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RESUMO

Objetivos: Analisar os niveis de degradacao da matriz extracelular (MEC) na urina
de pacientes com DPOC e suas correlacbes com a prova de funcdo pulmonar.
Métodos: pacientes com DPOC (n=20) e individuos saudaveis (n=10) foram
selecionados e submetidos a prova de funcdo pulmonar por teste espirométrico. A
degradacédo da MEC foi avaliada nas amostras de urina do grupo DPOC e controle
por duas estratégias: dosagem de hidroxiprolina, para avaliar a degradacdo do
coldgeno; e, determinacdo da concentracdo dos fragmentos de elastina por ELISA,
utilizando anticorpos anti-elastina. Resultados: A diferenca entre a concentracao
dos niveis de hidroxiprolina ndo foi diferente em comparagdo ao grupo controle.
Entretanto, observou-se que a concentracdo dos fragmentos de elastina em
pacientes com DPOC foi extremamente significante (p=0,002) em relagcdo ao grupo
controle e se correlacionou negativamente com o parametro VEF; da prova de
funcdo pulmonar. Conclusdo: Esses resultados abrem perspectivas para a
caracterizacdo dos produtos de degradacdo da MEC por espectrometria de massas
(MALDI-TOF/LC-MS/MS), uma tecnologia altamente especifica e sensivel para a
determinacao das sequéncias de aminoacidos de peptideos de interesse.

Descritores: DPOC, degradacéo da matriz extracelular, elastina, colageno.
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ABSTRACT

Objectives: To analyze the levels of degradation of extracellular matrix (ECM) in
the urine in patients with COPD and their correlation with pulmonary function.
Methods: patients with COPD (n = 20) and healthy controls (n = 10) were selected
and submitted the pulmonary function testing by spirometry. The degradation of
ECM was assessed in urine samples in the group with COPD and control of two
strategies: determination of hydroxyproline, to evaluate collagen degradation, and
detection and determination of the concentration of elastin fragments by ELISA
using anti-elastin. Results: The difference between the concentration levels of
hydroxyproline in urine of patients with COPD was not different compared to the
control group. However, it was observed that the concentration of elastin fragments
in the urine of patients with COPD was highly significant (p=0.002) and correlated
negatively with FEV; parameter of pulmonary function tests. Conclusion: This
results open perspectives for the characterization of degradation products of ECM
by mass spectrometry (MALDI-TOF/LC-MS/MS), a technology highly specific and
sensitive for the determination of amino acid sequences of peptides of interest.

Key words: COPD, degradation of extracellular matrix, elastin, collagen
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1.1 Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

A DPOC é caracterizada pela obstrucdo ao fluxo aéreo, ndo totalmente
reversivel em decorréncia da resposta inflamatéria dos pulmdes a particulas ou
gases nocivos [1]. O comprometimento ndo é apenas dos pulmdes, pois com a
progresséo da doencga, alguns pacientes desenvolvem manifestagdes sistémicas,
tais como: limitacdes ao exercicio, disfuncdo dos musculos periféricos, desnutricdo e
internagbes frequentes por exacerbacdo [2]. Um dos principais sintomas destes
pacientes é a dispnéia, e seu aparecimento esta ligado a interagdo de um conjunto
de alteragbes fisiopatolégicas, que levam ao desequilibrio entre a capacidade dos

musculos respiratorios e 0 aumento da carga mecanica imposta a respiracao [3].

O diagndstico da DPOC consiste da associacdo de sintomas e fatores de risco a
espirometria. Este método € aceito como imprescindivel para o diagnostico da DPOC
[4]. A relacéo entre volume expiratério forcado no primeiro segundo e capacidade vital

forcada (VEF1/CVF) inferior a 70% confirma o diagnéstico de DPOC [5,6].

A espirometria (do latim spirare = respirar + metrum = medida) € a medida do ar

gue entra e sai dos pulmdes.

Pode ser realizada durante respiracdo lenta ou durante manobras expiratorias

forcadas.
A espirometria € um teste que auxilia na prevencao e permite o diagndéstico

e a quantificacédo dos disturbios ventilatorios. Deve ser parte integrante da
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avaliacdo de pacientes com sintomas respiratorios ou doenca respiratéria conhecida. E
um exame peculiar em medicina, posto que exige a compreensao e colaboragcédo do
paciente, equipamentos exatos e emprego de técnicas padronizadas aplicadas por

pessoal especialmente treinado.

Os valores obtidos devem ser comparados a valores previstos adequados para
a populacdo avaliada. Sua interpretacdo deve ser feita a luz dos dados clinicos e

epidemioldgicos.

Permite medir o volume de ar inspirado e expirado e os fluxos respiratérios,
sendo especialmente atil a andlise dos dados derivados da manobra expiratoria

forcada.

A capacidade pulmonar total (CPT) é a quantidade de ar nos pulmdes apds uma

inspiracdo maxima.

A guantidade de ar que permanece nos pulmdes apds a exalacdo maxima é o
volume residual (VR). A CPT e o VR nédo podem ser medidos por espirometria. O
volume eliminado em manobra expiratéria forcada desde a CPT até o VR é a
capacidade vital forcada (CVF). A capacidade vital pode também ser medida
lentamente (CV), durante expiracédo partindo da CPT ou durante a inspiracdo, a partir do
VR. O volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF1) é a quantidade de ar
eliminada no primeiro segundo da manobra expiratéria forcada. E a medida de funcéo

pulmonar mais util clinicamente.

