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Este modelo alternativo de dissertacdo contempla o material originado a partir
da pesquisa intitulada “Tabagismo e mecanismos de defesa: resposta imune e
transporte mucociliar”’, realizada no Laboratério de Estudos do Aparelho Muco-
secretor (LEAMS), da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — FCT/UNESP, campus de
Presidente Prudente.

Em consonancia com as regras do programa de pos-graduacao em Fisioterapia
desta unidade, o presente material esta dividido nas seguintes sessoes:
- Resumo;
- Abstract;
- Introdugé&o: contextualizagdo do tema pesquisado;
- Artigo 1. Fernanda Maria Machado Rodrigues, Dionei Ramos, Rafaella Fagundes
Xavier, Juliana Tiyaki lto, Alcirene Policarpo de Souza, Rémulo Araujo Fernandes,
Rubens Cecchini, Renata Calciolari Rossi e Silva, Alessandra Choqueta de Toledo,
Flavia Alessandra Guarnier, Ercy Mara Cipulo Ramos. Marcadores inflamatérios na
abstinéncia tabagistica de curto prazo. A ser submetido ao periédico Respiratory
Medicine.
- Artigo 2: Rafaella Fagundes Xavier, Dionei Ramos, Juliana Tiyaki Ito, Fernanda Maria
Machado Rodrigues, Giovana Navarro Bertolini, Mariangela Macchione, Alessandra
Choqueta de Toledo, Ercy Mara Cipulo Ramos. Efeitos da intensidade do consumo
tabagistico no transporte mucociliar de tabagistas ativos (Effects of cigarette smoking
intensity on mucociliary clearance of active smokers). Submetido ao periddico
Respiration.

- Conclusées: obtidas a partir da pesquisa realizada;
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- Referéncias: referentes ao texto da introducéo.
- Anexos: O anexo 1 é referente as normas do Periddico Respiratory Medicine, de
acordo com o qual os artigos foram redigidos.

Anexo 2 é referente as normas do Periddico Respiration, de acordo com o qual

os artigos foram redigidos.
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Tabagismo e mecanismos de defesa: resposta imune e transporte mucociliar

Introducao: O tabagismo é uma pandemia que causa inimeros maleficios a saude,
dentre eles estdo o aumento da inflamacdo sistémica e o prejuizo do transporte
mucociliar. Ambos colaboram para o aumento da frequéncia ou da severidade de
infeccdes respiratorias em individuos com e sem doengas pulmonares crénicas tabaco
relacionadas. A cessacao tabagistica € capaz de trazer beneficios, mas nao se esta
bem estabelecido o comportamento dos marcadores inflamatérios nesta condigao. Aléem
disso, os efeitos da intensidade tabagistica no prejuizo do transporte mucociliar também
nao foram completamente elucidados. Objetivo: Avaliar o comportamento sistémico e
local de marcadores inflamatérios em 30 dias de abstinéncia tabagistica além dos
efeitos das intensidades de consumo tabagistico no transporte mucociliar de tabagistas
ativos. Métodos: Foram avaliados tabagistas participantes de um Programa de
cessacao do tabagismo que foram divididos entre abstinentes e tabagistas ativos para a
determinagdo dos marcadores inflamatérios TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 sistémicos e
locais. Os tabagistas também foram divididos de acordo com a intensidade de consumo
(tabagistas leves, moderados e intensos) para a avaliagao do histérico tabagistico, grau
de dependéncia a nicotina, fungdo pulmonar, monéxido de carbono no ar exalado
(COex), carboxihemoglobina (COHDb) e transporte mucociliar (teste de tempo de transito
de sacarina - TTS). Resultados: Tabagistas abstinentes mostraram queda significativa
nos valores de TNF-a no soro sanguineo com 30 dias de abstinéncia (P=0,007) quando
comparados ao comportamento desta varidvel de tabagistas ativos. Os demais

marcadores nao apresentaram mudancgas significativas em seus comportamentos. Em
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relagéo aos efeitos das intensidades de consumo, notou-se que tabagistas moderados
e intensos tiveram maior TTS (P=0.0001), COex (P <0.0001) e COHb (P <0.0001) em
comparagdo aos fumantes leves e ndo fumantes. Foi observada correlagdo positiva
entre TTS e COex (r=0.4; p<0.0001); TTS e cigarros/dia (r=0.3, p=0.02) e entre COex e
cigarros/dia (r=0.3, p<0.01). Conclusoes: Tabagistas com abstinéncia de 30 dias
apresentaram redugdo do marcador pr6 inflamatério primario, sem no entanto,
apresentarem resposta anti - inflamatéria. O prejuizo causado pelo tabagismo no

transporte mucociliar esta associado com a intensidade do consumo tabagistico.

Palavras chave: Tabagismo, Marcadores inflamatérios, Transporte mucociliar.
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Smoking and defense mechanisms: immune response and mucociliary clearance.

Introduction: Smoking is a pandemic that causes numerous health hazards, including
increased systemic inflammation, impaired mucociliary clearance and increased
frequency or severity of respiratory infections in individuals with and without chronic lung
diseases related to tobacco. Smoking cessation can bring benefits, but is not well
established the inflammatory markers' behavior at such condition. Besides that, the
effects of the cigarette consumption intensity on impairment of mucociliary clearance
have not been fully investigated. Aim: To evaluate the systemic and local behavior of
the inflammatory markers at 30 days of smoking abstinence besides the effects of
tobacco consumption intensities on mucociliary clearance of active smokers. Methods:
We evaluated smokers participating in a smoking cessation program, who were divided
between active and abstinent smokers for determination of the systemic and local
inflammatory markers TNF-a, IL-6, IL-8 and IL-10, and they were also divided according
to their consumption intensity (light, moderate and heavy smokers) for the assessment
of smoking history, degree of nicotine dependence, lung function, carbon monoxide in
exhaled air (COex), carboxyhemoglobin (COHb) and mucociliary clearance (saccharin
transit time test - STT). Results: Abstinent smokers showed a significant decrease in
the amounts of TNF-a in blood serum with 30 days of abstinence (P = 0.007) when
compared to the behavior of this variable in active smokers. The other inflammatory
markers showed no significant change in their behavior. Regarding the effects of the
consumption intensity, it was noted that moderate and heavy smokers had higher TTS

(P = 0.0001), COex (P <0.0001) and COHb (P <0.0001) compared to light smokers and
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nonsmokers. Positive correlation was observed between TTS and COex (r = 0.4, p
<0.0001); TTS and cigarettes / day (r = 0.3, p = 0.02) and between COex and cigarettes
/ day (r = 0.3, p <0.01). Conclusions: Smokers with 30 days of abstinence presented
systemic decrease of primary pro inflammatory marker, without, however, presenting
anti-inflammatory response. The damage caused by smoking in mucociliary clearance is

associated with the smoking intensity.

Key words: Smoking, Inflammatory markers, Mucociliary clearance
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Estimativas da Organizagdo Mundial da Saude indicam que a prevaléncia do
tabagismo atinge um terco da populacdo mundial (1 bilhdo e 200 milhdes de pessoas)
e, atualmente, é considerado um dos mais importantes problemas de saude publica,
sendo responsavel pelo maior nimero de mortes evitaveis no mundo.'?

A mortalidade por cancer de pulmao é considerada um importante indicador
das caracteristicas da epidemia tabagistica e das suas consequéncias a saude, ja que
cerca de 70% das mortes por esta causa no mundo s&o explicadas pelo uso de tabaco.?

Entretanto, muitos outros efeitos deletérios, além do desenvolvimento do cancer
de pulmao, sao decorrentes do tabagismo. Existem aproximadamente 4720 substancias
quimicas no cigarro que exercem efeitos cancerigenos, mutagénicos, téxicos e
irritantes.* A agressdo causada por essas substancias afeta intensamente o trato
respiratério, podendo ocasionar lesdo, metaplasia ou morte celulares, além de
inflamagao local e sistémica.>®

Desta forma, esses efeitos causados pelo tabagismo geram alteragOes
sistémicas e locais, que afetam intensamente o trato respiratério, prejudicando a
resposta imune e a barreira mecanica do sistema respiratério.®’

As células epiteliais sdo conhecidas por sua funcdo de barreira protetora
contra 0 ambiente externo, mas existe crescente evidéncia de que também participem
da modulacdo da resposta imune, além dos macrofagos, neutréfilos e linfocitos. As
células relacionadas a resposta imune secretam algumas substancias que
desencadeiam o processo inflamatério e outras que controlam a inflamacdo. Sao
conhecidos como causadores da inflamagéo o fator de necrose tumoral-alpha (TNF-a —

