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A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é uma doenca inflamatdria com participacéo de
macrofagos, neutréfilos e linfocitos CD8, associada a estimulos oxidantes diretamente nas
estruturas pulmonares, causada mais comumente pelo tabagismo. Recentemente foi
demonstrado que o teste de caminhada dos seis minutos (TC6) é capaz de aumentar a
inflamacdo e gerar o aumento de espécies reativas de oxigénio. O presente estudo teve como
objetivo avaliar os niveis de dano e reparo de DNA em portadores de DPOC, quando
submetidos ao TC6. Para avaliar o dano de DNA, amostras de sangue periférico foram coletadas
antes e imediatamente ap6s o TC6. Para avaliar a capacidade de reparo, foi analisada uma
amostra coletada 48 horas apds o TC6. Todas as amostras foram processadas pela técnica do
cometa. Vinte e sete pacientes portadores de DPOC foram avaliados, sendo 59% homens. A
média de idade foi de 64,7 + 8,4 anos. A média do VEF1 foi de 40,3% =+ 18,4% do previsto,
com relagdo média de VEF1/CVF de 52,5% + 11,9%. Todos fumaram em média 36,7 + 17,0
anos, uma média de 48,1 + 37,5 macgos/ano. As médias das variaveis obtidas no inicio e no final
do TC6 foram: SpO2 (92,0 + 4,5 vs. 91,4 + 4,6), percepcdo da dispnéia pela escala de BORG
(1,2 £ 1,0 vs. 2,4 + 1,7) e a distancia percorrida foi em média de 380,1+ 84,4 m. As taxas
médias de dano de DNA antes do TC6 (27,9 + 19,2) e imediatamente apds (29,6+29,6) ndo
apresentaram diferencas significativas (p=0,904). A analise realizada 48 horas apds o TC6
demonstrou uma redugéo néo significativa deste dano (18,3 + 13,0, p=0,099). Conclui-se neste
estudo que o esforgo fisico realizado durante o TC6 ndo provoca aumento imediato nas taxas de
dano de DNA, nem estimula os mecanismos de reparo do DNA em portadores de DPOC.

PALAVRAS CHAVE: DPOC, Teste do Cometa, Teste da Caminhada dos Seis Minutos.
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ary—orsease is an inflammatory disease in which macrophages,
neutrophils and CD8 T lymphocytes play an important role. It is associated with direct oxidant
stimuli of lung structures, which are most frequently triggered by smoking. A recent study
showed that the 6-minute walk test (6MWT) increases inflammation and reactive oxygen
species. This study evaluated DNA damage and repair in patients with COPD that took the
6MWT. To evaluate DNA damage, peripheral blood samples were collected before and
immediately after 6MWT. To evaluate repair, a sample was collected 48 hours after the 6MWT.
All samples were prepared for the comet assay. Twenty-seven patients with COPD were
evaluated; 59% were men and mean age was 64.7 + 8.4. Mean FEV1 was 40.3% + 18.4% of
predicted value, and mean FEV1/FVC was 52.5% + 11.9%. Mean values before and after
6MWT were: SpO2 =92.0 £ 4.5 vs. 91.4 + 4.6; Borg score for dyspnea=1.2+1.0vs. 2.4+ 1.7,
and mean distance walked — 380.1 + 84.4 m. Mean DNA damage values before (27.9 + 19.2)
and immediately after (29.6 + 29.6) 6MWT were not significantly different (p = 0.904). The
analysis performed 48 hours after 6MWT showed a nonsignificant reduction of damage (18.3 £
13.0; p = 0.099). Conclusions The physical effort during 6MWT did not cause an immediate
increase in DNA damage, and did not stimulate DNA repair mechanisms in patients with
COPD.

Key Words: Pulmonary Disease, Chronic Obstructive; comet assay; DNA damage.
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1 INTRODUCAO

A doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é uma enfermidade respiratoria
prevenivel e tratavel, que se caracteriza pela presenca de obstrucdo cronica do fluxo aéreo, que
ndo é totalmente reversivel. A obstrucdo do fluxo aéreo é geralmente progressiva e est
associada a uma resposta inflamatoria anormal dos pulmdes a inalacdo de particulas ou gases
toxicos, causados primariamente pelo tabagismo.

O processo inflamatério cronico pode produzir alteragdes nos brdonquios (bronquite
cronica), bronquiolos (bronquiolite obliterante) e parénquima pulmonar (enfisema pulmonar),
onde a predominéncia destas alteracbes é variavel em cada individuo, tendo relagdo com 0s
sintomas apresentados (Il CONSENSO BRASILEIRO DE DPOC, 2004).

A DPOC se desenvolve apds a exposicdo prolongada dos brénquios (condutos que
levam o ar para dentro dos pulmdes) as substéncias toxicas contidas na fumaca inalada do
cigarro, porém apenas 20% de fumantes desenvolvem a doenca devido provavelmente a uma
suscetibilidade genética caracterizada por uma instabilidade genética ( SIAFAKAS, 1999)

O fato do tabagismo ser o principal fator de risco para DPOC faz com que sua
prevaléncia varie conforme o consumo tabagico. Em 2000, a Organizacdo Mundial da Saude
contabilizou 2,74 milhGes de morte em todo o mundo por DPOC, estimando existirem hoje 1.1
bilhdo de fumantes com uma estimativa de que em 2025 existam 1.6 bilhdo
(www.goldcopd.com). No Brasil, o consumo de cigarros registrados no ano de 1989 foi de
162,3 bilhdes de unidades. Ao menos 32 400 mortes anualmente s&o atribuiveis ao fumo no
Brasil. Onde no ano de 2003 foi a quinta causa de internamento no sistema Unico de saide, em
maiores de 40 anos , com 196.698 internagdes com um custo de aproximadamente 72 milhdes
de reais. O projeto PLATINO, recentemente realizado com o objetivo de avaliar a prevaléncia
de DPOC na América Latina, demonstrou que a prevaléncia em Sdo Paulo variou de 6 a 15%
dependendo do critério funcional utilizado ( JARDIM et al., 2004).

0] tratamento dos pacientes com DPOC baseia-se em:
cessagdo do  tabagismo, broncodilatador inalatorio, corticdide, oxigenioterapia,
antibioticoterapia nas agudizacdes e reabilitacdo pulmonar.
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uncional determinada pela doenca faz com que a qualidade

mente modificada. Ocorre a perda da autonomia de viver.

Atividades do dia a dia tais como: tomar banho, fazer a barba, fazer compras etc... ficam
prejudicadas.

Os Programas de Reabilitagdo Pulmonar tem o objetivo, através da melhora do
condicionamento fisico que é conquistado, propiciar a inclusdo social e as vezes até
profissional, uma vez que todos os estudos realizados apontam melhora absoluta da qualidade
de vida dos pacientes portadores de DPOC. Este tipo de tratamento consiste em um conjunto de
técnicas destinadas a desenvolver no todo ou em parte, as habilidades do individuo no curso de
doencas pulmonares crbnica, encabecadas por treinamento fisico, apds o paciente ter sido
submetido a uma serie de avaliagbes que medirdo o grau de disfuncédo, limitacdo ao exercicio e
comprometimento da qualidade de vida (NORMANDIM, 2002).

O teste da caminhada dos seis minuto é utilizado como um instrumento para mensurar a
capacidade de andar destes pacientes. Consiste em observar a tolerancia do paciente e as
alteracbes cardiorrespiratorias ocorridas durante o esforco. Deve ser realizado em uma
superficie plana, em percurso retilineo de no minimo vinte e cinco metros durante seis minutos,
monitorando a saturacdo de oxigénio, freqiiéncia respiratoria, freqiiéncia cardiaca e do grau de
dispnéia (Escala de BORG). O teste é encerrado quando o paciente completa 0s seis minutos
propostos inicialmente, ou se precisar, por algum motivo interrompe-lo. As mesmas aferi¢oes
realizadas antes do teste sdo feitas imediatamente apds seu término (SILVA e cols., 2000). Este
tem sido preconizado e utilizado nos programas de reabilitacdo, uma vez que as provas
funcionais realizadas com o paciente em repouso podem subestimar a capacidade de exercicio
do paciente ( GARROT, 2000).

Troosters T. et al., (2002) observaram que o valor do consumo de oxigénio (VO,)
durante o teste de caminhada dos seis minutos foi comparavel com aquele alcangado no pico do
exercicio incremental no cicloergbmetro num grupo de pacientes com DPOC. Estes mesmos
autores evidenciaram em outro estudo com portadores de DPOC, que a velocidade da
caminhada durante o teste de seis minutos nao difere da velocidade maxima medida no teste
incremental.

O DNA das células sofre influéncias de substancias tdxicas chamadas agentes
mutagénicos. Nos individuos portadores de DPOC, o cigarro aumenta o dano no DNA, isto é,
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O DNA também sofre danos pelo excesso de atividade fisica, que provavelmente serdo
reparados, em até 24 horas ap0s o exercicio. Estes reparos variam de acordo com as condi¢fes
fisicas prévias dos individuos (MALUF, 2004).

O dano de DNA causado pelo habito de fumar, pela idade e por outros fatores foi
examinado em linfocitos do sangue periférico de 100 individuos saudaveis, habitantes de Pisa
(Itélia). O comprimento de migracdo do DNA mostrou-se significativamente aumentado em
individuos fumantes, sendo que o efeito do cigarro foi mais significativo nas mulheres. Nao foi
encontrada diferenga significativa entre individuos de diferentes idades. A analise do dano do
DNA nos pacientes com DPOC é de extrema importancia uma vez que ja apresentam um dano
anterior provocado pelo habito de fumar (ERDTMANN; HENRIQUES; SILVA, 1999;
SIAFAKAS, 1999).

A técnica de eletroforese em célula Unica (SCGE - single cell gel electrophoresis), ou
eletroforese em microgel ou ainda técnica do cometa, € uma técnica rapida e sensivel para medir
sitios sensiveis ao pH basico (alcali-labeis) e quebras no DNA de células de mamiferos (Singh
et al.,1988; O Neill et al.,1993). A técnica do cometa & uma nova maneira de medir lesdes no
DNA pela migracdo de fragmentos, detectando, principalmente, quebra de cadeias simples
(BETTI et al., 1994).

Considerando o conhecimento ja existente de que o tabagismo danifica 0 DNA e também
que o0 exercicio extenuante é outro fator sabidamente danificador de DNA, propoem-se avaliar
este dano em pacientes portadores de DPOC submetidos ao teste de caminhada, situagdo
considerada de exercicio extremo neste grupo de individuos, além de observar a capacidade de
reparacdo deste DNA 48 horas ap0s o teste de caminhada. A utilizacdo do teste do cometa pré e
pos o teste de caminhada do seis minutos e 48 horas ap0s, analizara o dano no DNA que este
procedimento pode causar neste paciente, bem como sua capacidade de reparo.

Ja foi demonstrado que ap0s o teste da caminhada dos seis minutos ocorre um aumento
do estresse oxidativo (HANNEKE et al., 2006). Sabendo que as espécies reativas de oxigénio
podem, ao penetrar na célula, determinar dano de DNA e que portadores de DPOC ja tém este
dano aumentado quando comparado com individuos normais (MALUF et al., 2007), foi
elaborada a hipo6tese de que pacientes portadores de DPOC ao serem submetidos ao teste da
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am apresentar aumento no dano de DNA. Tendo como o

b de DNA antes e depois da caminhada dos seis minutos em

pacientes portadores de DPOC.
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2. EMBASAMENTO TEORICO

2.1 DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA (DPOC)

A DPOC ¢ uma enfermidade respiratéria que pode ser prevenida e tratada e com
comprometimento extra-pulmonar significativo, o que pode contribuir para a severidade do
estado de cada paciente. O componente pulmonar caracteriza-se pela presenca de obstrucdo
cronica do fluxo aéreo, que ndo é totalmente reversivel. Esta obstrugdo é geralmente progressiva
e estd associada a uma resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a inalacdo de particulas ou
gases toxicos, causados primariamente pelo tabagismo (CELLI, 2006, Il CONSENSO
BRASILEIRO SOBRE DPOC, 2004; GOLD, 2006).