Os resultados espiromeétricos devem ser expressos em graficos de volume-tempo
e fluxo. A CVF é o teste de funcéo pulmonar mais importante porque num dado individuo,
durante a expiragédo, existe um limite para o fluxo maximo que pode ser atingido em

qualquer volume pulmonar. Como esta curva define um limite para o fluxo, ela é

Contextualizacéio I—I—
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altamente reprodutivel num dado individuo e, mais importante, o fluxo maximo é muito

sensivel na maioria das doencas comuns que afeta o pulmao. [7]

Considerando o comprometimento da capacidade pulmonar e suas
implicacdes na DPOC observam-se a exploracdo de novos horizontes para o estudo
fisiopatogénico desta disfuncdo, permitindo a mudanca do enfoque quase
exclusivamente relacionado a fungdo pulmonar para o estudo celular e bioquimico
da doenca [1]. A DPOC é caracterizada como doenca inflamatéria associada a
intensa degradagdo dos componentes da matriz extracelular (MEC) e fibrose

tecidual [8].

Contextualizacéo
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1.2 Proteases e antiproteases na DPOC

O pulmédo na presenca de substancias toxicas, mais frequentemente
relacionados ao tabagismo, reage por meio da resposta inflamatéria, caracterizada
pelo recrutamento de células, como macrofagos, neutrofilos e linfécitos, e liberacao
de substancias oxidativas, antioxidativas e mediadores imunoldgicos, que
interferem na funcéo e estrutura do parénquima pulmonar e das vias respiratorias.
Com isso, esse processo promove o remodelamento tanto do parénquima quanto

das vias aéreas [1,9,10].

O papel dessas células inflamatdrias na alteracdo estrutural causada pela
doenca ainda nao esta totalmente esclarecido. Em algumas circunstancias, como
na infeccdo ou por fumo, os neutréfilos migram em grande quantidade para o
pulmao, liberando enzimas para preservar o tecido pulmonar. Assim, substancias
neutrofilicas sdo liberadas em grande quantidade, atuando nos sitios especificos de
sua interacdo enzimatica, ou seja, degradando os componentes protéicos da MEC

como substratos (Figura 1) [10,11].

Contextualizagéo
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Acdo das células inflamatérias na alteracdo estrutural causada pela

A elastase lisossomal neutrofilica é a principal enzima que degrada a

elastina, componente da estrutura das fibras elasticas. Em condicées normais, a

atividade proteolitica é prevenida e restaurada pelas antiproteases [13,14,15]. Este

fato tem estimulado alguns pesquisadores a estabelecerem modelos de enfisema

com altas concentragbes de elastase ou com deficiéncia de alfa-1 antitripsina

[15,16]. No entanto, a correlacdo entre estes modelos inflamatorios e as alteracdes

estruturais por eles produzidas ndo é simples e direta. Nem todos os tabagistas

com alto numero de neutrdfilos nas vias aéreas desenvolvem enfisema, sugerindo

gue os neutroéfilos ndo sejam as unicas células a participarem desse processo.

Contextualizagcéo
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Linfocitos T, especialmente CD8+, tém sido encontrados nos alvéolos e nas
paredes bronquiolares dos pacientes com DPOC [9,16]. Embora estas células
apresentem participagéo direta na protecdo contra virus e parasitas, ainda néo esta
estabelecido suas correlacbes com as alteragbes nas fibras elésticas [17]. O
desequilibrio de proteases e antiproteases como modelo de desenvolvimento da
DPOC ainda nao foi plenamente estabelecido no enfisema pulmonar, sem a
deficiéncia hereditaria de alfa-1 antitripsina. Modelos experimentais de enfisema
utilizam quantidades elevadas de enzimas proteoliticas, que mais mimetizam a

deficiéncia da alfa-1 antitripsina [14,16].

As MMPs, também conhecidas como matrixinas, pertencem a uma familia de
proteases extracelulares sendo responsaveis pela degradacdo da MEC durante a
remodelagem do tecido [18]. Estas séo sintetizadas como pré-enzimas secretadas
ou de membrana que apdés o processamento (clivagem de um pré-peptideo na
porcdo N-terminal), adquire a forma ativa [18]. Essas enzimas hidrolisam
componentes protéicos da MEC produzindo moléculas peptidicas biologicamente
ativas que participam do processo inflamatério envolvido na DPOC [19] e, séo
seletivamente inibidas por inibidores teciduais de metaloproteinases, conhecidos
como TIMPs. O TIMP-1, por exemplo, é descrito como inibidor da atividade
catalitica da MMP-9 na proporcao 1:1 [20,21]. Varios estudos tém demonstrado
altos niveis de expressdo das MMPs e TIMPs, principalmente a MMP-9 e TIMP-1,
em lavado broncoalveolar de pacientes portadores de DPOC e asmaticos,

participando na remodelagem da MEC [22,23,24].