Tumor necrosis factor), o interferon-gamma (IFN-y) e as interleucinas 1, 2, 6, 8, 12, 16,
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18 (IL1, IL2, IL6, IL8, IL12, IL16 e IL18); j& as interleucinas 4, 5, 10, 13 e 19 (IL4, IL5,
IL10, IL13 e 19) estdo relacionadas a resposta anti-inflamatéria pela producdo de
anticorpos e exercem protecdo contra infecgao.® 0111213

Além de interferir na funcdo imune, essas mudancas nas células epiteliais
podem causar remodelamento no trato respiratério com um aumento no ndmero de
células caliciformes e hipertrofia de células mucosas, culminando em aumento
consideravel na producdo de muco.2'™ Além disso, as células ciliadas também sofrem
alteragcdes em decorréncia da exposicao a fumaga do cigarro, como aumento de cilios
anormais e diminuicdo da frequéncia do batimento ciliar. A soma dessas alteracdes
resulta em prejuizo do transporte mucociliar.'>'®1”

O transporte mucociliar € um importante mecanismo de defesa do trato
respiratério porque aprisiona e expele os agentes agressores. O funcionamento
adequado desse mecanismo depende da estrutura, frequéncia e sincronia do batimento
ciliar, além da quantidade e qualidade da secrecdo bronquica.” Alguns estudos tém
mostrado que tabagistas cronicos apresentam transporte mucociliar diminuido.'®:202122
Entretanto, um estudo prévio de nosso laboratério mostrou que este mecanismo pode
se recuperar em 15 dias sem exposicdo tabagistica.?®

Assim, verificam-se os maleficios causados pelo tabagismo nos mecanismos
de defesa do hospedeiro, como o sistema imune e o transporte mucociliar. Desta forma,

a principal intervencao no tratamento e prevencao destas consequéncias, € a cessacao

tabagistica.
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A cessacgao do tabagismo gera inumeros beneficios imediatos e a médio e
longo prazo para a saude, independentemente do sexo ou da presenca de doengas
relacionadas ao tabagismo ja existentes no momento da cessagao.?

Os tabagistas que abandonam o hébito antes dos 50 anos de idade
diminuem em 50% o risco de morte nos préximos 15 anos, em comparagao com 0s que
continuam a fumar. Os que param antes dos 30 anos diminuem quase totalmente o
excesso de risco.> Mesmo depois dos 65 anos, a cessacdo tabagistica diminui o risco
de desenvolvimento de uma doenga tabaco relacionada, ou diminui a progressao
dessas doencas, quando pré existentes.?® A cessacdo do ato de fumar também diminui
o risco de morte prematura, ja que os tabagistas morrem cerca de 13 anos mais cedo
que ndo tabagistas. Todas as causas de mortalidade alcancam os niveis de pessoas
que nunca fumaram depois de 10 a 15 anos de abstinéncia.?*

A partir do exposto, sabe-se que o tabagismo causa alteragdes prejudiciais
ao funcionamento adequado de varios sistemas e que a cessagao tabagistica promove
efeitos benéficos na saude destes individuos; contudo ndo estd bem estabelecido qual
o comportamento da resposta imune frente a um periodo de abstinéncia e a condicao
do transporte mucociliar submetido a diferentes cargas de exposicao.

Portanto, os objetivos dos artigos presentes nesta dissertacao foram:

_ Avaliar o comportamento sistémico e local de marcadores inflamatérios em
30 dias de abstinéncia tabagistica.

_ Avaliar os efeitos de diferentes intensidades de consumo tabagistico no

transporte mucociliar de tabagistas ativos.
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RESUMO

Introducéao: O tabagismo é uma pandemia que causa iniumeros maleficios a
saude, inclusive 0 aumento da inflamacéo sistémica. A cessacao tabagistica é capaz de
trazer beneficios, mas nao se esta bem estabelecido o comportamento dos marcadores
inflamatdrios nessas condicdes. Objetivo: Avaliar o comportamento sistémico e local de
marcadores inflamatérios em 30 dias de abstinéncia tabagistica. Métodos: Vinte e
cinco tabagistas foram incluidos e divididos em dois grupos: 14 tabagistas abstinentes e
11 tabagistas ativos. Foi realizada a determinagcdo dos seguintes marcadores
inflamatérios: TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 por meio de amostras de soro sanguineo e
lavado nasal, que foram coletadas no momento basal e em 30 dias de abstinéncia.
Resultados: Tabagistas abstinentes mostraram queda significativa nos valores de TNF-
a no soro sanguineo com 30 dias de abstinéncia (P=0,007) quando comparados ao
comportamento desta variavel de tabagistas ativos. Os demais marcadores nao
apresentaram mudancas significativas em seus comportamentos. Conclusao:
Fumantes com abstinéncia de 30 dias apresentaram reducéo sistémica do marcador

pro inflamatorio primario, sem no entanto, apresentarem resposta anti - inflamatéria.

Palavras chave: marcadores inflamatorios, cessacao tabagistica, tabagismo.
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ABSTRACT

Introduction: Smoking is a pandemic which causes numerous health hazards,
including increased systemic inflammation. Smoking cessation can cause benefits, but it
is not well stablished the inflammatory markers' behavior at such conditions. Aim: To
evaluate the systemic and local behavior of the inflammatory markers at 30 days of
smoking abstinence. Methods: Where included twenty-five smokers and divided in two
groups: 14 abstinent smokers and 11 active smokers. It was made the determination of
the following inflammatory markers: TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 through samples of blood
serum and nasal lavage, which were collected at baseline and at 30 days of abstinence.
Results: Abstinent smokers showed significantly decrease in TNF-a values in blood
serum within 30 days of smoking abstinence (p=0,007) when compared to the behavior
of this variable in active smokers. The other markers showed no significant change in
their behavior. Conclusion: Abstinent smokers for 30 days presented systematic
reduction of the primary pro inflammatory marker without, however, presenting anti-

inflammatory response.

Keywords: inflammatory markers, smoking cessation, smoking.
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INTRODUCAO

O epitélio respiratério exerce funcdo essencial na defesa do sistema
respiratorio, que esta constantemente exposto a gases toxicos e particulas agressoras
presentes no ambiente, pois, além de atuar como barreira mecéanica, participa da
resposta imune do individuo."??

Sao muitas as células envolvidas na resposta imune: epiteliais, macréfagos,
neutréfilos, linfécitos B e T, que secretam substancias responsaveis pela prote¢do do
hospedeiro, muitas vezes por meio do desencadeamento de respostas inflamatérias.*>*®

As citocinas sao conhecidas como marcadores destas respostas inflamatérias,
que apresentam dois padrdes; inflamatério e anti-inflamatério. O primeiro esta
relacionado a resposta prd inflamatoria, com a participagdo das citocinas que
amplificam o processo inflamatério, tais como fator de necrose tumoral-alpha (TNF- a),
interferon-gamma (IFN- y) e as interleucinas 1, 2, 6, 8, 12, 16, 18 (IL1, IL2, IL6, ILS,
IL12, IL16 e IL18). O segundo padrao causa resposta anti-inflamatéria com a atuacao
das interleucinas 4, 5, 10, 13 e 19 (IL4, IL5, IL10, IL13 e 19). A atuacao destes dois
padrdes mantém o equilibrio da resposta imune.”#%1°

Entretanto, sabe-se que a exposicado prolongada a fatores nocivos, tais como
fumaca do cigarro, induz uma resposta inflamatéria sustentada que pode acarretar em
danos ao epitélio, aumento da suscetibilidade a infeccoes e até mesmo em
desenvolvimento de doencas pulmonares, como cancer e DPOC.'" 1213
Os aspectos epidemiolégicos do tabagismo sdo alarmantes, pois atinge um

terco da populacdo mundial adulta e causa atualmente 5,4 milhées de mortes em todo o

mundo, sendo considerado uma pandemia pela Organizacdo Mundial da Saude
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(OMS)™. De acordo com estimativas da OMS, se ndo forem instituidas medidas
eficazes de prevengéao e controle, 0 niumero de mortes pode aumentar para mais de oito
milhées em 2030.™

A cessagdo do tabagismo € uma terapéutica fundamental, j& que sao
conhecidos beneficios substanciais da abstinéncia tabagistica, tais como diminuicdo do
risco de doenga cardiaca coronariana e infarto, diminuicdo do declinio da funcgao
pulmonar, melhora na qualidade e expectativa de vida, além de indicadores de
alteragbes na resposta imune, com aumento de mediadores anti-inflamatérios.” %1718

Considerando a preocupante abrangéncia do tabagismo e seus impactos na
saude, sua interferéncia na funcdo imune mediada pelas células epiteliais, que € um
mecanismo de defesa fundamental, e que existem beneficios com a cessagado do habito

tabagistico, o interesse do estudo foi avaliar o comportamento sistémico e local de

marcadores inflamatérios em 30 dias de abstinéncia tabagistica.

OBJETIVO
Avaliar o comportamento sistémico e local de marcadores inflamatérios em 30

dias de abstinéncia tabagistica.