O fumo é a principal causa da DPOC, sendo que de 15% a 20% dos fumantes
apresentam a doenga e cerca de 90% dos individuos que desenvolvem a doenca eram fumantes.
Porém, existem outros fatores de risco individuais como: deficiéncia a-1 anti-tripsina, hiper-
responsividade brénquica, desnutricdo, prematuridade, deficiéncia de glutationa transferase,
suscetibilidade genética além dos fatores externos que podem contribuir para o aparecimento do
DPOC tais como a poeira ocupacional, irritantes quimicos, fumaca de lenha, infec¢des
respiratdrias graves na infancia, condi¢do socio-econémica (GOLD, 2006; SANDFORD,
SILVERAN, 2002; WOUTERS; CREUTZBERG; SCHOLS, 2002).

Portadores de DPOC relatam como principais sintomas a fadiga e a dispnéia que podem
ser verificados pelo aumento do consumo de oxigénio (VO,), da ventilacdo pulmonar (VE) e da
producdo de didxido de carbono (VCO,). Esses parametros aparecem inicialmente diante de
esforcos moderados, mas, @ medida que a doenga progride, piora a intensidade, aparecendo a
partir de esforcos minimos, como: pentear os cabelos, trocar de roupa, ou ainda, cuidar da
higiene pessoal (REGUEIRO et al., 2006).

A dispnéia é o sintoma mais debilitante em portadores de DPOC, presente em todos 0s
pacientes, principalmente durante a exacerbacdo da sua doenca. Varios fatores fisiopatoldgicos
contribuem para a piora da dispnéia. Entre eles esta o aumento da carga mecanica instrinseca

nos musculos inspiratorios, a restricdo mecénica da parede tordcica, a fadiga dos musculos
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nda ventilatéria, a anormalidade nas trocas gasosas, a

diovasculares. O alivio da dispnéia é um importante alvo no

tratamento da doenga, sendo esta parcialmente reversivel. A percepg¢do da dispnéia modifica-se
entre pacientes com o mesmo estadio da doenca e é influenciada por fatores psicossociais. Pode
ser medida através de questionarios padronizados, como o Medical Research Council (MRC),
bem como através da escala de BORG (BESTALL et al., 1999; GOSSELINK, 2005; MAHLER;
GUYATT; JONES, 1998; PLATA, 2007).

Em 2000, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou em 2,74 milhdes as mortes
por DPOC em todo o mundo, além do aumento do nimero de tabagistas de 1,1 bilhdes para 1,6
bilhdes. Em paises onde a renda é baixa e média, o crescimento € alarmante. Em 1990, a DPOC

estava classificada como a 62 doenca em termos de impacto global; estima-se que em 2020 ela

venha ocupar a 32 posicdo. Atualmente é a 42 causa de morte nos EUA (atras das doencas
cardiacas, do céncer e da doencga cerebrovascular) (CHAPMAN, et al. 2006; GOLD, 2005;
MANNINO et al., 2006).

O estudo PLATINO, realizado pela Associagdo Latino Americana de Térax (ALAT) na
cidade de Séo Paulo, encontrou que a prevaléncia de DPOC foi de 15,8% na popula¢do com
idade igual ou superior a 40 anos. No Rio Grande do Sul, foi realizado um estudo na cidade de
Pelotas, onde foi identificada uma prevaléncia de 12,5 % na populagdo adulta, sendo maior em
homens, idosos, pacientes com menor grau de escolaridade, menor indice de massa corporal,
maior exposicdo a fumaga do cigarro e na populacdo de cor branca (MENEZES et al., 2005).

2.2 ALTERACOES DOS MUSCULOS RESPIRATORIOS E ESQUELETICOS NO DPOC

A alteracdo da mecénica pulmonar é originada pela obstrugdo brénquica, que ocasiona o
deslocamento do ponto de igual pressdo para as vias aéreas (VA), que ndo possuem cartilagens,
favorecendo o aprisionamento de ar. Cronicamente, este processo fisiopatoldgico tende a levar a
hiperinsuflacdo pulmonar, o que inicialmente reduzird a capacidade fisica diante de grandes
esforcos e, posteriormente, mesmo quando o0 paciente estiver em situacdo de repouso. Existem
evidéncias de que a hiperinsuflacdo pulmonar resulta em adaptacdes estruturais dos musculos da
caixa toracica, principalmente do diafragma (CARVALHO; BRUNETO; PAULIN, 2003).

A hiperinsuflacdo estatica ocorre devido a diminuicdo da elasticidade decorrente da

destruicdo do tecido elastico pulmonar. Ja a hiperinsuflacdo dindmica esté relacionada com o
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bm o tempo disponivel para a expiracdo. Porém, em ambas,

la por dois mecanismos restritivos, a reducdo da capacidade

inspiratéria e o aumento do trabalho respiratério. A diminuicdo de capacidade dos musculos
respiratérios que gera pressdo intratoracica negativa deve-se aos seguintes mecanismos: piora da
relagdo comprimento-tensdo, diminuicdo da zona de aposi¢do, diminuicdo da curvatura do
diafragma e alteracdo do arranjo crural e costal do diafragma (LAGHI, TOBIM, 2003).

A maior demanda inspiratoria ocorre porque a pressdo da musculatura inspiratoria
durante a fase passiva expiratoria é trés vezes maior do que em um individuo saudavel,
resultando em maior consumo energético e menor eficiéncia. Existem algumas anormalidades
das vias aéreas que também contribuem para 0 aumento da tensdo dos musculos respiratorios,
tais como: a resisténcia ao fluxo inspiratorio ser quatro vezes maior e ocorrer a perda da
elasticidade pulmonar, o aumento da ventilagdo méxima em 50%, o aumento da constante de
tempo e a freqtiéncia (LAGHI, TOBIN, 2003).

A diminuigcdo no nimero de mitocéndrias, de enzimas oxidativas, das fibras tipo I (61%
para 46%) e da capilaridade acontecem em resposta a uma maior demanda dos musculos
respiratérios. Ocorrem também alteragcdes funcionais multifacetadas, envolvendo modificacGes
metabdlicas complexas como a hipoxemia, hipercapnia, disturbios eletroliticos, alteracbes
inflamatorias, miopatia por esterdide, “cor pulmonale”, desnutricdo e aumento no estresse
oxidativo (BARREIRO et al., 2005; LEVINE et al., 1997; LEVINE et al., 2002; SIN, MAN,
2006; WOUTERS; CREUTZBERG; SCHOLS, 2002).

Em decorréncia da descaracterizacdo da arquitetura do diafragma (rebaixamento e
aplainamento), faz-se necessario o recrutamento progressivo de novos musculos acessorios, pois
é necessaria a manutencdo da contragdo durante todo o ciclo, levando ao aumento do consumo
energético, do trabalho respiratério, a diminuicdo do aporte sangiiineo e a fadiga ou faléncia
funcional. O musculo diafragma também sofre uma alteracdo em relacdo as suas fibras. Ha
nesse caso, um aumento de fibras do tipo | que se relacionam com a severidade da doenca
(BARREIRO et al., 2005; OROZCO-LEVI et al., 1999).

A musculatura intercostal € menos efetiva devido a horizontalizagdo das costelas e ao
aumento da impedancia da caixa toracica em relacdo ao diafragma. De acordo com a lei de

Laplace, o aumento no raio da curvatura leva ao aumento da tensdo passiva do diafragma e a
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matica (3,5%), sendo menos importante que a alteracdo do
LAGHI, TOBIN, 2003).

Além destas alteracGes da caixa torécica e dos musculos respiratorios, os portadores de

DPOC apresentam também adaptacGes de musculatura periférica, principalmente de membros
inferiores, corroborando para diminuigéo da forca e a endurance, provavelmente por interagéo
entre fatores locais e sistémicos, sendo altamente dependente da funcdo especifica do masculo
(BARREIRO et al., 2005).

A perda de massa muscular em pacientes com DPOC est4 associada a diminui¢do da
forca dos masculos periféricos, piorando a qualidade de vida, gerando substancial aumento do
risco de mortalidade, independente dos tradicionais fatores como a fun¢do pulmonar, idade e
permanéncia do habito tabagico (DEBIGARE; COTE; MALTAIS, 2001; SIN, MAN, 2006).

Estudos utilizando bidpsias do musculo quadriceps verificaram uma significativa
reducdo de fibra tipo | e um aumento de fibra tipo Il, 0o que provavelmente contribuia para a
fadiga e a reducdo da endurance muscular observada em portadores de DPOC. Além disso,
microscopicamente, estes musculos apresentam mudancas inflamatorias, o que contribui para
aceleradas apoptoses (AGUSTI, et al., 2004; MADOR, BOZAKANAT, 2001).

Os efeitos cronicos dos mediadores inflamatorios podem ser também responsabilizados
pela disfuncdo muscular, em particular dos masculos respirtatorios que sdo mais suscetiveis a
formacéo de espécies de oxigénio reativo (ROS) (REID, 2001).

Dentre os possiveis mecanismos de disfun¢cdo muscular, a falta de condicionamento
fisico € o maior contribuinte, pois estes pacientes geralmente tém um estilo de vida
extremamente sedentario. Com isto, seus musculos atrofiam, diminuem a capilaridade vascular
e a concentracdo das enzimas aerdbicas. Outros fatores que contribuem para a disfungéo
muscular sdo: a reducdo dos niveis de hormdnios anabdlicos (hormdnio de crescimento), a
utilizagdo de corticoides (miopatia), a hipoxemia, a hipercapnia e a desnutricdo (CASABURI,
2000).

2.3 DESNUTRICAO
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a alteracbes no mecanismo de resposta inflamatoria,

acompanhada de elevacdo dos niveis sanguineos de IL-6 e IL-8, FNT- a e proteina C reativa;
além de manifestacdes clinicas sistémicas, como a perda de peso, diminuicao de forca, de massa
muscular e de tecido (BROEKHUIZEN et al., 2005; DEBIGARE; COTE; MALTAIS, 2001;
JONES, AGUSTI, 2006; WOUTERS; CREUTZBERG; SCHOLS, 2002).

A relacdo entre inflamacédo sistémica e perda de peso no paciente com DPOC pode ser
parcialmente explicado pelo aumento do FNT, considerado um mediador de caquexia em varias
condicBes clinicas. O FNT- o € a citocina mais estudada da super familia do FNT, sendo
fundamental na inducdo inflamatdria em fumantes. Porém, este processo inflamatdrio persiste
mesmo depois da cessacdo do fumo, sendo considerado o maior determinante na perda de peso
em portadores de DPOC, atingindo 20 a 30% dos doentes estaveis e podendo chegar a
proporcdo de 50% daqueles hospitalizados (MUKHOPADHYAY; HOIDAL; MUKHERJEE,
2006; VERNOOQY et al., 2002).