Contextualizacéo I—I—
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1.3. Acao das enzimas sobre a degradacao da MEC

A degradacao das estruturas do tecido pulmonar esta relacionada a hidrolise
de fibras colagenas e elasticas presentes ha MEC em pacientes com DPOC [25].
Assim, os niveis de degradacao da elastina (fragmentos de elastina) e colageno
(hidroxiprolina) tém sido utilizados como marcador bioldgico, para acompanhar a
progresséo da DPOC [26,27]. A dosagem de hidroxiprolina em fluidos ou em tecidos
biolégicos ¢é utilizada para avaliar os niveis de degradacdo do colageno em
andlises experimentais [28] ou em analises clinicas nas amostras de pacientes
[29].A efetividade dos procedimentos da reabilitagdo pulmonar como tratamento da
DPOC tem sido foco de estudo por varios grupos, com o intuito de analisar a eficacia
dos programas de reabilitacdo pulmonar [30,31,32]. Por outro lado, as estratégias de
avaliacdo da capacidade pulmonar funcional, como por exemplo, o indice BODE,
teste da caminhada dos 6 minutos, entre outros, podem gerar resultados
controversos, uma vez que o condicionamento fisico de cada paciente em funcéo do
grau de obstrucdo aérea ou pelo estilo de vida podem inviabilizar a avaliagdo dos
programas de reabilitacdo pulmonar. Sendo assim, a identificacdo de marcadores
biolégico peptidicos, especificos da DPOC, poderia ser uma estratégia para auxiliar
na avaliacdo da efetividade dos programas de reabilitacdo pulmonar, estabelecendo
seus niveis quantitativos antes e apés a intervencao terapéutica em pacientes com

DPOC.

Vérios sdo os indicios de que a DPOC esta associada a degradacdo dos

componentes da MEC no tecido pulmonar pela acdo das enzimas proteoliticas.

Contextualizacéo
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Assim como, ja existem relatos de que esses produtos de degradacdo sé&o
encontrados no liquido bronco-alveolar e na corrente sanguinea de pacientes com
DPOC [25]. Sendo assim, a identificacdo dessas moléculas em fluidos biol6égicos em
gue as estratégias de coleta sejam nao-invasivas, como a urina, abre possibilidades
de estudo para o entendimento do mecanismo que distingue a fase aguda da
cronica durante a inflamacdo e na avaliacdo da efetividade dos programas de

reabilitacdo, antes e apds intervencao terapéutica.
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RESUMO

Objetivos: Analisar os niveis de degradacdo da matriz extracelular (MEC) na urina de
pacientes com DPOC e suas correlagbes com a prova de fungdo pulmonar. Métodos:
pacientes com DPOC (n=20) e individuos saudaveis (n=10) foram selecionados e submetidos
a prova de funcdo pulmonar por teste espirometrico. A degradacdo da MEC foi avaliada nas
amostras de urina do grupo DPOC e controle por duas estratégias: dosagem de hidroxiprolina,
para avaliar a degradacdo do colageno; e, determinagdo da concentracdo dos fragmentos de
elastina por ELISA, utilizando anticorpos anti-elastina. Resultados: A diferenca entre a
concentracdo dos niveis de hidroxiprolina ndo foi diferente em comparagédo ao grupo controle.
Entretanto, observou-se que a concentracdo dos fragmentos de elastina em pacientes com
DPOC foi extremamente significante (p=0,002) em relacdo ao grupo controle e se
correlacionou negativamente com o parametro VEF; da prova de fungdo pulmonar.
Conclusdo: Esses resultados abrem perspectivas para a caracterizacdo dos produtos de
degradacdo da MEC por espectrometria de massas (MALDI-TOF/LC-MS/MS), uma
tecnologia altamente especifica e sensivel para a determinacdo das sequiéncias de aminoacidos

de peptideos de interesse.

Descritores: DPOC, degradacdo da matriz extracelular, elastina, colageno.
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ABSTRACT

Objectives: To analyze the levels of degradation of extracellular matrix (ECM) in the urine
in patients with COPD and their correlation with pulmonary function. Methods: patients
with COPD (n = 20) and healthy controls (n = 10) were selected and submitted the
pulmonary function testing by spirometry. The degradation of ECM was assessed in urine
samples in the group with COPD and control of two strategies: determination of
hydroxyproline, to evaluate collagen degradation, and detection and determination of the
concentration of elastin fragments by ELISA using anti-elastin. Results: The difference
between the concentration levels of hydroxyproline in urine of patients with COPD was not
different compared to the control group. However, it was observed that the concentration of
elastin fragments in the urine of patients with COPD was highly significant (p=0.002) and
correlated negatively with FEV; parameter of pulmonary function tests. Conclusion: This
results open perspectives for the characterization of degradation products of ECM by mass
spectrometry (MALDI-TOF/LC-MS/MS), a technology highly specific and sensitive for

the determination of amino acid sequences of peptides of interest.

Key words: COPD, degradation of extracellular matrix, elastin, collagen

13



INTRODUCAO

A DPOC é caracterizada pela obstrucdo ao fluxo aéreo, nao totalmente reversivel em
decorréncia da resposta inflamatoria dos pulmdes na presenca de substancias nocivas [1]. O
comprometimento ndo é limitado apenas aos pulmdes, pois com a progressao da doenca
surgem internacdes freqlientes por exacerbacdo e manifestagdes sistémicas que se
exteriorizam na disfuncdo dos musculos periféricos resultando na piora dos sintomas e
limitacdo ao exercicio [2]. O diagndstico da DPOC consiste na historia clinica, associa¢do de
sintomas e presenca de disturbio ventilatério obstrutivo na espirometria, evidenciado pela
relacdo entre volume expiratério forcado no primeiro segundo e capacidade vital forcada
(VEF1/CVF) inferior a 70% [3,4].