METODOS

Amostra

Foram incluidos no estudo 25 tabagistas de ambos os géneros, com mais de 20
anos de tabagismo, que se inscreveram no Programa de Orientagdo e Conscientizacao

Anti Tabagismo. No decorrer do tratamento da cessacao tabagistica aqueles individuos
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que pararam de fumar compuseram o grupo abstinente e aqueles que ndo conseguiram
parar compuseram o grupo de tabagistas ativos.

Todos os participantes foram previamente informados sobre os objetivos e
procedimentos do estudo e, depois de sua aprovagao, assinaram um termo de
consentimento de acordo com a Declaragao de Helsinki da Associagdo Médica Mundial
para fazerem parte efetiva da pesquisa. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (13/2010) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Presidente
Prudente, Brasil. Seriam excluidos individuos que apresentassem fibrose cistica,
bronquiectasia, sindrome dos cilios imdveis, histéria de cirurgia ou trauma nasal,
doencas inflamatérias das vias aéreas superiores e tabaco relacionadas verificadas por
meio de questionamento de diagndstico prévio, avaliacao clinica e/ou certificadas por

espirometria e que abandonassem o Programa.

Desenho e protocolo do estudo

Os individuos incluidos no estudo foram avaliados na Clinica de Estudos e
Atendimentos em Fisioterapia e Reabilitagdo da Universidade Estadual Paulista para
uma avaliacdo inicial conduzida a fim de se obter dados pessoais, o histérico
tabagistico (tempo de tabagismo, cigarros/dia e indice anos/macgo) e nivel de
dependéncia nicotinica de acordo com o questionario de Fagerstrom,' além de avaliar
a funcdo pulmonar®® por meio da espirometria e a concentragdo de monéxido de
carbono no ar exalado (COex), por meio da monoximetria.

Depois disso, foi realizada a determinacdo da quantidade de citocinas: TNF-q,

IL-6, IL-8 e IL-10 por meio de amostras de soro sanguineo e lavado nasal. Estas
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avaliacbes foram conduzidas em dois momentos diferentes: basal (enquanto
mantinham o habito tabagistico, mas sob 12 horas de abstinéncia) e 30 dias de
abstinéncia. As avaliagdes dos tabagistas ativos foram realizadas nos mesmos
momentos, contudo, os individuos nao alteraram o habito tabagistico.

Todos os individuos foram instruidos a nao fazer uso de agentes
farmacologicos tais como anestésicos, analgésicos, barbitdricos, tranquilizantes,
antidepressivos, assim como &lcool e substancias a base de cafeina durante as ultimas
12 horas antecedentes as avaliagdes. Os tabagistas ativos também foram orientados a
nao fumar nas 12 horas antecedentes as avaliacdes a fim de se excluir o efeito agudo
do ato de fumar. A abstinéncia tabagistica era confirmada por meio da monoximetria.

As avaliacbes foram realizadas pela manha (entre 8 e 9 am); a temperatura
ambiente foi mantida a 24°C e a umidade relativa do ar entre 50 e 60% para evitar

variacao nos parametros analisados.

Funcao Pulmonar
Foi realizada espirometria de acordo com as Diretrizes da American Thoracic
Society, utilizando um espirdmetro portatil (Spirobank-MIR, ltalia, versao 3.6).2° Foram

utilizados os valores de referéncia especificos para a populacao brasileira.?’

Mondxido de carbono no ar exalado
Esta variavel foi medida por meio de um analisador de CO (Micro CO Meter,

Cardinal Health, UK). Os individuos foram instruidos a permanecer em apnéia durante



34

20 segundos e entdo exalar lentamente a partir da capacidade vital funcional através de

um bocal. Dois registros sucessivos foram feitos e o0 maior valor foi considerado.

Determinacao da quantidade de citocinas

Soro sanguineo

Um profissional treinado coletou em um tubo seco uma amostra de dois ml de
sangue da veia antecubital dos individuos. A amostra foi deixada em repouso por 15
minutos em temperatura ambiente e centrifugada a 600g para a separacao total do
soro, que foi coletado, codificado e congelado a -70°C.

Lavado nasal

Para a coleta do lavado nasal foi solicitado aos individuos que inclinassem a
cabeca para tras e fizessem uma pausa respiratoria por 10 segundos. Foram instilados
trés mililitros (ml) e meio de salina em temperatura ambiente dentro de cada narina por
meio de uma seringa descartavel de 10ml. Depois de 10 segundos, os individuos
fletiam o pescoco e o liquido era expelido em um recipiente plastico estéril.?? O material
foi transferido para tubos conicos graduados imersos em gelo, e entdo homogenizados
em um Vortex por 15 segundos. Depois disso, as amostras foram colocadas em uma
centrifuga refrigerada a 4°C sob rotacdo de 1000xg por 10 minutos e o supernatante
aspirado e armazenado em tubos eppendorf de 1.5ml a -70°C.

Os niveis de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 no soro sanguineo e lavado nasal foram

medidos pelo kit ELISA de acordo com as instrugdes do fabricante.
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ANALISE ESTATISTICA

A estatistica descritiva foi composta por valores de média, desvio-padrao,
mediana e intervalo interquartilico. As comparacdes entre os dois grupos foram
efetuadas pelo teste t de Student para dados independentes e o teste de Levene foi
utilizado para corrigir distor¢cdes ocasionadas pelos tamanhos amostrais diferentes. Nas
andlises estatisticas referentes ao comportamento das varidveis ap6s 30 dias, foram
comparadas as diferencas entre os dois momentos de estudo, por meio da férmula:
Valor Final — Valor Inicial, as quais foram denominadas de deltas numéricos (A). A
analise dos dados foi realizada utilizando-se o programa SPSS (Versao 13.0) e todos
os procedimentos estatisticos foram analisados considerando valores de significancia

(p) inferiores a 5%.

RESULTADOS

Os tabagistas incluidos foram divididos em dois grupos: 14 tabagistas
abstinentes (2 homens, 49+11 anos) e 11 tabagistas ativos (3 homens, 41+£10 anos). A
caracterizacdo da amostra, com valores de idade, IMC, espirométricos, historico
tabagistico e nivel de dependéncia nicotinica, avaliado pelo teste de Fagerstrom estéo
apresentados na Tabela 1. Houve diferenca estatistica apenas no indice Capacidade
vital forcada (CVF), em litros.

No momento basal de avaliacdo, tanto para as medidas extraidas do soro como
do lavado nasal, a presenga dos marcadores inflamatérios foi semelhante entre os dois

grupos (Tabela 2).
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Quando comparados os comportamentos das concentragdes de marcadores
inflamatorios apos 30 dias de abstinéncia (A), verificou-se que tabagistas abstinentes
apresentaram menores valores apenas para as medidas de TNF-a no soro sanguineo
(Tabela 3). Nas analises extraidas do lavado nasal, no periodo de 30 dias ndo houve
diferenga no comportamento de nenhuma das variaveis (Tabela3).

No grupo tabagistas abstinentes, do total de 14 individuos que iniciaram a
abstinéncia, sete completaram os 30 dias de seguimento do estudo, dois voltaram a
fumar novamente antes de completar sete dias de abstinéncia e cinco individuos
recairam antes de atingir 15 dias de abstinéncia, totalizando entdo uma perda de sete
individuos que voltaram a fumar e abandonaram as avaliagdes, e uma taxa de sucesso
de abstinéncia por 30 dias de 28%. No grupo de tabagistas ativos, entre os 11
individuos que iniciaram as avaliagdes, sete completaram 30 dias; os demais nao

deram segmento as avaliagdes (Figura 1).

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo, que investigou 0 comportamento sistémico e local
dos marcadores inflamatérios em tabagistas sob um periodo de 30 dias de abstinéncia
tabagistica, indicaram que esse periodo foi suficiente para a diminuicao significante da
concentracdo de TNFa no soro sanguineo de tabagistas abstinentes em comparacao
aos tabagistas que mantém o habito.

Os individuos incluidos nos grupos avaliados apresentaram caracteristicas
antropométricas e de histérico tabagistico semelhantes e ambos o0s grupos

apresentaram fung&o pulmonar normal. Apesar de haver diferenca estatistica no indice
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espirométrico capacidade vital forcada (CFV) em litros, esta ndo é considerada
clinicamente significante e, quando esse valor foi normalizado pela porcentagem
prevista dos individuos, a diferenca deixou de existir.