O aumento dos niveis plasmaticos de FNT-a geram uma diminuicdo de proteinas
contrateis no musculo, por diminuigdo do anabolismo muscular, tendo como efeito secundario a
anorexia, o catabolismo muscular e, consequentemente, a diminui¢cdo da contragdo muscular
(EID, et al., 2001; REID; LANGNERGREN; WESTERBLAD, 2002; L1, et al., 2000;SCHOLS
et al., 1996).

O hipermetabolismo contribui para a perda de peso e para a atrofia muscular. O total de
energia utilizada diariamente esta aumentado, tanto no repouso quanto em atividade. Ha
igualmente um aumento no consumo de oxigénio para respirar e uma diminuic¢do da efetividade
dos musculos esqueléticos periféricos. Outro evento importante é a apoptose, um mecanismo
que provavelmente contribui para a reducdo de células musculares, pois ha uma correlagdo
inversa entre 0 grau de apoptose e o indice de massa corporal (FERREIRA, 2003;
TAKABATAKE, et al., 2000).

A desnutricdo tem um impacto negativo na condigdo clinica de pacientes com DPOC,
pois a nutricdo e a ventilacdo estdo relativamente unidas. O oxigénio e os nutrientes sdo
fundamentais no processo de respiragdo e na suplementacdo de energia para as atividades de
vida diaria (DEBIGARE, COTE. MALTAIS, 2001).
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A perda de massa gorda resulta também em disfuncéao

muscular periférica, diminuicdo da capacidade de exercicio e piora da qualidade de vida destes
pacientes (DOURADO et al, 2006; LAGHI, TOBIN, 2003; MACNEE, 2005).

2.4 INTOLERANCIA AO EXERCICIO

Pitta et al.(2006), em um estudo, demonstraram que os portadores de DPOC n&o andam
mais do que 30 minutos por dia e, portanto, ndo atingem a atividade fisica minima recomendada
pelas diretrizes do American College of Sports Medicine (1995). A inatividade esta, portanto,
relacionada com a maior taxa de mortalidade.

O estilo de vida sedentério é o primeiro potencial fator para a disfungdo muscular e para
a intolerancia ao exercicio. Além disso, a dispnéia e a fadiga muscular, ambos resultantes da
interacdo da limitacdo ventilatoria com as anormalidades na exalacdo de gases, da disfungéo
muscular periférica e da disfuncdo cardiaca contribuem ainda mais para essa intolerancia. A
ansiedade e a motivacdo do paciente também tém sido apontadas como fatores que podem
influenciar na intolerancia ao exercicio (MAESTRU, 2004; SIN, MAN, 2006).

Em alguns pacientes, ocorre uma piora da hiperinsuflacdo que resulta em um aumento
do trabalho respiratério e em sobrecarga para os musculos respiratdrios, o que intensifica a
sensacdo de desconforto para respirar. A intensidade do exercicio é outro fator determinante,
pois se sabe que a intolerancia pode ser secundaria a sobrecarga da musculatura, visto que 0s
exercicios extenuantes aumentam o estresse oxidativo (HEUNKS, 1999; TROOSTERS et al.,
2006).

A utilizacdo cronica de altas doses de corticoesterdides inalatorios pode estar
diretamente associada com o desenvolvimento de fraqueza muscular; bem como o aumento dos
mediadores inflamatérios, principalmente durante as exacerbac6es da doenga (TROOSTERS et
al., 2006). Assim, enquanto nos individuos saudaveis a limitacdo ao exercicio fisico
normalmente acontece em conseqiiéncia ao descondicionamento do sistema cardiocirculatorio,
nos portadores de DPOC esta limitagdo se da& pela insuficiéncia do sistema respiratério, da
fraqueza e da limitagdo muscular (HEUNKS, 1999).
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Estudos recentes demonstram que a DPOC é caracterizada pela inflamacdo crénica
associada com alteragcdes dos componentes celulares do pulmao, evidenciada através dos niveis
de mediadores inflamatdrios circulantes e dos marcadores de estresse oxidativo. As células
inflamatorias, uma vez recrutadas para 0 espaco aereo, tornam-se ativadas e geram ROS em
resposta a um nivel suficiente de estimulo (BARNES, 2003; CREUTZBERG; RAHMAN;
WOUTERS, 2003; SCHOLS, 2002).

Os portadores de DPOC tém um nimero elevado de células inflamatorias, entretanto, a
relacdo entre estas células, a seqiiéncia com que elas aparecem e a sua persisténcia, ainda
permanecem desconhecidas. Mas se sabe que o processo inflamatorio e a intensidade deste se
correlacionam com a gravidade da doenca (MANNINO, et al., 2006; PINTO-PLATA et al,,
2007; SAETTA et al, 2001; SZULAKOWSKI et al., 2006).

O processo inflamatério cronico associa-se com o aumento de multiplos genes
associados a reacOes inflamatorias: citocinas, quimioreceptores e moléculas de adesdo. Muitos
destes genes sdo regulados pelo fator nuclear de transci¢do (NF- kB) o qual esta aumentado em
pacientes com DPOC e fumantes, ativados por citocinas pro inflamatdrias e pelo estresse
oxidativo (BARNES, 2006; GARY, STEVEN, 2003; SZULAKOWSKI et al., 2006).

As celulas inflamatorias predominantes modificam-se durante a doenca estavel e durante
suas agudizacBes. No estagio moderado, a mucosa brénquica do portador de DPOC €
colonizada com o linfécito T, particularmente CD8+ e 0s macr6fagos, que sdo as células
inflamatorias predominantes. Estas células secretam uma variedade de substancias que incluem:
metabdlitos do acido aracddnico, tromboxano A2, prostaglandinas E2 e D2 , leucotrieno B4,
ROS, citocinas inflamatérias, TNF-a., fator inibitério do macréfagos, metabdlitos do oxigénio —
anion superoxido, peroxido de hidrogénio (H202), e radical hidroxila (OHY); enzimas —
metaloproteinases, elastases; e 6xido nitrico (NO), além de fatores quimiotaticos que contraem a
musculatura lisa, ativam glandulas mucosas e as proteinas da matriz extracelular (BARNES;
PAUWELS; SHAPIRO, 2003; BOER, 2002; DI STEFANO et al.,, 2004; DONNELL, et al,
2006).

Os marcadores de inflamacéo neutrofilica (mieloperoxidase, IL-8 e FNT-a) migram da

circulacdo para o epitélio bronquico das vias aéreas nas exacerbagdes e estdo relacionados com
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amento de ar, o0 que eleva o risco de internagdes. Pacientes

hospitalizados com agudizacdo da doenca apresentam mudancas significativas nos niveis de
citocinas sistémicas, que se correlacionam com os sintomas e com a fungdo pulmonar, porém
estes mediadores declinam uma semana depois (DENTENER et al., 2006; PLATA et al., 2007).

Na via aérea central, a limitacdo do fluxo aéreo estd associada com aumento de
macrdfagos e de linfocitos T na sua parede e de neutr6filos no Iimem, sugerindo a passagem
seletiva. Este mecanismo ainda ndo foi esclarecido, mas pode ser explicado pelo desequilibrio
de citocinas pré e anti-inflamatorias, principalmente a interleucina 10 (IL-10), sendo esta a
citocina responsavel pela diminuicdo da resposta inflamatoria; a interleucina 8 (IL-8) promove
a quimiotaxia do neutrofilo e o FNT que ativa a adesdo molecular (BARNES, 2006;
DENTENER et al, 2006; MUKHERJEE; HOIDAL; MUKHOPADHYAY, 2006; TERAMOTO,
2005).

Estudos indicam que o inicio da inflamacdo e 0 FNT- o sdo capazes de estimular o
estresse oxidativo em varios tecidos e células, pois 0 FNT- o é responsavel pela amplificacdo da
resposta inflamatéria (BAST; BOOTS; HAENEEN, 2003; BOER, 2002; CARNEVALI et al.,
2003; DENTENER, 2006; DONNELL, et al, 2006).

Outras células encontradas nas vias aéreas destes pacientes sdo os eosindfilos, até entéo,
diretamente relacionados com a asma. Em contrapartida existem também varios trabalhos que
enfatizam a eosinofilia nas exacerbacbes da DPOC, com niveis similares aos pacientes
asmaticos. Esses estudos demonstram que a presenca dos eosindfilos na DPOC pode ser um
fator inflamat6ério comum com a asma (DI STEFANO et al., 2004; O DONNELL et al., 2006;
LAPA e SILVA, 2006; SALAMONE et al., 2001).

Os neutrofilos sdo células abundantes no sangue, mas praticamente ausente nos tecidos
pulmonares em pessoas saudaveis. Sdo responsadveis pela amplificacdo e perpetuacdo do
processo inflamatorio como fonte geradora de ROS. Na DPOC, o corticosterdide prolonga a
sobrevida destas células, mantendo o processo neutrofilico pulmonar; contudo, estimula a
fagocitose dos macrofagos em até trés vezes mais. Outro fator que diminui a apoptose dos
neutréfilos é a persisténcia da hipoxia celular, muito freqiiente em DPOC graves, situacdo na
qual estas células sdo predominantes. Ha também uma hipotese de que os neutrofilos séo os
responsaveis pela perpetuacdo do desequilibrio entre proteases e anti-proteases no parénquima
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Noguera et al. (1998) realizaram um estudo e demonstraram que fumantes, que
desenvolvem a DPOC, tém um aumento das ROS liberadas através da circulacdo pelos
neutréfilos, quando comparados com fumantes que ndo desenvolvem a doenga. Isto sugere que
0 aumento do nimero destas células inflamatorias tem uma relacdo com o desenvolvimento da
doengca.

Leanderson e Tagesson (1994) observaram que os neutrofilos podem causar dano
oxidativo no DNA nas células epiteliais alveolares devido a formacdo das ROS, principalmente
em pacientes fumantes, sugerindo que o recrutamento de células inflamatérias causa dano

oxidativo no DNA das células pulmonares.

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO

A via aérea estd exposta a altos niveis de oxidantes ambientais, como: tabagismo,
exposi¢cdo ocupacional, polui¢do intra e extra-domiciliar que estimulam a producdo de anti-
oxidantes extracelulares para que ocorra o equilibrio entre fatores oxidantes e antioxidantes,
suficiente para evitar o desenvolvimento da doenca. Porém, na ocorréncia de uma doenca nas
vias aéreas, como a DPOC, existe um desequilibrio destes fatores, gerando o estresse oxidativo
(BOWLER; CRAPO; RUSSELL, 2002; KARADAG et al., 2004; MACNEE, 2005).

O estresse oxidativo ocorre quando as ROS s@o produzidas em excesso a partir dos
mecanismos de defesa dos anti-oxidantes, com consequéncias prejudiciais que incluem danos de
lipidios, de proteinas e de DNA (BARNES, 2006; BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003;
BOOTS; HAENEEN; BAST, 2003; CARNEVALI et al, 2003; CASELLA et al., 2006;
RAHMAN, 2003).

O fumo contém mais de 1.017 particulas e muitas sdo produtos oxidantes, incluindo
Oxidos de nitrogénio, radicais organicos livres e aldeidos, o que favorece o recrutamento de
celulas inflamatérias para o pulmdo, como os macrdfagos alveolares que sdo estimulados a
produzir ROS e a liberar outros mediadores, atraindo os neutréfilos e outras células
inflamatdrias (BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003; BAST; HAENEN; DOELMAN, 1991;
RUFINO, SILVA e LAPA, 2006).
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SELL (2002) e RAHMAN (2003) estudaram o papel das

corre tanto nas vias aéreas periféricas como nas centrais de

pacientes com DPOC. Concluiram que as ROS tem como efeito um aumento da resposta
inflamatoria, podendo causar leséo direta ou induzir a reagdes metabdlicas secundérias, as quais
podemos citar: alteracdo no remodelamento da matriz extra-celular, apoptose, respiracéo
mitocondrial, proliferacdo celular, manutencdo do surfactante, resposta no reparo celular e
modulagédo imune do pulméo.

