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PREFACIO

Quando hd alguns anos nos apercebemos da nova visdo com que passou a ser encarada
a DPOC, fruto de uma intensa e profunda investigagcdo efectuada nestes dominios,
fomos surpreendidos por algumas desordens de natureza hematolégica no dmbito
mais genérico das perturbagdes sistémicas desta afeccdo, o que motivaria uma
investigagdo das alteragdes entdo observadas.

Ora este achado, o qual viria a ser reforcado pelos sucessivos resultados obtidos ao
longo do tempo, pareceu-nos justificar a escolha deste tema para a elaboragdo de uma
Dissertag¢do de Doutoramento.

Para além destes motivos, a opgdo entdo assumida proporcionaria a continuagdo, pelo
nosso proprio intermédio, da investigagdo sobre um tema relativamente ao qual a
Escola Pneumoldgica de Coimbra se tem especialmente dedicado e lhe conferiu, nesta
matéria, importantes e reconhecidas tradigées.

Uma vez iniciado o esquema de trabalho que nos propusemos levar a efeito
decorreram alguns anos de intensa actividade, pontualmente entrecortada por
inadidveis solicitagdes hospitalares ou da Faculdade de Medicina e, ndo raramente,

pela caréncia de situagées clinicas enquadrdveis no plano de estudos.
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Foi uma época particularmente fatigante em que se tornou necessdrio conjugar a
colaboragdo de diferentes servigcos e laboratdrios, marcada por muitas alegrias e
alguns contratempos, durante a qual abdicdmos de um tipo de vida porventura mais
agraddvel e aliciante com 6bvios e sucessivos sacrificios de natureza pessoal e
familiar, que somente aqueles que alguma vez trilharam este percurso podem avaliar
na sua real dimensdo. Conforta-nos o facto de termos produzido um trabalho que,
embora modesto, foi totalmente concebido e realizado dentro das paredes da nossa
Escola.

Decerto que uma tarefa desta dimensdo exige auxilios de indole variada, que
suscitam naturalmente o0s agradecimentos devidos a quem pronta e
espontaneamente nos prestou tdo desinteressada colaboragdo.

No entanto, gostariamos de invocar nestas palavras introdutdrias os apoios cuja
importdncia influenciaram decisivamente o delineamento e prossecucdo da
investigacdo agora apresentada. E permita-se-nos que, neste agradecimento, as
primeiras e mais calorosas sejam dirigidas aos Srs. Profs. Carlos Robalo Cordeiro e
Manuel Santos Rosa, respectivamente orientador e co-orientador desta Dissertagdo.
De facto, s6 uma amizade cimentada ao longo dos anos e o raro sentido que S. Ex.%
exemplarmente mostram pela investigagdo cientifica, poderdo justificar a sua
permanente disponibilidade, consubstanciada na partilha de tantas horas para além
dos seus sobrecarregados hordrios profissionais, e a soliddria satisfagdo perante os
resultados que a execugdo deste trabalho nos ia proporcionando.

Igualmente, a Sr2 Prof. Filomena Botelho e as Dr? Bdrbara Oliveiros e Vera Alves,
eminentes e prestigiadas cientistas, a nossa infinita gratiddo pelo precioso e decisivo
contributo a esta obra nos dominios da interpretagdo estatistica dos resultados e das
técnicas imunoldgicas, respectivamente.

O nosso eterno reconhecimento pelo apoio tecnico-cientifico, como pela generosa
amizade de que se revestiram as suas colaboragoes.

Aos nossos colegas do Servico de Pneumologia dos HUC, assim como aos seus

enfermeiros, técnicos e restante pessoal exprimimos a nossa mais viva gratiddo pela
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boa vontade e dedicagdo manifestadas em tudo quanto se relacionou com o estudo

dos doentes que integram esta obra.

A todos aqui deixamos o testemunho do nosso mais profundo e perene

reconhecimento.
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[ PARTE

NOVAS PERSPECTIVAS SOBRE A FISIOPATOLOGIA E A PATOGENIA
NO ENQUADRAMENTO SISTEMICO DA DPOC

“A melhor forma de ordenar as ideias
é passd-las a escrito”

Umberto Eco, 2012






CAPITULO I

INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) constitui um arquétipo da teoria
mecanicista que impregnou cultural e cientificamente parte do século passado:
centrada no caracter crénico e progressivo da obstru¢do das vias aéreas que
conduzia inexoravelmente a uma degradacédo fisica e a uma morte lenta, e
ainda na natureza individual enquanto doenca autoinfligida clinicamente
espartilhada entre os extremos do espectro ancestral do blue bloater e do pink
puffer e emoldurada pelo esteredtipo de doenca de velhos fumadores.

Foram provavelmente algumas destas circunstancias que limitaram durante
décadas o interesse da comunidade cientifica. De facto, € sobretudo a partir
da década de noventa que se tem vindo a assistir a redescoberta desta
afeccdo, ndo s6 na sua multiplicidade de aspectos - epidemiolégicos, clinicos,
patogénicos e terapéuticos - mas igualmente na concepc¢do global que, sem
perder de vista o impacto notavel com que atinge o aparelho respiratério, a
enquadra mais extensivamente atraves das suas manifestacdes e/ou

complicagBes sistémicas. Esta nova fase na abordagem da DPOC contém de



per se um conjunto de desafios clinicos, na medida em que na sua
heterogeneidade e caracter multisistémico a individualizacdo fenotipica do
doente se constitui como um imperativo que ultrapassa largamente a estreita
caracterizacao funcional, e na qual se baseiam as premissas para novas
pesquisas e desenvolvimentos no ambito clinico da doenca que culminariam
na tdo ambicionada medicina personalizada.

Por outro lado, esta individualizacdo permitiria a classificacdo dos doentes em
subgrupos uniformes com caracteristicas diferentes, o que facilitaria a
compreensao dos mecanismos patogénicos, das manifestacdes clinicas, do
prognostico e da resposta a terapéutica. Para este fim concorreriam o0s
avancos tecnoldgicos e cientificos nas areas da medicina e da biologia, isto é,
a aplicacdo de varias e novas metodologias: fisiologica, imagiologica e
genética, entre outras.

A actual perspectiva da DPOC resultou de multiplos trabalhos desenvolvidos ao
longo da dltima década por varios autores e que viria a consubstanciar-se na
altima revisdo proposta pela Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease (GOLD), na Global Strategy for Diagnosis, Management, and
Prevention of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (GOLD) de 2013, a qual
definiu a DPOC como uma doenca frequente e susceptivel de prevencao,
caracterizada pela obstrucéo persistente e progressiva do fluxo aéreo devida a
resposta inflamatéria cronica das vias aéreas e do pulméo a accéo de gases ou
particulas toxicas, em que as agudizacbes e as comorbilidades contribuem
para a sua gravidade geral em cada doente [1].

E este novo olhar sobre a doenca que tem motivado a comunidade cientifica na
investigacdo e pesquisa exaustiva de novos elementos, assim como na
aplicacao conjunta de recentes e velhos conhecimentos, nhuma tentativa que
esperamos bem sucedida de completar o puzzle, ao reconhecer e condensar,
como no mito de Janus, deus das transformacdes Fig.1, o passado e o futuro

desta afecc¢ao.



Fig.1
http://www.zazzle.com/bust of janus vatican _museums_greeting cards-
137804384489207083 em 26/01/2013



http://www.zazzle.com/bust_of_janus_vatican_museums_greeting_cards-137804384489207083
http://www.zazzle.com/bust_of_janus_vatican_museums_greeting_cards-137804384489207083




CAPITULO II

ACTUALIZAGAO EPIDEMIOLOGICA

A DPOC constitui um problema mundial de saude publica, responsavel ndo sé
pelas elevadas taxas de morbilidade e mortalidade como pelo seu enorme
impacto socio-econémico.

Segundo as estimativas da prevaléncia global, em 2020 esta afec¢do ocupara
o terceiro lugar entre as causas de mortalidade e o quinto como causa de
mortalidade precoce e/ou de incapacidade [2]. Presentemente, a doenca €
anualmente responsavel por cerca de 2,75 milhdes de mortes, constituindo a
quarta principal causa de mortalidade [3]. Em termos de prevaléncia, aceita-se
que ronde os 210 milhdes de individuos em todo o mundo [4,5].

De acordo com as previsbes de Mathers [6], em 2030 esta afeccao
representard 7,8% de todas as mortes e cerca de 27% dos o6bitos relacionados
com 0 consumo tabagico; este valor sO6 sera ultrapassado pelos 29% das
doencas cardiovasculares e pelos 33% do cancro. Ainda segundo este autor, a
prevaléncia da DPOC na populacdo em geral é de cerca de 1% em todas as

idades, elevando-se para 8 a 10% na quarta década de vida ou acima desta.



Neste contexto, uma meta-analise dos estudos efectuados na populagdo em
geral [7], publicados entre 1990 e 2004, demonstrou que, apesar da existéncia
de diferencas geograficas e de discrepancias metodologicas, a prevaléncia da
DPOC seria de 7,6% independentemente dos critérios de diagnostico
utilizados, atingindo valores de 6,4% para a bronquite crénica (em 38 estudos)
e de 1,8% para o enfisema (através da radiologia toracica, em 8 estudos). A
maioria dos trabalhos que integraram esta meta-andlise centraram-se
maioritariamente na faixa etaria situada entre os 40 e 0s 64 anos, tendo-se
constatado que a prevaléncia da doenca aumentava ao longo da idade, com
um risco que era cinco vezes maior nos individuos de 65 ou mais anos,
comparativamente aos de menos de 40 anos [8].

Reconhece-se ainda que a prevaléncia é cinco vezes maior na presenca de
hébitos tabagicos [7] tendo-se no entanto demonstrado que nos nédo fumadores
ela rondaria os 4%, expressando, eventualmente, quer o contributo genético,
quer o de outros factores de risco.

Nos Estados Unidos, a prevaléncia da DPOC ronda os 13,5%, correspondendo
na maioria a formas ligeiras e moderadas, segundo o Third National Health and
Nutrition Survey (NHANES I1I) [9]. Na Europa tém-se apontado percentagens
que variam entre os 2 e 0s 10% [10].

De facto, os estudos relativos a prevaléncia da DPOC evidenciam uma grande
variabilidade resultante, quer dos critérios de diagndstico utilizados, quer das
populacdes estudadas, ou ainda das metodologias aplicadas. Essa
variabilidade é salientada em varios trabalhos: no de Viegi [11], que estudou
uma populacédo de adultos entre os 25 e 73 anos de idade no norte da Italia,
obtendo prevaléncias de 11% pelos critérios GOLD da obstrucdo das vias
aéreas e de 18,3% com base na clinica (que corresponderia ao estadio | do
GOLD); a do projecto latino-americano Investigation en Obstrucion Pulmonar
(PLATINO) [12], efectuado em populacdes adultas urbanas, com valores de
11,9% na cidade do México e de 19,4% em Montevidéu; ou ainda do estudo de
Murtagh [13], realizado na Irlanda do Norte, o Northern Ireland Cost and

Epidemiology of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (NICECOPD), sobre



uma populacdo na faixa etéria situada entre os 40 e 69 anos, na qual os
valores da prevaléncia estimada foram da ordem dos 14,4%. Ja um estudo
efectuado em Salzburgo, no contexto do projecto Burden of Obstructive Lung
Diseases (BOLD) [14], revelou que a prevaléncia global da doenca no estadio |
ou mais elevado era de 26,1%, independentemente do sexo, e de 10,7% no
estadio Il ou superior.

Neste ambito, as estimativas da prevaléncia ao nivel mundial sdo ainda
dificultadas pela quase auséncia de dados relativos a muitos paises asiaticos e
a grande parte do continente africano. Por outro lado, as variacdes
demograficas, como o envelhecimento da populag¢do, associam-se ainda o0s
varios estados epidemiolégicos no que diz respeito ao consumo tabagico, bem
como a influéncia pontualmente preponderante de outros riscos inalatérios,
pelo que os dados epidemioldgicos necessitam de actualizagBes periodicas e
de protocolos mais consensuais que permitam avaliar a prevaléncia real desta
afeccdo, a qual permanece subestimada e largamente subdiagnosticada.

Na Peninsula Ibérica, Soriano [15], em Espanha, constatou a existéncia de
uma diminuicdo na prevaléncia de 9,1% em 1997 (estudo IBERPOC) para
4,5% em 2007 (estudo EPI-SCAN). Em Portugal, os valores da prevaléncia em
2003 eram de 5,34% [16]. Num estudo integrado no ambito do BOLD, C.
Barbara et al. [17], em 2010, péde constatar, numa populacédo de 710 adultos
com idade superior a 40 anos de idade (331 homens e 379 mulheres) da area
de Lisboa, 17.9% dos quais eram fumadores, uma prevaléncia de 14,2% no
estadio |1 ou superior (GOLD), 7,3% no estadio Il ou superior e de 1,4% no
estadio Ill ou superior. A prevaléncia da doenca em néo fumadores foi de 9,2%.
Em relacdo a incidéncia, constata-se igualmente uma grande variabilidade,
como ficou demonstrado nos trabalhos efectuados na Escandinavia por varios
autores: Lindberg [18] reporta incidéncias de 15,3% no sexo masculino e de
11,8 no sexo feminino na Suécia, atingindo valores de 24,5% nos fumadores
cronicos e 9,4% em nao fumadores. Ja no estudo de Johannessen [19], levado
a cabo na Noruega, a incidéncia era bastante menor: 8,6% nos homens, 3,6%
nas mulheres e 1,8% nos ndo fumadores. Lokke [20], num follow-up de 25



anos realizado na populagdo de Copenhaga, constatou incidéncias da ordem
dos 41% nos fumadores cronicos (31% nas mulheres) e de 4% e 9% nos ndo
fumadores do sexo masculino e feminino, respectivamente.

No que diz respeito ao género, a doenca é cerca de duas vezes mais
prevalente no sexo masculino que no feminino; contudo, esta situagéo tende a
modificar-se com o aumento do tabagismo entre as mulheres nos paises
desenvolvidos e a circunstancia de muitas, embora ndo fumadoras, estarem
Sujeitas a exposicao a produtos resultantes da combustdo de biomassa, nos
paises ditos em vias de desenvolvimento. De facto, Mannino [21] constatou
gue em 2000, nos Estados Unidos da América, o numero de 6bitos por DPOC
nas mulheres excedeu o dos homens. Neste contexto, Buist [22] demonstrou
um aumento do risco e da gravidade da DPOC nas mulheres, em relacdo ao
sexo masculino. Ainda neste ambito, Tashkin, no Lung Health Study [23], ao
explorar a relacdo entre a reactividade a metacolina e as altera¢des da funcéo
pulmonar ao longo do tempo, p6de constatar, em relacdo a um universo de
5733 fumadores, que as mulheres com niveis elevados de reactividade e que
continuavam a fumar exibiam maiores diminuicbes da percentagem do FEV;
previsto do que os homens fumadores, para niveis de reactividade idénticos.
Com efeito, a hiperreactividade tem sido associada a um risco acrescido, ndo
s6 de progressédo da DPOC, mas igualmente da mortalidade [24].

Nas mulheres, o factor de risco mais importante parece ser o fumo do cigarro
[25]. Neste contexto, o aumento da reactividade das vias aéreas viria a
favorecer e a aumentar a deposicdo das pequenas particulas aerossolizadas
[26], a que se associaria a forma de fumar; na verdade, esta pode influenciar a
reactividade das vias aéreas, como foi demonstrado por Taylor [27] ao verificar
que os padrbes de inalacdo do fumo se relacionavam ndo s6 com a
concentracdo de histamina, que por sua vez determinava quedas do FEV; da
ordem dos 20%, como essa concentracdo se correlacionava com a
profundidade e a frequéncia da inalagédo do fumo. Ora, as mulheres fumadoras

tendem a inalar mais profundamente e a travarem o fumo durante mais tempo
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gue os homens, o0 que pode de facto predispd-las a lesbes mais intensas das
vias aéreas.

Na sua globalidade, todos estes estudos sugerem que as mulheres
apresentam um risco mais elevado que os homens de desenvolverem a
doenca. Torres [28], a0 pesquisar as diferencas na expresséo clinica da DPOC
entre 0s géneros numa amostra alargada, péde verificar que para 0 mesmo
grau de diminuicdo do FEV;, as mulheres eram 8 anos mais novas que 0S
homens, sugerindo que a DPOC se desenvolvia mais precocemente nestas,
ainda que as cargas tabagicas fossem significativamente menores (48 UMA
nas mulheres versus 69 UMA nos homens); por outro lado, as mulheres
exibiam menos comorbilidades, embora fossem mais sintomaticas: mais
dispneia, mais exacerbacdes e pior qualidade de vida do que os homens.
Relativamente a pressédo parcial de oxigénio (PaO,), as mulheres, neste
estudo, apresentavam valores significativamente mais elevados que os do sexo
masculino, ocorrendo o inverso no que dizia respeito a pressédo parcial de
didxido de carbono (PaCO,) e ao indice de massa corporal (IMC). Também na
prova dos 6 minutos de marcha as mulheres evidenciaram uma pior
performance.

Num extenso estudo populacional dinamarqués [29] sobre a susceptibilidade
ao tabaco e as alteracdes da funcédo pulmonar (em dois grupos nascidos apos
1920) constatou-se que o tabaco tinha maior impacto na fungdo respiratoria
das mulheres do que na dos homens. Assim, no grupo de mulheres fumadoras
o declinio do FEV; foi de 7,4 mL por mago-ano versus 6,3 mL nos fumadores
do sexo masculino.