O tabagismo exerce seus primeiros efeitos no trato respiratério e esta
associado ao desenvolvimento de varias doencas, tais como cancer e DPOC, que
provoca obstrugdo das vias aéreas e inflamagcéo local e sistémica.?*** Ainda n&o esta
bem estabelecido de quais processos resulta a supressao da imunidade dos tabagistas,
entretanto, sabe-se que o tabagismo interfere no balanco das citocinas pré e anti-
inflamatérias, que é fundamental para o funcionamento adequado do sistema imune.?
Mesmo tabagistas assintomaticos apresentam sinais de inflamagdo, manifestados pelo
aumento do nimero de macroéfagos, neutréfilos e células T CD8" no epitélio das vias
aéreas quando comparados com individuos nio tabagistas.?® 2”28

Na avaliacao basal, as concentracdes dos marcadores inflamatérios TNFa, IL-6,
IL-8 e IL-10 foram semelhantes entre os dois grupos nas andlises tanto do soro
sanguineo quanto do lavado nasal. Contudo, ao comparar o comportamento de tais
marcadores ao final de 30 dias de abstinéncia, pode-se observar que houve diminuicao
significante dos niveis de TNFa no soro sanguineo dos tabagistas abstinentes quando
comparados aos tabagistas ativos.

Sabe-se que a cessacdo do tabagismo diminui a progressdo da DPOC e

7,24,29

aumenta a expectativa de vida e existem indicadores de mudancas no quadro

inflamatério de tabagistas assintomaticos, como a diminuicado de numeros de

macréfagos e neutréfilos no lavado broncoalveolar.?*2%:3!
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O TNFa é o primeiro mediador inflamatério, liberado principalmente por
macrofagos, mondcitos e células Th1 e que exerce uma funcdo essencial na resposta
inflamatéria a um estimulo infeccioso, sendo considerado um importante fator no
desenvolvimento da injiria pulmonar secundéria ao tabagismo.®3?%3% No presente
estudo pode se observar que uma vez cessada a agressao decorrente do tabagismo, a
liberacao sistémica de tal interleucina foi diminuida.

O fato da diminuicdo dos valores de TNFa ter acontecido apenas no soro
sanguineo sem concomitancia com o lavado nasal pode ser explicado pelo
remodelamento epitelial do trato respiratério submetido a exposicao crénica a fumaca
do cigarro® que, mesmo em individuos assintomaticos ndo respondeu de maneira
significante ao periodo de 30 dias de abstinéncia.

Em relacdo a resposta anti-inflamatéria, a IL-10 tem sido descrita a principal
citocina liberada pelas células Th2%*% e se apresenta diminuida no lavado
broncoalveolar de ratos expostos a fumaga do cigarro.?* Entretanto, Zeidel et al, ao
estudar a producado de interleucinas em células in vitro, verificaram que nao houve
diferenca na liberacdo de IL-10 entre os grupos tabagista assintomatico e néao
fumante.?

Neste estudo, o periodo de 30 dias de abstinéncia nao foi suficiente para
promover alteragdo na liberagdo da IL-10, mas os valores basais dos individuos
tabagistas foram semelhantes aos encontrados por Zeidel et al. A partir desta
semelhanca, inferimos que nossas amostras de tabagistas também nao apresentavam
alteracdo desta interleucina mesmo sob a exposicdao do tabagismo e, quando em

situacao de abstinéncia, mantiveram este comportamento.
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Apesar de termos avaliado os tabagistas que mantiveram o habito tabagistico
como forma de controle para as analises dos marcadores inflamatérios em situacao de
abstinéncia tabagistica, pode-se apontar como limitacdo do estudo a auséncia de um
grupo nao fumante. Tal grupo poderia somar informacgdes a respeito dos marcadores
inflamatérios na auséncia da exposicdo tabagistica e, por exemplo, se houvesse
constatacdo de semelhanca nas concentragdes das citocinas IL-6 e IL-8 entre
tabagistas e ndo tabagistas j& no momento basal, isto poderia justificar o fato do

periodo de abstinéncia nao ter influenciado de forma significativa tais concentragdes.

CONCLUSAO
Fumantes com abstinéncia de 30 dias apresentaram reducdo sistémica do
marcador pré inflamatério primario, sem no entanto, apresentarem resposta anti-

inflamatoéria.
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TABELAS E FIGURA

Tabela 1. Dados referentes as caracteristicas antropométricas, valores espirométricos e
histérico tabagistico de tabagistas abstinentes e tabagistas ativos.

Tabagistas Abstinentes Tabagistas Ativos P
Média + DP Média + DP
Caracteristicas Antropométicas
Homens (%) 13 27
Idade (anos) 49,14 £ 11,09 41,90 £10,45 0,1205
IMC (kg/m?) 27 +3 24 +6 0,1567
Valores Espirométricos
VEF;/CVF (%) 79,19 £9,25 79,18 £ 13,97 0,9970
VEF; (L) 2,48 £ 0,79 2,66 + 0,61 0,4177
VEF; (% prev) 91,69 + 12,76 95,48 + 18,13 0,5885
CVF (L) 3,10 £0,75 3,71 £0,79* 0,0229
CVF (%prev) 97,19 + 9,87 102,20 +12,70 0,3384
Historico Tabagistico
Cigarros/dia® 20 [18,00 - 26,25] 15[11,50 - 20,00] 0,1065
Anos de fumo® 30 [23,50 - 38,50] 28 [21,30 - 35,50] 0,8009
Anos/mago® 13[6,36 - 36,00] 17 [10,20 - 26,00] 0,7630
Dependéncia nicotinica® 5[4-7] 4[3-6] 0,3401

DP= desvio-padrdo; IMC: indice de massa corporal; VEF;: Volume expiratério forcado no
primeiro segundo; CVF: Capacidade vital forgada. *p<0,05 versus Tabagistas Abstinentes. §=
Valores expressos em Medina [intervalo interquartilico].
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Tabela 2. Concentracdo dos marcadores inflamatérios no momento basal nos grupos
Tabagistas Abstinentes e Tabagistas Ativos.

Tabagistas Abstinentes Tabagistas Ativos p
Marcadores Inflamatérios
Soro Sanguineo
TNFa (pg/ml) 9,62 + 6,65 7,42 + 4,20 0,197
IL-6 (pg/ml) 0,29 + 0,21 0,36 + 0,17 0,449
IL-8 (pg/ml) 9,05+ 5,43 7,50 + 6,83 0,389
IL-10 (pg/ml) 11,58 + 4,62 11,77 £ 6,39 0,933
Lavado Nasal
TNFa (pg/ml) 11,65 £ 2,52 10,48 + 4,64 0,447
IL-6 (pg/ml) 24,07 £ 14,93 28,63 + 9,26 0,449
IL-8 (pg/ml) 107,47 £ 48,06 129,93 * 69,09 0,553
IL-10 (pg/ml) 10,34 £5,10 13,27 £ 7,74 0,319

TNFa: Fator de necrose tumoral (Tumor necrosis factor); IL-6: Interleucina 6; IL-8: Interleucina
8; IL-10: Interleucina 10.
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Tabela 3. Comparacdo dos deltas numéricos entre os grupos Tabagistas Abstinentes e
Tabagistas Ativos.

Tabagistas Abstinentes Tabagistas Ativos p
Marcadores Inflamatérios
Soro Sanguineo
TNFa -5,55 + 5,23 3,40 £3,91* 0,007
IL-6 0,06 + 0,17 -0,01 £ 0,99 0,305
IL-8 -0,41 £4,94 1,73 £9,90 0,580
IL-10 1,66 +7,24 2,33 £11,09 0,891
Lavado Nasal
TNFa -0,56 £ 5,54 -4,81 £9,22 0,382
IL-6 -1,19 £+ 26,77 3,48 £ 21,54 0,734
IL-8 -21,72 + 89,82 -74,99 + 83,84 0,293
IL-10 0,04 + 7,59 -3,46 + 5,81 0,366

TNFa: Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral); IL-6: Interleucina 6; IL-8: Interleucina
8; IL-10: Interleucina 10. *p<0,05 versus Tabagistas abstinentes.



Figura 1. Diagrama de fluxo do estudo
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RESUMO

Introducao: O tabagismo prejudica o transporte mucociliar e aumenta a frequéncia ou
severidade de infeccbes respiratérias em individuos com e sem doencas pulmonares
crbnicas tabaco relacionadas. Obijetivo: Avaliar os efeitos das intensidades de
consumo tabagistico no transporte mucociliar de tabagistas ativos. Métodos: Setenta e
cinco tabagistas ativos foram divididos antes de comegar um programa de cessagao
tabagistica de acordo com a intensidade de consumo em leves (1-10 cigarros/dia;
n=14), moderados (11-20 cigarros/dia; n=34) e intensos (=21 cigarros/dia; n=27). Foram
avaliados o historico tabagistico, grau de dependéncia a nicotina, fungdo pulmonar,
monoéxido de carbono no ar exalado (COex), carboxihemoglobina (COHb) e transporte
mucociliar (teste de tempo de transito de sacarina - TTS). Um grupo de individuos nao
tabagistas com idade semelhante foi avaliado com os mesmos testes. Resultados:
Tabagistas moderados (49 = 7 anos) e intensos (46 = 8 anos) tiveram maior TTS
(P=0.0001), COex (P <0.0001) e COHb (P <0.0001) em comparagao aos fumantes
leves (51 £ 15 anos) e nao fumantes (50 £ 11 anos). Foi observada correlacéo positiva
entre TTS e COex (r=0.4; p<0.0001); TTS e cigarros/dia (r=0.3, p=0.02) e entre COex e
cigarros/dia (r=0.3, p<0.01). Conclusao: O tabagismo prejudica o transporte mucociliar
e este prejuizo estd associado com a intensidade do consumo tabagistico.