Desta forma, o estresse oxidativo pode aumentar a expressao dos genes tanto pré como
anti-inflamatorios. Entretanto, existindo equilibrio entre 0s genes e 0s niveis de glutationa em
resposta as ROS, o processo inflamatorio pode ocorrer como efeito de protegdo celular. Caso
contrério, ocorrerd o desenvolvimento da lesdo pulmonar (PIERROU, et al, 2006; RAHMAN,
2003; TERAMOTO et al., 2005).

2.7 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NO DPOC

Existem varios marcadores de estresse oxidativo que podem ser identificados em
portadores de DPOC e detectados durante a respiracdo, como o aumento do perdxido de
hidrogénio (H20,) exalado. Particularmente durante a agudizacdo, podem ser detectados de
maneira sistémica e pulmonar, medidos por niveis de peroxidagdo lipidica (LPO) e degradacédo
de produtos da matriz extracelular no sangue periférico ou no lavado broncoalveolar (LBA)
(BARNES; SHAPIRO; PAUWELS; MACNEE, 2005; PIERROU et al., 2006; VAART et al.,
2004).

2.7.1 Perdxido de hidrogénio

O H,0,.€é exalado durante a respiracdo e reflete diretamente a producdo de oxidantes
pulmonares. Nos pacientes com DPOC e fumantes, estes niveis estdo elevados quando
comparados com individuos saudaveis e ex-fumantes. Durante as exacerbacdes, 0s niveis de
H,0, mantém-se elevados, sendo uma parte, originada do aumento da liberagdo de anion
superéxido (02) pelos macréfagos, que estdo presentes em um nimero até cinco vezes maior
nos fumantes (BOOTS; HAENEEN; BAST, 2003).
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aumento das ROS, sugerindo que o exercicio induzia ao estresse oxidativo e poderia ser
relacionado tanto com a intensidade, quanto com a duracéo deste. Esse fato poderia ser atribuido

a diferenca no recrutamento da ventilagdo pulmonar entre exercicios maximo e submaximo.

2.7.2 Oxido nitrico exalado

O gés 6xido nitrico (ON) é produzido no pulméao por sintase de ON (NOS) que existe em
duas formas: cNOS e Inos. O ultimo pode ser induzido por estimulo inflamatério pulmonar e
refletir na inflamacdo da VA. Conseqlientemente, os niveis de ON exalado sdo considerados
marcadores de inflamacdo da VA e uma medida indireta de estresse oxidativo. Estudos
demonstram niveis elevados de ON exalado em pacientes com DPOC e fumantes se
comparados com ndo fumantes e pessoas saudaveis (BOOTS; HAENEEN; BAST, 2003).

2.7.3 Produtos da peroxidacao lipidica (LPO)

O LPO pode ter um papel importante como sinalizador de eventos nos mecanismos
moleculares, principalmente relacionado a inflamagdo pulmonar em portadores de DPOC.
Entretanto, a origem do aumento destes niveis de LPO nesta doenca estdo incertas. Trata-se do
resultado de um processo pulmonar associado com a ativacdo de macrofagos alveolares,
neutréfilos ou causada pela reagdo continua de LPO no parénquima, alvéolos ou via aérea,
induzido pela inalacdo de oxidantes oriundos do cigarro (BOOTS; HAENEEN; BAST, 2003;
RAHMAN, 2003;). Os niveis de LPO estdo aumentados em pacientes com DPOC,
principalmente durante as exacerbacGes. Além disso, esses niveis apresentam correlagao
negativa com um marcador de funcdo pulmonar (VEF;) (BOOTS; HAENEN; BAST, 2003;
MACNEE, 2005; RAHMAN, 2003).

Um estudo realizado por Heunks et al. (1999), utilizando um protocolo de exercicio
fisico extenuante para portadores DPOC graves, demonstrou que este tipo de atividade fisica
resulta em dano do tecido, mediado por radicais livres, observado através do aumento de LPO

no plasma, consituindo-se este num étimo marcador de estresse oxidativo.
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O DNA é um polimero, de apenas quatro subunidades (A-C-G-T), sendo encontrado em
todos os seres vivos. A espécie humana, em sua evolucdo, expfe-se a uma infinidade de
genotdxicos pela ingestdo de alimentos, bebidas (contaminantes, naturais da dieta), pela
inalacdo de fumacas e irradiagdes do meio ambiente. A exposicdo a agentes genotdxicos em
nosso meio ambiente pode causar uma variedade de efeitos sobre a saide humana. Alguns
expressam-se imediatamente, enquanto outros podem levar anos para se manifestar (SILVA;
ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

Existem fatores intrinsecos e extrinsecos que podem influenciar na mutacdo do DNA, 0s
quais interagem com a vida desde sua origem. As suas concentragdes mudaram ao longo da
evolugdo, e as espécies sobreviventes adaptaram-se a essas mudancas. Algumas séo dificeis de
eliminar, como as radiagfes naturais e a presenca do oxigénio, mas, conhecendo adequadamente
0 risco, podemos reduzir seus efeitos, como os da fumaga do cigarro e da nicotina, reduzindo
assim as mutagdes, pela eliminacdo da fonte. Além destes agentes ambientais, que podem ser
chamados de extrinsecos, existem também os erros, mudancas intrinsecas a composic¢ao quimica
da molécula de DNA (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

Alguns estudos genéticos realizados com portadores de DPOC sugerem que 0S
polimorfismos genéticos em genes de enzimas metabolizadoras de genotdxicos podem ter um
papel individual na suscetibilidade de oxidantes pulmonares e no desenvolvimento da doenga. O
primeiro passo desse metabolismo é a alteracdo dos componentes do pulmdo em um mecanismo
protetor importante, responsavel pela manutencdo do estresse oxidativo (TERAMOTO, 2005;
SAMARA et al., 2005).

A nicotina é a substancia do tabaco responséavel pelo desenvolvimento e manutencdo do
tabagismo. Em humanos, a nicotina é oxidada para cotidina e posteriormente para trans-3-
hidroxicotidina pela enzima de fase I CYP2A6. A mutacdo de ponto no exon trés (alelo
CYP2AG) e a delecdo do gene CYP2AG resulta em pouca ou nenhuma atividade enzimética. Os
individuos com este fendtipo sdo incapazes de metabolizar nicotina, fumam menos cigarros por
dia e sdo menos suscetiveis a desenvolverem a dependéncia quimica que individuos sem

mutacdo ou com duplicacdo do gene. O polimorfismo genético do exon 5 de fumantes com
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glutationa S — tranferase P1 (G§TP1) estd associado ao desenvolvimento de DPOC em
fumantes (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003; TERAMOTO, 2005).

Individuos que sdo portadores do alelo CYP2A6* 1X2 (duplicacdo génica) expressam
atividade enzimatica maior. A nicotina é metabolizada mais rapidamente, fumam mais cigarros
para poderem manter os niveis de nicotina, que produz a sensacao de prazer associada a droga.
Eles se tornam dependentes mais rapidamente e estdo, portanto, mais expostos a xenobidticos
toxicos. Dessa forma, é evidente o papel dos xenobidticos e a sua relagdo com o desequilibrio
anti-oxidante na patogénese da DPOC, pois se trata de uma doenca que pode ser influenciada
por fatores ambientais, genéticos, integracdo genotipo-ambiente-toxicidade e pela exposicao
ambiental (SANDFORD, SILVERMAN, 2002; SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

2.9 DANO DO DNA

Existem fatores ndo ocupacionais que podem influenciar no dano do DNA,; a idade é um
deles, pois afeta significativamente a freqiiéncia de mutagdes nas células humanas em homens e
mulheres. O aumento das muta¢Ges com a idade pode ser devido ao acumulo de DNA lesado e
ndo reparado e/ou a diminuicdo na capacidade de reparagdo do DNA (BOLOGNESI et al.,
1999; MALUF, 2004).

O héabito de fumar também pode alterar frequéncia de mutagdes, pois causa uma
variedade de problemas. Linfocitos de fumantes mostram um aumento significativo de
cromossomos dicéntricos, anéis e trocas cromatidicas, o que indica uma forte correlagdo entre a

atividade carcinogénica e a mutagénica do cigarro. O fumo, através de seus radicais livres e
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Outro fator que pode influengiar o dano de DNA é o nivel de atividade fisica. Exercicios

fisicos extenuantes levam ao estress¢ oxidativo, podendo causar lesdes no DNA, as quais devem

ser reparadas em até 72 horas depois do exercicio. As condic¢des fisicas do individuo parecem
influenciar nos niveis dessas lesdes (MALUF, 2004).

2.10 REPARACAO DO DNA

Todos os sistemas de vida existentes hoje séo altamente organizados e programados para
a sobrevivéncia, e todos tém a capacidade de detectar e corrigir erros/ mutagdes que ocorrem no
seu DNA. Para controlar as mutagdes, existe o sistema de reparacdo que consegue corrigir a
maior parte desses erros, sob controle da sele¢do natural (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES,
2003).

Populagdes expostas a agentes mutagénicos tém uma determinada capacidade de reparar
0 DNA danificado, que é herdada e variavel na populagdo. Devido a isto, os individuos sdo mais
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(alcali-labeis) e quebras no DNA de células de mamiferos
(SINGH et al.,1988; O'NEILL et al.,1993). Ostling e Johanson descreveram o método pela

primeira vez em 1984. As células eram colocadas em agarose, expostas a um agente mutagénico

e submetidas a eletroforese. Desta maneira, observou-se uma espécie de cauda, que se formava
nas células danificadas. Essa cauda é formada pelo DNA solto do nucleo, por quebras de cadeia
simples ou dupla, e seu comprimento é diretamente proporcional a quantidade de DNA
danificado.

Singh et al. (1988) introduziram condicdes alcalinas a técnica, produzindo quebras de
cadeia simples de DNA em sitios alcali-labeis. As condi¢fes alcalinas da técnica causam a
separacdo do pareamento entre as bases, podendo, assim, a descontinuidade de cadeia simples
ser detectada. Em pH neutro, a continuidade da dupla hélice ndo é afetada por uma quebra de
cadeia simples ocasional. Porém, quebras de cadeia simples podem ter uma profunda influéncia
no comportamento do DNA, ja que a molécula de DNA, no nucleo, encontra-se super-enrolada
e firmemente empacotada, e tais quebras liberam o enrolamento e induzem ao relaxamento da
estrutura do DNA (MCKELVEY-MARTIN et al., 1993).

A principal limitacdo deste método € ndo ser um teste de mutagénese, pois o dano pode
ser reparado ou ser muito sensivel, o que exige cautela, além de um bom controle para a analise
das conclusdes; o tempo decorrido entre a exposi¢do ao mutageno e o tempo de preparacao das
laminas, até a lise, deve ser curto (24h no maximo), pois o reparo inicia imediatamente.

Mercken et al.(2005) realizaram um estudo com portadores de DPOC utilizando o teste
do cometa e verificaram que estes pacientes apresentam um aumento do dano no DNA

imediatamente apos realizarem protocolos de testes de exercicios maximo e submaximo.