A DPOC é caracterizada como doenca inflamatoria associada a intensa degradacdo
dos componentes da MEC e fibrose tecidual [5]. Tem sido proposto que varias proteases
hidrolisam componentes do tecido conjuntivo proporcionando o equilibrio entre proteases e
antiproteases endogenas, e protegendo contra os efeitos lesivos mediados por estas proteases
[6]. As metaloproteinases da matriz extracelular (MEC), conhecidas como MMPs, contribuem
com migracdo de células inflamatérias no pulmao, na remodelagem e destruicdo do tecido
pulmonar na DPOC [7,5].

Além das metaloproteinases, outros grupos de proteases sao descritas na patogénese da
DPOC, como as cisteinoproteinases (catepsinas) e serinoproteinases (elastases) [8,9]. A
elastina, proteina elastica presente no parénquima pulmonar, também é um dos importantes
alvos para proteases, sendo que sua clivagem leva a perda da elasticidade em pacientes com

DPOC [6]. O papel das catepsinas na DPOC ainda é desconhecido, porém, tem se detectado
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0 aumento dos niveis de expressdo da catepsina L e S em lavado broncoalveolar de pacientes
portadores de DPOC [10] e macrofagos alveolares de fumantes [11]. Da mesma forma, os
niveis de expressdo da elastase de neutrofilo também sdo maiores em DPOC [12].

Normalmente, 0 excesso de proteases € inibido por antiproteases enddgenas como a
al-antitripsina (principal inibidor da elastase-2), a cistatina C (inibidor das catepsinas) e 0s
TIMPs, inibidores enddgenos das MMPs. Entretanto, este balanco protease/antiprotease
estaria alterado em individuos fumantes, enfisematosos ou com outras doencas respiratorias,
favorecendo a atividade proteolitica, com consequente degradacédo tecidual e exacerbacédo da
doenca [8].

A degradacdo das estruturas do tecido pulmonar esta relacionada a hidrdlise de fibras
colagenas e elasticas presentes na MEC em pacientes com DPOC [13,14]. Com iss0, 0s niveis
de degradacdo da elastina e colageno tém sido utilizados como marcadores bioldgicos para
acompanhar a progressdo da DPOC [15,16]. Sendo assim, o presente estudo tem como
objetivo analisar os niveis de hidroxiprolina, indicador de degradacdo do colageno, e dos
produtos de degradacdo da elastina na urina de pacientes com DPOC e suas possiveis

correlacdes com os parametros de funcao pulmonar.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética da instituicdo (protocolo
numero 209821/08). Participaram deste estudo, voluntarios com DPOC que aguardavam
ingresso no Programa de Reabilitagdo Pulmonar do Ambulatério de Fisioterapia e individuos
saudaveis, provenientes da Associacdo SOS familia S0 Geraldo, localizada & Rua Pedro
Angelo Janitelli, 72- Ponte Grande, Guarulhos - SP.

O diagnostico da doenca foi baseado nos critérios estabelecidos pela Sociedade
Americana do Térax (ATS) [17]. Todos os pacientes estavam com doenga estavel, sugerida
por auséncia de modificacdo nas medicacfes nas ultimas quatro semanas. Os critérios de
exclusdo foram: individuos com doenca cardiaca isquémica, intervencao cirdrgica recente ou
a participacdo em programas de reabilitacdo pulmonar. Para anélise comparativa, foi avaliado
um grupo controle constituido por individuos saudaveis, que nunca fumaram, com
espirometria normal, sem histéria de doencas respiratorias, de ambos os géneros, com faixa
etaria compativel com o grupo DPOC. Todos os participantes do estudo assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.

Avaliacédo clinica da populacéo - prova de funcéo pulmonar

O equipamento utilizado para o teste espirométrico foi o CPFS/D USB (Medical
Graphics Corporation®, St. Paul, Mo. USA). Todos os individuos realizaram a manobra de
capacidade vital forcada (CVF), que consistiu em inspiracdo profunda seguida de expiratoria

forcada para CVF mantida até que o individuo ndo a tolerasse mais ou até que
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fossem atingidos os critérios de aceitacdo propostos pelas Diretrizes para Testes de Funcéo
Pulmonar da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia [18] . Somente o grupo com
DPOC realizou a espirometria ap6s 15-20 minutos da administracdo de 400 pg de salbutamol.
Nas manobras espirométricas forcadas, obtém-se os graficos de fluxo — volume e volume —
tempo, além das variaveis: CVF, volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF,) e
relagdo VEF;/CVF. Consideramos para as analises a melhor curva de trés manobras
reprodutiveis. No presente estudo, foram utilizados os previstos da populacdo brasileira,

sugeridos por Pereira et al. [19]

Coleta e processamento das amostras de urina

As amostras de urina foram coletadas entre 8h e 11h30 da manha para minimizar os
efeitos da variacdo diurna.(30) As amostras de urina (em torno de 100 mL) foram coletadas
em frascos coletores universais de material biolégico. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 x g a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e

armazenado a -70°C até o momento da analise.