Palavras chave: transporte mucociliar, epitélio respiratério, tabagismo, lesao por

inalagdo de fumaca, tabaco.
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ABSTRACT

Background: Smoking impairs mucociliary clearance and increases the respiratory
infections frequency or severity in subjects with and without smoking-related chronic
lung diseases. Objective: This study evaluated the effects of smoking intensities on
mucociliary clearance in active smokers. Methods: Seventy-five active smokers were
divided into light (1-10 cigarettes/day; n=14), moderate (11-20 cigarettes/day; n=34) and
heavy smokers (> 21 cigarettes/day; n=27) before starting a smoking cessation
programme. The smoking behavior, nicotine dependence, pulmonary function, carbon
monoxide in exhaled air (exCO), carboxyhemoglobin (COHb) and mucociliary clearance
measured by saccharin transit time (STT) test were evaluated. An age-matched non-
smokers (n=24) were assessed using the same tests. Results: Moderate (49 + 7 years)
and heavy smokers (46 + 8 years) had higher STT (P=0.0001), exCO (P <0.0001) and
COHb (P <0.0001) compared to light smokers (51 £ 15 years) and non-smokers (50 *
11 years). Positive correlation was observed between STT and exCO (r=0.4; p<0.0001);
STT and cigarettes/day (r=0.3, p=0.02) and between exCO and cigarettes/day (r=0.3,
p<0.01). Conclusion: The smoke impairs mucociliary clearance and it is associated
with cigarette smoking intensity.

Keywords: mucociliary clearance, respiratory epithelium, smoking, smoke inhalation

injury, tobacco.
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INTRODUCAO

A exposicdo a fumaca do cigarro € um fator de risco significante para o
desenvolvimento de doencas respiratérias como cancer e doenga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC). " Apesar do uso de tabaco ser a principal causa de mortes evitaveis
no mundo, cerca de seis milhdes de pessoas morrem de doencgas relacionadas ao fumo
e a Organizacao Mundial de Saude estima que este nimero possa aumentar para oito
milhdes em 2030.7

Estudos prévios indicam que a intensidade do consumo tabagistico influencia o
risco de desenvolver doenca pulmonar.®®! Fumantes intensos t&ém maior risco relativo
de desenvolver cancer de pulmdo e DPOC comparados aos fumantes leves e
moderados, respectivamente.'®'"! Também tem sido relatado que o fumo do cigarro
aumenta a frequéncia ou severidade de infecgdes respiratorias em individuos com e
sem doengas pulmonares cronicas tabaco relacionadas.!'?!

A estratégia mais eficaz para diminuir a morbidade pelo fumo do cigarro € a
reducdo o numero de tabagistas ativos ou, pelo menos, a intensidade do consumo
tabagistico.['*"®!

A mistura complexa de milhares de componentes quimicos na fumaga do
cigarro ¢ altamente téxica.l'® O monéxido de carbono (CO) é o gas mais téxico presente
na fumaca do cigarro. A producao enddégena do CO é um processo relacionado ao
estresse oxidativo e a heme oxigenase (HO) responde as condicdes nas quais o CO se

encontra aumentado.!'’"® Niveis altos de oxidantes e espécies reativas de oxigénio

(ROS) tém sido detectados nas correntes principal e secundaria da fumacga do cigarro
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inalada por tabagistas ativos e passivos, 0 que fornece uma carga grande de oxidantes
no epitélio das vias aéreas.!"”

O mecanismo de defesa do trato respiratério é afetado por substancias
presentes na fumaca do cigarro.?” Seu funcionamento adequado depende da
frequéncia de batimento ciliar, propriedades fisicas e de transportabilidade do muco
respiratério e da interagdo entre os cilios e a camada de muco.?"! A fumagca do cigarro
causa mudancas na frequéncia de batimento ciliar (FBC) e estudos in vitro mostraram
que a cotinina, um metabdlito do tabagismo, reduz a FBC e a fase particulada da
fumaga do cigarro reduz a resposta da FBC apds um estimulo.?>%!

Apesar das evidéncias de que a fumaca do cigarro influencia negativamente o
transporte mucociliar e diminui as respostas protetoras do individuo a infeccdo, os
efeitos da intensidade do consumo tabagistico no prejuizo do transporte mucociliar ndo

foi completamente investigado em tabagistas. Ndés hipotetizamos que o transporte

mucociliar esta prejudicado em fumantes com maiores intensidades de exposicao.

METODOS
Amostra

Foram avaliados 117 participantes (93 tabagistas ativos e 24 individuos nao
tabagistas) que, informados previamente sobre o0s objetivos e procedimentos da
pesquisa e, apds a aprovagao, assinaram um termo de consentimento escrito de acordo
com a Declaracao de Helsinki da Associacao Médica Mundial. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (12/2010) da Universidade Estadual Paulista

(UNESP) de Presidente Prudente, Brasil.
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Foram incluidos tabagistas de ambos os sexos, com tempo minimo de 20 anos
de tabagismo e os critérios de exclusdo foram presenca de fibrose cistica,
broquiectasia, sindrome dos cilios imoveis, histéria de cirurgia ou trauma nasal, doenca
inflamatéria das vias aéreas superiores, DPOC e doencas tabaco relacionadas
certificadas clinicamente e/ou por espirometria.

Foram avaliados 93 tabagistas que se inscreveram no Programa de Cessacao
do Tabagismo, conduzido no Centro de Estudos e Atendimento em Fisioterapia e
Reabilitagdo (CEAFiIR) da Universidade Estadual Paulista de Presidente Prudente,
Brasil. Apés realizar a realizagdo da espirometria, 18 tabagistas foram excluidos por
apresentar alteracao da funcao pulmonar. Os demais 75 tabagistas foram classificados
em leves (1-10 cigarros/dia; n=14), moderados (11-20 cigarros/dia; n=34) e fumantes
intensos (> 21 cigarros/dia; n=27).24 A intensidade do consumo tabagistico foi avaliada
pelo auto relato e confirmada por valores de COex.?”

Vinte e quatro individuos controle saudaveis, nado tabagistas, com idade

semelhante e fungé@o pulmonar normal também foram avaliados (Figura1l).

Desenho e protocolo do estudo

Os individuos incluidos neste estudo foram avaliados no CEAFiR da
Universidade Estadual Paulista em uma avaliacao inicial conduzida a fim de se obter
dados pessoais, histérico tabagistico (anos de tabagismo, cigarros/dia e indice
anos/maco), dependéncia nicotinica de acordo com o questionario de Fagerstrom e

25,26

fungdo pulmonar pela espirometria.”>?® Os individuos foram instruidos a permanecer

em abstinéncia nas ultimas 12 horas antecedentes aos testes. O mondxido de carbono
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no ar exalado (COex), Carboxihemoglobina (COHb) e o teste de tempo de transito de
sacarina (TTS) foram mensurados pela manha (entre 8 e 9 am); a temperatura foi
mantida a 24°C e a umidade relativa do ar de 50 a 60% para evitar variagbes nos

parametros analisados.

Funcao Pulmonar
Foi realizada espirometria de acordo com as Diretrizes da American Thoracic
Society, utilizando um espirdmetro portatil (Spirobank-MIR, Italia, versdo 3.6)%® Os

valores de referéncia foram especificos para a populagéo brasileira.??”!

Monoéxido de carbono exalado e Carboxihemoglobina

O COex e a COHb foram medidos utilizando-se um analisador de CO (Micro CO
Meter, Cardinal Health, UK).*® Os individuos foram instruidos a permanecer em apnéia
durante 20 segundos e entao exalar lentamente a partir da capacidade vital funcional
através de um bocal. Dois registros sucessivos foram feitos e o maior valor foi

considerado.?