2.11. TESTE DE CAMINHADA DOS SEIS MINUTOS

A medida do nivel de atividade e da tolerancia ao exercicio de um individuo pode ser
utilizada para identificar limitagdes funcionais, bem como quantificar o reflexo da doenca sobre
as atividades da vida diaria e a subseqiente qualidade de vida. Além disso, também € util para
predizer o progndstico da doenca, permitindo uma prescricdo segura de exercicio, e para a
avaliacdo de vérios tratamentos (ROGERS, 2003).
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“Click Her visa diagnosticar a presenca e a gravidade da doenca,

Oria do individuo e avaliar o desempenho da reabilitacéo
fisioterapéutica (ROBERGS et al., 2002).
O teste da caminhada dos seis minutos (TC6) é um teste simples, através do qual se

observa a tolerancia do paciente e as alteracdes cardiorrespiratdrias ocorridas durante o esforgo.
O teste inclui medidas objetivas que demonstram a integridade das capacidades funcionais do
paciente. Este deve ser realizado em uma superficie plana, em percurso retilineo de no minimo
trinta metros de comprimento, durante seis minutos, com monitorizagdo de saturagdo de
oxigénio, da freqiéncia respiratéria, da frequéncia cardiaca e do grau de dispnéia. A
mensuracao da dispnéia deve ser realizada através de escalas ou indices que procuram situar o
seu grau em um determinado momento, preferencialmente a escala de BORG (0 a 10) (ATS,
2002; TROOSTERS et al., 2005). Antes de iniciar o exercicio, devem ser coletados os seguintes
dados: freqliéncia cardiaca, freqliéncia respiratdria, escore de dispnéia, saturacdo de oxigénio,
avaliagdo da dor em membros inferiores e aferi¢do da pressdo arterial. Inicia-se a caminhada de
esforco maximo com estimulagéo pelo técnico a cada minuto, utilizando as frases padronizadas.

O teste é encerrado quando o paciente completar os seis minutos propostos inicialmente,
Ou caso necessite, por algum motivo, ser interrompido antes. As mesmas aferi¢Oes realizadas
antes do teste sdo feitas imediatamente apo6s seu término (ATS, 2002; RODRIGUES;VIEGAS;
LIMA, 2002).

Existem alguns fatores que podem contribuir para um pior desempenho do TCB6, tais
como: idade avangada, sexo feminino, sobrepeso, corredor curto, déficit cognitivo que podem
reduzir a distancia percorrida. Por outro lado, pacientes com alta motivacdo, sexo masculino,
membros inferiores longos e a suplementacdo de oxigénio, podem contribuir para um melhor
desempenho (ATS, 2002).

O TC6 é 0 mais utilizado e validado, além de ser bem tolerado por portadores de DPOC,
fazendo parte do indice multidimensional denominado BODE (indice de massa corporal,
obstrucdo do fluxo aéreo, intensidade da dispnéia e capacidade de exercicio), sendo melhor
preditor de mortalidade do que o VEF1% isoladamente (CELLI et al., 2004).

As respostas fisioldgicas deste teste em pacientes com DPOC foram descritos em
estudos prévios e por isso, considerado por alguns autores como sendo um teste de exercicio

maximo ou submaximo. Troosters T. et al.,(2002), observaram que o valor do consumo maximo
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ncremental no cicloergdbmetro em portadores de DPOC,

demonstrando que o TC6 poderia ser considerado um teste de exercicio maximo. No entanto,
todos estes estudos sdo unanimes em concluir que o teste pode refletir melhor o nivel de
exercicio funcional das atividades fisicas diarias destes pacientes podendo significar um nivel de
atividade maxima para alguns e submaxima para outros (CELLI et al., 2004; HANNEKE et al.,
2006; ROSA et al., 2006; TROOSTERS T, 2002).
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

O estudo caracteriza-se por um estudo prospectivo onde foram incluidos 27 (vinte e sete)
portadores de DPOC encaminhados ao programa de reabilitacdo pulmonar do Centro
Universitéario Feevale, os quais foram submetidos ao TC6 como parte da avaliacdo para ingresso
no programa. O diagnéstico de DPOC foi realizado de acordo com o GOLD (Global Initiative
for Chronic Obstrutive Lung Disease) utilizando histéria clinica, exame fisico e a confirmagédo
da obstrucdo do fluxo aéreo através da razdo do volume expiratério forgado no primeiro
segundo (VEF1) pela capacidade vital forcada (CVF) inferior a 70% do previsto. Todos 0s
pacientes incluidos no estudo apresentavam DPOC de moderado a grave definido por um
VEF1< 60% do valor previsto ap6s o uso de broncodilatador. Como critérios de exclusdo:
pacientes com sinais de agudizacdo da doencga e ou comorbidades que impedissem de realizar
atividade fisica. Todos os pacientes responderam ao questionario de salde pessoal publicado
pela International Commission for Protection against Environmental Mutagens and Carcinogens
(ICPEMC). O TC6 foi realizado segundo critérios da ATS, o corredor onde o teste foi
executado tinha 48 m. As amostras de sangue foram coletadas antes, imediatamente apds e 48
horas apds a realizacdo do TC6. Caso ocorresse alguma instabilidade clinica durante a
realizacdo do TC6, 0 mesmo era interrompido e repetido num outro dia. Ao término do teste, a
distancia percorrida foi aferida através de uma fita métrica em metros.

Todos os pacientes completaram o teste e nenhum utilizou oxigénio durante a execugédo
do mesmo. O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro Universitario e todos os
pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os dados da amostra estdo expressos em médias e desvio padrdo. As diferencgas entre
as variaveis foram avaliadas utilizando o teste de Wilcoxon. Os dados foram analisados pelo
programa SPSS 12.0.
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O teste do cometa foi realizado de acordo com o protocolo de preparacdo e analise. As
laminas foram preparadas, adicionando 300ml de uma solucdo de agarose a uma lamina e
deixando a agarose solidificar (5-30 minutos a 4°C). A mistura de 5 pl de sangue total com 95
ul de agarose especial (low-melting-point agarose) foi adicionada a lamina; uma laminula foi
imediatamente adicionada e as laminas foram mantidas sob refrigeracdo durante 5 minutos, até
que a cobertura de agarose com as células, solidificassem. Apds, a laminula foi cuidadosamente
retirada e a ldmina mergulhada dentro de uma solucdo de lise gelada (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, pH 10.2, 1% Triton X-100 e 10% DMSO). Apbs 24 horas, as laminas
foram removidas delicadamente da solucéo litica e o0 excesso de liquido removido das bordas e
da face inferior da lamina. As laminas foram colocadas na cuba de eletroforese e preenchidas
por uma solucdo tampéo alcalina, fresca, para eletroforese (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA,
pH > 13). O liquido cobriu as Iaminas, que foram deixadas na bandeja por 20 minutos antes de
ligar a forca. A eletroforese foi realizada a 25 V e 300 mA (~0.95 V/cm) por 20 minutos. As
etapas acima foram realizadas sob a luz vermelha para evitar a inducdo de danos de DNA. Apds
a eletroforese, as laminas foram removidas delicadamente da cuba, e o tampdo neutralizador
(0.4 M Tris, pH 7.5) foi acrescentado as laminas trés vezes, deixando cada vez, por 5 minutos.
As laminas foram enxaguadas 3 vezes com agua destilada, secas no ar, no minimo por 24 horas,
e entdo coradas pela prata de acordo com Nadin et al. (2001). Para a avaliacdo dos danos do
DNA, 100 células por individuo foram analisadas sob um microscépio Otico com uma
ampliagdo de 200 X. As células foram contadas visualmente de acordo com a intensidade da
cauda em cinco classes, de ndo danificado = 0, até muito danificado = 4. Conseqlientemente, a
contagem total por individuo variou de 0 (nenhum dano) a 400 (dano maximo).
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O TESTE DA CAMINHADA DOS SEIS MINUTOS NAO CAUSA DANO
SIGNIFICATIVO NO DNA DE PORTADORES DE DOENCA PULMONAR
OBSTRUTIVA CRONICA ( DPOC)

Céssia C.da Costa, Luciane Dalcanalle, Luciano Basso da Silva, Daversom B. Canterle, Tiago
Pollo, Sharbel W.Maluf, Paulo J.Z.Teixeira.

RESUMO

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é uma doenca inflamatdria com participacéo de
macrofagos, neutréfilos e linfocitos CD8, associada a estimulos oxidantes diretamente nas
estruturas pulmonares, causada mais comumente pelo tabagismo. Recentemente foi
demonstrado que o teste de caminhada dos seis minutos (TC6) é capaz de aumentar a
inflamacdo e gerar o aumento de espécies reativas de oxigénio. O presente estudo teve como
objetivo avaliar os niveis de dano e reparo de DNA em portadores de DPOC, quando
submetidos ao TC6. Para avaliar o dano de DNA, amostras de sangue periférico foram coletadas
antes e imediatamente ap6s o TC6. Para avaliar a capacidade de reparo, foi analisada uma
amostra coletada 48 horas apds o TC6. Todas as amostras foram processadas pela técnica do
cometa. Vinte e sete pacientes portadores de DPOC foram avaliados, sendo 59% homens. A
média de idade foi de 64,7 + 8,4 anos. A média do VEFL1 foi de 40,3% =+ 18,4% do previsto,
com relagdo média de VEF1/CVF de 52,5% + 11,9%. Todos fumaram em média 36,7 + 17,0
anos, uma média de 48,1 + 37,5 macgos/ano. As médias das variaveis obtidas no inicio e no final
do TC6 foram: SpO2 (92,0 + 4,5 vs. 91,4 + 4,6), percepcdo da dispnéia pela escala de BORG
(1,2 £ 1,0 vs. 2,4 + 1,7) e a distancia percorrida foi em média de 380,1+ 84,4 m. As taxas
médias de dano de DNA antes do TC6 (27,9 + 19,2) e imediatamente apds (29,6+29,6) ndo
apresentaram diferencas significativas (p=0,904). A analise realizada 48 horas apds o TC6
demonstrou uma redugéo néo significativa deste dano (18,3 + 13,0, p=0,099). Conclui-se neste
estudo que o esforgo fisico realizado durante o TC6 ndo provoca aumento imediato nas taxas de
dano de DNA, nem estimula os mecanismos de reparo do DNA em portadores de DPOC.
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do Cometa, Teste da Caminhada dos Seis Minutos

INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é definida como doenga respiratoria
passivel de prevencdo e tratamento, caracterizada por obstru¢do do fluxo aéreo que ndo é
totalmente reversivel e resulta de um processo inflamatdrio local e sistémico (1,2). A principal
causa desta doenca ¢ o fumo, cuja fumaga contém mais de 1.017 particulas, muitas delas
oxidantes (3, 4,5).

A patogénese e as manifestacdes clinicas da DPOC ndo estdo restritas a inflamacao e ao
remodelamento estrutural pulmonar, mas existem manifestagcdes sistémicas que podem ser
evidenciadas através da perda de peso e da atrofia muscular. A interacdo entre a perda de peso e
a atrofia muscular provavelmente resulta de uma alteracdo do perfil inflamatorio, demonstrado
através do aumento dos niveis plasmaéticos do fator de necrose tumoral o (FNT-a), que
determina uma diminuigdo de proteinas contrateis no musculo. Tanto a anorexia como 0 FNT-o
diminuem o conteddo de RNA mensageiro, o que determina uma reducdo dos niveis de proteina
e, conseqlentemente, uma rapida perda de massa muscular. Nos fumantes, o FNT- o é
fundamental na inducdo inflamatdria e resulta na quebra do tecido conectivo, que persiste
mesmo depois da cessa¢do do tabagismo nos individuos portadores de DPOC (6, 7, 8, 9). A
manutencgdo desta inflamacdo cronica esta associada com alteragdes dos componentes celulares
do parénquima pulmonar, dos niveis de mediadores inflamatérios circulantes, bem como de
marcadores de estresse oxidativo (10, 11, 12,13).