Quanto ao risco de hospitalizacdo, este foi também maior no sexo feminino.
Numa vertente diferente inscreve-se o trabalho de Martinez [30] ao comparar o
enfisema entre homens e mulheres, demonstrando que ele era menos grave
nestas apesar de exibirem valores mais baixos da DLCO e da PaO,, maior
grau de dispneia, e scores mais elevados do Bode Index e de depressao. De
facto, este autor reconheceu, através de exames radiolégicos e histoldgicos,

que as mulheres evidenciavam uma propor¢do menor de enfisema, mas
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apresentavam as paredes das pequenas vias aéreas mais espessadas em
relacdo ao perimetro luminal, sugerindo um atingimento preferencial desta
estrutura no sexo feminino, enquanto que no masculino incidiria sobretudo nos
espacos aéreos. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por
Dransfield [31], que quantificou através de tomografia computorizada o
enfisema a nivel regional e total, demonstrando que os homens apresentavam
a esses niveis mais enfisema que as mulheres nos varios estadios da DPOC.

A maior susceptibilidade do género feminino ao tabaco e ao risco de
desenvolvimento da DPOC traduzir-se-ia ndo s6 por um declinio mais
acentuado da fungdo pulmonar como por uma evolucdo clinica diferente,
caracterizada por mais exacerbacdes, maior grau de dispneia e pior qualidade
de vida (para 0 mesmo grau de compromisso da funcdo pulmonar), assim
como por um atingimento desproporcionado das vias aéreas. Neste contexto
parece relevante a constatacdo de que a cessacdo tabagica se traduz na
mulher por um aumento significativamente maior da percentagem do FEV;
previsto (cerca de duas vezes maior) durante o primeiro ano, do que no sexo
masculino, esbatendo-se nos anos subsequentes [32,33].

Estas diferencas entre os géneros parecem verificar-se também no plano
racial: as mulheres afro-americanas com DPOC apresentam maior
susceptibilidade ao tabaco do que os homens [34].

Outro dos esterettipos da DPOC associa-se a idade. Com efeito, tem sido
considerada uma doenga que afecta sobretudo individuos acima dos 50 anos
de idade; no entanto, de Marco [35] demonstrou, em relacdo a um universo de
18 mil individuos com idades entre os 20 e 44 anos, uma percentagem
consideravel de doentes jovens portadores de DPOC, concluindo que esta
afeccado se poderia desenvolver mais precocemente.

A mortalidade por DPOC tem vindo a aumentar de acordo com os dados da
OMS. Na verdade, segundo esta Organizacdo, em 2005, esta patologia foi
responsavel por cerca de 3 milhdes de mortes, correspondentes a 5% de todos
0s Obitos considerados globalmente [36]. As estatisticas demonstraram ainda

que cerca de 90% das mortes ocorreram em paises de baixo e médio nivel
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econémico [37]. Presentemente, a DPOC ocupa o quarto lugar entre as causas
de mortalidade a nivel mundial; contudo, as estimativas para 2020 apontam no
sentido de um agravamento desta taxa o que a fara ocupar brevemente o
terceiro lugar no ranking da mortalidade global [38]. Na Europa, este indice
epidemioldgico tem aumentado, registando-se no entanto grande variabilidade
de pais para pais, como demonstram os dados do Eurostat, que evidenciou
variacbes entre 7,2 por cem mil habitantes em Franca e 36,1 por cem mil
habitantes na Hungria [39].

Pelo exposto, e em jeito de conclusdo, podemos afirmar que a DPOC
continuara nas préximas décadas a ocupar um lugar de relevo nas estatisticas
mundiais e a exigir uma concertacdo de esforcos a nivel global que, para além
do combate aos principais factores de risco do seu desenvolvimento, inclua
igualmente medidas tendentes a minimizar muitas das assimetrias em termos
sanitarios e socio-econdémicos entre os paises. A nivel doméstico, a utilizagédo
de estratégias de coping comportamentais dirigidas a uma populacdo alvo mais
jovem podera reverter duma forma mais sustentada os maus indices

epidemioldgicos desta afeccgéo.
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CAPITULO III

FACTORES DE RISCO DA DPOC

1-Polui¢cao Doméstica

A participacao de outros factores para além do tabaco [40,41] e a consisténcia
de significativas percentagens da prevaléncia da afeccdo em ndo fumadores
[42,43,44] vieram chamar a atencao para a pesquisa e identificagdo de outros
riscos. Neste ambito varios estudos tém responsabilizado o fumo resultante da
combustdo da biomassa como um risco importante no desenvolvimento da
DPOC, sobretudo em zonas rurais e em areas do mundo tdo diversas como a
india [42], Turquia [43] ou 0 México [44], utilizada para cozinhar alimentos ou
como fonte de aquecimento. O fumo libertado durante a combustdo contém
inumeros poluentes que incluem desde o material particulado inferior a 10 pym
de didametro, ao monéxido de carbono, diéxido de nitrogénio, didxido sulfarico,
formaldeido, compostos organicos policiclicos, assim como varios
carcinogenios, entre os quais se destaca o benzopireno [45].

A exposicdo atingiria preferencialmente as mulheres, cujos filhos tendem a
apresentar um peso a nascen¢a mais baixo [46] que as expostas a outras
fontes energéticas ndo poluentes como a electricidade ou o gas. Na verdade, o

baixo peso a nascenca é reconhecido como um factor de risco independente
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da DPOC, associado a um deficiente crescimento e desenvolvimento funcional
pulmonar durante a infancia e a idade adulta [46]. Com efeito, esta poluicdo
doméstica tem sido responsabilizada, tanto pelas elevadas taxas de infeccdo
do tracto respiratério inferior e consequente aumento da mortalidade infantil
nos paises em desenvolvimento, como ainda pelo aumento da vulnerabilidade
respiratoria dos sobreviventes a DPOC ao longo da vida, e pela mortalidade
significativa observada nas mulheres, resultante, quer da DPOC, quer do
cancro do pulmao [46]. De facto, varios estudos epidemiologicos [46,47] tém
evidenciado uma associagdo entre a exposicdo ao fumo da combustdo da
madeira e 0 aumento da prevaléncia de sintomas respiratérios, da diminuicdo

da funcao respiratéria e de um acréscimo de situacdes de DPOC e de asma.

2-Exposicao Ocupacional

A exposicdo ocupacional a poeiras, vapores e fumos desde ha muito que foi
reconhecida e implicada no desenvolvimento da DPOC em varios grupos
profissionais [48]. De acordo com as estimativas publicadas [49, 50], o risco de
DPOC de causa ocupacional é da ordem dos 15 a 19% e, paradoxalmente, de
31% nos n&o fumadores, tendo sido identificadas nestes ultimos como
actividades de maior risco, o trabalho rural e as industrias téxtil, do ferro e do
aco, das madeiras e da construcao [51]. No entanto, também neste ambito se
podem constatar diferencas geograficas importantes influenciadas pela
natureza e duracdo das exposi¢cdes e ainda, as eventuais interac¢cdes entre
estas e o tabaco, que parecem aumentar substancialmente o risco de DPOC
[52].

Neste contexto, deve referir-se que o efeito de exposi¢cdes cumulativas ao
empoeiramento inorganico pode ser em algumas circunstancias superior ao do
tabaco, comportando um risco de morte por DPOC significativamente
aumentado [53,54]. Na verdade, num estudo efectuado por Hajdukova [55], a
exposicdo prolongada (superior a 15 anos) ao p6é do carvao associava-se a
uma prevaléncia elevada de bronquite cronica e de DPOC, independentemente
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do factor tabaco. Por outro lado, Melville [56] constatou, numa populagdo do
Nordeste de Inglaterra, que os efeitos respiratérios da exposi¢cdo ocupacional
se faziam sentir ndo s6 numa éarea industrial especifica, mas igualmente na
populacdo em geral. Rodriguez [57], ao analisar o impacto de Vvarias
exposi¢cbes ocupacionais nos sintomas respiratérios e na funcado pulmonar,
verificou que a exposicao a altas concentracdes de poeiras minerais, gases ou
fumos estava associada a valores do FEV; inferiores a 30% do previsto. Ja a
exposicdo a poeiras organicas determinava a ocorréncia de expectoracao
cronica e de dispneia e um maior niamero de hospitalizagbes [58].
Relativamente & incapacidade respiratéria atribuida a exposicdo ocupacional,
atingiu os 4% num estudo que envolveu varios paises europeus, em que foram
incluidos individuos entre os 20 e 45 anos [58]. Num outro estudo [59], o
mesmo autor reportou percentagens mais elevadas de incapacidade da ordem
dos 25%, numa populacao de doentes com DPOC.

Na area agricola o risco de DPOC é da ordem dos 7,7%, sendo particularmente
mais elevado, por exemplo, nos criadores de gado comparativamente ao dos
produtores de cereais [60,61].

A avaliacdo do contributo ocupacional na DPOC comporta uma multiplicidade
de factores que se estendem desde o tabagismo activo, ja referido, e que
constitui mais do que um factor meramente aditivo no aumento do risco de
desenvolvimento da DPOC, aos efeitos do fumo passivo e a exposicao
profissional que tém sido pouco estudados, a avaliacdo longitudinal da
associacdo entre a DPOC e profissdes especificas ou, ainda, ao impacto
eventual de outras exposi¢cdes prévias, até as condicbes de trabalho e ao
ambiente profissional, que conferem a esta vertente uma extrema
complexidade [62] e dificuldades acrescidas na identificacdo e quantificagao do

contributo individual de cada factor.

3-Poluicao Ambiental

E reconhecido ainda o papel da poluicdo ambiental no aumento do risco da
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doenca, sobretudo nas é&reas urbanas, onde as altas concentracbes de
componentes gasosos e particulados tém sido responsabilizados ndo s6 pelo
desenvolvimento como pelas agudizacdes da DPOC [63]. Este factor tem
igualmente um impacto negativo nas criangas. Com efeito, Gauderman [64]
demonstrou que as criangas que habitavam na proximidade de vias de trafego
(a cerca de 500 m) apresentavam diminuicdes do FEV; da ordem de 81 mL em

8 anos, relativamente aquelas que habitavam a maiores distancias.

4-Genética

Em relag&o ao risco genético, varios dados tém apontado para a existéncia de
uma componente hereditaria no desenvolvimento da DPOC, entre eles a
constatacao de clusters familiares nos quais se pode identificar um aumento do
risco nos familiares de doentes com DPOC, independente dos habitos
tabagicos, da intensidade da carga tabagica individual, da exposi¢cdo ao fumo
passivo na infancia e da exposicdo pré-natal, estimando-se, nestas
circunstancias, que a historia parental de DPOC contribua em cerca de 20%
para o risco desta afeccdo naquela populacéo [65]. Assim como a existéncia de
alteragcdes similares da fun¢éo pulmonar em gémeos monozigoticos e ausentes
nos dizigoticos [66].

Entre as varias anomalias genéticas, a mais estudada, pela sua clara e
inequivoca associagdo com o desenvolvimento precoce do enfisema
panlobular, € a deficiéncia hereditaria em aj.antitripsina ou aj-proteinase
inibidor (al1-Pi) [67,68]; mas na verdade a sua contribuicdo no ambito da DPOC
€ modesta, representando apenas cerca de 1 a 2% de todos os casos [69].
Esta glicoproteina de 394 aminoéacidos e 52 kDa é um inibidor serina-protease
codificada pelo gene Serpina 1 localizado no brago longo do cromossoma 14
na regido q31-32.3, cuja transmissdo se faz de forma autossOmica co-
dominante [70]. A sua principal funcdo € a de um verdadeiro escudo
antiproteasico, protegendo o pulmdo das enzimas proteoliticas através da

inactivacao da elastase neutrofilica e de outras serina-proteases [71,72], como

18



a tripsina, a quimotripsina, a catepsina G e a proteinase-3. A proteina circulante
€ sintetizada pelos hepatécitos e em menor quantidade por outras células,
entre as quais se destacam as epiteliais bronquicas [73], os pneumacitos tipo |l
[74], os neutrofilos [75] e os macrofagos alveolares [76], contribuindo com
outras enzimas para a manutencdo do equilibrio da relagdo protease-
antiprotease.

A perturbacdo deste equilibrio seria responsavel pela destruicdo do
parénquima pulmonar; no entanto, tornou-se evidente, pela complexidade das
lesBes observadas, a provavel participacao e interac¢do de outros mecanismos
para além da protedlise da matriz induzida pela elastase neutrofilica no
desenvolvimento do enfisema. Neste contexto, assumem papel relevante o
stress oxidativo, a inflamacéo e a apoptose das células alveolares [77]. Por
outro lado, acreditou-se que esta enzima poderia ter funcdes biolégicas mais
extensas, para além de mero écran antiproteasico, como ficou demonstrado
experimentalmente através da inibicdo da apoptose em modelos reprodutores
das lesdes de isquémia-reperfusao [78,79], ou, mais especificamente, do efeito
anti-apoptético da enzima nas células alveolares em pulmdes de animais cujo
enfisema tinha sido induzido através do bloqueio dos receptores do Vascular
Endotelial Growth Factor (VEGF) [80], reconhecendo-se que o seu papel na
manutencao estrutural se espraia para aléem da inibicdo da elastélise. Sob o
ponto de vista estrutural, o local activo da enzima situa-se no aminoécido
metionina na posicdo 358 e a sua oxidagao torna-a funcionalmente inactiva
[81]. Esta circunstancia assume uma importancia particular a nivel pulmonar,
dado que tanto as células inflamatérias brénquicas como as alveolares libertam
oxidantes, para além das proteases, sendo esta inactivacdo ainda amplificada
pela carga de oxidantes inalados, particularmente pelos que se encontram
presentes no fumo do tabaco. Assim, a interaccdo entre a a;.Pi e o0 tabaco
permite explicar, quer o desenvolvimento do enfisema em individuos sem
alteracdes genéticas desta antiprotease, quer o seu desenvolvimento precoce
nos portadores de mutagcdes da enzima [82].

Reconhecem-se hoje mais de cem alelos diferentes em individuos portadores
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de baixos niveis séricos de al-Pi, o mais frequente dos quais é a variante Z
resultante da substituicdo da glutamina pela lisina na posicao 342 da respectiva
molécula [83]. A homozigotia para este alelo (PiZZ) esta associada a reducdes
severas da concentragdo sérica da enzima, cuja actividade antiproteolitica se
encontra largamente comprometida, representando no estado homozigético
apenas 10% do alelo normal M e 60% no estado heterozigotico MZ [84].

A frequéncia deste alelo (Z) é mais elevada na raca caucasiana e nos paises
do norte e nordeste europeus, 0s quais apresentam uma frequéncia génica de
0,0140 [85], atingindo 0 maximo no sudeste da peninsula escandinavica,
Dinamarca, Holanda, Inglaterra e norte de Franca, onde essa frequéncia é
superior a 0,0200 [86,87,88]. Esta distribuicdo geogréafica reflecte a origem
historica da mutacdo [89]. Com efeito, os resultados de rastreios de massa
efectuados em todos os recém-nascidos suecos, durante 2 anos, indicaram
uma prevaléncia de 1/1550 individuos e uma frequéncia génica de 0,026 [90].
No Copenhagen City Heart Study [91] a prevaléncia foi idéntica & do estudo
sueco, mas a frequéncia génica foi de 0,049, apontando para uma distribuicdo
do PiZ que diminui gradualmente no continente europeu na direccdo
nordeste—sudeste, atingindo os valores mais baixos na Europa oriental [92].

O fendtipo PiMZ comporta um risco de desenvolvimento de DPOC que é 1,5
vezes superior ao do fenotipo MM como foi demonstrado em varios estudos
[93,94]. Quanto a distribuicdo do alelo PiS € bastante diferente e mais
homogénea, observando-se a sua maior frequéncia no sudoeste europeu,
atingindo o maximo na Peninsula Ibérica [95], com uma frequéncia génica
superior a 0,1400, decrescendo depois segundo um gradiente sudoeste
—nordeste. Nesta variante o acido glutdmico é substituido pela valina na
posicdo 264. O alelo S é responsavel por uma diminuicdo das concentracfes
séricas da antiprotease que correspondem a cerca de 60% do alelo M, pelo
qgue o gendtipo MS ndo comporta um risco significativamente elevado de
desenvolvimento de DPOC. Nos homozigotos PiSS as concentra¢des da a1-Pi
sao cerca de 10 a 20% inferiores aos homozigotos para alelos ndo deficientes,

sendo portanto suficientes para prevenir as manifestacdes clinicas da
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deficiéncia desta enzima. Neste contexto, Dahl [95], numa meta-analise
destinada a avaliar o risco de DPOC nos portadores desta mutacdo, pode
constatar que 0 genotipo PiSZ constituia um risco significativo para o
desenvolvimento de doenca; alids, algumas séries tém assinalado igualmente
um aumento da prevaléncia de asma nos individuos MS [96].

Entre outras variantes destaca-se a null (designada por QO), a qual se
encontra associada a quantidades plasmaticas indetectaveis de a;.Pi e que
comporta um risco muito aumentado de desenvolvimento do enfisema [97].

Na raca caucasiana os fendtipos intermediarios e graves resultam das
combinacgdes dos alelos S, Z e null. A deficiéncia enzimatica grave, com niveis
plasmaticos inferiores a 11 pmol.L™, inclui os homozigotos ou heterozigotos
para os alelos Z e null, enquanto que a deficiéncia intermédia se expressa nos
fendtipos PiMZ, PiSS e PiSZ, em que 0s niveis plasmaticos se situam entre 0s
11 e 20 pmol.L™* [98].Tanto nos portadores de deficiéncia grave como nos
fendtipos intermediarios, o fumo activo constitui um factor de risco acrescido de
DPOC [99,100], assim como outros agentes agressores inalatorios, entre os
quais se contam os de natureza ocupacional [101,102].

Numa perspectiva diferente inscreve-se a questdo da manutencdo das
mutacOes da a1-Pi ao longo da evolucdo. Uma das respostas possiveis da
eventual vantagem selectiva da deficiéncia parece residir, como foi
demonstrado por Lomas [103], na transformacdo bioquimica induzida pelas
proprias mutacdes Z e S, que conduziriam a producdo espontdnea e excessiva
de polimeros, tanto a nivel hepatico como pulmonar, com elevada actividade
pro-inflamatéria; ora, esta teria sido fundamental no combate as infec¢bes que
devastaram as populagbes malnutridas e de fracos recursos higiénico-
sanitarios na era pré-antibidtica. O desenvolvimento, na sua multiplicidade de
impactos na sociedade humana, trouxe de facto um aumento da sobrevida aos
portadores da deficiéncia, mas transformou uma vantagem genética ancestral
numa desvantagem mortal pela introducéo do tabaco.