Teste de tempo de transito de sacarina

O transporte mucociliar foi medido pelo teste de tempo de transito de sacarina
(TTS), como descrito previamente por Salah et al.®% Os individuos foram posicionados
sentados com a cabega estendida a 10° e foi depositada sacarina sédica (2,5 mg)
granulada sob controle visual a 2 cm dentro da narina direita. O transporte mucociliar

nasal foi medido como o tempo que os individuos levaram para sentir um sabor em sua
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boca. O sabor esperado nao era especificado a fim de evitar falsos positivos. Se nao
houvesse resposta depois de 60 minutos, o teste era concluido depois de confirmar que
o0 individuo tinha a percepgao normal do sabor doce por meio da colocagao de graos de
sacarina diretamente em sua lingua. Os individuos foram instruidos a nao respirar

profundamente, falar, tossir, espirrar ou assoar o nariz durante o teste.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o Graphpad Prism 3.0 (Inc., San
Diego CA, USA). A distribuicdo normal dos dados foi avaliada usando o teste
Kolmogorov-Smirnov. Comparacdes entre os grupos foram conduzidas pela andlise de
variancia (ANOVA) seguida de Tukey para dados paramétricos (idade, valores
espirométricos e anos de tabagismo) ou por Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s para os
dados nao paramétricos (IMC, questionario de Fagerstrom, COex, COHb, indice
anos/maco, cigarros/dia e TTS). Os dados foram apresentados com média (desvio
padrao) e valores de mediana (percentis 25% e 75%) de acordo com a normalidade.
Correlagoes lineares foram avaliadas usando o coeficiente de correlagdo de Spearman.

A significancia estatistica foi definida como p<0.05.

RESULTADOS
O estudo incluiu setenta e cinco tabagistas, divididos de acordo com o consumo
de cigarros em tabagistas leves (n=14); moderados (n=34) e intensos (n=27) e vinte e

quatro individuos nao tabagistas com idade semelhantes. Nao houve diferenca
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significante nas caracteristicas demograficas (género, idade e IMC) e valores
espirométricos entre os grupos (Tabela 1).

O tempo de tabagismo foi similar (p=0.23) entre tabagistas leves (34+£13 anos,
médiat DP), moderados (30+8 anos) e intensos (34x5 anos). Tabagistas intensos
apresentaram maior indice anos/maco comparados aos tabagistas moderados e leves
(p<0.0001). O consumo diario de cigarros foi maior em tabagistas intensos comparados
aos tabagistas moderados e leves (p<0.0001), enquanto os tabagistas moderados
apresentaram maior consumo cigarros/dia do que os tabagistas leves (p<0.0001)
(Tabela 2).

Nao houve diferenca significante na dependéncia nicotinica entre os grupos, de
acordo com o questionario de Fagerstrom (Tabela 2).

Tabagistas moderados e intensos tiveram maior TTS do que tabagistas leves e
nao tabagistas (Figura 2a; p=0.0001) e também apresentaram maior COex (Figura 2b;
p<0.0001) e COHb (Figura 2c; p<0.0001). Foi observada correlacao positiva entre TTS
e COex (Figura 3a; r=0.4; p<0.0001); TTS e cigarros/dia (Figura 3b; r=0.3, p=0.02) e

entre COex e cigarros/dia (Figura 3c; r=0.3, p<0.01).

DISCUSSAO

O presente estudo apresentou maior prejuizo do transporte mucociliar, assim
como maiores niveis de COex e COHb em tabagistas moderados e intensos
comparados a nao tabagistas e tabagistas leves com tempo semelhante de tabagismo.

Estudos prévios estabeleceram a correlacao entre o transporte mucociliar nasal e

traqueobrdnquico enfatizando a vantagem do teste de tempo de transito de sacarina
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(TTS) como um método simples, de baixo custo e menos invasivo para avaliar a fungédo

31321 Além disso, o transporte mucociliar medido pelo TTS tem sido bem

mucociliar.!
correlacionado com a frequéncia de batimento ciliar e tem sido amplamente utilizado em
estudos recentes.**3!

A eficiéncia do transporte mucociliar depende de (a) qualidade e quantidade do
muco e a profundidade da camada periciliar; (b) sincronia da frequéncia do batimento
ciliar e estrutura do epitélio respiratério e (c) interacdo entre cilio e muco.®’% O
prejuizo do transporte mucociliar de individuos cronicamente expostos a fumaca do
cigarro esta associado com remodelamento epitelial, causando anormalidades
estruturais nos cilios, metaplasia de células caliciformes e hipertrofia de células
mucosas, resultando em producdo aumentada de muco.!*=°!

Além do prejuizo da superficie mucosa, a fumaca do cigarro também afeta as
células imunes circulantes e as fungdes de células imunes inatas locais (macréfagos e

[40

neutréfilos).*” Estas mudancas associadas com remodelamento da via aérea e declinio

da funcao respiratéria aumenta o risco de desenvolvimento de DPOC e infecgéo por
tuberculose, pneumonia bacteriana e influenza.[*'*?!

No presente estudo, tabagistas moderados e intensos tiveram prejuizo similar no
transporte mucociliar e tabagistas leves apresentaram transporte mucociliar semelhante
aos nao tabagistas. Estudos prévios sugerem que a reologia do muco de tabagistas
leves pode favorecer o transporte mucociliar**#®! e tem sido mostrada frequéncia basal

aumentada do batimento ciliar no epitélio nasal humano de tabagistas intensos.”®

Estes relatos sugerem que nossos achados em relacdo as diferencas no transporte
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mucociliar podem estar mais relacionados a profundidade do muco na camada periciliar
do que a frequéncia de batimento ciliar.

A exposicdo a fumaca do cigarro tem sido apresentada recentemente como
redutora do regulador de conduténcia transmembrana da fibrose cistica (CFTR)
resultando em deplecado do liquido de superficie na via aérea e estase de muco no
epitélio das vias aéreas. Isto esta relacionado causalmente a reducédo do transporte
mucociliar em tabagistas devido a inibicdo do transporte de fluidos dependentes do
CFTR.*! Este mecanismo pode ser afetado pela intensidade do tabagismo e estudos
futuros devem acessar esta questao.

Tabagistas moderados e intensos tiveram valores semelhantes de COex e COHb
enquanto tabagistas leves apresentaram valores semelhantes a ndo tabagistas. Estes
achados podem ser explicados por estudos prévios que encontraram altas
concentragdes de radicais livres na fase gasosa do cigarro, o que resulta em maior
estresse oxidativo quanto maior a intensidade de exposicdo.®*¥! Estudos tém
reportado que o COex esta presente nas doencas inflamatérias pulmonares e reflete
inducdo do HO-1 e estresse oxidativo que prejudicam o transporte mucociliar.+°
Desta forma, uma hipdtese para um pior transporte mucociliar em tabagistas com COex
aumentado € o maior nivel de estresse oxidativo.

Adicionalmente, a correlacao entre COex e consumo diario de cigarros esta bem
estabelecida e este estudo também observou uma correlagao positiva entre COex e
cigarros/dia.®"! Os valores de TTS se correlacionaram positivamente com cigarros/dia e

COex demonstrando que individuos com prejuizo no transporte mucociliar tiveram
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maior consumo didrio de cigarros e maior COex corroborando com estudos
prévios. %354

Nossos resultados mostraram que tabagistas leves tém beneficios evidentes no
transporte mucociliar comparados aos tabagistas moderados e intensos. Contudo, nosso
estudo apresentou algumas limitagcées: ndés ndo avaliamos o remodelamento da via
aérea e a influéncia da reducao do transporte mucociliar na frequéncia de infeccbes
respiratorias. Estudos futuros devem ser realizados para esclarecer esses pontos.

Em sintese, n6s mostramos que o fumo prejudica o transporte mucociliar e o

prejuizo estd associado com a intensidade do consumo tabagistico.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e dados espirométricos dos individuos de acordo
com a intensidade do consumo tabagistico. Os dados estdo apresentados como média +

desvio padrdo e mediana [Percentis 25-75].