Alguns estudos demonstraram que 0 estresse oxidativo € capaz de provocar danos ao
DNA (14, 15, 16). Nosso grupo demonstrou recentemente que os individuos portadores de
DPOC apresentam aumento do dano de DNA quando comparados com controles (17). Em outro
estudo foi demonstrado que o exercicio fisico méximo e subméximo em cicloergbmetro esta
associado a um aumento do estresse oxidativo e a um maior dano de DNA (18).

O teste da caminhada dos seis minutos (TC6) é utilizado como um instrumento para
mensurar a capacidade de exercicio e consiste em observar a tolerAncia e as alteracfes
cardiorrespiratorias do paciente ocorridas durante o esforco (19). Troosters et al. (2002)
observaram que o valor do consumo de oxigénio (VO,) durante o TC6 era comparavel com

aquele alcancado no pico do exercicio incremental no cicloergbmetro em um grupo de pacientes
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“Click Her evidenciaram, em outro estudo com portadores de DPOC,

irante 0 teste de seis minutos ndo diferia da velocidade

méaxima medida no teste incremental. Um estudo recente (20) demonstrou que, apds o TC6,
aumenta o processo inflamatdrio e as espécies reativas de oxigénio. Dessa forma, ao realizar
um teste de caminhada, os portadores de DPOC estariam submetidos a um exercicio intenso,
com maior potencial de causar dano no DNA.

Este estudo analisou os niveis de dano genético e de reparo no sangue periférico de
pacientes com DPOC submetidos ao TC6.

MATERIAS E METODOS

Vinte e sete portadores de DPOC encaminhados ao programa de reabilitacdo pulmonar
do Centro Universitario Feevale foram submetidos ao TC6 como parte da avaliagdo para
ingresso no programa. O diagnodstico de DPOC foi realizado de acordo com o GOLD (21)
(Global Initiative for Chronic Obstrutive Lung Disease) utilizando historia clinica, exame fisico
e a confirmacdo da obstrucdo do fluxo aéreo através da raz&o do volume expiratorio forcado no
primeiro segundo (VEF1) pela capacidade vital forcada (CVF) inferior a 70% do previsto.
Todos os pacientes incluidos no estudo apresentavam DPOC de moderado a grave definido por
um VEF1< 60% do valor previsto ap6s o uso de broncodilatador. Pacientes com sinais de
agudizacdo da doenca e comorbidades que impedissem de realizar atividade fisica foram
excluidos do estudo. Todos os pacientes responderam ao questionario de salde pessoal
publicado pela International Commission for Protection against Environmental Mutagens and
Carcinogens (ICPEMC) (22). O TC6 foi realizado segundo critérios da ATS (23), o corredor
onde o teste foi executado tinha 48 m. As amostras de sangue foram coletadas antes,
imediatamente apds e 48 horas apés a realizacdo do TC6. Caso ocorresse alguma instabilidade
clinica durante a realizacdo do TC6, 0 mesmo era interrompido e repetido num outro dia. Ao
término do teste, a distancia percorrida foi aferida através de uma fita métrica em metros. Todos
0S pacientes completaram o teste e nenhum utilizou oxigénio durante a execugéo do mesmo. O
estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro Universitario e todos os pacientes assinaram
0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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expressos em médias e desvio padrdo. As diferencas entre

ndo o teste de Wilcoxon. Os dados foram analisados pelo

programa SPSS 12.0.

Andlise do dano de DNA

O teste do cometa foi realizado de acordo com o protocolo de preparacdo e analise. As
laminas foram preparadas, adicionando 300ml de uma solucdo de agarose a uma lamina e
deixando a agarose solidificar (5-30 minutos a 4°C). A mistura de 5 pl de sangue total com 95
ul de agarose especial (low-melting-point agarose) foi adicionada a lamina; uma laminula foi
imediatamente adicionada e as laminas foram mantidas sob refrigeracdo durante 5 minutos, até
que a cobertura de agarose com as células, solidificassem. Apds, a laminula foi cuidadosamente
retirada e a ldmina mergulhada dentro de uma solucdo de lise gelada (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, pH 10.2, 1% Triton X-100 e 10% DMSO). Apbs 24 horas, as laminas
foram removidas delicadamente da solucéo litica e 0 excesso de liquido removido das bordas e
da face inferior da ldamina. As laminas foram colocadas na cuba de eletroforese e preenchidas
por uma solucdo tampéo alcalina, fresca, para eletroforese (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA,
pH > 13). O liquido cobriu as Iaminas, que foram deixadas na bandeja por 20 minutos antes de
ligar a forca. A eletroforese foi realizada a 25 V e 300 mA (~0.95 V/cm) por 20 minutos. As
etapas acima foram realizadas sob a luz vermelha para evitar a inducdo de danos de DNA. Apds
a eletroforese, as laminas foram removidas delicadamente da cuba, e o tampdo neutralizador
(0.4 M Tris, pH 7.5) foi acrescentado as laminas trés vezes, deixando cada vez, por 5 minutos.
As laminas foram enxaguadas 3 vezes com agua destilada, secas no ar, no minimo por 24 horas,
e entdo coradas pela prata de acordo com Nadin et al. (2001). Para a avaliacdo dos danos do
DNA, 100 células por individuo foram analisadas sob um microscépio Otico com uma
ampliagdo de 200 X. As células foram contadas visualmente de acordo com a intensidade da
cauda em cinco classes, de ndo danificado = 0, até muito danificado = 4. Conseqlientemente, a
contagem total por individuo variou de 0 (nenhum dano) a 400 (dano maximo).
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A maioria dos 27 pacientes incluidos eram homens, com idade média de 64,66 anos e
com obstrucdo de fluxo aéreo de moderada a grave. Apenas dois pacientes ainda fumavam,
sendo a maioria composta por ex-fumantes com média de 48,06 + 37,53 macgos/ano. A tabela 1
demonstra as caracteristicas basais dos pacientes.

Os valores dos testes do cometa estdo demonstrados no grafico 1, onde verificou-se uma
média de 27,9 + 19,17; 29,55 + 29,62 e 18,33 + 12,97, respectivamente: antes, imediatamente
apos e 48 horas da realizacdo do TC6.

Na tabela 2 estdo as variaveis aferidas durante 0 TC6, bem como a média da distancia
percorrida que foi de 380,13 + 84,43 m.

Tabela 1. Caracteristicas basais de 27 portadores de DPOC

Caracteristicas Variaveis
Sexo
Masculino 16 (59%)
Feminino 11 (41%)
Idade (anos) 64,66 £ 8,43
Habito Tabagico
Macos/ano 48,06 + 37,53
Fumantes 2 (9%)
Ex-Fumantes 25(91%)
Fungéo Pulmonar
CVF % 63,15 + 20,02
VEF1% 40,25 + 18,38
VEF1/CVF% 52,48 + 11,86
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Tabela 2: Variaveis Fisioldgicas do

[este de Caminhada dos seis minutos

Variavets-do—TFEG Média + DP
Frequéncia cardiaca (bpm)
Inicial 106,5 + 19,43
Final 106,5 + 20,22
Saturacdo periférica de O, (%)
Inicial 92,03 + 4,56
Final 91,44 + 4,57
Escala de Borg
Inicial 1,16+ 0,97
Final 2,40+ 174
Distancia Percorrida (m) 380,13 + 84,43
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O fato mais relevante neste estudo € que o TC6 ndo aumentou de maneira significativa a
intensidade do dano de DNA em pacientes portadores de DPOC, nem estimulou de maneira
significativa os mecanismos de reparo do DNA 48 horas ap0s o teste. Mercken et al. (2005)
observaram aumento do dano de DNA e de marcadores moleculares de estresse oxidativo em
pacientes com DPOC submetidos a exercicio maximo e subméaximo em cicloergbmetro. Um
fato importante no estudo destes autores € que o material também foi coletado imediatamente
ap0s os testes, indicando que os aumentos observados nos marcadores estudados foram
induzidos pelo exercicio. Uma provavel justificativa para o achado do presente estudo seria o
fato de o TC6 ser um tipo de exercicio de baixa intensidade e curta duracédo, diferentemente
daquele realizado no cicloergbmetro. Ao contrério do que foi proposto por (18,27) Troosters et
al (2002) o TC6 deveria ser considerado um teste subméaximo, pois, segundo um estudo
realizado por Hanneke et al (2007), os niveis de lactato e a frequéncia cardiaca foram
significativamente menores depois do TC6, quando comparados com o teste cardiopulmonar
méaximo. Estes mesmos autores demonstraram que ocorre um aumento de inflamacédo sistémica
e estresse oxidativo apds o TC6.

O TC6 submete o paciente a um exercicio relativamente intenso, reproduzindo as
atividades de vida diéria (28,29). Velloso e Jardim (2006) demonstraram que a execucdo de
atividades simples diarias representam um consumo de oxigénio (VO,) de aproximadamente 50
a 60% do pico de oxigénio maximo e requerem um aumento da ventilagdo minuto de 60 a 70%
da ventilacdo voluntaria maxima. Sabendo-se que existe um maior estresse oxidativo, existiria a
possibilidade de ocorrer um aumento significativo no dano de DNA, o que ndo foi demonstrado
pelos pacientes por nds estudados.

O aumento do estresse oxidativo em pacientes portadores DPOC ocorre por um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes. O aumento dos oxidantes inalados esta associado
a um aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo liberadas pelas células
inflamatdrias recrutadas no parénquima pulmonar (macrofagos, neutréfilos, eosindfilos,

linfcito T citotdxico) e que, ao liberarem mediadores inflamatdrios tais como citocinas e
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“Click Herenl um efeito nocivo, incluindo dano nos lipidios, proteinas e

Os estudos que demonstraram um aumento nos niveis de dano de DNA ap0s exercicios
fisicos foram realizados ap0s exercicios de longa duracdo. Dentre as possiveis causas para ndo
termos demonstrado um aumento significativo de dano, estaria 0 pouco tempo transcorrido da
coleta basal até a segunda coleta ap6s o teste. O TC6 € um exercicio fisico de curta duracgdo, que
poderia ter sido suficiente para gerar espécies reativas de oxigénio, mas nao ter sido suficiente
para a interacdo desses radicais com o DNA (33, 34, 35). Talvez uma coleta mais tardia
demonstrasse esse dano de maneira significativa.

Embora a ativagdo de varias células inflamatorias esteja identificada na DPOC, sua real
importancia sequencial no desenvolvimento da doenca é ainda pouco conhecida (16, 30, 36-38).
Além de provocar dano no tecido pulmonar, 0 aumento do processo inflamatério que ocorre de
maneira sistémica também pode provocar danos ao DNA, conforme demonstrado por estudos
recentes (17, 39, 40).