A abordagem da influéncia genética na doenca pulmonar obstrutiva cronica,

que partiu da premissa basica de que s6 15 a 20% dos fumadores
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desenvolviam a doenca, foi marcada, pelo menos inicialmente, por resultados
pouco consistentes [104] resultantes da conjugacao de varios factores, entre os
quais os de natureza metodoldgica, e os inerentes as dificuldades associadas a
uma caracterizagdo incompleta, de uma doenca complexa e heterogénea.
Como marcos relevantes neste contexto referem-se os primeiros estudos da
associacao familiar de casos de enfisema [105], a aplicacdo da espirometria na
avaliacdo quantitativa funcional em estudos longitudinais, e a constatacdo da
importancia da hereditariedade dos parametros funcionais em estudos
familiares de gémeos, e outros [106,107] que patentearam igualmente a
influéncia dos factores ambientais, particularmente do tabaco.

Os estudos genéticos iniciais compreenderam a identificacdo de regides
cromossOmicas eventualmente ligadas a doenca ou presentes em analises
familiares, e em estudos de genes candidatos com determinadas funcdes
biolégicas na patogenia da afeccdo, de que sdo exemplos os genes envolvidos
no equilibrio protease-antiprotease, no stress oxidativo, na inflamacéao, etc., ou
nas suas variacdes, devidas geralmente a polimorfismos nucleotideos simples
(SNP) [108], entre os quais se contam: os polimorfismos genéticos das
metaloproteinases (MMP) da matriz, particularmente da MMP-1 (colagenase
intersticial), da MMP-12 (elastase macrofagica) e da MMP-9 (gelatinase B)
[109,110,111], bem como dos seus inibidores tissulares (TIMPs) [112]. Neste
contexto, as variantes identificadas em relagdo as duas primeiras estariam
associadas a taxa de declinio funcional [109] e o polimorfismo da MMP-9 (C-
1562T) a um risco significativo de desenvolvimento de enfisema em fumadores
[110]. A MMP-12, de acordo com um trabalho recente de Haq [111],
apresentava dois polimorfismos simples, em que a homozigotia para o alelo A
(rs652438) aumentava ndo so6 a actividade da MMP-12 como a infiltracdo pelos
macrofagos alveolares, contribuindo para o estabelecimento e gravidade do
enfisema fornecendo assim, mais uma peca para o0 puzzle do fumador
susceptivel. J& em relacdo aos dois polimorfismos do gene TIMP-2 (G853A e
G418 C) expressavam-se predominantemente na populacdo portadora de
DPOC [112].
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As lesdes induzidas pelo stress oxidativo, contrabalancadas ou ndo pela
actividade antioxidante, foram também alvo de estudo, particularmente a heme-
oxigenase-1, tendo-se identificado um polimorfismo na regido promotora do
respectivo gene, cuja expresséao foi significativa numa populacao de japoneses
fumadores portadores de enfisema [113].

Um dos membros da familia superéxido dismutase, a superdxido dismutase
extracelular, ou SOD3, originou igualmente multiplos estudos, sobretudo pela
sua localizacdo na matriz extracelular, e pela circunstancia de se encontrar
altamente expressa nas artérias e no pulméo. Sabe-se que a sua accéo limita o
processo inflamatério e previne a lesdo oxidativa, impedindo a fragmentacédo
de numerosos componentes da matriz extracelular tais como o colagénio tipo |
[114], o heparano-sulfato [115] e o hialuranato [116], entre outros, pelo que as
suas variantes genéticas podem contribuir para os desequilibrios na
homeostasia e funcéo pulmonares.

Dela sdo conhecidos pelo menos trés polimorfismos genéticos. Com efeito,
Dahl [117] identificou os polimorfismos E1 (rs8192287) e 11 (rs8192288) no
gene SOD3, demonstrando que os individuos homozigéticos exibiam um risco
mais elevado de possuirem uma diminui¢cdo da capacidade vital forcada e mais
hospitalizagcbes por DPOC, em relacdo aos nao portadores destes desvios.
Curiosamente, um outro polimorfismo, o0 R213G (rs1799895) [118], conhecido
por aumentar o risco de doenca cardiaca isquémica, através da queda da
SOD3 nas paredes arteriais devida a diminuicdo da afinidade para a heparina e
outros componentes da matriz, tem sido descrito por varios autores como
comportando um papel protector sobre a DPOC [119,120,121].

O gene da catalase localiza-se no cromossoma 11p13 e dele foram descritos
varios polimorfismos responsaveis pelos baixos niveis de catalase eritrocitaria
[122], entre eles 0 262C/T, estudado na populacédo chinesa, o qual ndo parecia
conferir uma susceptibilidade aumentada a DPOC [123].

Em relacdo ao citocromo P450 (CYP), este inclui um conjunto de enzimas com
especificidades e substratos diferentes que desempenham um papel

importante na destoxificacdo, e em relacdo ao qual se apontam varios
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polimorfismos com implica¢cées na doenca, como é o caso da variante CYP1A1l
presente nos doentes com DPOC, principalmente naqueles que sao atingidos
por formas muito graves (FEV1<35%) [124], ou a variante descrita por
Minematsu [125], o CYP2A6del, que parece exercer um papel protector do
enfisema pulmonar, independente dos habitos tabagicos.

Ainda neste ambito, os resultados de uma meta-analise efectuada por Brogger
[126] salientaram a importancia da enzima epoéxido hidrolase microssomica
(EPHX1) presente no epitélio bronquico e participante activa na destoxificacado
dos epoxidos contidos, quer no fumo do tabaco, quer noutros componentes
qguimicos de varias substancias. A actividade funcional desta enzima pode
expressar-se sob a forma rapida (Tyrl113His) ou lenta (His139Arg), tendo-se
verificado uma associagcao significativa do polimorfismo rapido com o efeito
protector no desenvolvimento da DPOC e no cancro do pulméao [127,128],
aumentando no entanto, paradoxalmente, o risco de carcinoma colo-rectal em
fumadores [129].

Em relacdo a glutationa-S-transferase, a qual tem importancia no metabolismo
dos hidrocarbonetos aromaticos presentes no fumo do cigarro, foram
identificados polimorfismos associados, tanto & bronquite cronica em
fumadores [130], como a DPOC [131].

O reconhecimento da importancia da inflamacdo desde as fases inicial e
evolutiva da doenca conduziu a pesquisa dos genes responsaveis pelas
citocinas pré-inflamatérias e suas variantes, entre as quais, se destaca o factor
de necrose tumoral - alfa (TNF-a), no qual a presenca de um polimorfismo na
posicdo 308, se associava a presenca da DPOC ligada ao tabagismo nos
individuos de origem japonesa [132]. J& o polimorfismo da interleucina-13 (IL-
13) (1055) estava presente nos portadores de DPOC e nos fumadores
funcionalmente normais [133]. Outra citocina alvo de interesse neste contexto,
foi a interleucina-6 (IL-6), cuja importancia no ambito da DPOC foi suscitada
pela constatacdo de que os seus niveis elevados, tanto séricos como na
expectoracdo, se associavam as alteracbes da funcdo pulmonar,

especialmente ao seu rapido declinio [134, 135]. Estes achados vieram a ser
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confirmados pelos resultados de He [136] que identificou, numa coorte do Lung
Health Study, trés polimorfismos ligados a uma diminuicdo do FEV, entre os
quais o alelo C (IL-6174C), associado a um rapido declinio da funcédo pulmonar
e a um consequente aumento da susceptibilidade a DPOC nos fumadores.

Um outro polimorfismo do gene do ligando da quimiocina CCL5, que foi
relacionado inicialmente com o aparecimento tardio da asma [137], para a qual
parecem contribuir os processos infecciosos, particularmente virusais [138],
encontrava-se ligado a DPOC com enfisema ligeiro [139].

O estudo dos polimorfismos da proteina D do surfactante pulmonar (SFTPD)
[140] permitiu o reconhecimento da associagcdo destes com a susceptibilidade
a DPOC, assim como a sua influéncia nas concentracdes seéricas dessa
proteina, produzida principalmente pelos pneumdcitos tipo Il e libertada na
corrente sanguinea na presenca de uma lesdo pulmonar [141], pelo que
apresenta a capacidade de se tornar um potencial marcador de eventuais
agudizacOes [142]. Encontra-se em baixas concentracdes no LBA de doentes
com DPOC, por oposicdo aos seus niveis séricos, geralmente mais elevados
[143].

O estudo do receptor B-adrenérgico (ADRBZ2), localizado nas células
musculares das vias aéreas [144] e com funcdes importantes, na regulacdo do
tobnus muscular, revelou que um dos seus polimorfismos, o Thrl64lle, que
reduz a afinidade da ligacdo ligando-receptor [145], se expressava na queda da
funcdo pulmonar e no aumento do risco de DPOC na populagdo em geral
[146]. Bakke [147], ao estudar 257 polimorfismos simples de 16 genes
potencialmente associados & DPOC em duas coortes, detectou a existéncia de
associacOes significativas das variantes dos genes STAT1 e NF-kBIB/SIRT2
com o FEV; previsto, e com a relacdo FEV1/FVC. Estes genes parecem

encontrar-se envolvidos nos varios mecanismos patogénicos da doenca.
Uma das principais limitacdes deste tipo de estudos é a inconsisténcia e, por

vezes, a conflitualidade de resultados entre os varios trabalhos.

Segundo Silverman [148], uma definicdo clinica precisa e valida dos varios
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perfis da doenca constituiria um requisito fundamental para uma adequada
identificagcdo genotipica. Neste contexto, a aplicacdo do Genome-Wide
Association Studies (GWAS) veio complementar significativamente, o
conhecimento da vertente genética da DPOC.

Foi com base neste tipo de estudos que foram identificados varios loci
genéticos associados a susceptibilidade da doenca. Pillai [149] demonstrou e
reproduziu, em quatro coortes, a associacao entre os polimorfismos (rs8034191
e rs1051730) no locus - a Nicotinic Acetylcoline Receptor (CHRNA 3/5) do
cromossoma 15925 - e a DPOC, com um risco estimado da ordem dos 12,2%.
Verificou ainda a existéncia de uma ligagdo do CHRNA3/5 com a fungéo
pulmonar, particularmente com o FEV;. Em relacdo ao tabaco, este autor pode
igualmente reconhecer a presenca de um risco substancialmente maior de
DPOC nos fumadores activos portadores do alelo C (rs8034191). A associagao
deste locus com a dependéncia nicotinica tem sido assinalada por outros
investigadores [150,151], assim como com o cancro do pulmdo e a doenca
arterial periférica [152].

Neste ambito foram também identificados dois polimorfismos simples
(rs13118928 e rs1828591) préximo do locus da Hedgehog - Interacting Protein
- (HHIP) no cromossoma 4931 [153]. A familia Hedgehog codifica moléculas de
sinalizacdo da regulacdo da morfogénese, podendo por isso ter um papel
importante no desenvolvimento pulmonar, bem como na resposta do epitélio
das vias aéreas ao fumo do tabaco [154,155]. Assim, estes polimorfismos
encontram-se associados a funcdo pulmonar, a DPOC e a dependéncia
tabéagica.

Ainda neste contexto, Zhou [156] confirmou a associacao de dois polimorfismos
simples a nivel do cromossoma 431, numa coorte polaca de portadores de
DPOC grave. A expressado da HHIP, quer a nivel proteico, quer no mRNA do
tecido pulmonar dos portadores de DPOC, encontrava-se diminuida,
favorecendo o aumento da susceptibilidade & DPOC. Por outro lado, Young
[157] demonstrou que para o mesmo locus 4931, tanto o gendétipo G do

polimorfismo rs1489759 do HHIP, como o gendtipo C rs2202507 da glicoforina
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A (GYPA), conferiam um efeito protector em relagdo a DPOC e ao cancro do
pulm&o em fumadores.

Outro gene implicado na susceptibilidade a doenca, identificado através do
estudo gendémico integrado, € o Iron Regulatory Protein 2 (IREB2) [158],
localizado no cromossoma 15¢25.1. A regido 15q inclui varios outros genes
para além do j& citado, nicotinic acetylcoline receptor, identificado nos estudos
GWAS do cancro do pulméo, doenca em que a componente tabagica €
igualmente importante [159,160].

A dinamica do ferro no organismo depende da actividade de duas proteinas
regulatérias (IRPs) que funcionam como sensores citosélicos do ferro,
modulando as proteinas envolvidas na captacdo, distribuicdo e
armazenamento deste ido [161]. Na verdade, a lavagem broncoalveolar
permitiu detectar variagbes regionais das concentracdes de ferro e das
proteinas a ele associadas nos pulmdes de fumadores [162], com
concentracbes mais elevadas de ferro a nivel dos lobos superiores,
comparativamente aos inferiores, sugerindo que estas diferencas poderiam ser
responsaveis pelo aumento da carga oxidativa nas regides pulmonares
superiores, 0 que contribuiria ndo s6 para a patogenia do enfisema como para
o desenvolvimento do cancro do pulméo. Por outro lado, a demonstracdo de
um aumento da interleucina-18 (IL-1B) nessas mesmas regides poderia
representar, segundo O’Brien-Ladner [163], um elo de ligacdo entre os niveis
pulmonares de ferro e o processo inflamatoério pulmonar.

Dois outros estudos do GWA ao nivel do locus 4922 no gene da Family With
Sequence Similarity 13 member A, ou FAM13A, associaram-no a uma funcéo
pulmonar normal e a um menor risco de DPOC [164]. A analise sequencial
permitiu ainda identificar uma proteina de activacdo (Rho GTPase) com uma
actividade supressora tumoral demonstrada no estudo de Young [165] em
doentes com cancro do pulméao, nos fumadores com fungcédo pulmonar normal e
nos doentes com DPOC, tendo-se constatado que a variante rs7671167 (alelo
C) estava nao s6 associada a um risco reduzido de DPOC, como também de

cancro do pulmé&o, mesmo nos individuos portadores de DPOC, o que sugere
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gue o locus 4922 faz parte de um conjunto de genes partilhados entre a DPOC
e o0 cancro do pulméo. De facto, esta partilha de genes pode explicar a forte
ligacdo entre a DPOC e o cancro nos fumadores. Mais recentemente, Cho
[166], num estudo alargado envolvendo quatro coortes: ECLIPSE, National
Emphysema Treatment Trial (NETT), Bergen-Norway GenKOLS e COPDGene
Study, identificou no locus 19913, previamente implicado na dependéncia
tabagica e no consumo de cigarros por dia [167, 168], dois polimorfismos
simples - rs7937 e rs2604894 - associados com o FEV; (pré-broncodilatacéo) e
com as formas graves, e muito graves de doenc¢a pulmonar obstrutiva crénica.
Relativamente ao gene ADAM33, membro da familia das desintegrinas e
metaloproteases, localizado na regido do cromossoma 20p13, esta envolvido
na adesao e fusédo celulares, bem como na sinalizacdo celular e protedlise
[169,170], possui alguns polimorfismos associados com o rapido declinio da
funcdo pulmonar na populagdo em geral, e nos asmaticos [171,172],
parecendo estar igualmente ligado a susceptibilidade a DPOC e a inflamacéao
das vias aéreas [173,174].

Mais recentemente, Wang [175] demonstrou o envolvimento de polimorfismos
deste gene na DPOC numa populacdo do nordeste da China.

Uma abordagem mais consentdnea com o actual estado da arte, e
provavelmente mais pragmatica da doenca pulmonar obstrutiva cronica e da
sua componente genética, centra-se no estudo da influéncia desta nos
diferentes subtipos da doenca. E neste ambito que se inscreve o estudo de
Kong [176], o qual demonstrou que uma variante do gene BICD1, importante
na funcdo da dineina (mitose, migracdo nuclear, transporte mRNA, etc),
conferiria susceptibilidade ao fendtipo enfisematoso, através da analise do
GWAS de varias coortes e da tomografia axial computorizada na deteccéo e
quantificacdo do enfisema pulmonar. Ou ainda o estudo de Pillai [177], que
partindo do conhecimento adquirido dos genes e das suas variantes em
relacdo ao HHIP, CHRNA3/5, FAM13 e IREB2, procurou determinar a sua
influéncia nos varios fenotipos da doenca obtidos a partir da populacdo do
estudo ECLIPSE e replicados no International COPD Genetics Network (ICGN),
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tendo constatado que o CHRNAS3/5 estava significativamente associado com
os habitos tabagicos (numero de cigarros por dia e carga tabagica), com o
FEV1 e com a relacdo FEV1/FVC nos casos de DPOC do estudo ECLIPSE e do
ICGN, com o aumento do BODE Index na coorte ECLIPSE e, ainda, com a
quantificacdo do enfisema por tomografia computorizada, ndo evidenciando
qualquer relacdo com as agudizacdes. O HHIP e o FAM13A ndo mostraram
qualquer relagcdo com os habitos tabagicos, tanto nas populacbes do ECLIPSE
como no ICGN. O HHIP revelou uma associacéo significativa com a relacao
FEV1/FVC no ECLIPSE e no ICGN, assim como com as agudizacdes prévias, e
somente uma tendéncia, com as exacerbacdes posteriores durante o periodo
de dois anos do estudo ECLIPSE. O FAMI13A apenas detectou uma
associagao significativa com o FEV; e com a relagdo FEV:/FVC na coorte
ICGN, nao exibindo qualquer relagdo com os fenoétipos enfisematosos. Quanto
ao IREB2, evidenciou uma associagao significativa com o FEV;,

Em termos gerais, podemos afirmar que, também neste ambito, a
complexidade da DPOC se expressa pela interac¢do entre os varios factores
ambientais e a multiplicidade de polimorfismos genéticos e que, ndo obstante
0s progressos verificados nesta area, permanecem ainda na obscuridade

muitos dos mecanismos que modulam a susceptibilidade a doenca.