Nao Tabagistas  Tabagistas  Tabagistas
Caracteristicas tabagistas leves moderados intensos
(n=24) (n=14) (n=34) (n=27)
Demograficas
Género masculino (%) 30 38 41 48
Idade (anos) 50 + 11 51+15 49 +7 46 + 8
47 [40-60] 55 [42-64] 50 [44-55] 48 [41-52]
IMC (Kg/m?) 26 +4 25+3 26 +4 26 +5

24[23-30]  24[22-27)  27[23-29] 26 [24-28]

Valores Espirométricos

VEF (%Prev.) 97+13  101£102 93 % 11 94 + 14
96 [85-104] 101([89-112] 92[85-105] g5 [82-109]

CVF (%Prev.) 93+ 11 97+11  96%11  102£15
93[88-96] 96 [87-107] 96 [87-106] 103 [91-116]

VEF:/CVF (%) 82 +2 87 +2 81+ 6 82+ 6
82 [80-83] 87 [84-90] 82 [78-85] 81 [77-83]

IMC= Indice de massa corporal; VEF; = Volume expiratério forgcado no primeiro segundo;
CVF= Capacidade vitalforcada; Prev = previsto
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Tabela 2. Comportamento tabagistico dos individuos de acordo com a intensidade do
consumo de cigarros. Os dados estao apresentados como média + desvio padrao e mediana

[Percentis 25-75].

o Tabagistas Tabagistas Tabagistas
Caracteristicas leves moderados intensos
(n=14) (n=34) (n=27)
Comportamento tabagistico
Anos de tabagismo 32 +17 29 +9 32 +8
31 [18-48] 30 [23-35] 33 [27-38]
indice anos/mago 17 +10 27 + 11 59 + 44**
18 [10-23] 24 [19-35] 50 [40-68]
Cigarros/dia 911 18 £ 3%t 39 £11**
10 [9-10] 20 [15-20] 40 [30-41]
Pontuacao do Questionario Fagerstrom 4+2 52 63
3 [3-6] 5 [3-6] 6 [3-7]

** p<0.0001 versus tabagistas moderados e leves.
T p<0.0001 versus tabagistas leves.



Figura 1. Diagrama de fluxo do estudo
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Figura 2. Tempo de transito de sacarina (A), mondéxido de carbono exalado (B) e
carboxihemoglobina (C) de nao tabagistas (n=24), tabagistas leves (n=14), tabagistas
moderados (n=34) e tabagistas intensos (n=27). Os dados estdo apresentados como
mediana (percentis 25% e 75%).*p=0.0001 e **p<0.0001: tabagistas moderados e

intensos vs nado tabagistas e tabagistas leves.
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Figura 3. Foi observada correlacao positiva entre os valores de (A) Tempo de transito
de sacaria e COex (r=0.4; p<0.0001); (B) Tempo de transito de sacarina e Cigarros/dia

(r=0.3; p=0.02); e (C) COex e Cigarros/dia (r=0.3, p<0.01).
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Tabagistas com abstinéncia de 30 dias apresentaram redugédo sistémica do
marcador pré inflamatério primario, sem no entanto, apresentarem resposta anti-
inflamatéria. O prejuizo causado pelo tabagismo no transporte mucociliar esta

associado com a intensidade do consumo tabagistico.
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Anexo 1. Normas do Peridédico Respiratory Medicine para submissao de artigo

cientifico.

Guide for Authors

Respiratory Medicine (ISSN 0954-6111) is an internationally-renowned, clinically-
oriented journal, combining cutting-edge original research with state-of-the-art reviews
dealing with all aspects of respiratory diseases and therapeutic interventions, but with a
clear clinical relevance. The journal is an established forum for the publication of phased
clinical trial work at the forefront of interventive research. As well as full-length original
research papers, the journal publishes reviews, correspondence, and short reports. The

Journal also publishes regular supplements on areas of special interest.

Online Submission of Manuscripts

http://ees.elsevier.com/yrmed

Submission and peer review of all papers is now conducted entirely online, increasing
efficiency for editors, authors, and reviewers, and enhancing publication speed. Authors
are guided stepwise through the entire process, and are kept abreast of the progress of

their paper at each stage.

The system creates PDF version of the submitted manuscript for peer review, revision
and proofing. All correspondence, including the Editor's decision and request for

revisions, is conducted by e-mail.
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Authors requesting further information on online submission are strongly encouraged to

view the system, including a ‘tutorial, at http://ees.elsevier.com/yrmed.

Authors are asked to bear in mind the guideline peer review and publication times

available at the Respiratory Medicine journal homepage: click here for Journal News.

Peer Review

Submissions are allocated to a handling editor, typically an Associate Editor. Should the
paper be considered suitable for peer review, appropriate reviewers will be recruited.
Authors are required to provide the name and full contact details of 2 potential

reviewers, though choice of reviewers is at the discretion of the handling editor.

The final decision-making responsibility lies with the handling editor, who reserves the
right to reject the paper despite favourable reviews depending on the priorities of the

journal.

For full details on the peer review process and current peer review decision times please

click here for Journal News.

Cover letter

Corresponding authors must provide a cover letter which includes statements answering

the following questions:

. Has the work been seen and approved by all co-authors?
. How is the work clinically relevant, and how does it add to existing

research?
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. Have papers closely related to the submitted manuscript been published or

submitted for publication elsewhere? If so please provide details.

Failure to provide a cover letter addressing each of the questions above will result in the
paper being returned to the author. The cover letter must be uploaded as a separate
submission item.

For  queries, please contact the journal editorial office  directly:

respiratorymedicine@elsevier.com
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When submitting a Clinical Trial paper to the journal via the online submission system

please select Clinical Trial Paper as an article type.
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Manuscripts should use the 'Embellished Vancouver' style for references, as follows:
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Figures
Figures of good quality should be submitted online as a separate file. For detailed
instructions on the preparation of electronic artwork,

consult: http://www.elsevier.com/authors. Permission to reproduce illustrations should

always be obtained before submission and details included with the captions.

Tables
Tables should be submitted online as a separate file, bear a short descriptive title, and

be numbered in Arabic numbers. Tables should be cited in the text.

Keywords
A list of three to six keywords should be supplied: full instructions are provided when

submitting the article online.



91

Units and Abbreviations
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Papers will only be accepted when they are written in an acceptable standard of English.
Authors who require information about language editing and copyediting services pre-
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http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing or contact

authorsupport@elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither
endorses nor takes responsibility for any products, goods or services offered by outside
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our Terms and Conditions.

Brief Communications

These should be submitted as detailed above but should not exceed 1000 words, and
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information may be selected for rapid peer review and publication at the discretion of the
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Submission

Manuscripts written in English should be submitted online or as an e-mail attachment
(the preferred word-processing package is MS-Word) to the Editorial Office:

res@karger.com

Editorial Office 'Respiration’
S. KARGER AG

P.O. Box

CH-4009 Basel (Switzerland)
Tel. +41 61 306 1357

Fax +41 61 306 1434

All manuscripts must be accompanied by a covering letter signed by all authors.
Assurance should be given that the manuscript is not under simultaneous consideration
by any other publication. The preferred word processing package is Word for
Windows®. Presentation of manuscripts should conform with the Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (see N Engl J Med 1997;336:309—
315).

Conditions
All manuscripts are subject to an editorial process involving the Editor-in-Chief, an

Associate Editor and reviewers. Notification can be expected within two months from the

date of receipt. Submission of an article for publication implies the transfer of the
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copyright from the author to the publisher upon acceptance. Accepted papers become
the permanent property of ‘Respiration’ and may not be reproduced by any means, in
whole or in part, without the written consent of the publisher. It is the author’s
responsibility to obtain permission to reproduce illustrations, tables, etc. from other

publications.

Clinical Trials: In accordance with the recommendations of the International Committee
of Medical Journal Editors, the journal requires that all clinical trials having commenced
on or after 1 July 2005 be registered in a public trial registry accessible free of charge.
Please consult http://www.icmje.org/index.html#clin trials for further details. 'Respiration’

has implemented the expanded definition stating that 'any research study that
prospectively assigns human participants or groups of humans to one or more health-
related interventions to evaluate the effects on health outcomes'. Health-related
interventions include any intervention used to modify a biomedical or health-related
outcome (for example, drugs, surgical procedures, devices, behavioral treatments,
dietary interventions, and process-of-care changes). Health outcomes include any
biomedical or health-related measures obtained in patients or participants, including
pharmacokinetic measures and adverse events. Purely observational studies (those in
which the assignment of the medical intervention is not at the discretion of the
investigator) will not require registration.
The journal consists of the following sections:

1. Thematic Review Series
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7. Technical Notes
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1
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13. The Opinion Corner

14. Clinico-Pathological Conferences
15. Letters to the Editor

16. Congress Calendar

Reviews: Invited reviews, if accepted, are not subject to page charges. Unsolicited

reviews may also be submitted for consideration.

Letters addressed to the Editorare encouraged if they directly concern articles
previously published in this journal and clinical subjects related to the matters discussed.
The editor reserves the right to submit copies of such letters to the authors of the articles
concerned prior to publication in order to permit them to respond in the same issue of
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are also welcome. Letters to the Editor should be no longer than one printed page.

Eye Catchers: Maximum 1 printed page. Text may not exceed 250 words to allow
sufficient space for pictorial material, which is the main object of an Eye Catcher.
Maximum 2 references and 2-5 keywords.

Novel Insights from Clinical Practice (formerly Case Reports): Maximum 7 authors. The
publication space available for case reports is very limited. The journal only considers
case reports with significant new insights or with an extremely unusual and memorable
course. Highlighted boxes containing one or two bullet points on ,Established facts’
(what is already known) and ,Novel insights’ (what new information has been gained) are
required and should be placed on the first page of the report. These should be selected
so as to reinforce the novelty of the clinical observation. The text per box should be
limited to 1-2 very short sentences. The manuscript should be presented with an
abstract (unstructured, max. 200 words), followed by introduction, case report and

discussion. Maximum 3 figures.
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report and 1-2 illustrations and the question 'What Is Your Diagnosis'. Page 2: The
diagnosis followed by a short description of what diagnostic procedures were done to
reach the diagnosis and the discussion with references. Maximum 15 references and

include 3-5 keywords.