As taxas de dano de DNA em pacientes portadores de DPOC submetidos ao TC6 ndo
sofreram alteragbes imediatamente apds a atividade fisica, nem ativaram de maneira
significativa os mecanismos de reparo apos 48 horas. Estudos adicionais devem ser conduzidos
no sentido de elucidar um possivel efeito genotdxico em periodos diferentes dos que foram
avaliados neste estudo.
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The 6-minute walk test does not induce significant DNA damage in patients with chronic

obstructive pulmonary disease

ABSTRACT

Background Chronic obstructive pulmonary disease is an inflammatory disease in which
macrophages, neutrophils and CD8 T lymphocytes play an important role. It is associated with
direct oxidant stimuli of lung structures, which are most frequently triggered by smoking. A
recent study showed that the 6-minute walk test (6MWT) increases inflammation and reactive
oxygen species. This study evaluated DNA damage and repair in patients with COPD that took
the 6MWT.

Methods To evaluate DNA damage, peripheral blood samples were collected before and
immediately after 6MWT. To evaluate repair, a sample was collected 48 hours after the 6MWT.
All samples were prepared for the comet assay. Twenty-seven patients with COPD were
evaluated; 59% were men and mean age was 64.7 + 8.4.

Results Mean FEV1 was 40.3% + 18.4% of predicted value, and mean FEV1/FVC was 52.5% +
11.9%. Mean values before and after 6MWT were: SpO2 = 92.0 £ 4.5 vs. 91.4 + 4.6; Borg score
for dyspnea = 1.2 £ 1.0 vs. 2.4 + 1.7; and mean distance walked — 380.1 + 84.4 m. Mean DNA
damage values before (27.9 + 19.2) and immediately after (29.6 + 29.6) 6MWT were not
significantly different (p = 0.904). The analysis performed 48 hours after 6MWT showed a
nonsignificant reduction of damage (18.3 + 13.0; p = 0.099).

Conclusions The physical effort during 6MWT did not cause an immediate increase in DNA
damage, and did not stimulate DNA repair mechanisms in patients with COPD.

Key Words: Pulmonary Disease, Chronic Obstructive; comet assay; DNA damage.
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a preventable and treatable respiratory
disease characterized by chronic airflow obstruction that is not totally reversible and that results
from local and systemic inflammatory processes.'? The main cause of COPD is smoking, as
cigarette smoke contains more than 1,017 particles, several of which are oxidants.*®

COPD pathogenesis and clinical signs are not restricted to inflammation and structural
lung remodeling; systemic signs, such as weight loss and muscle atrophy, are also evident. The
interaction between weight loss and muscle atrophy may result from changes in the
inflammatory profile: plasma levels of tumor necrosis factor o. (TNF-a) increase and lead to a
decrease of the contractile proteins in muscle. Both anorexia and TNF-o decrease the content of
messenger ribonucleic acid (RNA), which leads to a reduction in the levels of protein and,
consequently, a rapid loss of skeletal muscle. In smokers, TNF-a induces inflammation, which
results in the rupture of connective tissue that persists even after patients with COPD stop
smoking.®® The persistence of chronic inflammation is associated with changes in components
of lung parenchyma cells, in levels of circulating inflammation mediators, and in markers of
oxidative stress.**™3

Oxidative stress can cause DNA damage.'*® A recent study showed that people with
COPD had greater levels of DNA damage than controls.!” Another study reported that maximal
and submaximal physical exercise in a cycle ergometer test was associated with an increase of
oxidative stress and greater DNA damage.™

The 6-minute walk test (6MWT) is a tool to measure exercise capacity and to assess
patients’ tolerance to exercise and cardiorespiratory changes during physical effort."® Troosters
et al. found that oxygen uptake (VO,) during the 6MWT was comparable to that reached at peak
incremental cycling exercise in a group of patients with COPD.'® The same authors, in another
study with patients with COPD, found that walk speed during the 6MWT did not differ from the
maximal speed in the incremental exercise test. A recent study”® showed that inflammation and
reactive oxygen species increased after 6MWT. According to these studies, patients with COPD
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0 intense exercise that may potentially cause greater DNA

This study evaluated the levels of genetic damage and repair in the peripheral blood of
patients with COPD that took the 6MWT.

METHODS AND MATERIALS

Twenty-seven individuals with COPD referred to the pulmonary rehabilitation program
of a university center took the 6MWT as part of their evaluation to join the program. COPD
diagnoses were made according to the criteria established by the Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease (GOLD).?* clinical history; physical examination; and confirmation
of airflow obstruction, defined as the ratio of forced expiratory volume in one second to forced
vital capacity (FEV1/FVC) lower than 70% of predicted value. All patients included in the
study had moderate to severe COPD defined as FEV1 < 60% of predicted value after
bronchodilator use. Patients with exacerbations and comorbidities that contraindicated physical
activity were excluded from the study. All patients answered the personal health questionnaire
published by the International Commission for Protection against Environmental Mutagens and
Carcinogens (ICPEMC).%

The 6MWT was performed according to the American Thoracic Society (ATS) criteria.”®
Blood samples were collected before, immediately after and 48 hours after 6MWT. If any
clinical instability was observed, the test was interrupted and repeated on a different day. At the
end of the test, walked distance was measured with a meter measuring tape. All patients
completed the test and no patient required oxygen during the test.

This study was approved by the Committee on Ethics and Research of the university
center where it was conducted, and all patients signed and informed consent term.

The comet assay was performed according to the following preparation and analysis
protocol. First, 300 ml of agarose solution was added to a slide, which was then kept at 4° C for
5 to 30 minutes for agarose to solidify. A mixture of 5 pl total blood and 95 pl low-melting-
point agarose was added to the slide. A cover glass was immediately placed over it, and the
slides were kept under refrigeration for 5 minutes for agarose, which contained the cells, to
solidify. The cover glass was then carefully removed, and the slide was immersed in ice-cold
lysing solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10.2, 1% Triton X-100 and 10%
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were gently removed from the lysing solution, and excess

prders and underside. The slides were placed in the

electrophoresis tank, and the tank was filled with a fresh alkaline buffer solution for
electrophoresis (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, pH > 13). The solution covered the slides,
which were left in the tank for 20 minutes before power was turned on. Electrophoresis was
performed at 25 V and 300 mA (~0.95 V/cm) for 20 minutes. All procedures described above
were performed under red light to prevent DNA damage®*After electrophoresis, the slides were
gently removed from the tank, and a neutralizing buffer (0.4 M Tris, pH 7.5) was added to the
slides three times for 5 minutes each time. The slides were rinsed 3 times with distilled water,
allowed to dry for at least 24 hours, and stained with silver according to the procedure described
by Nadin et al. To evaluate DNA damage, 100 cells from each study participant were analyzed
under light microscopy at 200 X magnification.”> Cells were visually counted and classified
according to tail intensity into 5 classes, from not damaged (0) to severely damaged (4).
Therefore, total count for each participant could range from 0 (no damage) to 400 (maximum
damage) %°.

Data were described as means and standard deviations. The Wilcoxon test was
used to evaluate differences between variables. The SPSS 12.0 software was used for data

analysis.

RESULTS

Most of the 27 patients were men, and mean age was 64.55 years. Airflow obstruction
was moderate to severe. Only 2 patients still smoked; most were ex-smokers, and mean pack
year was 48.06 + 37.53. Table 1 shows patients’ baseline characteristics.

Comet assay values are shown in graph 1. Mean values before, immediately after and 48
hours after 6MWT were 7.9 + 19.17, 29.55 + 29.62 and 18.33 + 12.97.

Table 2 shows the variables measured during 6MWT; mean distance walked was 380.12
+84.43 m.
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Table 1. Baseline characteristics of 27 patients with COPD

Characteristics Variables

Sex
Male 16 (59%)
Female 11 (41%)
Age (years) 64.66 £ 8.43
Smoking
Pack year 48.06 = 37.53
Smoker 2 (9%)
Ex-smoker 25(91%)
Pulmonary function
FVC % 63.15 + 20.02
VEF1% 40.25 + 18.38

FEV1/FVC % |52.48 £11.86

Table 2. Physiologic variables of the 6-minute walk test

6MWT variables
Heart beat (bpm)

Initial
Final

Peripheral O saturation (%)

Initial
Final
Borg scores
Initial
Final

Distance walked (m)

Mean £ SD

106.5 ++19.43
106.5 + 20.22

92.03 + 4.56
91.44 + 457

1.16+ 0.97
240 £1.74
380.13+ 84.43

60
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Figure 1. DNA damage before, after and 48 hours after 6MWT in patients with COPD

DISCUSSION

The most relevant finding in this study was that 6MWT did not significantly increase
DNA damage in patients with COPD, and did not significantly stimulate DNA repair
mechanisms 48 hours after the test. Mercken et al. found an increase in DNA damage and
molecular markers of oxidative stress in patients with COPD that underwent a maximal and
submaximal cycle ergometer test.'® One important factor in their study was that samples were
also collected immediately after the tests, which indicated that the increases were induced by
exercise. A probable explanation for the different findings in these studies may be the fact that
6MWT is a low-intensity and short-duration exercise, whereas a cycle ergometer test is not.
Differently from what was suggested by Troosters et al.,** ? 6MWT should be classified as
submaximal exercise, as a study conducted by Hanneke et al.?® showed that the levels of lactate
and heart beat were significantly lower after 6MWT than after a maximal cardiopulmonary

exercise testing. Hanneke et al.?

also demonstrated that there was an increase in systemic
inflammation and oxidative stress after the 6MWT.
The 6MWT submits patients to relatively intense exercise and is representative of

activities of daily living.?%

showed that the oxygen uptake (VOy) in the performance of simple
daily activities is about 50 to 60% of peak maximal oxygen, and that these activities require an

increase of 60 to 70% of maximal voluntary ventilation in minute ventilation. If oxidative stress
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The increase in oxidative stress in patients with COPD is caused by an
oxidant/antioxidant imbalance. Greater amounts of inhaled oxidants are associated with an
increase of reactive oxygen species (ROS), which are released by inflammatory cells recruited
in the lung parenchyma (macrophages, neutrophils, eosinophils, cytotoxic T lymphocytes).
Damage, which includes lipid, protein and DNA damage, occurs when these cells release
inflammatory mediators, such as cytokines and growth factors.**2

Studies that found greater DNA damage after physical exercise analyzed it after long-
duration exercises. One of the possible explanations for the fact that we did not find a
significant increase of damage may be the short interval between baseline collection and the
second sample collection, made immediately after the test. The 6MWT is a short-duration
exercise that may be long enough to generate ROS but not to reveal the interaction of these
radicals with DNA.3*% |f samples had been collected at a longer interval, damage might have
been detected.

Although several inflammatory cells are activated in COPD, their actual sequential

16,30,36-38 The

importance in the development of the disease is still unclear. increase of systemic

inflammation may cause damage to lung tissues, and may also cause DNA damage, as reported
by recent studies.!”*°4°

The levels of DNA damage in patients with COPD that took the 6MWT did change
significantly immediately after physical activity, and repair mechanisms were not significantly
activated after 48 hours. Further studies should investigate possible genotoxic effects at time

points other than those evaluated in this study.
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7 Conclusao

66

N&o houve alteracdes significativas nas taxas de dano de DNA nesta amostra de

pacientes portadores de DPOC submetidos ao TC6, nem ocorreu ativagdo de maneira

significativa dos mecanismos de reparo apds 48 horas.
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ANEXOS
ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo que ira avaliar a lesdo causada
no seu DNA antes e ap6s a caminhada dos seis minutos. VVocé sabe que tem uma doenca
chamada Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica e que, com o tempo, a falta de ar passou a
impedi-lo de fazer o que antes fazia. Vocé cansa mais para atividades do dia-a-dia, tais como
caminhar no plano, tomar banho, arrumar a casa, etc.