5-Infec¢Oes Respiratorias

As infeccbes respiratorias desempenham um importante papel, tanto no
desenvolvimento como no agravamento da DPOC, aceitando-se que as lesbes
provocadas pelos agentes infecciosos durante a infancia, num periodo
importante do desenvolvimento pulmonar, possam causar alteracbes
permanentes neste 6rgdo [178, 179], predispondo ao desenvolvimento da
afeccdo, mais tarde, na vida adulta. Alguns estudos tém demonstrado que a
bronquiolite, o croup ou a pneumonia na infancia, podem ser responsabilizadas

por alteracfes funcionais, com quedas médias do FEV; da ordem dos 0.65 L
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em criangas que foram atingidas por pneumonia antes dos dois anos de idade
[179].

A associacdo de tuberculose a obstrucdo cronica das vias aéreas tem sido
reconhecida durante todas as fases da infeccao, estando presente desde a
altura do diagndstico até ao tratamento e no decurso de mais alguns anos
[180]. Este processo infeccioso especifico seria responsavel por alteracbes
estruturais, entre as quais a fibrose das vias aéreas, e pela inflamacéao
resultante da resposta imunolégica ao Mycobacterium tuberculosis. A
concepcao de que a tuberculose pulmonar seria um factor de risco da DPOC é
antiga e varios autores nas décadas de 70 e 80 chamaram a atencdo para
essa associacao [181,182,183,184]. Ainda neste contexto, mais recentemente,
Brashier [185] demonstrou que cerca de 50% dos doentes tratados por
tuberculose pulmonar evidenciavam uma obstru¢do das vias aéreas. Numa
pesquisa alargada, efectuada na Africa do Sul em 2004 [186], os resultados
apontaram para os antecedentes de tuberculose como um factor altamente
predictivo da bronquite crénica com um odds ratio de 4,9 para os homens (95%
Cl 2,6-9,2) e de 6,6 para as mulheres (95% CI 3,7-11,9). Outros estudos,
nomeadamente o Burden of Obstructive Lung Disease (BOLD) [187], e um
outro idéntico, realizado na América Latina (PLATINO Study) [188], vieram
reforcar a constatacéo de que a tuberculose prévia constituia um factor de risco
da DPOC. Ora, esta associacdo a tuberculose reveste-se de grande
importancia, tendo em linha de conta os dados epidemiol6gicos globais desta
infeccéo: 2 bilides de infectados pelo Mycobacterium tuberculosis e cerca de
9,2 milhdes de novos casos por ano, salientando-se ainda, que a maioria dos
casos se distribuem pela Asia, Africa e América do Sul [189]. Esta distribuic&o
da tuberculose tem ainda outras implicacdes epidemioldgicas, sobretudo em
relacdo a epidemia do tabaco, a DPOC e a infeccdo VIH, partilhando
sinergismos cujos impactos negativos ja se fazem sentir numa larga por¢cao da
populacdo mundial [190].

A participacao das infecgOes latentes, sobretudo de etiologia virusal, durante a

infancia e o risco de DPOC, tem sido alvo de varias investigacdes centradas
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nos adenovirus, cujos resultados demonstraram: a presenca no tecido
pulmonar de fumadores com obstrucdo aérea de trés vezes mais acido
desoxirribonucleico adenoviral-Ad E1 (DNA) que nos fumadores sem obstrucao
[191]; que o DNA adenoviral ficava retido nas células epiteliais pulmonares;
gue o gene E1 do adenovirus se expressava nas células epiteliais das vias
aéreas e no parénquima pulmonar do hospedeiro, sem replicacdo do virus
[192]; e que o processo inflamatorio pulmonar observado nos fumadores com
enfisema grave, se encontrava associado ao aumento de células epiteliais
alveolares que expressavam o E1A [193].

Os estudos efectuados no animal confirmaram que as proteinas E1 do
adenovirus na infeccao latente tinham a capacidade de se ligarem aos factores
de transcricdo, ou seja, possuiam o0 potencial para alterar a expressdo dos
genes do hospedeiro implicados no processo inflamatoério [194]. Estes achados
viriam a ser complementados, posteriormente, com a constatacdo de que o0s
adenovirus induziam uma transformacdo epitélio-mesenquimatosa que,
segundo Behzad [195], contribuiria para o processo de remodeling das vias
aéreas periféricas, desregulando a deposicdo da matriz nas paredes das vias
aéreas, intervindo portanto, na patogenia da afeccao.

Ainda neste contexto, a infec¢do latente pelo virus Epstein-Barr (EBV) [196]
parece ser mais frequentemente identificada no tracto respiratorio dos doentes
com DPOC do que no dos fumadores sem doenca, estando presente, quer nas
agudizacgdes, quer nos periodos de estabilidade da afecgdo. Salienta-se que
um dos possiveis mecanismos de actuacao do virus na infec¢ao cronica seria a
interferéncia com a producdo de INF-y, que facilitaria a recorréncia de

infecgdes virais e bacterianas.

6-Factores Socio-econdmicos

7

O baixo nivel socio-econémico é apontado como um factor de risco
independente associado a DPOC, e comporta um conjunto de diferentes

dimensdes, cujos impactos podem ser relevantes em varias areas, como a
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nutricdo deficiente, o baixo peso a nascenca, as condigBes precarias de
habitabilidade, a exposi¢cdo ao tabaco e a poluentes domeésticos, as infeccbes
respiratorias na infancia, as exposi¢cées ocupacionais, etc. Estes factores de
per se, e mais frequentemente em conjunto, constituem um risco importante da
DPOC, cuja repercussao embora variavel, € passivel de tradu¢cdo em termos
quantitativos funcionais, apontando-se globalmente nas situacbes de baixo
nivel socio-econdmico para redugbes do FEV; da ordem dos 300 mL nos
homens e de 200 mL nas mulheres [197,198].

7-Outros Factores de Risco

A constatacdo em varios estudos epidemioldgicos [199,200,201,202] de um
namero substancial de portadores de DPOC nao fumadores que, em termos
gerais, se estima que oscile entre um quarto e um terco de todos os casos de
DPOC, desencadeou o interesse pelas caracteristicas, e potenciais factores de
risco nesta populacdo. Neste contexto, Lamprecht [202], num estudo
multicéntrico envolvendo catorze paises, pode verificar que 6,6% da populacao
estudada nao fumadora apresentava um estadio | e que 23,3% preenchiam os
critérios de DPOC moderada a muito grave, salientando-se que mais de dois
tercos destes doentes eram mulheres. Esta incidéncia no género feminino foi
evidenciada igualmente por outros autores [203].

O perfil clinico dos portadores de DPOC moderada a grave incluia: doentes
mais idosos, menos instruidos e mais sintomaticos (tosse, expectoragao, pieira
e dispneia), com antecedentes patolégicos de asma, tuberculose pulmonar ou
de doenca cardiovascular, e com eventuais hospitalizacdes durante a infancia
por problemas respiratorios. Este grupo reportava ainda a exposicado doméstica
aos produtos de combustdo do carvao e pelo menos 10 anos de exposi¢ao a
poeiras organicas. Ja o perfil clinico dos ndo fumadores com obstrucéo ligeira
era idéntico ao dos fumadores sem obstrucéo [202,203]. Ainda neste ambito
Zhou [204], no Chinese Epidemiologic Survey of COPD (CESCOPD), constatou

gue a prevaléncia de DPOC em nao fumadores era de 5,4%, dos quais 1,4%
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no estadio | e 3,7% nos estadios Il a IV, e que as mulheres se contavam entre
a maioria dos doentes ndo fumadores. O perfil clinico nos estadios mais
avancados da doenca incluia igualmente a idade mais avancada, a exposicao
a fumos de combustdo de biomassa, menos instru¢do e um baixo indice de
massa corporal, enquanto que o estadio 0 se associava exclusivamente com a
exposicao ocupacional a poeiras, gases e fumos. Ja no estadio | os doentes
partilhavam dos mesmos factores de risco daqueles com obstru¢cdo mais grave
(estadios II-1V) como: idade mais avancada, sexo masculino, histéria familiar de
doenca respiratéria, tosse recorrente na infancia e exposi¢cao passiva ao fumo

do tabaco e aos fumos de biomassa e ma ventilagdo domeéstica [204].

33



34



CAPITULO IV

CONTRIBUICAO DO ENVELHECIMENTO PARA AS MANIFESTACOES
SISTEMICAS DA DPOC

Durante décadas a DPOC centrou-se no aparelho respiratorio, de tal forma
que, embora se reconhecessem algumas manifestacées extrapulmonares da
doenca, elas eram enquadradas como consequéncias inevitaveis e
irreversiveis da gravidade da obstrucdo do fluxo aéreo. Assim por exemplo, a
perda de peso associada ao enfisema pulmonar foi reconhecida e descrita
desde os finais do século XIX por Fowler e Godlee [205]; mas s6 a partir dos
anos 60 do século passado, € que alguns autores chamaram a atencao para a
importéancia do emagrecimento, como factor preditivo negativo da sobrevida
nesta afeccéo [206]. Ainda neste contexto realca-se o poder dos esteredtipos:
a DPOC era uma doencga dos velhos fumadores.

Neste ambito, porém, o envelhecimento constitui um factor relevante, dado que
associa as alteracfes estruturais do organismo, perturbacdes da sua funcéo,

tornando-o globalmente mais vulneravel aos desafios, quer do meio interno
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quer do ambiente, coadjuvados e/ou modulados pelo background genético.
Com efeito, aceita-se que ao longo deste processo bioldgico complexo as
células acumulem alteracdes decorrentes dos mecanismos de agressao e de
reparacdo; o resultado cumulativo dos defeitos celulares traduzir-se-ia
posteriormente, em fragilidade relacionada com a idade, incapacidade e/ou
mesmo doenca [207]. Sob o ponto de vista imunolégico, o envelhecimento
pode ser reconhecido por um conjunto complexo de alteracdes designadas
colectivamente por imunosenescéncia [208], com anomalias, quer da vertente
inata [208], quer da adaptativa [209], responsaveis pelo aumento da
morbilidade e da mortalidade por doencas infecciosas, autoimunes ou
neoplasicas [210]. De facto, o envelhecimento humano € acompanhado por um
processo inflamatorio sistémico, designado por inflamm-aging [211, 212,213], o
qual pode resultar tanto do aumento da libertacdo de mediadores inflamatorios
em resposta a condi¢cdes patoldgicas pré-existentes, como do declinio do
sistema inato, cuja principal funcdo € a manutencao do balanco citocinico e o
controlo da inflamacdo Neste contexto alguns autores tém vindo a referir o
aumento, quer no sangue quer a nivel tecidular, da IL-6 sobretudo nos
individuos que mostram maior limitacdo da mobilidade nas actividades da vida
diaria, ou depressdo, bem como da proteina C reactiva (PCR) e do fibrinogénio
[213,214], realcando o facto da sua presenca se associar a consequéncias
clinicas negativas [215]. Também, e de novo, se pode colocar a questdo se sédo
os factores de risco que alteram a regulacéao das citocinas pro-inflamatorias, ou
se existe uma predisposicdo genética para essa desregulacdo, que
associando-se ao risco tornariam o individuo mais susceptivel a esses factores
[216].

1-Envelhecimento da Populagio. Alguns Dados Estatisticos
Em relacdo ao envelhecimento da populacdo, dados da Organizacdo das

Nacdes Unidas (ONU) [217] evidenciaram percentagens de individuos idosos

superiores a 20% em quase todos os paises da Europa do Norte e Ocidental, e
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entre 17 e 20% na América do Norte, Australia e Europa de Leste. Ainda na
Europa Ocidental, e segundo a mesma fonte, 23,4% da populacdo é idosa e
existem 15,9% de individuos com menos de 14 anos. Em termos globais os
idosos representavam 11% (605 milhdes) da populagao total.

Dados mais recentes da OMS [218], assinalam uma duplicacdo da populacao
global com mais de 60 anos entre 1980 e 2012, estimando-se que venha a
atingir os 2 bilides em 2050, ou seja, 22% da populacdo mundial.

Este aumento dos idosos mesmo nos paises de baixos e meédios recursos
representa sem duvida uma melhoria das condi¢gfes de vida e da saude das
populacées; no entanto ira colocar novos desafios a nivel global, tanto no
ambito da saude, através da necessidade de profissionais dedicados a
prevencdo e ao tratamento dos problemas do envelhecimento, e ao
desenvolvimento de politicas sustentaveis que permitam um fécil acesso a
cuidados prolongados e paliativos, como em termos sociais, através da
mudanca do conceito de velhice, que permita desenvolver modelos de
envelhecimento e ambientes sociais age-friendly consentdaneos com uma
participacdo activa e visivel desta populagéo.

Em Portugal, segundo os dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE)
(Censos 2011) [219], constatou-se um aumento do numero de idosos Fig.2. Em
2001 este grupo etario representava jA cerca de 20% da populacdo total,
enquanto que o numero de jovens com menos de 14 anos passou de 29% para
17 % no mesmo periodo. Entre 2001 e 2011 verificou-se ndo s6 uma redugéo
da populagdo mais jovem com menos de 14 anos, mas igualmente da
populacdo jovem activa com idade inferior a 24 anos, de 5,1% e 22,5%,
respectivamente. Em contrapartida assistiu-se a um aumento da populacdo
idosa (mais de 65 anos) para 19,4% bem como da faixa etaria situada entre os
25 e 0s 64 anos, que cresceu 5,3%. No que diz respeito ao indice de
envelhecimento (nimero de individuos com 65 anos ou mais em relacdo a
populacdo dos 0-14 anos, expressa em numero de idosos por cada 100
individuos dos 0-14 anos) este €, segundo os dados de 2011, de 128. Pelo que

diz respeito ao indice de longevidade da populacéo (populacdo de 75 ou mais
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anos em relacdo ao total da populagéo idosa) em 2011 esse indice era de 48,
em comparacdo com os indices de 2001 e 1991 que foram de 41 e 39
respectivamente [219].

A perda da populacdo em todos os grupos etérios associada ao aumento dos
indices de envelhecimento e de longevidade traduzem o grave problema

demografico do Pais.
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Fig. 2- Estrutura Etaria da Populacé@o Portuguesa Residente por sexo (2001-2011)
(Censos 2011. Resultados Definitivos-Portugal. INE)

2-Envelhecimento e Stress Oxidativo

Em termos gerais parece ser consensual que o envelhecimento comporta um
aumento da prevaléncia de doencas cronicas: cardiovasculares, neoplasicas,
metabdlicas e doencas respiratérias cronicas, particularmente a DPOC, entre
outras [210].

Assim, o envelhecimento pode ser perspectivado como uma perda progressiva
e gradual da homeostasia dos varios sistemas que integram o0 organismo
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humano apdés a maturacdo reprodutiva [220] e obedece, segundo Strehler
[221], a quarto regras: € universal, progressivo, intrinseco e deletério, na
medida em que conduz inevitavelmente a morte.

A imunosenescéncia justificaria de per se a maior susceptibilidade, quer a
afeccdes infecciosas, quer inflamatorias. Pelo contrario, a manutengédo da
funcionalidade imunoldgica seria um bom indicador do estado de saude e da
longevidade [220]. No entanto, a imunosenescéncia € mais que um simples
processo de declinio unidireccional, englobando um complexo quadro de
multiplas alteracdes, interaccdes e remodeling, em que algumas funcdes
podem de facto estar diminuidas, enquanto outras se encontram conservadas
ou até ampliadas [222].

Existem multiplas teorias para abordar o envelhecimento, as quais vao desde
as de fundamentacdo estritamente genética, onde o envelhecimento seria
devido a uma programacdo genética prévia, a epigenética, em que O
envelhecimento resultaria de eventos ndo programados geneticamente, que
ocorreriam de forma randomizada ou estocastica e que culminariam no
conceito de Harman [223], ou teoria dos radicais livres, segundo a qual as
espécies reactivas de oxigénio (ROS) formadas durante 0s processos
metabdlicos induziriam lesBes, que cumulativa e progressivamente,
conduziriam ao envelhecimento ou senescéncia. Mais recentemente Kirkwood
[224] propds que o envelhecimento seria o resultado de uma interacgdo
estocastica entre os processos de lesdo e de reparacdo, como consequéncia
da bioenergia necessaria a manutencdo da integridade organica e da
proteccdo do DNA das lesBes oxidativas. Neste modelo, conhecido também
como disposable soma, a faléncia dos mecanismos de manutencao/reparacéo,
dependentes da interaccdo entre 0os genes, 0 ambiente e o0s defeitos
intrinsecos do organismo, desencadearia uma acumulacdo de lesfes celulares
que por si s6 seriam capazes de promover uma reacc¢ao inflamatoria passivel
de ampliar o processo lesional [224].

Neste sentido, a inflamacdo associar-se-ia as alteracbes estruturais e

funcionais, decorrentes da incapacidade em eliminar eficazmente os radicais
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oxidantes e/ou de reparar as lesdes, modulando o0 processo de
envelhecimento. As lesdes do DNA originadas principalmente pelo stress
oxidativo, associado ao tabagismo e/ ou a outros factores, seriam responsaveis
pelas mutacdes somaticas que atingiriam a maior parte das células do
organismo, com o envelhecimento. Deste modo, uma maior capacidade de
reparacdo das lesdes do DNA estaria associada a uma maior longevidade
[216].

Outro aspecto importante neste ambito prende-se com a instabilidade
gendémica, que parece ser um mecanismo relevante, ndo s6 do
envelhecimento, mas igualmente das doencas dependentes da idade [225,
226].