Guidelines: Consensus Guidelines are welcome from working groups to provide
guidance in key and emerging areas in all fields of respiratory medicine. Such guidelines

are also subject to a reviewing process.

Patient Consent

This is required for ALL articles containing personal information about the patient
submitted for publication in the following sections:

Novel Insights from Clinical Practice

What Is Your Diagnosis?

Eye Catcher

Signed patient consent (please use this Patient Consent Form) must be obtained from

the patient, guardian or next of kin (or a statement that the patient was not alive at the
time of writing) and submitted along with the manuscript.

Plagiarism Policy

Whether intentional or not, plagiarism is a serious violation. We define plagiarism as a
case in which a paper reproduces another work with at least 25% similarity and without
citation.

If evidence of plagiarism is found before/after acceptance or after publication of the
paper, the author will be offered a chance for rebuttal. If the arguments are not found to
be satisfactory, the manuscript will be retracted and the author sanctioned from

publishing papers for a period to be determined by the responsible Editor(s).
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Arrangement

Pages should be numbered throughout the manuscript text.

Title page: The first page of each paper should indicate the title, the authors’ names,
the institute where the work was conducted, and a short title for use as running head.

Full address: The exact postal address of the corresponding author complete with
postal code must be given at the bottom of the title page. Please also supply phone and
fax numbers, as well as e-mail address.

Key words: For indexing purposes, a list of 3-7 key words is essential.

Abstract: Each paper needs an abstract of up to 250 words. Abstracts of papers
submitted for publication in the sections Clinical Investigations, Basic Science
Investigations, Interventional Pulmonology, and Technical Notes should be structured as

follows:

Background: What is the major motive that prompted the study?
Objectives: What is the purpose of the study?

Methods: How was the study done?

Results: Most important findings.

Conclusions: Most important conclusions.

Introduction: What is the main question? State your considerations leading to the

formulation of this question.

Material and Methods: Prior approval of an Institutional Review Board (IRB) is required
for all investigations involving human subjects and animals. Animal experimentation

must be performed according to the Helsinki Declaration.
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Study design: Provide a short survey of the tests or experiments. Include the
independent variable(s) manipulated, the dependent variable(s) measured and all

controls.

Methods: Describe methods and apparatus in detail. Provide references and brief
description of methods already published. Identify drugs and chemicals, including
generic name, dosage and administration. Describe the pre-study condition of patients

or animals.

Analysis: Define the variables. Use statistical analysis that is appropriate for the study.
Describe statistical methods used for each analysis; provide references for tests that are

not well known.

Results: A concise report of important results only. Use figures and tables for the
presentation of data; summarize the most important observations in the text. Start and
end dates of the study must be indicated (from ... to, preferably exact dates, but at least

months and year[s]).

Discussion: Summarize main results and make sure you can answer the question
asked in the introduction, briefly supporting the answer with the relevant results. Explain
and defend the answer, comment on contradictory or unexpected results and
discrepancies with previous findings. Elaborate on new and important aspects of the
study.

Acknowledgements: Use this section to name persons who have contributed to the
article, but whose contributions do not justify authorship.

Footnotes: Avoid footnotes. When essential, they are numbered consecutively and
typed at the foot of the appropriate page.
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Tables and lllustrations: Tables and illustrations (both numbered in Arabic numerals)
should be prepared on separate sheets. Tables require a heading and figures a legend,
also prepared on a separate sheet. Due to technical reasons, figures with a screen
background should not be submitted. When possible, group several illustrations in one
block for reproduction (max. size 180 x 223 mm) or provide crop marks. Each illustration
must be labelled with its number and the first author's name. b/w half-tone and color
illustrations must have a final resolution of 300 dpi after scaling, line drawings one of
800-1,200 dpi. Figure files must not be embedded in a document file but submitted

separately (see detailed instructions at Online  Submission Instruction).

Color lllustrations

Online edition: Color illustrations are reproduced free of charge. In the print version, the
illustrations are reproduced in black and white. Please avoid referring to the colors in the

text and figure legends.

Print edition: Up to 6 color illustrations per page can be integrated within the text at
CHF 800.00 per page.

References

In the text identify references by Arabic numerals [in square brackets]. Material
submitted for publication but not yet accepted should be noted as ‘unpublished data’ and
not be included in the reference list. The list of references should include only those
publications which are cited in the text. Do not alphabetize; number references in the
order in which they are first mentioned in the text. The surnames of the authors followed
by initials should be given. There should be no punctuation other than a comma to
separate the authors. Preferably, please cite all authors. Abbreviate journal names
according to the Index Medicus system. Also see International Committee of Medical
Journal Editors: Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals

(www.icmje.orq).




102

Examples

(a) Papers published in periodicals:

Sun J, Koto H, Chung KF: Interaction of ozone and allergen
challenges on bronchial responsiveness and inflammation in
sensitised guinea pigs. Int Arch Allergy Immunol
1997;112:191-195.

(b) Papers published only with DOl numbers:
Theoharides TC, Boucher W, Spear K: Serum interleukin-6
reflects disease severity and osteoporosis in mastocytosis
patients. Int Arch Allergy Immunol DOI: 10.1159/000063858.

(c) Monographs:
Matthews DE, Farewell VT: Using and Understanding Medical
Statistics, ed 3, revised. Basel, Karger, 1996.

(d) Edited books:
Parren PWHI, Burton DR: Antibodies against HIV-1 from
phage display libraries: Mapping of an immune response and
progress towards antiviral immunotherapy; in Capra JD (ed):
Antibody Engineering. Chem Immunol. Basel, Karger, 1997,
vol 65, pp 18-56.

Reference Management Software:Use of EndNote is recommended for easy
management and formatting of citations and reference lists.
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SI Units
Since the United States of America and other countries outside Europe where
‘Respiration’ is read have not accepted the S| System, authors using S| Units should

add the conventional units in parentheses, for example: p02 = 10 kPa (75 mm Hg).

Digital Object Identifier (DOI)

S. Karger Publishers supports DOIs as unique identifiers for articles. A DOI number will
be printed on the title page of each article. DOIs can be useful in the future for
identifying and citing articles published online without volume or issue information. More
information can be found at www.doi.org

Supplementary Material

Supplementary material is restricted to additional data that are not necessary for the
scientific integrity and conclusions of the paper. Please note that all supplementary files
will undergo editorial review and should be submitted together with the original
manuscript. The Editors reserve the right to limit the scope and length of the
supplementary material. Supplementary material must meet production quality
standards for Web publication without the need for any modification or editing. In
general, supplementary files should not exceed 10 MB in size. All figures and tables
should have titles and legends and all files should be supplied separately and named
clearly. Acceptable files and formats are: Word or PDF files, Excel spreadsheets (only if
the data cannot be converted properly to a PDF file), and video files (.mov, .avi, .mpeg).

Page Charges

There are no page charges for papers of 4 or fewer printed pages (including tables,
illustrations and references). Each additional complete or partial page is charged to the
author at CHF 325.00. The allotted size of a paper is equal to approx. 12 manuscript

pages (including tables, illustrations and references).
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Author's Choice™

Karger's Author's Choice™ service broadens the reach of your article and gives all users
worldwide free and full access for reading, downloading and printing at
www.Karger.com. The option is available for a one-time fee of CHF 3,000.00, which is a
permissible cost in grant allocation. More information can be found

atwww.karger.com/authors choice.

NIH-Funded Research

The U.S. National Institutes of Health (NIH) mandates under the NIH Public Access
Policy that final, peer-reviewed manuscripts appear in its digital database within 12
months of the official publication date. As a service to authors, Karger submits your
manuscript on your behalf to PubMed Central (PMC) immediately upon publication. It
usually receives a PMCID within approximately a month and will appear in PMC after 12

months. For those selecting our premium Author's Choice™ service, the usual embargo

will be overridden, accelerating the accessibility of your work. More details on NIH's

Public Access Policy are available here.
Self-Archiving

Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-refereeing) or post-prints (i.e.
final draft post-refereeing) on their personal or institution's servers, provided the
following conditions are met: Articles may not be used for commercial purposes, must be
linked to the publisher's version, and must acknowledge the publisher's copyright.
Authors selecting Karger's Author's Choice™ feature, however, are also permitted to

archive the final, published version of their article, which includes copyediting and

design improvements as well as citation links.
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E-pub First

All articles are published electronically ahead of print with a DOI humber and are supplemented
later with the definite reference of the printed version. The articles become available immediately
after the authors' approval to publication, with the added advantage of being citable much earlier
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Reprints
Order forms and a price list are sent with the proofs. Orders submitted after the issue is
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