A reabilitacdo pulmonar é uma modalidade de tratamento que, através da unido de varios
profissionais (médico, fisioterapeuta, psicélogo, enfermeiro, educador fisico, nutricionista),
VoCé passa a ter um atendimento completo e a entender melhor sua doenca sob todos os aspectos
em que ela possa atingi-lo. Dessa forma, durante trés meses vocé, apos realizar uma avaliagdo
com todos estes profissionais, recebe um atendimento trés vezes por semana visando a melhorar
sua condigcdo fisica. Vocé colherd sangue para alguns exames laboratoriais de rotina. S&o
exames para avaliar sua condicdo de salde e para avaliagdo do seu material genético, antes e
ap0s 0s exercicios, sempre gque necessario. O objetivo destes exames no seu material genético é
para saber como seu organismo recompde-se do ponto de vista celular, ap6s os exercicios
fisicos.

A sua participagdo neste estudo é importante, porque, através dele, juntaremos dados que
comprovem que este tipo de tratamento melhora a qualidade de vida das pessoas com esta
doenca, bem como o que ocorre no seu organismo, quando realiza uma caminhada. Assim,
teremos informacdes que poderéo servir de base para que talvez um dia o governo disponibilize
mais este tipo de tratamento para as pessoas portadoras de doenca pulmonar crénica.

Confidencialidade

Os pacientes inscritos neste estudo tém direito a confidencialidade. Os relatorios da pesquisa
serdo codificados e separados ou completamente desvinculados dos nomes dos participantes.
Desta forma, sua identidade sera protegida, mantendo seu anonimato.

Perguntas/Preocupacodes

Se 0 (a) senhor (a) tiver alguma pergunta ou preocupacdo relacionada ao estudo, ou alguma
dificuldade em realizar a reabilitagdo pulmonar, entre em contato, a qualquer momento, com o
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D67 8585 ou com a Fisioterapeuta Céssia da Costa pelo

Eu, , abaixo assinado (a), estou ciente de que:

A natureza desta pesquisa foi explicada para mim por

Eu aceito participar deste estudo.

Assinado (a)

Pesquisador

Testemunha

Data
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ANEXO B

QUESTIONARIO DE SAUDE PESSOAL

(De acordo com modelo recomendado por: International Commission for Protection against
Environmental Mutagens and Carcinogens (ICPEMC) Mutation Research, 204:379-406, 1988)

Este questionario, assim como o estudo a ele relacionado, deve ser de seu
interesse. A participacdo é espontanea e constatara destas informagfes gerais sobre saude e
dieta, mais uma coleta de sangue para estudo citogenético. O estudo consiste em uma avaliacdo
de mutagbes nos cromossomos de cada participante. Mutagbes cromossOmicas ocorrem
normalmente nas células de todas as pessoas em nivel bastante baixo, e sdo apontadas, entre
outros efeitos, nos processos de envelhecimento e do cancer.

Trabalhadores em atividades de risco (por exemplo, radiologia, quimioterapia, ou
aquelas atividades que fazem uso de Oxido de etileno e outras), se ndo seguirem normas
adequadas de seguranca, podem aumentar a freqiiéncia de mutagcdes cromossoOmicas em suas
celulas. Este estudo podera servir como sinal de alerta para prevenir e melhorar as condicGes de
seguranca. Caso ndo se encontrem diferencas entre trabalhadores de atividades de risco e outros
de atividades diversas, poderemos concluir que os itens de seguranca séo efetivos neste aspecto.
Isto serviré de estimulo para continuar tomando cuidados com a vida no local de trabalho.

Leia e responda cuidadosamente as seguintes questdes. A informacdo dada por
vocé ndo serd associada com o seu nome, sendo conhecida apenas pelos pesquisadores
associados a este estudo. As respostas deste questionario poderdo ter influéncia direta na
interpretacdo de nossos resultados. Por isso, contamos com sua cooperacdo em fornecer
informacdes corretas.

Obrigado pelo seu interesse.

1. Nome:

Data: / /

2. Para ser preenchido pelo pesquisador: Cadigo n.:

Essa folha sera destacada das demais do questionario e arquivada.
Apenas o nimero do codigo sera usado como identificacdo nas préximas paginas. Se espagos
adicionais forem necessarios para completar uma resposta, por favor, escreva atras da pagina e
identifique o complemento da resposta com 0 nimero da questéo.
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HISTORIA PESSOAL

3. Data de hoje:

4. Qual a sua idade? (em anos).

5. Sexo: ( )Masculino ( )Feminino
6. A qual grupo étnico vocé pertence:

( )Caucasiano ( )Negro ( )Chinés ( )Japonés

( )Outro. Qual?
7. Qual o seu estado civil?

( )Casado ( )Solteiro ( )Separado ( )Divorciado ( )Viavo
8. De quantos filhos vocé é pai natural (isto €, ndo inclua filhos adotados e de criacdo, e inclua
filhos que mora separadamente)?

HISTORIA OCUPACIONAL

9. Qual o seu local de trabalho?
10. Ha quanto tempo vocé trabalha neste local?
11. Se ha menos de dez anos, onde vocé trabalhou previamente e por quanto tempo?

12. Que tipo de trabalho vocé faz?

EXPOSICAO

13. Liste os agentes quimicos (por exemplo, gases tdxicos, benzeno, chumbo, farmacos,
agrotoxicos, etc.) ou fisicos (radiacdo) a que vocé se expds nos ultimos 10 anos em seu trabalho.
Nos Gltimos 12 meses: Quantas vezes por més:

Nos Ultimos 10 anos: Quantas vezes por més:

14. Liste os agentes quimicos (agrotdxicos e outros que julgar necessario) ou fisicos a que vocé
se exp0Os nos ultimos 10 anos fora de seu trabalho.
Nos Ultimos 12 meses: Quantas vezes por més:
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HISTORIA DE FUMO
15. Alguma vez vocé fumou? ( )Sim ( )Néo
Se ndo, passe para a questdo 16. Se sim, continue:
a).-Quanto tempo vocé fumou? (em anos)
b).-Vocé fuma atualmente?  ( )Sim ( )Néo
Se sim, passe para a 15.¢)
Se ndo: Quando vocé parou de fumar? (més e ano).
¢).-Vocé fuma cigarros? ( )Sim ( )Né&o
Se sim, quantas carteiras por dia? (' )Menos de % carteira
( )“2alcarteira
(' )Mais de 1 carteira,quantas?
Vocé fuma cigarros com filtro? ( )Sim ( )Néo
Qual a sua marca usual?
d).-Vocé fuma charutos? ( )Sim ( )Né&o
Se sim, quantos charutos por dia? (' )1 charuto

( )2 a3 charutos
()4 ou mais charutos. Quantos?
e).-Vocé fuma cachimbo? ( )Sim ( )Né&o
Se sim, quantas vezes por dia? ( )1vez
( )2a3vezes
()4 ou mais vezes. Quantas?
f).-.O que vocé fumava no passado? ( )Cigarros
( )Charutos
( )Cachimbo
g).-.Vocé mastiga tabaco? ( )Sim ( )Nao

MEDICAMENTOS E DOENCAS

16. Vocé tem tomado algum medicamento prescrito pelo médico no ultimo ano (por exemplo,
comprimidos para presséo, insulina, tranquilizantes, relaxantes musculares, etc.)?
( )Sim ( )Néo
Se sim, por favor, indique:
Periodo
Tipo de medicamento: Dose: Quantos por dia: Inicio(més): Término(més):

17. Vocé tem tomado algum medicamento ndo prescrito por médico no ultimo ano (por
exemplo, aspirina, anti-acidos, anti-histaminas, sedativos ou outras droga? ( )Sim ( )Né&o
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18. Vocé toma ou tomou alguma vitamina nos Gltimos 6 meses?
( )Sim ( )Néo
Se sim, por favor indique:
Tipo de vitamina: Dose: Quantas vezes por semana:

19. a).- Vocé teve ou tem alguma dessas doengas?

Céancer ( )Sim ( )Né&o
Hepatite ( )Sim ( )Néo
Mononucleose ( )Sim ( )Néo
Herpes ( )Sim ( )Né&o
AIDS ( )Sim ( )Néo
Meningite ( )Sim ( )Né&o
Infeccdo bacteriana ou viral ( )Sim ( )Néo
Doenca cardiovascular ( )Sim ( )Néo
Diabete ( )Sim ( )Néo
Outras doencgas importantes ( )Sim ( )Néo
b).-Se sim, indique abaixo:
Doenca: Periodo da doenga: ~ Tratamento:

c).-Liste as vacinagdes que vocé recebeu nos ultimos 12 meses.
Vacina: Data:

d).-Liste os raios-X diagndsticos e terapéuticos, recebidos nos altimos 10 anos.
Razéo para o raio-X Data(ano)

e).-Vocé fez alguma cirurgia durante o ultimo ano?
Data: Razéo:
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Data(més):

v ve-febre nos Gltimos 12 meses.
Doenca associada: Medicamento tomado:

DIETAS
(deve refletir apenas os habitos freqlientes)

20. Vocé come apenas vegetais? ( )Sim ( )Néo
21. Vocé come carne? ( )Sim ( )Né&o

a).-Se sim, com que freqliéncia vocé come o seguinte:
Dias por semana :
odos dias

la?2 3a4 5a6 tod
Carne bovina () () () ()
Peixe () () () ()
Galinha () () () ()
Porco () () () ()
Outras () () () ()

b).-Como vocé prefere sua carne? ( )Mal passada ( )No ponto ( )Bem passada

22. Voceé usa adogantes? ( )Sim ( )Né&o
Quantos por dia?

23. Vocé bebe refrigerantes? ( )Sim ( )Né&o
Quantos por dia?

24. Comente sobre sua dieta, caso ela tenha algo de especial (por exemplo, dieta rica em
proteinas e pobre em carboidratos, etc.).

25.Vocé bebe café? ( )Sim ( )Néo
Quantas xicaras pequenas por dia?

26.Vocé bebe cha? ( )Sim ( )Néo
Quantas xicaras por dia?

27.Vocé toma chimarrdao? ( )Sim ( )Néo
Com que frequéncia?

28.Voceé bebe cerveja? ( )Sim ( )Néo
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Unlimited Page: . média de consumo semanal:
U U VU U u menos-

(' )7-12 garrafas por semana.
(' )13-24 garrafas por semana.

(' )Mais de 24 garrafas por semana. Quantas?

29.Vocé bebe vinho? ( )Sim

Se sim, por favor, indique sua média de consumo semanal:
(' )1-4 copos por semana ou mais.

(' )5-8 copos por semana.
(' )9-16 copos por semana.

(' )Mais de 16 copos por semana. Quantos?

30.Vocé bebe outras bebidas alcodlicas (excluindo cerveja e vinho)?

( )Sim ( )Néo

Se sim, qual ou quais?

.Por favor, indique sua média de consumo semanal:
(' )1-4 copos por semana ou menos.

(' )5-8 copos por semana.
(' )9-16 copos por semana.

H

( )Mais de 16 copos por semana. Quantos?

ISTORIA GENETICA

74

31.Vocé tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou outra desordem genética ou

doenca hereditéria que tenha afetado seus pais, irmé&os, irmas ou seus filhos?

( )Sim

Se sim, por favor, especifique:

( )Néo

32.Vocé ou a sua esposa teve ou tem dificuldade para engravidar?

( )Sim

Se sim, por favor, especifique:
33.Vocé ja teve um filho que tenha nascido prematuramente ou que tenha sido abortado?

( )Sim

( )Nao

( )Nao

34.Vocé tem um gémeo idéntico vivo? ( )Sim ( )Néo
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