3-Factores do Envelhecimento

O encurtamento progressivo dos teldmeros [227,228] tem sido relacionado com
o envelhecimento, com o aumento do risco de varias doencas, entre as quais o
cancro, e também com a mortalidade. Os telomeros desempenham um papel
importante na estabilidade cromossémica, prevenindo activacfes inapropriadas
das vias de lesdo do DNA, regulacdo da viabilidade celular e conducédo de
sinais de envelhecimento as células normais, etc. [225,227,228]. O
comprimento dos telomeros é controlado pela enzima telomerase. Nos
individuos normais, esta encontra-se expressa has ceélulas germinais e
raramente nas células somaticas diferenciadas. Uma expressao elevada da
telomerase parece correlacionar-se com a carcinogénese: 85% a 90% dos
cancros humanos evidenciam uma actividade elevada desta enzima [227]. Por
outro lado, a supressao da actividade da telomerase em células cancerigenas
telomerase positivas, leva a morte celular, e a diminuicdo do crescimento
tumoral [228]. Contrariamente, uma alta estabilidade dos telomeros
correlaciona-se com o aumento da sobrevida [229], com a proteccdo das
doencas associadas a idade, com a melhoria das func¢des cognitivas e do perfil

lipidico, conferindo uma maior sobrevida [227,229].
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A acumulagdo das proteinas danificadas, ou mal transcritas, é uma outra
caracteristica do envelhecimento, estando presente em doencas tao diversas
como as cataratas, as doencas de Alzheimer, de Parkinson e na DPOC [225].
De facto, o turnover proteico implica a cooperacdo de substratos proteicos que
ajudam a sequestrar e/ ou a reparar as proteinas desnaturadas, bem como de
proteasomas que as degradam através da via da ubiquinacdo, mas durante o
envelhecimento ambas parecem estar funcionalmente comprometidas [230,
231].

4-Moléculas Anti-envelhecimento

Em relagdo as moléculas anti-envelhecimento, estas sdo representadas
principalmente pela familia das sirtuinas [225,232]. Trata-se de proteinas
desacetilases (enzimas) que actuam especificamente em substratos acetilados.
Catalisam a reaccdo em que a nicotinamida-adenina-dinucle6tido (NAD) e o
substrato acetilado sédo convertidos no produto desacetilado, nicotinamida, e no
metabolito O-acetil adenosina difosfato (ADP)-ribose [232]. Embora a
capacidade de catalizacdo se afigure conservada nesta familia, estas enzimas
parecem deter especificidades diferentes consoante os substratos acetilados
em que actuam, o que lhes confere um espectro alargado de actividades
fisiologicas, entre as quais se destacam: o controlo da expressdo genética, a
regulacdo do ciclo celular, o metabolismo, a apoptose e o envelhecimento
[233]. Estdo identificadas nesta familia sete proteinas: da SIRT; a SIRT7 [232]
e, ainda, as sirtuinas tipo Ill histona desacetilases (HDAC). A HDAC-2 tem
também funcbes anti-envelhecimento [234]. A actividade da SIRT; estende-se
pela regulacdo da apoptose, pela resisténcia ao stress, sinalizagdo da insulina
e da inflamacéo, diminuindo a sua actividade face ao stress oxidativo. Estudos
efectuados em modelos murinos deficientes em SIRTg [235] conduziram ao
desenvolvimento entre as duas e trés semanas, de um conjunto de alteracbes
como: linfopenia, perda da gordura subcutanea, cifolordose, alteracdes

metabdlicas e morte precoce, sugerindo portanto, que esta molécula esta
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implicada na reparagdo do DNA e na supressdo da instabilidade genomica,
pelo menos no animal.

Uma outra familia de proteinas reguladoras da transcricdo (Forkhead) [236] &
representada pela FOXO, que tem uma acc¢ao importante na reparacéo do
DNA, na resisténcia ao stress oxidativo e na producéo de anti-oxidantes, como
a superoxido dismutase e a catalase [237,238].

Os factores FOXO poderéo estar relacionados ndo s6 com a longevidade em
mamiferos [239] como desempenharem um papel na prevencdo do declinio
funcional cardiaco associado a idade, nos invertebrados [240].

Ainda no conjunto dos factores de transcricdo, o nuclear factor erythroide-,
related factor-, (Nrfy) induz a producdo de moléculas anti-oxidantes,
participando na formacéo da glutationa [225].

Outro grupo de proteinas responsaveis pela reparacdo do DNA celular,
extensivamente estudadas em modelos animais, €é representado pelas
proteina-cinases (proteinas Ku) DNA dependentes (DNA-PK): Ku70 e Ku86 ou
Ku80. A Ku70 parece ter ainda uma funcédo reguladora da apoptose, inibindo a
translocacdo do factor pro-apoptético Bax para a mitocondria [241]. Ainda
neste contexto salienta-se a proteina membranar da familia das glicosidases
codificada pelo gene Klotho e que podera ter uma actividade protectora do
stress oxidativo sobre as células e tecidos. No mutante homozigético (KL™), o
rato apresenta uma diminuicdo do periodo de vida, enfisema, aterosclerose,
osteoporose, atrofia cutédnea e calcificacdes [242]. O enfisema, neste modelo,
parece estar associado a um aumento da metaloprotease 9 (MMP-9) [243].

A proteina 30 (SMP30), que se encontra expressa largamente nos vertebrados,
@ um marcador da senescéncia, diminuindo com a idade de uma forma
hormono-independente (androgénio-independente) [244]; sabe-se que os ratos
sem esta proteina desenvolvem um pulmao senil [245], tém uma sobrevida
menor [246] e, quando expostos ao fumo do tabaco, evidenciam a nivel
pulmonar um alargamento dos espacos aéreos acompanhado de destruicdo
parenquimatosa [247].

Com a idade, qualquer destes factores parece estar atenuado; por outro lado,
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dada a sua relevancia biolégica, podem constituir potenciais alvos terapéuticos.

5-Envelhecimento e Altera¢des Funcionais Respiratorias

Sob o ponto de vista funcional respiratério o envelhecimento condiciona tanto
as alteracBes estruturais como as funcionais, conhecidas pela designacao
pouco apropriada de enfisema senil [248], as quais englobam: a dilatacdo
alveolar, o aumento dos espacos aéreos, a diminui¢cdo da superficie de trocas
gasosas e a perda do tecido de suporte das vias aéreas periféricas. Estas
alteracdes acarretam uma diminuicdo da retraccdo elastica estatica e um
aumento da capacidade residual funcional [249]. Por outro lado, as
perturbacdes estruturais da caixa toracica, ao conferirem-lhe maior rigidez,
aumentam o trabalho respiratério; no entanto, a capacidade pulmonar total
permanece pouco alterada, mas a capacidade vital reduz-se com a idade,
contrariamente ao que acontece com a capacidade residual funcional, que
tende a aumentar com o envelhecimento [249].

Ainda no ambito das alteragdes estruturais, a forca muscular diminui,
parecendo correlacionar-se, quer com o estado de nutricdo, quer com o indice
cardiaco [250,251]. Os débitos expiratorios tendem a cair, com atingimento
preponderante das pequenas vias aéreas. A transferéncia alvéolo-capilar do
monoxido de carbono (DLCO) diminui, traduzindo a reducdo da superficie de
trocas. Estas alteracbes sao no entanto discretas, repercutindo-se nos gases
do sangue arterial por uma ligeira quebra da pressao parcial de oxigénio,
habitualmente sem alteracdes significativas da presséao parcial do dioxido de
carbono [251]. Porém, o envelhecimento atinge também o0s centros
respiratorios, tornando-0s menos sensiveis, quer a hipoxia quer a hipercapnia,
0 que pode explicar a relativa desadequacdo da resposta ventilatoria a
situacdes de stress organico, como infec¢des e/ou insuficiéncia cardiaca e
agudizagdes da DPOC, entre outras [248].

O envelhecimento seria pois um continuum dinamico de interac¢cfes genéticas,

ambientais, metabdlicas e imunoldgicas, as quais podem ter um papel
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modificador e/ ou modulador do ritmo do envelhecimento [252]. De facto, a
compreensao dos mecanismos moleculares deste processo parece decorrer
actualmente, de uma tendéncia integradora das multiplas informacdes que
foram obtidas ao longo de décadas de investigacdo deste processo biologico,
bem como da 6bvia sinalizacéo de diversos alvos, com finalidade terapéutica.

Tanto no envelhecimento como nas doencas dele dependentes, apesar de
possuirem etiologias e mecanismos complexos, a inflamacdo em maior ou

menor grau parece desempenhar um papel decisivo.

6-Envelhecimento e Inflamacao

O processo inflamatério crénico que acompanha o envelhecimento depende
fundamentalmente do stress oxidativo [253,254].

A formacdo de ROS constitui o principal responsavel pelo conjunto de
alteracdes metabdlicas, génicas, imunoldgicas e funcionais que ocorrem a nivel
celular. Desde logo pela activacédo de factores de transcricdo, como a proteina
1 activadora (AP-1) e o factor de transcri¢cdo nuclear (NF-kB) [253], que actuam
frequentemente em conjunto, e conduzem a libertacdo de varias moléculas pro-
inflamatérias, tendo, por isso, um papel importante na regulacdo do processo
inflamatorio durante o envelhecimento [254]. Nas células ndo activadas o
complexo NF-kB encontra-se no citoplasma, ligado a proteina inibitéria 1kB. A
sua estimulacao, tanto interna como externa, conduz a fosforilagéo da proteina
inibitoria IkB, que sofre ubiquinacéo, sendo entdo o NF-kB translocado para o
ndcleo, onde vai activar a transcricdo de genes, sobretudo dos inflamatorios.

A sua regulacado € no entanto influenciada tanto pelo estado redox intracelular,
0 que significa que acima de um certo limiar, ha activacdo da cascata de
transcricdo, que ao activar os genes codificadores de moléculas pro-
inflamatdrias, promove a diminui¢cdo da expressao do seu inibidor a (IkBa). Em
sentido oposto, actuariam os processos de acetilacdo/desacetilacao [255], de
que é exemplo a desacetilacdo pela SIRT; que da lugar a uma inibicdo da

actividade de transcricao.
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A enzima ciclo oxigenase (COX) encontra-se activada com a idade [256],
desencadeando uma sintese acrescida de prostaglandinas, contribuindo assim
para a acumulacdo de ROS. O aumento da expressdo da oOxido nitrico
sintetase ocorre igualmente durante o envelhecimento, promovendo o aumento
dos niveis de oxido nitrico [257], o qual, através da sua interacgcdo com as
ROS, conduz a formacdo de peroxinitrito; este, por sua vez, induz a nitracao
dos residuos de tirosina das proteinas levando a formacdo de depdsitos de
nitrotirosinas, detectados em varias doencas associadas a idade, como a
DPOC, entre outras [258]. Esta nitracdo € ainda responsavel, quer por
alteraces enzimaticas, quer pela instabilidade proteica [259].

7-Envelhecimento e Alteracdes Imunoldgicas

Quanto as alteragdes do envelhecimento observadas a nivel imunoldgico, elas
compreendem, em termos gerais, o declinio significativo da imunidade
adptativa, assim como alteracdes profundas da imunidadade inata,
responsaveis pelo perfil pro-inflamatério caracteristico - inflamm-aging [211,
212,213].

Os linfocitos T originarios da medula 6ssea (a partir da stem cell-célula
estaminal hematopoiética pluripotente) [260, 261, 262] no decurso do processo
evolutivo de maturagdo migram para o timo. A selec¢do intra-timica €
fundamental na aquisicdo do repertério e diversidade dos receptores de
superficie (TCR) caracteristicos dos linfocitos maduros, representando uma
etapa fundamental no funcionamento normal do sistema imunoldgico
[262,263,264].

Sob o ponto de vista estrutural, o TCR € um heterodimero constituido por
cadeias alfa e beta presentes em mais de 90% dos linfécitos T circulantes, ou
gama delta [262,264].

Durante o envelhecimento estas células perdem a expressédo CD28, que € uma
molécula co-estimulatéria fundamental na activacdo do TCR [268,269]. Este

facto, permite explicar, em parte, as alteracdes qualitativas observadas, como
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as diminuicdes da capacidade proliferativa e de producéo de citocinas [270],
para além da resisténcia a apoptose [271].

Por outro lado, a atrofia timica [264] e a diminuicdo da timopoiese tém como
consequéncia uma diminuicdo do output de células T naive (CD45RA"), bem
como uma diminuigdo das suas concentracdes a nivel do sangue periférico e
nos ganglios linfaticos [260,270]. Parece haver, portanto, um desvio na relacao
células T naive/células T memoéria (CD45RO") favoravel a estas Ultimas,
destinado a manter a homeostasia das células T periféricas. Acresce ainda,
que as células Th; memoria derivadas de células T naive envelhecidas,
produzem menos IL-2, 0 mesmo se constatando em relagdo as células Thy,
com diminuicdo da producao de IL-4 e IL-5 [260]. Tais alteracbes podem ter
influéncia nas interaccdes entre as células T e B, contribuindo para as
anomalias da resposta humoral com a idade [272, 273].

Esta populacdo compreende varios subtipos funcionais: os linfocitos T
auxiliares (T helper) que expressam CD4 [262], os citotOXicos que expressam
CDS8 [274] e os linfocitos reguladores (Treg) [275], que podem ser CD4 ou CD8
e sdo dotados da capacidade de suprimir respostas imunolégicas especificas,
os linfocitos y & [276,277,278] e os linfocitos NK, entre outros.

Os linfocitos TCD4 ou auxiliadores reconhecem o0s antigénios processados
pelas células apresentadoras de antigénios cooperando com as moléculas da
classe 1l do complexo major de histocompatibilidade (MHC). Durante a
activagdo linfocitaria ha eliminagdo das moléculas CD4 da superficie por um
processo de internalizacdo, tal como acontece com o receptor CD3 dos
linfécitos T. Neste contexto € ainda possivel subdividir esta populacdo em duas
subpopulacdes, de acordo com a expressdao de CD4 [266]: uma mais
numerosa, com expressao elevada de CD4 e que se mantém constante, e
outra, menor, em que essa expressao se encontra diminuida. A caracterizacao
desta ultima, revelou a presenca de outros antigénios e em proporcdes
diferentes da mais representativa, como: CD28, CD152, CD25, HLA-DR e Fas.
O envelhecimento faz aumentar esta populacédo, que chega a atingir cerca de

40% dos linfocitos CD4 totais. Kovaiou [268] demonstrou ainda que o0s
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linfocitos TCD4" dos idosos ndo expressavam CD40L, que é essencial para a
activacao dos linfécitos B; este facto poderia contribuir para as alteracdes da
imunidade humoral, particularmente a fraca producdo de anticorpos apos
vacinagao, observada nesta populagéo [272,279].

Os linfécitos T CD8 [274,280] séo células efectoras cujo papel principal inclui a
destruicdo de células infectadas por virus ou outros microorganismos
intracelulares, células em transformacdo tumoral, ou ainda células que
apresentem antigénios de superficie de histocompatibilidade nédo self. O
reconhecimento antigénico das células alvo, é efectuado através das moléculas
da classe | do MHC. S&o dotadas de mecanismos de destruicdo que envolvem
o ligando Fas, a perforina e granzimas. O envelhecimento parece promover um
aumento da oligoclonalidade destas células [280], com aumento das células
memoria e diminuicdo das células naive. Esta circunstancia tem relevancia
clinica, dado que a sua capacidade para responderem a um novo desafio
antigénico ou a um agente patogénico ndo conhecido previamente, é muito
reduzida [273].

Muitas das expansdes clonais do sistema imune dos idosos resultam de
infecgbes virais prévias persistentes [279]. Esta perda da diversidade e da
integridade das subpopulacdes CD4 e CD8 podera estar igualmente na origem
da diminuicdo da resposta imune adaptativa nos processos de reinfeccao [273].
Em relacéo aos linfécitos T yd (TCR yd) [276,277,278,281], estes representam
cerca de 1 a 10% dos linfécitos circulantes, sendo-lhes reconhecido um papel
importante como primeira linha de defesa contra microorganismos invasores e
na inflamacgéo crénica. Tém grande capacidade se sintese de INF-y. O seu
namero parece estar reduzido nos idosos [276,277], apresentando ainda uma
capacidade proliferativa diminuida, e uma tendéncia acrescida para a apoptose
[281,282].

Pelo que diz respeito as células T reguladoras (Treg) identificadas inicialmente
através do fenotipo-CD4'CD25"'CD127° e, mais recentemente identificadas
como CD4'CD25'Foxp3* continuando no entanto, a verificar-se uma forte

correlagao entre ambos atestada em numerosos trabalhos [275,283,284], a sua
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capacidade de regulacao da resposta imunoldgica é tdo importante como a sua
activacdo, ao limitar ou mesmo inibir os danos, que uma estimulacdo
persistente, e de intensidade variavel podem infligir tanto a nivel celular, como
tecidular, para além de constituirem um valioso mecanismo de tolerancia.
Representam, além disso, um bom exemplo da complexidade do sistema
imunoldgico [285,286,287,288,289,290].

Sob o ponto de vista clinico tém um papel importante nos processos
infecciosos, controlando e monitorizando as respostas imunes do hospedeiro
prevenindo eventuais danos tecidulares, como foi demonstrado no rato com
pneumonia por Pneumocystis jirovecci em que as Treg pareciam limitar o
processo inflamatorio e lesional pulmonares [291]. No entanto, um controlo
excessivo das respostas imunes pode resultar, num contexto infeccioso, na
sobrevivéncia do agente patogénico, ou até na sua persisténcia, como é o caso
da tripanosomiase, em que a producédo de IL-10 pelas Treg, ao condicionar 0s
efeitos da resposta imune ao agente patogénico, favorece a sua persisténcia
[292]. No ambito da resposta anti-tumoral, o efeito supressor exercido pelas
Treg sobre as células da mucosa gastrica infectadas pelo Helicobacter pylori
impede a resposta de células efectoras especificas, suprimindo, quer as
respostas antibacterianas, quer anti-tumorais, permitindo a persisténcia do
agente infeccioso e o eventual desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico
[293].