Avaliacdo dos niveis de hidroxiprolina

A hidroxiprolina foi quantificada como parametro de degradacdo do colageno de

acordo com o método descrito na literatura [20]. Resumidamente, as amostras de urina foram

centrifugadas a 10000 x g durante 10 minutos e aquecida a 67°C por 10 min. Vinte

microlitros do sobrenadante foram misturados levemente com 2 mL de hidréxido de sédio
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3N seguido de autoclavagem a 121°C por 15 min. Cloramina T (4,5 mL/amostra) foi
adicionada na mistura. Em seguida, as amostras foram oxidadas em temperatura ambiente por
20 min e foram cuidadosamente misturadas com 5 mL de reagente de Ehrlich (H,SO, 6,8%;
p-dimetilaminobenzaldeido 30% em etanol) recentemente preparada. A solucdo foi incubada
durante 20 minutos a 65°C. A absorbancia de cada amostra foi avaliada em 550 nm. A
deteminacdo da dosagem de hidroxiprolina foi deteminada em mg/mL a utilizando como

parametro de referéncia a curva padrdo de hidroxiprolina (Sigma).

Anélise dos niveis dos fragmentos de elastina na urina

A urina dos individuos com DPOC e saudaveis (5 mL) foram submetidas a pré-
purificacdo em micro-coluna de fase reversa Sep-pak C18 (Waters), previamente equilibrada
com solvente A (H,O/TFA 0,1%) para retirada de sal contido nas amostras e obtencdo da
fracdo peptidica da urina. As amostras foram eluidas com 60% de solvente B (90% AcN /10%
solvente A). Apods liofilizacdo, as amostras foram ressuspendidas em 100 pL de éagua
deionizada e centrifugados a 10000 x g por 5 minutos antes de serem utilizadas nos ensaios

imunoenzimatico (ELISA, Enzyme linked Immuno Sorbent Assay).

Placas PolySorp (NUNC), de 96 pocos, foram sensibilizadas com 10 pL de cada
amostra em tampao carbonato/bicarbonato pH 9,6, por 18 horas a 37°C, em um volume final
de 100 pL. Em seguida, as placas foram incubadas com 100 plL/pogo de solugédo blogueadora
contendo BSA (soro albumina bovina) 1% em PBS (NaCl 137 mM, Na,HPO, 8,1mM, KCI
2,7 mM e KH,PO, 1,5 mM, pH 7,2), por 1 h a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens

sucessivas com PBS acrescido de Tween 20 0,05%, foram adicionados 100
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pL/poco de solugdo contendo os anticorpos anti-elastina (Santa cruz, sc-166352) (diluidos

1:500), seguido de incubacdo por 1,5 h a temperatura ambiente.

Apo6s a remocdo dos soros com sucessivas lavagens (3 vezes), adicionou-se 100
uL/poco de solucdo PBS/BSA 1%, contendo o conjugado anti-lgG de camundongo com
peroxidase (Santa cruz, sc-2005 ) diluido 1:1000. Em seguida, adicionou-se 100uL/pogo de
solucdo cromdgena [0,4 mg/mL de OPD (Ortho-Phenylenediamine) em solucdo tampéo
citrato 0,1M e fosfato 0,2 M, pH 5,0. Transcorridos 10 min, adicionou-se 50 ulL/poco de
solucdo HCI 0,1N para interromper a reacdo. Os ensaios foram realizados em triplicata para
cada amostra analisada. A densidade oOtica foi analisada em leitor de ELISA (ELISA

Multiskan — Labsystems), a 492 nm.

Andlise Estatistica

O teste de Kolmogorov- Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade da
variancia. As variaveis da prova de funcao pulmonar, os niveis de hidroxiprolina e fragmentos
de elastina foram sumarizados por média e desvio padrdo (DP). Correlacfes entre os niveis de
hidroxiprolina e elastina e os dados espirométricos foram avaliados através do teste de
Correlacdo de Pearson. Para comparacfes entre os dois grupos utilizamos o Teste-t Student

ndo pareado. O nivel de significancia estatistica foi superior a p<0,05.
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RESULTADOS

A populacdo estudada foi composta por 30 individuos, sendo 20 individuos do grupo
DPOC e 10 individuos do grupo controle, com media de idade ndo significante entre os
ambos os grupos. Quanto ao género, no grupo DPOC, 13 individuos sdo homens e 4 no grupo
controle. Entre os pacientes avaliados no grupo DPOC todos sdo ex-tabagistas e no grupo
controle ndo houve relatos de tabagismo. O tempo de fumo no grupo DPOC foi avaliado em

48,53 + 21,09 anos e a relacdo macos/anos foi de 52,07 + 41,03 (Tabelal).

INSERIR TABELA 1 AQUI

Todos os pacientes do grupo DPOC apresentaram limitacdo ao fluxo aéreo, sendo a
diferenca entre os grupos extremamente significante para o VEF; e para a relacdo VEF/CVF.
Entretanto, ndo houve diferencas entre os grupos para a CVF (%prev.) e no IMC entre 0s

grupos estudados (Tabela 2).

INSERIR TABELA 2 AQUI

A degradacdo dos principais componentes da MEC foi avaliada nas amostras de urina
no grupo com DPOC e controle por duas estratégias: dosagem de hidroxiprolina, para avaliar
a degradacdo do coldgeno; e, deteccdo e determinacdo da concentragdo dos fragmentos
de elastina por ELISA, utilizando anticorpos anti-elastina. A diferenca entre a

concentracdo dos niveis de hidroxiprolina na urina de pacientes com DPOC ndo foi
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diferente em comparagdo ao grupo controle (Figura 1). Entretanto, observou-se que a
concentracdo dos fragmentos de elastina na urina de pacientes com DPOC foi extremamente

significante (p=0,002) em relacdo aos individuos do grupo controle (Figura 2).

