muitas vezes
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(1) De vez em quando
(0) Nunca
9) Eu tenho uma sensac¢io ruim de medo, como um frio na barriga ou um aperto no estomago:
(0) Nunca
(1) De vez em quando
(2) Muitas vezes
(3) Quase sempre
10) Eu perdi o interesse em cuidar da minha aparéncia:
(3) Completamente
(2) Ndo estou mais me cuidando como eu deveria
(1) Talvez ndo tanto quanto antes
(0) Me cuido do mesmo jeito que antes
11) Eu me sinto inquieta(o), como se eu nao pudesse ficar parada(o) em lugar nenhum:
(3) Sim, demais
(2) Bastante
(1) Um pouco
(0) Nao me sinto assim
12) Fico animada(o) esperando animado as coisas boas que estao por vir:
(0) Do mesmo jeito que antes
(1) Um pouco menos que antes
(2) Bem menos do que antes
(3) Quase nunca
13) De repente, tenho a sensacao de entrar em panico:
(3) A quase todo momento
(2) Varias vezes
(1) De vez em quando
(0) Nao sinto isso
14) Consigo sentir prazer quando assisto um bom programa de televisiao, de radio, ou quando leio alguma
coisa:
(0) Quase sempre
(1) Varias vezes
(2) Poucas vezes

(3) Quase nunca

Escala de Ansiedade: [ ] pontos Escala de Depressao [ ] pontos.
Questdes Ansiedade — 1,3,5,7,9,11 e 13 Depressdo —2,4,6,8,10,12 e 14
Avaliagdo no Escore obtido: 0 — 7 pontos: Improvéavel

8 — 11 pontos: Possivel (questiondvel ou duvidosa)

12 — 21 pontos: Provavel
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