Durante o envelhecimento assiste-se, como ja foi referido, a um declinio
funcional das células T, o que podera explicar o aumento do risco de infec¢fes
graves, e igualmente, a fraca resposta a vacinacdo. Por outro lado, a
reactivacdo e/ou a persisténcia das infeccoes é também frequente nesta
populacdo. Nestas circunstancias, varios autores tém demonstrado a presenca
em modelos animais envelhecidos, de uma acumulacdo de células T
reguladoras, quando comparadas com animais jovens [294]. Esta situacao
seria igualmente responsavel pela atenuacdo das respostas anti-tumorais
[295,296].

Os linfocitos B formados na medula 6ssea e no figado fetal, expressam na
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superficie o B cell Receptor (BCR) que inclui uma imunoglobulina através da
qual se liga a antigénios, e que €& importante na sua diferenciacdo em
plasmadcito produtor de anticorpos. As interac¢cdes com as células T fazem-se
atraves dos linfocitos CD4. Estas células, que no estado maduro apresentam
varios marcadores de superficie, tendem a diminuir no sangue periférico com a
idade, contrariamente ao que acontece com o0s niveis de imunoglobulinas
[297,298].

Segundo Hasler [270], apesar de se verificar um declinio em muitas funcfes
essenciais do sistema imunolégico no idoso, as doencas autoimunes poderdao
estar aumentadas. Ainda segundo o mesmo autor, esta maior susceptibilidade
aos fendmenos de autoimunidade poderia assentar nos seguintes factores:
atraso na clearance de autoantigénios, alteracfes das barreiras anatémicas ou,
ainda, nas modificacbes pos-translacionais das proteinas. Ja para Boren [299],
as alteracdes no numero, propor¢cdo, sinalizacdo e funcdo dos linfécitos
estariam na base da incapacidade em distinguir as estruturas self de antigénios
estranhos.

Quanto a imunidade inata, esta constitui a primeira linha de defesa do
organismo face a agressdo por agentes patogénicos e € representada
fundamentalmente pela resposta imunoldgica inicial em que se encontram
envolvidos os mondcitos/macrofagos, os polimorfonucleares neutrdéfilos, as
células NK e as células dendriticas (DCs). Também esta vertente imunoldgica é
afectada pelo envelhecimento, e tem sido alvo de um interesse crescente, na
perspectiva de um conhecimento mais profundo dos fendmenos da
imunosenescéncia, que venha a permitir uma eventual reactivacdo funcional,
que melhore a resposta aos agentes infecciosos nos idosos. E alias neste
ambito, que se inscrevem os estudos mais recentes, dos quais salientamos o0s
de Solana [213], e que referiremos, embora sumariamente, alguns dos
aspectos mais relevantes.

Assim, no sistema monocitico-macrofagico, a populacdo celular nédo é
homogénea, reconhecendo-se a existéncia de diferentes subpopulacfes de

monaocitos. Estas células identificadas através da expresséo de CD14 e CD16,
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apresentam receptores de superficie e fungdes distintas, de que sdo exemplos
os CD14 (high) CD16 que expressam o0s receptores de superficie CD62L,
CD64 e CCR2, e a subpopulacdo CD14 (low) CD16" que apresenta uma
expressdo elevada de CX3CR1, e é considerada pro-inflamatoria, dada a
producdo de grandes quantidades de TNF-a em resposta a estimulacdo dos
TLR2 e TLR4. E alids, esta subpopulacdo, que aumenta com O
envelhecimento. Também em relacdo aos macréfagos, que constituem a
primeira linha de defesa a nivel tecidular, existe heterogeneidade sob o ponto
de vista funcional: a polarizagdo M1 (activacdo classica) ou M2 (activacdo
alternativa) reflectem as interac¢ges mutuas com os linfocitos, determinando
tanto as respostas Thl a partir da polarizacdo M1 via IFN-y, como as Th2
através da polarizacdo M2 e das interleucinas IL-4 e IL-13.

As principais alteragfes funcionais detectadas nestas células durante o
envelhecimento incluem: a reducao tanto da fagocitose como da producao de
radicais oxidantes, a diminuicdo da capacidade de apresentagcdo antigénica, as
alteracdes na expressao e funcdo dos Toll-Like Receptors (TLRs), com
aumento de uns, enquanto que outros se apresentam funcionalmente
diminuidos, devido a alteracbes nas vias de activacdo desses receptores.
Globalmente, estas anomalias podem contribuir para uma maior
susceptibilidade as infec¢cdes. Uma outra funcdo do sistema monocitico-
macrofagico que se encontra comprometida diz respeito a remocao das células
apoptéticas mediada pelos Pattern Recognition Receptors (PRRs). Ora, a
persisténcia dessas células apoptéticas contribui para o estado pro-inflamatorio
e para a manutencdo do inflamm-aging. Os macrofagos, durante o
envelhecimento, apresentam uma reducdo da secrecdo do TNF-a, que
constitui uma citocina chave, necessaria a manutencdo da integridade da
medula 6ssea e a producdo de outras citocinas: IL6, IL-11, factores de
crescimento (M-CSF, GM-CSF) e receptores de activacdo como o NF-kB
[260,300].

No seu conjunto, existem dados que evidenciam que a maior parte das fungdes

do sistema monocitico-macrofagico se encontram alteradas com o
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envelhecimento, tanto através de uma remocédo pouco eficiente dos agentes
infecciosos como por uma desregulacdo do proprio processo inflamatério, e
consequentemente, da ulterior iniciagdo da resposta imune adaptativa, da qual
resulta a inflamacgédo crénica e o aumento das doengas associadas a idade,
como as infec¢des, as doengas cardiovasculares e o cancro.

O sistema inato tem a capacidade de detectar varios padrdes moleculares
patogénicos - Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) - [301,
302,303] através de um conjunto de receptores de reconhecimento (PRRS)
que incluem a deteccao de lipidos, lipoproteinas, proteinas e acidos nucleicos.
Estes receptores estédo representados nos mamiferos pela familia dos Toll-like
Receptors, constituidos por proteinas membranares de tipo |, caracterizadas
por ectodominios ricos em repeticdes de leucina que reconhecem os PAMP, e
cujo citoplasma possui um dominio homaélogo ao do citoplasma do receptor da
IL-1, necesséario a sua activacdo. Esses receptores encontram-se expressos
nas células apresentadoras de antigénios, como os macréfagos e as células
dendriticas, as quais desempenham neste contexto, ndo s6é um papel
fundamental na inducdo da resposta inata, como igualmente, no
desenvolvimento  subsequente da resposta imune adaptativa. O
reconhecimento dos PAMPs pelos PRRs activa as vias de sinalizacado
intracelular que conduzem a inducao de citocinas inflamatdrias, quimiocinas,
interferdos e ao aumento da expressdo de moléculas co-estimulatorias.
Reconhecem-se nos seres humanos 11 TLRs, sabendo-se que cada um deles
identifica PAMPs distintos de varios agentes patogénicos, o que permite a sua
classificacdo em varios grupos: os TLR1, 2,4 e 6 reconhecem lipidos; o TLR4 o
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram’; o TLR5 e 11 os ligandos
proteicos, (como por exemplo a flagelina bacteriana a nivel intestinal) e os
TLRs 3 7 e 9 que tém uma localizagéo intracelular, e detectam acidos nucleicos
de virus ou bactérias [301]. Com o envelhecimento, tanto a expressao como a
funcdo dos TLRs encontram-se diminuidas [260,303], acarretando um aumento
dos processos infecciosos nesta populacao.

Em relagdo aos polimorfonucleares neutréfilos sdo igualmente representados
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por uma populagdo heterogénea, existindo subpopulagbes em diferentes
estadios de activacdo, que podem determinar a duracao, a intensidade, e o tipo
de resposta inflamatéria Quanto as alteracbes quantitativas destas células,
embora ndo haja consenso, ndo parecem ocorrer no envelhecimento saudavel;
pelo contrario, a neutrofilia tem sido associada ao aumento do risco de
mortalidade. O envelhecimento promove varias alteracfes funcionais nestas
células embora nem todas se verifiquem no mesmo sentido, ou em propor¢cdes
semelhantes, como a fagocitose, a quimiotaxia e a destruicdo intracelular de
agentes infecciosos através da producdo de radicais livres. A adesao encontra-
se conservada. A capacidade fagocitaria estd diminuida [304], (de que sé&o
exemplo os casos da fagocitose da Escherichia coli e do Staphylococos aureus
e /ou do pneumococo) devido a reducdo na expressdao de receptores de
superficie- Fcy do CD16, contribuindo para o aumento destas infeccbes nos
idosos. Também a destruicdo intracelular de agentes patogénicos através da
producdo de radicais livres se encontra comprometida. Com a idade, estas
células evidenciam um aumento da apoptose, quer espontanea quer induzida.
Os neutrdfilos possuem receptores que sédo importantes na mediacao de varias
fungbes (MLP, Fcy e C3b) muitas das quais se encontram alteradas com a
idade, sobretudo por anomalias nas suas vias de activagao, entre elas uma das
mais afectadas, € a via das MAP cinases (a Jak/STAT e a PI3K-Akt). De facto,
estas perturbacdes ndo estdo relacionadas com a diminuicdo do numero de
receptores, mas com alteracbes na composicdo da membrana, incluindo os
microdominios designados lipid rafts; a integridade destes, € necessaria para a
ligacdo da NADPH oxidase, bem como o recrutamento de moléculas que
assegurem uma sinalizacao adequada atraves dos receptores.

Outros receptores envolvidos na activacdo dos neutrofilos sdo os PRRs que
reconhecem os PAMPs. Tém um papel essencial em muitas fun¢des celulares,
permitindo as células discriminarem entre self e non-self infeccioso, e actuando
ainda como sensores de perigo, uma vez que alertam o organismo da
agressao microbiana, assim como da presenca de ceélulas transformadas ou

lesadas.
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O numero de receptores nos neutréfilos ndo sofre alteragdes substanciais com
a idade; no entanto, verificam-se anomalias significativas na sinalizacdo das
moléculas dentro e fora dos lipid rafts bem como alteracBes na activacdo dos
TLRs, de entre os quais se destacam os TLR4 e TLR7, que estdo envolvidos
na activacdo da macroautofagia. Esta representa um meio de destruicdo de
agentes patogénicos intracelulares (bactérias, virus e parasitas) e encontra-se
comprometida com a idade, circunstancia que associada a activacao
defeituosa dos TLRs, pode efectivamente favorecer o aumento da frequéncia
das infeccbes observadas neste grupo etario.

Os neutrdfilos libertam substancias anti-microbianas constituidas por cromatina
e agentes microbicidas capazes de ligar bactérias Gram™ e Gram’, embora o
processo exacto da sua formacao ndo esteja completamente esclarecido, e se
desconheca se esta funcédo se encontra ou ndo preservada com a idade; no
entanto, como sdo fundamentalmente inflamatérias, € possivel que a sua
actividade se encontre aumentada e contribua, para o estado pro-inflamatorio
associado ao envelhecimento.

A interaccao entre os neutréfilos com outras células que participam na resposta
imunolégica é fundamental na destruicdo de agentes agressores,
nomeadamente com o0s macréfagos e as células dendriticas. Em relacdo a
estas Ultimas, os polimorfonucleares neutréfilos ndo sé lhes fornecem os
agentes patogénicos como libertam alarminas, que contribuem para a
maturacdo das células dendriticas imaturas e para o0 seu recrutamento em
direccdo aos locais de inflamagéo através do TLR4, e do TNF-a. Por outro
lado, a constatacdo da diminuicdo sérica da alarmina humana catelicidina
(LL37) com a idade, sugere que as alteracbes dos neutréfilos com o
envelhecimento possam ser responsaveis por uma activacdo anormal das
células dendriticas, de que resultaria uma diminuicdo das respostas Th1.

As células NK representam 10-15% dos linfocitos do sangue periférico.
Participam nas fases iniciais de defesa contra agentes patogénicos
intracelulares e células tumorais. S&o células citotoxicas (ndo T),

caracterizadas pela expressédo de CD56 e/ou CD16. Expressam
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preferencialmente receptores de activacio como o0s receptores de
citotoxicidade natural (NCRs): NKp46, NKp30, NKp44 e o0s receptores
inibitérios especificos da classe | do MHC, tais como os - Killer
Immunoglobulin-like Receptors (KIR) e da familia da lectina C (CD94/NKG2).
Outros receptores de activagcdo como o NK2G2D e o DNAM-1, encontram-se
largamente expressos nos linfécitos T CD8 humanos.

As células NK humanas séo classicamente subdivididas em duas
subpopula¢cdes com base na sua densidade de superficie em CD56: CD56
bright Immunoregulatory Cells e as CD56 dim Cytotoxic Cells. As CD56 bright
sdo uma das principais fontes de citocinas imunoregulatorias deste grupo
celular. Quanto as CD56 dim constituem a maioria (90%) das células NK
circulantes, expressam altos niveis de CD16 e sao consideradas células
efectoras maduras citotoxicas, embora também possam produzir, sob
estimulacdo, grandes quantidades de IFN-y. Um terceiro subgrupo de células
NK que tem sido definido como CD56'CD16" NK e que representa apenas uma
pequena percentagem das células NK em circulacdo nos individuos normais,
encontra-se muito expandida nas infec¢des virusais crénicas (VIH, hepatite C,
etc.). A sobrevivéncia das células maduras é citocino-dependente da IL-15, que
parece exercer esse efeito através do factor anti-apoptotico Bcl-2 [305].

Embora se desconhecam ainda quais os factores que presidem ao
desenvolvimento deste grupo celular, existem evidéncias que confirmam que a
subpopulacdo CD56 bright representa um estadio de desenvolvimento mais
precoce e imaturo, em relacdo ao da subpopulacdo CD56 dim. Parece que o
namero de células NK se mantém constante através de um processo de
diferenciacdo continuo associado a expressédo de CD57. As células NK CD57
evidenciam um aumento da resposta as células alvo e respostas diminuidas as
citocinas, sdo células maduras, que possuem grande capacidade citotoxica e
uma grande sensibilidade a estimulacdo através do CD16. Parece ocorrer,
portanto, em termos funcionais de diferenciagdo, uma mudanga gradual do
fenotipo CD56 bright via CD56 dim CD57" para as CD56 dim CD57".

O envelhecimento saudavel acompanha-se por um aumento quer absoluto
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quer percentual das células NK, associado a uma diminui¢cdo da subpopulacdo
CD56 bright e a uma expanséo das células CD56 dim. Esta distribuicdo celular
sugere que o aumento das células NK com a idade se deve sobretudo, a
expansdo das células maduras CD56 dim. Por outro lado, observa-se um
aumento da expressdo de CD57 nas células NK CD56dim e nos linfocitos
CD8'CD28°, diminuindo-lhes a capacidade de resposta citocinica, mas
conferindo-lhes uma alta capacidade citolitica. O declinio das células CD56
bright e 0 aumento das CD56 dim CD57", sugere que as células NK sofrem um
processo de remodeling, em que ha uma reducdo do output de células mais
imaturas (CD56 bright) e a acumulacéo das células CD56 dim CD57" altamente
diferenciadas. Esta circunstancia pode explicar algumas das alteracGes
fenotipicas e funcionais das células NK nos idosos, como a alteracdo na
expressdo de alguns receptores, a resposta proliferativa diminuida as citocinas
e a preservacao da capacidade citotdxica, mediada pelo CD16. A idade nédo
afecta significativamente a capacidade citotéxica das células NK, alguma
deficiéncia nesta actividade, pode estar relacionada com a expressdo ou
funcionalidade de alguns receptores que podem ser atingidos pelo
envelhecimento. N&do é no entanto o caso do CD16, que é o receptor de baixa
afinidade da Ig G (Fcy RIII-A). A sua ligacdo activa a via PI3K e induz a
libertacdo de granulos citotéxicos, conduzindo a citotoxicidade dependente de
anticorpos (ADCC). Pelo contrario, a expressdo de alguns receptores naturais
de citotoxicidade das células NK como o NKp30, e o NKp46 encontram-se
diminuidos nos idosos, ao inverso do observado nos adultos jovens (fenétipo
NCR bright), somente uma pequena percentagem expressa baixos niveis de
ambos os receptores (fendtipo NCR dull) ou ainda, uma expresséao discordante
(fendtipo NCR discordante). Na populacdo idosa um grupo significativo
apresenta os fenotipos NCR dull ou NCR discordantes. Atendendo a que
ambos 0s receptores se encontram envolvidos no reconhecimento e na
destruicdo de células alvo, as alteracbes acima referidas, poderdo ser
responsaveis pela diminuicdo da citotoxidade. O receptor NKp30 tem ainda um

papel regulador na mediacdo da interaccdo entre as células NK e as células
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dendriticas. Esta interac¢cdo é muito importante e dela pode resultar tanto um
efeito citopatico directo, com morte de células dendriticas imaturas, como a
secrecdo de IFN-y e TNF-a necessarios a sua maturacdo. Por outro lado, a
activacdo das células dendriticas liberta citocinas do perfil Thl que amplificam
a activacao das células NK.

Relativamente a outros receptores, como os de inibicao especifica os - Killer
Immunoglobulin - like Receptors (KIR), os resultados ndo sédo consensuais, e
estendem-se desde a auséncia de alteracbes, até ao aumento da sua
expressao na populagdo mais idosa.

No seu conjunto estas alteracdes tém relevancia clinica, dado que uma
actividade normal das células NK é um requisito fundamental para a
manutencdo da saude e da longevidade [306]; em contrapartida, o seu declinio
ou perda da funcionalidade, podem explicar a elevada incidéncia de infec¢des
virais e bacterianas [279].

As células dendriticas sdo fundamentalmente células apresentadoras de
antigénio profissionais. Existem varios tipos de DCs: as plasmocitéides (pDCs),
as mieloides (mDCs), e uma nova populacao semelhante as DCs murinas, que
expressa niveis elevados do antigénio 3 das DCs do sangue (BDCA3), que sdo
activadas por agonistas do TLR8 e produzem IL-12 em resposta aos estimulos
inatos e aos derivados das células T.