INSERIR FIGURA 1 AQUI

As andlises de correlacdo de Pearson indicaram correlagdo negativa entre a
concentracdo dos fragmentos de elastina na urina e o pardmetro de obstrucéo ao fluxo aéreo
(VEF1) nos pacientes com DPOC (Figura 2). Por outro lado, ndo se observou correlagdo nos

parametros VEF,/CVF (r=-0,531, p=0,149) e CVF (r=-0,390, p= 0,867)

INSERIR FIGURA 2 AQUI

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O processo inflamatério no pulmdo de pacientes com DPOC estad associado a
degradacdo dos componentes da MEC e a liberacdo de peptideos quimiotaticos que atuam
sobre células inflamatérias [21, 22, 23]. Seria esperado que o aumento dos produtos de
degradacdo dos componentes da MEC estaria relacionado ao grau de comprometimento da
DPOC. De fato, a maior contribui¢cdo do presente estudo foi demonstrar que os niveis dos
fragmentos de elastina na urina de pacientes com DPOC encontram-se mais elevados em
relacdo a populacdo de individuos saudaveis. Ainda, verificou-se que esses niveis se

correlacionaram negativamente com o pardmetro VEF; de obstrucdo aérea nos pacientes
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com DPOC, levantando indicios de que a identificacdo e caracterizacdo dos produtos de
degradacdo da MEC poderiam ser analisados na urina.

As MMPs, também conhecidas como matrixinas, pertencem a uma familia das
proteases extracelulares, sendo um dos grupos enzimaticos responsaveis pela degradacdo da
MEC durante a remodelagem do tecido [24]. Houghton et al. demonstraram que a acéo
enzimética da MMP-12 produz fragmentos peptidicos a partir da degradacdo da elastina,
quimiotéticos para mondcitos e macréfagos [21]. A elastina é uma proteina da MEC
extremamente representativa no tecido pulmonar [25]. A presenca dos seus produtos de
degradacdo aumentados na urina de pacientes com DPOC e sua correlagdo com o VEFy,
abrem fortes perspectivas para a caracterizacdo dos produtos peptidicos a partir da degradacéo
elastina ou outras proteinas da MEC, utilizando estratégias experimentais mais especificas da
area de protedbmica, como a espectrometria de massas por MALDI-TOF/MS.

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que possibilita a interpretacdo da
estrutura molecular de diferentes substancias. O resultado da analise, o espectro de massas,
pode ser usado como impressao digital da substancia de forma qualitativa e quantitativa a
partir de diferentes materiais bioldgicos [26]. Com isso, a caracterizacdo dos produtos de
hidrélise da MEC na urina poderia ser eficientemente analisada por espectrometria de massas
diferencial [27] em que os perfis de massas do grupo DPOC sdo comparados com 0 grupo
controle e os espectros especificos da DPOC séo identificados.

A dosagem de hidroxiprolina em fluidos ou em tecidos bioldgicos ja € amplamente
utilizada para avaliar os niveis de degradacé@o do colageno em anélises experimentais [28] ou
clinicas nas amostras de pacientes [29]. A andlise desses marcadores oferece muitas

vantagens na préatica clinica, desde que sejam ndo-invasivo, pois podem ser realizadas
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muitas vezes e detectam alteracBes nesses niveis em um curto espaco de tempo [7]. Sendo
assim, o monitoramento dos niveis de hidroxiprolina na urina tem sido efetivos no diagnostico
e tratamento de doencas como tumores, osteoporose, ostemalasea, raquitismo, doenca de
Paget, hiperparatireodismo primario e secundario [30]. Porém, ha relatos de que essa
metodologia ndo é tdo sensivel e precisa para avaliar a degradacdo do coldgeno em pacientes
com DPOC [20]. De fato, no presente estudo a analise dos niveis de hidroxiprolina na urina
de pacientes com DPOC néo apresentou diferengas significantes em relagdo aos individuos
saudaveis. Por outro lado, Weathington et al. caracterizaram um peptideo biologicamente
ativo, com seqiiéncia de aminoacidos N-acetyl Pro-Gly-Pro (PGP), derivado da hidrolise do
coladgeno em pacientes com DPOC, que induz quimiotaxia de neutréfilos pela via de interacéo
com os receptores CXCR1 e CXCR2 [23]. O N-acetyl-PGP foi recentemente associado a
inflamacdo crénica das vias aéreas na DPOC, pois seus niveis séricos sao significativamente
mais elevados em relagdo aos individuos saudaveis [31]. Assim, considerando a estabilidade
molecular desse peptideo e 0 seu aumento nos niveis séricos, sugerem a hipotese de que essas

moléculas seriam excretadas pela via urinaria e poderiam ser quantificadas na urina.

Além disso, outros marcadores de obstrucdo aérea no soro de pacientes com DPOC
vém sendo caracterizados, como 0s niveis circulantes mais elevados da E-selectina que se
correlacionou com o VEF; (% prev.) [29]. Estes dados sugeriram fortemente a ativacdo e
recrutamento de neutréfilos na DPOC, pois a E-selectina € um receptor de superficie destas
células. Como os neutréfilos representam a principal fonte de MMPs [32], seria esperado
niveis mais elevados de expressdo destas enzimas nos fluidos bioldgicos. Nosso grupo

demonstrou recentemente, que o aumento dos niveis de expressdo da MMP-2 na saliva em
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pacientes com DPOC se correlacionou negativamente com os parametros de obstrucdo aérea,
com VEF; e VEF,/CVF [33].