As primeiras tém um papel importante na defesa do hospedeiro contra agentes
patogénicos, particularmente virais, através da producao dos interferdos (IFN) I
e lll; promovem ainda a activacdo das células NK, que amplificam a resposta
do hospedeiro, e estdo envolvidas na apresentacdo antigénica aos linfocitos
TCD4 e TCDS8. Os receptores TLR7 e TLR9 sdo importantes na activacéo
destas células, promovendo a secrecdo de IFN | e Ill através da via Interferon
Regulatory Factor (IRF). As mDCs sao fundamentais na apresentacao
antigénica aos linfécitos T, expressam TLRs e e lectinas do tipo C na detecc¢éo
de antigénios, incluindo os virus. Produzem IL-12, IL-15 e IL-18. A IL-12 &
essencial na inducao de respostas Thl. Para além da apresentacéo antigénica,

estas células fornecem ainda sinais co-estimulatérios e citocinas para uma
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correcta activagdo dos linfécitos T, que sofrem diferenciacéo e proliferagéo.

O envelhecimento parece afectar estas células quer sob o ponto de vista
quantitativo, quer funcional. Em relacdo ao primeiro aspecto, podera ocorrer
uma diminuicdo do numero de mDCs bem como das células percursoras
CD34+, enquanto que as pDCs se mantém inalteradas. Relativamente aos
aspectos funcionais, as mDCs apresentam alteracbes da endocitose, da
guimiotaxia e da producéo de IL-12, assim como uma capacidade deficiente de
activacéo dos linfécitos TCD4 naive, tanto através de uma marcada reducdo no
processamento antigénico, como de uma diminuicdo na activacdo dos TLRs.
Do conjunto destas anomalias, resulta uma activagcédo do factor de transcricao
nuclear NFkB, com o consequente aumento da producdo de citocinas proé-
inflamatorias, que ao tornar-se excessivo, compromete seriamente a resposta
as infeccdes virusais nos idosos.

As pDCs estdo sujeitas sobretudo a alteragbes funcionais das quais se
destacam: a diminuicdo da producéo dos interferdos | e Ill ap6s estimulacdo
dos TLRs e a reducéo significativa da capacidade de apresentacdo antigénica
aos linfécitos T. Mantém contudo, a capacidade de producdo de citocinas pro-
inflamatédrias e activagao dos linfécitos TCD8, assim como de estimulagéo da

secrecdo de IL-17, que promove o recrutamento de neutrofilos.

Em conclusdo, o envelhecimento acompanha-se de um aumento da
morbilidade e mortalidade devida as infec¢Ges, agravada pela incapacidade de
gerar respostas imunoldgicas protectoras robustas. Predispbe ainda ao
desenvolvimento de doengas neoplasicas e autoimunes.

Estas consequéncias devem-se a imunosenescéncia associada a
desregulacdo e a deterioracdo funcional do sistema imunologico. Tanto a
imunidade adaptativa como a inata sdo pesadamente afectadas pelo processo
de envelhecimento, conduzindo ao paradoxo da existéncia de uma inflamagéo
cronica ligada ao declinio da resposta imunologica.

A DPOC tem uma evolucéo lenta, pelo que s&o os individuos de meia idade ou

mais idosos 0s principais atingidos [307]. Por outro lado, o envelhecimento
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caracteriza-se por um declinio da homeostasia, pela faléncia dos mecanismos
de reparacdo consecutivos a accdo de multiplos factores: genéticos,
ambientais e defeitos organicos intrinsecos, através dos quais se acumulam ao
longo da vida as lesGes moleculares responsaveis pelo processo inflamatorio,
pelas lesbes do DNA e pelo encurtamento dos telémeros, numa luta constante
contra o stress oxidativo.

Existem semelhancas entre o envelhecimento e o enfisema pulmonar, na
medida em que também neste se assiste a uma incapacidade quer na
manutenc¢ao estrutural pulmonar quer nos processos de reparacao.
Funcionalmente, muitas das alteragbes que caracterizam o pulmao do idoso,
estdo presentes igualmente no pulmédo atingido pela DPOC, embora neste
altimo, a queda dos débitos aéreos seja bastante mais acelerada.

Pelo que diz respeito a inflamacgédo, presente no envelhecimento e na DPOC
Fig.3, em ambos 0s casos se assiste a acumulacdo de neutréfilos e a activacao
de factores de transcricdo nucleares responsaveis pela producdo exagerada de
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6, a IL-8, o TNF-q, etc. A nivel molecular
demonstrou-se ainda no pulmao afectado pela DPOC, particularmente no
enfisematoso, a presenca de telémeros substancialmente mais curtos nas
células alveolares e endoteliais [308] em comparacdao com os identificados nas
mesmas ceélulas, em individuos ndo fumadores. Resultados idénticos foram
obtidos a nivel do sangue periférico em relagéo as células mononucleares [309]
dos doentes. De facto, o stress oxidativo ocupa um lugar central, quer no
processo fisiolégico do envelhecimento, quer na patogenia da DPOC [310]
Fig.3, como demonstram os varios marcadores oxidativos identificados, tanto a

nivel local como sistémico, nos portadores de doenca.
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Fig.3-Envolvimento do Envelhecimento no contexto da DPOC

As lesBes do DNA constituem um factor de risco de carcinogénese, o qual nao
s6 esté presente, como aumentado, nos portadores da afeccao.

A capacidade antioxidante est4 diminuida nas duas situagBes consideradas,
sendo reconhecida a diminuicdo da actividade da superdxido dismutase nos
fumadores cronicos e na DPOC estavel, em comparacdo com os individuos
saudaveis ndo fumadores [311].

Também no ambito das moléculas com capacidade anti-envelhecimento se
demonstrou a diminuicdo da SIRT1 no tecido pulmonar e nas células
mononucleares do sangue nos portadores de DPOC [312]. Além disso, esta
molécula possui ainda uma capacidade reguladora inibitéria sobre a
metaloproteinase-9, o que pode explicar as alteragGes estruturais pulmonares,
nomeadamente as lesdes enfisematosas consecutivas a diminui¢cao local dos
seus niveis. Ainda neste contexto, a marcada redugdo da expressédo da HDAC-
2 na DPOC [313] contribui para a amplificacdo do processo inflamatorio e para

a relativa insensibilidade aos corticosterodides, situacdo igualmente detectada
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no envelhecimento [314,315].

Estas tém sido as bases defendidas por aqueles que consideram o pulmao da
DPOC como o exemplo de um envelhecimento acelerado. Na verdade, em
ambos 0s processos ha a participacdo central do stress oxidativo, ao qual o
organismo reage com uma resposta inflamatéria, quer local quer sistémica,
modulando, porventura, tanto as caracteristicas da afeccdo e das suas
manifestacfes sistémicas, como o proprio envelhecimento, impondo-lhe todo
um conjunto de desafios para 0s quais 0 organismo apenas dispbe de um

namero bastante mais limitado de respostas.
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CAPITULO V

O TABACO NO CONTEXTO DA DPOC

Um aspecto central da DPOC no contexto das suas manifestacdes sistémicas
extra-respiratorias e/ou comorbilidades prende-se com a presenca da
inflamacéo sistémica coexistente, quer nos individuos com DPOC estavel, quer
ligada ao processo fisiolégico do envelhecimento, e, ainda, como consequéncia
do consumo de tabaco, o qual € reconhecidamente o principal factor
etiopatogénico da doenca.

Em termos epidemiologicos, o consumo de tabaco continua a crescer nos
paises em desenvolvimento [316], especialmente no sexo masculino,
ultrapassando os paises industrializados nos quais a prevaléncia tem vindo a
diminuir, mantendo-se no entanto elevada entre os jovens e as mulheres.
Segundo dados da OMS, de 2012, em termos globais o tabaco foi responsavel
por 5 milhdes de mortes/ano [317], com taxas mais elevadas na Europa e nas
Américas (16%), calculando-se que por volta de 2025 aquele valor venha a
atingir os 8 milhdes, 80% dos quais nos paises mais pobres. Cerca de 12% da

totalidade das mortes em adultos de 30 ou mais anos sao atribuidas ao
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consumo tabagico. No ambito das doencas sem declaragdo obrigatéria o
tabaco € responsavel por 10% de todas as mortes por doencas
cardiovasculares, 22% dos cancros e 36% das doencas do aparelho
respiratério; nestas ultimas, sdo-lhe atribuidos 71% dos cancros do pulméo e
42% dos casos de DPOC [317].

Em Portugal, e segundo a mesma fonte [317], a taxa de mortalidade atribuida
ao tabaco em 2004 foi de 17% nos homens e 3% nas mulheres (na populacdo
acima dos 30 anos de idade). Ja a mortalidade na faixa etaria dos 45 aos 59
anos a ele associada foi de: 25,3% por infecgfes respiratérias inferiores; 41,1%
por doencgas cardiovasculares; e 81,1% por cancro (traqueia, bronquio,
pulma&o).

A magnitude desta epidemia global desencadeou na comunidade internacional
liderada pela OMS uma resposta da qual resultaria o primeiro tratado de saude
global, ratificado por 167 paises em 2008, e o documento WHO Framework
Convention on Tobacco Control, contendo recomendac¢des que permitiriam o
desenvolvimento de medidas efectivas no controlo da epidemia [316,317,318].
Entretanto, a medida que as consequéncias do tabaco na saude humana foram
sendo identificadas, particularmente o seu impacto nefasto sobre o aparelho
respiratorio, viriam a ser coligidos dados cada vez mais consistentes que
apontavam igualmente para uma toxicidade extrapulmonar, através da sua
relacdo e efeitos potencialmente negativos em véarias doencas sistémicas
(DPOC, aterosclerose, doencas cardiovasculares, cancro, etc.). Na verdade,
enguanto que no aparelho respiratorio, principal érgéo alvo, as relacbes causa-
efeito podem ser demonstradas de uma forma directa, jA& 0s mecanismos
através dos quais o tabaco determina ou amplifica os efeitos sistémicos é
bastante mais complexo.

O tabaco contém mais de 4700 compostos quimicos [319] e € uma poderosa
fonte de radicais livres e de outros agentes oxidantes, quer na fase gasosa,
guer na condensada. Calcula-se que o fumo do cigarro contenha
aproximadamente 10'° moléculas oxidantes por puff, 500-1000 partes por

milhdo de o6xido nitrico (NO) por puff e a pirrdlise gera mais de trés mil
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compostos aromaticos, quinonas, semi-quinonas, ferro e éxidos de nitrogénio
derivados dos nitratos, entre outros [320,321]. A natureza das- Espécies
Reactivas de Oxigénio (ROS) do fumo do cigarro varia entre os oxidantes de
semi-vida curta, como o radical superéxido (O2) e o 6xido nitrico (NO), e os
radicais organicos de semi-vida longa, entre 0s quais se contam as
semiquinonas, que sofrem um processo redox no fluido epitelial (ELF) das vias
aéreas dos fumadores por periodos de tempo prolongados, uma vez que o
condensado do tabaco que se forma no ELF se liga ao ferro, formando
complexos (semiquinona+Fe?*) susceptiveis de produzir, de forma continuada,
peroxido de hidrogénio (H20,) [322,323].

Num contexto mais amplo o tabaco produz ROS e espécies reactivas de
nitrogénio (RNS) consideradas de origem ambiental ou exdégenas, como 0O
ozono, o dioxido de nitrogénio, o dioxido sulfurico e o material particulado de
dimensdes inferiores a 10 ym dos fumos de combustdo, que ndo sé podem
formar ROS in situ, como espécies reactivas de oxigénio endbgenas, estas
produzidas enzimaticamente pelas células inflamatorias e epiteliais pulmonares
no contexto da resposta imuno-inflamatdria consecutiva a agressao por
agentes nocivos, no caso vertente pelo tabaco [324].

Em condicdes fisioldgicas assiste-se igualmente a formacdo de ROS
intracelulares resultantes das reaccdes metabodlicas normais que incluem o
transporte de electrdes durante a respiracdo mitocondrial, bem como através
dos sistemas NADPH oxidase e xantina/xantina oxidase, geradores de
quantidades substanciais do anido superéxido [325].

O pulméo, pelas suas caracteristicas anatomo-fisiologicas, ocupa neste
contexto uma situagdo muito particular, constituindo uma interface de grande
superficie exposta ao meio externo, rico em oOxigénio e em agentes
potencialmente agressores, € ao meio interno através da circulagdo sanguinea,
0 que aumenta a sua vulnerabilidade as agressdes, particularmente ao stress
oxidativo.

Na verdade, se os efeitos do tabaco a nivel pulmonar se encontram

intimamente ligados a patogenia da DPOC, quer pelo excesso oxidativo [325]
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condicionador dos mecanismos moleculares envolvidos na expressao génica
pro-inflamatéria, quer pela relacdo entre a extensdo da historia tabagica e a
gravidade da obstrucdo das vias aéreas, ndo é menos verdadeira a
constatacdo de que em relacdo aos seus efeitos se assiste a uma enorme
variabilidade individual [326,327,328]. A corroborar este facto salienta-se o
trabalho fundamental de Fletcher e Peto [329], o qual demonstrou que a média
do declinio do volume expiratério maximo no primeiro segundo (FEV;) era mais
rapido nos fumadores (60mL/ano) do que nos ndo fumadores (30 mL/ano),
sendo essa queda superior a 60mL/ ano nos fumadores atingidos pela DPOC.
E no entanto consensual a circunstancia de que s6 15 a 20% dos fumadores
desenvolvem doenca. As raz0es desta susceptibilidade ndo se encontram
completamente esclarecidas; no entanto, o desequilibrio entre a carga
oxidativa e o0s antioxidantes tem vindo a ser considerado um aspecto
fundamental na patogenia da DPOC, que pode estar relacionado com a
susceptibilidade aos efeitos oxidativos do tabaco e consequentemente a
resposta inflamatdria que desencadeia [330,331].

Em termos sistémicos, a pesquisa dos efeitos do tabaco compreende
metodologias diferentes na abordagem do stress oxidativo. Assim, este tanto
pode ser evidenciado através da determinacdo directa da carga oxidativa
presente nas células do sangue periférico como pela apreciacdo pontual dos
seus efeitos em células ou moléculas alvo ou, ainda, por uma avaliagdo mais

global das respostas do organismo a agressao oxidativa [325].

1- Exposi¢ao Cronica ao Tabaco

Quanto aos efeitos do consumo cronico do tabaco relacionado com o stress
oxidativo, varios estudos [332,333] tém assinalado nos fumadores e nos
doentes portadores de DPOC o aumento dos niveis séricos da 8-iso-
prostaglandina F, (PGF,y), uma elevagéo significativa da sua excrec¢ao urinaria
[332], assim como um aumento importante no condensado do ar exalado

[334,335], tendo Reilly [336] detectado uma relacdo dose-resposta entre o
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namero de cigarros consumidos e as concentragdes urinarias de cotinina e 8-
epi-PGF,,. Com efeito, as ROS induzem a peroxidacédo lipidica [337,338]
através da oxidacdo dos acidos gordos polinsaturados das membranas
celulares, com acumulacdo dos seus produtos, como: F2-isoprostanos,
malondialdeido, 4-hidroxi-2-nonenal (4HE) e acroleina. Sob o ponto de vista
quimico, trata-se de uma reaccédo em cadeia, geradora de varias moléculas de
hidroperoxidos lipidicos, que alteram funcionalmente a membrana celular,
promovendo a inactivacdo dos receptores das enzimas e 0 aumento da sua
permeabilidade [339]. Os F,-isoprostanos resultam da peroxidacao lipidica ndo
enzimatica do &cido araquidonico [338], sdo inicialmente formados por
oxidacdo e posteriormente, libertados pela accdo das fosfolipases actuando
através de receptores especificos das prostaglandinas. S&o produtos estaveis
que circulam no plasma e tém excrecao urinaria [337]. Um dos membros desta
familia, o 8-isoprostano, € conhecido pela sua capacidade de constricdo do
musculo liso através da activacéao do receptor tromboxano A, e pelo seu poder
mitogénico [338]. In vitro estes compostos parecem ter ainda uma actividade
moduladora sobre as plaquetas [333,340,341]. Alias, tém sido encontradas
concentracfes elevadas deste produto nas placas ateroscleréticas, sugerindo
um potencial papel no desenvolvimento destas [342]. Tal constatacdo apoia-se
ainda na elevacdo da sua concentracdo urinaria nos doentes portadores de
patologia coronéria, pelo que representam um marcador do risco de doenca
cardiovascular [343,344].

Outro dos produtos da peroxidacao lipidica induzida pelo stress oxidativo € o
aldeido, 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE). Trata-se de um poderoso agente
alquilante muito difusivel, que pode reagir com o DNA e com proteinas [345,
346]. Com efeito, os niveis de proteinas modificadas encontram-se elevados
nas vias aéreas, nas células epiteliais alveolares e endoteliais, assim como nos
neutrofilos e macréfagos dos doentes com DPOC [347].

A determinagdo dos niveis séricos das substancias reactivas do Aacido
tiobarbitdrico (TBARS) demonstra que estas se encontram substancialmente

mais elevadas nos fumadores, em relacdo aqueles que nunca fumaram,
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existindo uma correlagcdo negativa entre os niveis séricos e os valores do FEV;
[348]. Esta ligacdo entre o stress oxidativo sistémico e a funcédo pulmonar foi
extensamente analisada num estudo de Ochs-Balcom [348], que demonstrou,
nos homens, a presenca de uma associacdo negativa entre os valores séricos
da TBARS e as percentagens previstas do FEV; e da capacidade vital forcada
(FVC), ndo se tendo verificado no entanto, essas associacfes no sexo
feminino.