A efetividade de intervencdes como os programas de reabilitacdo pulmonar,
oxigenoterapia, terapias ergogénicas e nutricionais no tratamento da DPOC tem sido objeto de
estudo por vérios grupos. Entretanto, os estudos relacionados a analise da eficacia desses
programas DPOC [32,33,34] indicam que as estratégias de avaliacdo, como por exemplo, o
indice BODE [35], teste da caminhada dos 6 minutos [36], teste do degrau [37], entre outros,
podem gerar resultados controversos que inviabilizariam a avaliacdo da efetividade desses
programas. Sendo assim, a identificacdo de marcadores bioldgicos peptidicos, produtos da
degradacdo da MEC e especifico da DPOC poderiam ser utilizados na avaliacdo da
efetividade dos programas de reabilitacdo pulmonar, por meio da analise dos niveis
quantitativos dessas moléculas, antes e ap6s a intervencdo terapéutica, em pacientes com

DPOC.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com DPOC e individuos saudaveis (Controle).
Dados estdo expressos como média e desvio padrdo (DP), exceto quando ndo foi possivel.

DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva crénica.

Caracteristicas da populacgéo

DPOC CONTROLE
Valor (p)
Media £ DP Média + DP
Individuos (n) 20 10 -
Idade (anos) 71,10 £ 9,17 70,80 £9,72 -
Homens 13 4 -
Tabagistas 0 0 -
Ex-tabagistas 20 0 -
Anos/mago 48,53 £ 21,09 - -

Tempo de fumo (anos) 52,07 £ 41,03. - -




Tabela 2. Avaliacéo clinica dos pacientes com DPOC e saudaveis (Controle). Dados
foram expressos como média e desvio padrdo, exceto quando ndo foi possivel. As
analises estatisticas foram realizadas com o Teste t ndo pareado. DPOC: Doenca
pulmonar obstrutiva cronica; VEF;: Volume expiratério forcado no primeiro segundo;

CVF: Capacidade vital forcada; % prev.: porcentagem do previsto; *: p<0,05.

Parametros clinicos da populacéo estudada

DPOC CONTROLE
Valor (p)

Média + DP Média + DP
Individuos (n) 20 10 -
VEF,/CVF (% prev.) 47,40 + 12,38 81,60 + 7,66 0,001*
VEF; (% prev.) 52,55+ 13,94 115,70 £18,68 0,001*
CVF (% prev.) 88,85 4,51 102,6 + 4,33 0,063
IMC 25,93 + 4,56 27,67 + 3,83 ns
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Figura 1. Concentracdo de hidroxiprolina na urina de pacientes com DPOC e individuos
saudaveis. Os ensaios foram realizados de acordo método descrito por Cocci et al [26] e as
amostras analisadas em duplicata. Dados foram expressos em média e pontos maximo e
minimo; DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva cronica; A andlise estatistica do Teste t ndo

pareado indicou que ndo houve diferengas significantes entre os grupos (p>0,05).
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Figura 2. Concentracdo de fragmentos de elastina na urina de pacientes com DPOC e
individuos saudaveis. Os ensaios foram realizados pelo método de ELISA, utilizando
anticorpos anti-elastina. As amostras foram analisadas em triplicata. Dados estdo expressos
em mediana com os valores maximo e minimo de cada grupo. A andlise estatistica do Teste t
ndo pareado apontou diferencas significantes entre os grupos (p>0,05). DPOC: Doenca

pulmonar obstrutiva cronica.
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Figura 3. Relacgdo entre o grau de obstrucdo aérea VEF; (% prev.) e a concentracdo dos
fragmentos de degradacdo da elastina na urina e os parametros de obstrucdo aérea
VEF; (% prev.) em pacientes com DPOC. As andlises de correlacdo de Pearson indicaram
que a concentracdo dos fragmentos de elastina esta relacionada negativamente com o grau de

obstrucdo aérea, VEF; (r=-0,6986, p=0,0006).
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3 CONSIDERACOES FINAIS




A maior contribuicdo do presente estudo foi demonstrar que os niveis dos
fragmentos de elastina na urina de pacientes com DPOC encontram-se mais
elevados em relacdo a populacdo de individuos saudéaveis. Verificou-se ainda, que
esses niveis se correlacionaram negativamente com o parametro VEF; de obstrucéo
aérea nos pacientes com DPOC. Considerando que o processo inflamatério no
pulméo de pacientes com DPOC esté associado a degradacdo dos componentes da
MEC e a liberacdo de peptideos quimiotaticos que atuam sobre células
inflamatorias, os resultados apresentados levantam fortes indicios de que a
identificacdo e caracterizacdo dos produtos de degradacdo da MEC podem ser

analisados na urina.

Por outro lado, a diferenca entre a concentracdo dos niveis de
hidroxiprolina, indicador da degradacdo de colageno, na urina de pacientes com
DPOC néo foi diferente em comparacdo ao grupo controle, provavelmente, por nao
ser uma metodologia tdo sensivel para avaliar a degradacédo do colageno em DPOC
com grau leve e moderado. Entretanto, ha relatos de que o peptideo N-acetyl Pro-
Gly-Pro (PGP), derivado da hidrolise do colageno em pacientes com DPOC, induz

quimiotaxia de neutrdfilos pela via de interacdo com os receptores CXCR1 e CXCR2

Assim, os resultados apresentados nesse estudo abrem perspectivas
para a caracterizacdo dos produtos de degradacdo da MEC por espectrometria de
massas (MALDI-TOF/LC-MS/MS), uma tecnologia altamente especifica e sensivel

para a determinacdo das sequéncias de aminoacidos de peptideos de interesse.

Consideragdes Finais I—I—
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Parecer do Comité de Etica

ﬁ

UNINOVE
L X X N N J
Universidade Nove de Julho

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CoEP

Certificamos que o Projeto de pesquisa intitulado ANALISE DOS PRODUTOS PEPTIDICOS DE
HIDROLISE DOS COMPONENTES DA MATRIX EXTRACELULAR (MEC) NA URINA DE PACIENTES
COM DOENCA PULMONAR OBBSTRUTIVA CRONICA sob responsabilidade de CARLOS ALBERTO
DA SILVA estd de acordo com a Resolugcdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude M/S, de
10/10/96, tendo sido APROVADO pelo Comité de Etica em Pesquisa - UNINOVE,

Sédo Paulo, 16 de Fevereiro de 2009.

L)

Profa. Dra. Daniela Ap. Biasotto-Gonzalez
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
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Anexo 1

Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa Clinica

Nome do Voluntario:

Endereco:

Telefone para contato: Cidade: CEP:

E-mail:

As Informagdes contidas neste prontuario foram fornecidas pelos alunos do mestrado e iniciagdo cientifica em Ciéncias da
Reabilitacdo da Universidade Nove de Julho e o coordenador do projeto Prof. Dr. Carlos A. Silva, objetivando firmar acordo escrito
mediante o qual, o voluntério da pesquisa autoriza sua participagdo com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos
a que se submeterd, com a capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coagéo.

1. Titulo do Trabalho Experimental: “Analise dos produtos peptidicos de hidrélise dos componentes da matriz extracelular (MEC) na
urina de pacientes com doen¢a pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)”.

2. Objetivo: Caracterizar os produtos peptidicos especificos de hidrélise da matriz extracelular na urina de pacientes com DPOC.

3. Justificativa: O estudo e a caracterizagdo da degradacédo dos componentes organicos da matriz extracelular para o entendimento do
mecanismo que distingue a fase aguda da cronica durante a inflamag&o observada em pacientes com DPOC.

4. Procedimentos da Fase Experimental: Individuos voluntarios (n=15) com DPOC do Ambulatério de Fisioterapia e saudaveis (n=15) da
Clinica de Odontologia da Universidade Nove de Julho serdo recrutados e, submetidos ao teste de prova de fungdo pulmonar por
espirometria. As amostras de urina serdo coletadas, processadas e analisadas por espectrometria de massas para obtencdo dos perfis
peptidicos de hidrélise, seguida de analise comparativa entre o grupo DPOC e saudaveis para a identificagdo dos produtos especificos da
DPOC.

6. Informagdes: O voluntario tem garantia que recebera respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer davida
quanto aos procedimentos, riscos beneficios e outros assuntos relacionados com pesquisa. Também os pesquisadores supracitados
assumem o compromisso de proporcionar informacéo atualizada obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do
individuo em continuar participando.

7. Retirada do Consentimento: O voluntario tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo.

8. Aspecto Legal: Elaborados de acordo com as diretrizes e normas regulamentadas de pesquisa envolvendo seres humanos
atendendo a Resolugéo n.° 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Salide do Ministério de Saude — Brasilia — DF.

9. Garantia do Sigilo: Os pesquisadores asseguram a privacidade dos voluntarios quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa.

10. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participagdo na Pesquisa: N&o serdo ressarcidas despesas com eventuais
deslocamentos.

12. Local da Pesquisa: A pesquisa sera desenvolvida no Ambulatério de Fisioterapia da Universidade Nove de Julho -
UNINOVE/Memorial da América Latina, localizada a Av. Francisco Matarazzo, 612, CEP 05001-100, Sao Paulo — SP.

12. Telefones dos Pesquisadores para Contato: Prof. Dr. Carlos A. Silva - (011) 97868141.
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13. Consentimento Pds-Informacéo:

Eu,

leitura e compreensdo deste termo de

informacéo e

consentimento, entendo que minha participagdo é voluntaria, e que posso sair a qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum.
Confirmo que recebi copia deste termo de consentimento, e autorizo a execucao do trabalho de pesquisa e a divulgacio dos dados
obtidos neste estudo no meio cientifico.

* N&o assine este termo se ainda tiver alguma duivida a respeito.

Sao Paulo, de

Nome (por extenso):

Assinatura:

de 2008.

12 via: Instituicdo

22 via: Voluntario
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Anexo 2

Formularios de Avaliacao

FICHA DE TRIAGEM | PATA:__/

1) IDENTIFICACAO

NOME:

IDADE:

SEXO: UM OF

ETNIA: O branca

0 negra [Jamarela [J vermelha

NACIONALIDADE:

NATURALIDADE:

ENDERECO:

CIDADE:

UF:

PROFISSAO:

ESCOLARIDADE:
NAO ALFABETIZADO [J

1° GRAU

U COMPLETO U INCOMPLETO

ACOMPANHANTE:

FONE CONTATO:

2) HISTORIA TABAGISTA

(1 NAO TABAGISTA

U TABAGISTA

[ EX-TABAGISTA

MACOS POR ANOS

MACOS POR DIA

FUMA HA MESES

CONVIVENCIA COM FUMANTES: U SIM U NAO

Anexos

e L




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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