O fumo do cigarro é ainda responsavel pelo aumento da formacéo de espécies
reactivas de nitrogénio (RNS), os quais podem desencadear a nitracdo e a
oxidacdo das proteinas plasméticas [349], como o fibrinogénio, com
consequente elevacdo das suas concentragcbes nos fumadores,
comparativamente aos nao fumadores. Por outro lado, os aldeidos, abundantes
no fumo do cigarro, entre 0s quais se conta a acroleina e o acetaldeido, entre
outros, reagem com o grupo sulfidril (SH) e NH2 das proteinas levando a
formacao de ligacbes proteina-aldeido susceptiveis de converter a tirosina em
3-nitrotirosina e ditirosina, as quais se apresentam elevadas nos fumadores
cronicos [350]. Tanto o 6xido nitrico (NO), como o peroxinitrito (ONOQ),
medeiam a formacao de 3-nitrotirosina, tendo-se demonstrado a sua actividade
no plasma dos fumadores [350].

Num estudo recente de Eleni [351], destinado a avaliacdo das lesbes do DNA
induzidas pelo stress oxidativo atraves do marcador 8-hidroxi-2-
desoxiguanosina (80OHdG) e da presenca de instabilidade microssatélite (MSI),
como marcador das mutacdes somaticas, péde-se verificar que nos fumadores
sem DPOC os niveis séricos do 80OHdG se encontravam aumentados em
relacdo aos doentes com DPOC MSI negativos, mas os portadores de DPOC
MSI positivos apresentavam niveis séricos de 80OHdG significativamente
aumentados em relacdo aos DPOC MSI negativos, ainda que sem diferencas
estatisticas em relacdo aos fumadores sem DPOC. De facto s6 em 38% dos
doentes com DPOC foram reconhecidas anomalias genéticas, tendo o autor
concluido que esta disparidade de resultados poderia reflectir, tanto diferencas

no stress oxidativo, como resultar de alteragdes na vertente antioxidante e/ ou
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na capacidade de reparacao nos doentes com DPOC.

Ainda neste contexto salienta-se a demonstracéo, por varios autores [352,353],
do significativo encurtamento dos teldmeros induzido pelo fumo do cigarro e da
existéncia de uma relacdo dose-resposta entre a exposicdo tabagica
cumulativa e as alteragbes daqueles nos linfécitos circulantes, enquanto que
outros autores [354] procuraram correlacionar a disfuncdo dos teldmeros e a
senescéncia das células alveolares e endoteliais pulmonares com a
persisténcia da inflamacédo na DPOC, tendo evidenciado no modelo animal,
igualmente, o aumento da produgao de citocinas associado a essa alteracdo
[354].

O consumo cronico de tabaco reduz os niveis plasmaticos de antioxidantes.
Com efeito, a capacidade total antioxidante equivalente Trolox (TEAC)
encontra-se significativamente diminuida nos fumadores em relagdo aos néo
fumadores [355].

Pelo que diz respeito ao sistema antioxidante ndo enzimatico, que inclui
compostos de baixo peso molecular que actuam directamente sobre os radicais
oxidantes e sao consumidos durante o processo (tocoferois, carotendides,
flavonoides, ascorbato, uratos etc.), apresenta reducdo dos seus niveis
plasmaticos nos fumadores [356,357]. H& assim evidéncia de uma relacdo
inversa entre o consumo tabagico e a diminuicdo da concentracdo da vitamina
C e do B-caroteno [358,359].

Estas alteracdes condicionam, por isso, perturbacdes do equilibrio dos
sistemas oxidante/antioxidante dos fumadores, que como tem sido
demonstrado apenas sao passiveis de uma correccdo parcial pelos
suplementos dietéticos, como ficou demonstrado num estudo recente
efectuado em portadores de DPOC no qual uma dieta rica em vegetais frescos
e fruta ndo teve impacto significativo no stress oxidativo local e sistémico
nestes doentes [360].

No ambito do sistema antioxidante, a glutationa (GSH) desempenha um papel
importante na eliminagdo dos produtos da peroxidagdo lipidica e na

manutencao funcional das vitaminas C e E. A exposi¢cdo ao tabaco diminui os
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seus niveis plasméaticos através da respectiva transformacdo na forma
dissulfidica, ou seja, em glutationa oxidada [361].

O consumo tabagico cronico parece, assim, reflectir-se em diversas areas
sistémicas, expressando-se através da elevacdo do nivel dos produtos da
peroxidacao lipidica (isoprostanos e TBARS), acompanhado por uma reducgéo

da capacidade antioxidante.

2-Tabaco e Inflamacgao Sistémica

A exposicao cronica ao tabaco é responsavel por um processo inflamatorio
sistémico através da estimulacdo do sistema hematopoiético, particularmente
da medula 6ssea. Com efeito, tem sido reconhecida a associa¢cdo do consumo
tabagico com a presenca de inflamacao sistémica desde a década de 70 do
século passado, consubstanciada no aumento dos leucdcitos circulantes
[362,363] e do seu valor predictivo em relagdo as doencas cardiovasculares,
cancro e DPOC [364,365,366]. Nesta ultima, a presenca de obstrucdo
brénquica esta significativamente ligada ao aumento sanguineo do numero
destas células, quando comparada com os fumadores portadores de um FEV;
normal [367, 368]. Esta resposta inflamatéria nos fumadores é acompanhada,
nao so pelo acréscimo do numero das células presentes, como, igualmente,
por alteracOes fenotipicas. A neutrofilia periférica é constituida por células
imaturas (células em banda) que exibem, no entanto, um aumento da
expressao da L-selectina, mais caracteristica das células maduras [369], e que
possuem também niveis mais elevados de mieloperoxidase, cuja producao
ocorre nas fases iniciais da sua proliferacdo [369,370]. Na DPOC estas células
parecem exibir alteragbes mais marcadas, como uma migragdo aberrante
(aumento da migragcédo, mas menos exacta) e uma diminuicdo da formacéao de
pseuddpodes, acompanhada de uma reducdo da sensibilidade quimiotactica;
estas alteracdes poderdo estar relacionadas com as vias de sinalizacdo da
migracéao [371].

Em relacdo as ceélulas NK circulantes, tanto o seu numero como a sua
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actividade anti-tumoral, encontram-se reduzidas nos fumadores [372,373]
sugerindo que o tabaco altera o sistema imunitario, permitindo que tanto as
células tumorais como eventuais agentes patogenicos, escapem a accao das
respostas imunes.

Quanto a participacdo dos linfécitos T na inflamacéo sistémica associada ao
tabaco, indutora de doencas como a DPOC, tem sido realcado o aumento do
namero total destas células no sangue dos fumadores [374], relacionando-o
com a eventual influéncia do tabaco nas subpopulacdes linfocitarias T. Tollerud
[375] demonstrou a presenca de niveis mais elevados de células T-CD4" no
sangue de fumadores com consequente aumento da relacdo CD4/CD8. Estes
resultados foram confirmados posteriormente por outros autores, como Glader
[376], ao evidenciar a inducdo pelo tabaco de niveis mais elevados desta
subpopulacdo em fumadores, por comparagcdo com os ndo fumadores, e em
fumadores portadores de DPOC. J& quanto a subpopulagdo T-CD8", Koch
[377] constatou que existia uma diminuicdo nas contagens totais dos linfécitos
T-CD8+, com inevitavel aumento da relagdo CD4'/CD8" nos fumadores em
relacdo aos nao fumadores, atingindo os valores mais elevados nos fumadores
portadores de DPOC. Com efeito, estas células encontravam-se activadas
expressando um aumento do receptor de superficie CD28. Este autor verificou
ainda um aumento significativo da percentagem de células com o fendtipo
CD27/CD45 RA" em relagédo ao nimero total de células T-CD8" nos fumadores
sem doencga, que atingia maior magnitude nos fumadores com DPOC. De facto,
ao comparar a expressio do receptor quimiocinico CXCR3 nos linfécitos CD8",
apenas detectou diferencas estatisticamente significativas nos fumadores com
DPOC; ja em relacdo a actividade da proteina quimiotactica dos mondcitos
(MCP-1), igualmente estudada, verificou que ela se encontrava diminuida tanto
nos fumadores sem doenca como nagueles com DPOC. Ainda neste contexto,
outros autores [378] constataram que nesta afeccdo as células T circulantes,
para além de se revelarem anormalmente activadas, produziam mediadores
pro-inflamatérios que parece inscreverem-se num perfil misto entre as

respostas Th; e Thy; no entanto, este aspecto continua a ser alvo de grande
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controvérsia, com resultados bastante diferentes em véarios estudos
[378,379,380,381], os quais podem ter origem, tanto na dimensdo das
amostras, nas diferentes metodologias laboratoriais e na concorréncia de
outros cofactores, como igualmente na heterogeneidade e gravidade da prépria
doenca. No entanto, a imunidade adaptativa devera desempenhar um papel
fundamental na patogenia e progressédo da DPOC, apesar do efeito depressor
exercido pelo tabaco em varias fungfes das células T [382,383].

O fumo activo parece induzir uma resposta imune adaptativa traduzida por
niveis sanguineos relativamente elevados de células B (células B memaria),
com predominio da classe Ig A; ja os portadores de DPOC, fumadores,
possuem de igual modo niveis elevados de células B circulantes, sobretudo da
classe Ig G, exibindo contudo valores mais elevados de células B memoéria a
nivel pulmonar [384]. Este facto estd de acordo com o achado de um namero
elevado de foliculos de células B nos doentes com DPOC [385,386], 0 que tem
igualmente servido de suporte aos investigadores que defendem o contributo
dos fenGmenos autoimunes na patogenia da doenca.

Por outro lado, a resposta imunoldgica induzida pelo tabaco parece ser
diferente nos fumadores sem doenca, em contraste com o0s portadores de
DPOC. Com efeito, o predominio da Ig A nos primeiros poderia resultar,
segundo estes autores, da resposta imune da mucosa bronquica a
estimulacdo cronica do fumo nas vias aéreas, enquanto que nos doentes a
preponderancia da Ig G seria o reflexo de uma resposta autoimune face aos
neoantigénios induzidos pelo tabaco ou por agentes patogénicos. Neste
contexto, o tabaco constitui um factor de risco no desenvolvimento de varias
doencas autoimunes [387], como a artrite reumatdide [388], o lupus
eritematoso sistémico [389], a cirrose biliar priméria [390] e a esclerose multipla
[391], entre outras, reconhecendo-se igualmente nos portadores destas
patologias um risco acrescido de desenvolvimento da DPOC [392]. Ainda neste
ambito, as células reguladoras Treg desempenham um papel importante na
modulacdo do sistema imune: controlando a tolerancia imunolégica, prevenindo

as reaccdes autoimunes atraves da inibicdo da resposta de células T, além de
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uma inibicdo directa das respostas das células B, suprimindo, quer a producéo
de imunoglobulinas, quer a recombinacéo de classes [393,394]. Varios autores
tém investigado a presenca de ceélulas Treg na DPOC, com resultados
diversos, tanto no tecido pulmonar como no LBA: diminuicdo do numero de
células CD4'CD25" e dos niveis de mRNA Foxp3 no tecido pulmonar
enfisematoso, quando comparado com os controlos [395], aumento das células
CD4'CD25" no LBA de doentes com DPOC e nos fumadores saudaveis, por
comparacdo com o0s sem patologia nédo fumadores [396]. Ja outros
investigadores tém relatado uma diminuicdo destas células no LBA de
individuos atingidos por DPOC e de ndo fumadores, por oposicdo aos
fumadores sem doenca [397].

Num estudo de Isajevs [398], em que foram utilizadas técnicas
imunohistoquimicas, este autor demonstrou o aumento de células Foxp3™ nas
vias aéreas de maior calibre de fumadores assintométicos e de doentes com
DPOC, comparado com as dos ndo fumadores, e uma diminuicdo destas
células nas pequenas vias aéreas dos doentes com DPOC comparativamente
aos fumadores assintomaticos e aos ndo fumadores.

Corry-Anke [399], ao estudar os linfocitos B e as células Treg apenas no
sangue periférico de doentes com DPOC e de um grupo de individuos
saudaveis (fumadores, ex-fumadores e ndo fumadores) verificou que os
doentes com DPOC tinham percentagens mais baixas de células B, ao
contrdrio do grupo de individuos saudaveis; a andlise dos conjuntos
relativamente ao consumo de tabaco demonstrou que os DPOC ex-fumadores
tinham percentagens mais baixas de células B do que os fumadores saudaveis
e que tanto os DPOC fumadores, como o0s assintomaticos fumadores,
revelavam percentagens mais altas de células B memoria do que que 0s ex-
fumadores e ndo fumadores.

Pelo que diz respeito aos subtipos de imunoglobulinas, os fumadores, tanto
DPOC como os saudaveis, apresentavam niveis mais elevados de células Ig A
positivas do que os ex-fumadores e os ndo fumadores. Ainda neste estudo, os

doentes com DPOC fumadores mostravam, no sangue, percentagens mais
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elevadas de células CD4"CD25"%"Foxp3*T do que os fumadores saudaveis,
existindo uma correlagdo negativa entre estas células e as células B no grupo
portador de DPOC. Este resultado no sangue periférico € o0 oposto ao
observado e descrito a nivel pulmonar [395].

Assim, e apesar de alguns aspectos contraditérios, parece existir em relacédo a
exposicdo cronica ao tabaco uma resposta imune adaptativa a antigénios self
ou modificados, com desenvolvimento de niveis de tolerancia eventualmente
diversos que permitem explicar a variabilidade de respostas imunoldgicas a

exposicao tabagica.

3-Mediadores Inflamatdrios Sistémicos na Exposicao Cronica ao Tabaco

Vérios estudos efectuados ao longo dos anos tém realcado as variacdes de
diversos mediadores inflamatérios, quer a nivel pulmonar, quer sistémico,
induzidas pela exposi¢édo ao tabaco, sobretudo no que diz respeito as proteinas
da fase aguda, como a proteina C reactiva (PCR) e o fibrinogénio. Neste
contexto, constitui uma referéncia classica o estudo populacional alargado
NHANES III (Third National Health and Nutrition Examination Survey), o qual
evidenciou uma relagdo directa entre o consumo tabagico e o aumento dos
niveis da PCR e do fibrinogénio [400,401]. As concentracdes elevadas da PCR
mantém-se ao longo do tempo, mesmo apos varios anos de cessacao tabagica
[402,403], encontrando-se a sua reducdo plasmatica dependente da
quantidade de cigarros consumida. Foi igualmente detectada uma relacdo
dose-dependente entre a carga tabagica e o0s niveis plasmaticos de
fibrinogénio [404]. Entretanto, a investigacdo NHANES III [400] demonstrou
ainda que, para além da inflamacé&o sistémica atribuida ao tabaco, a diminuicédo
da funcéo pulmonar se associava de per se a elevacédo da PCR, fibrinogénio e
leucdcitos sanguineos, e que o tabagismo, assim como a presenca de
obstrucdo das vias aéreas, tinham um impacto aditivo na magnitude da
inflamacgéo sistémica. No mesmo sentido Gan [405] constatou que o fumo

activo e a reducdo do FEV; contribuiam independentemente para o aumento
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das taxas sistémicas dos marcadores inflamatérios; de facto, este autor pode
verificar que a diminuicdo da funcdo pulmonar se correlacionava
significativamente com os niveis elevados de varios marcadores inflamatorios:
PCR, fibrinogénio, leucécitos, factor de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL6 e IL8,
dando consisténcia ao pressuposto de que a eviccdo tabagica pode nédo
resolver completamente o processo inflamatorio sistémico subjacente a DPOC.
Outras investigacdes [406] demonstraram a associacdo da diminuicdo da
capacidade vital forcada (FVC) aos valores plasmaticos elevados de a;-Pi,
haptoglobulina, ceruloplasmina e da aj-glicoproteina &cida, com o aumento da
incidéncia de enfarte do miocardio e morte por acidente cardiovascular. Por
outro lado, as concentracbes séricas de varias proteinas da fase aguda
(ceruloplasmina, a;-Pi, a;-glicoproteina acida, haptoglobulina e fibrinogénio)
aumentavam significativamente com o0 consumo tabdgico em adultos
saudaveis, independentemente da existéncia de outros factores de risco
cardiovascular [407].

A deteccdo de niveis plasmaticos elevados das proteinas de fase aguda
parece reflectir, em parte, o0 aumento das citocinas pro-inflamatérias, como a
IL-6 e o TNF-a; com efeito, os seus niveis encontram-se igualmente
aumentados nos fumadores [408], razao pela qual tém sido apontados nao so
como factores de risco mas também como possuindo um valor preditivo em
relacdo ao enfarte do miocardio, & doenca coronaria e ao acidente vascular
cerebral (AVC) [409,410].

A ligacdo entre o tabaco e a aterogénese responsavel por algumas doencas
cardiovasculares € complexa; o fumo do cigarro contribui em cerca de 36%
para o risco de enfarte do miocéardio, cujo aumento € proporcional ao numero
de cigarros consumidos [411]. Sabe-se, entretanto, que para além da
inflamacé&o sistémica concorrem outros factores como a disfuncédo endotelial,
distarbios da coagulacéo - actividade procoagulante - e anomalias lipidicas. Em
relacdo a disfuncdo endotelial, esta parece constituir a etapa inicial do
processo aterosclerético e resulta da diminuicdo da produgdo ou da

biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) [412]. Com efeito, nos fumadores tem-
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se constatado uma diminuicdo da concentracdo sérica de metabolitos (nitratos
e nitritos) do Oxido nitrico [413], a par de um aumento significativo do factor
activador do plasminogénio tissular (t-PA) [414,415], assinalando a existéncia
de alteracbes da actividade fibrinolitica nesta populacédo. De facto a elevacéo
do t-PA tem sido associada ao aumento do risco de doencas cardiacas [416],
de AVC isquémico [417] e de doenca vascular periférica [418]. Acresce ainda
que nos fumadores as lipoproteinas de baixa densidade estdo mais sujeitas a
oxidacao devido a presenca dos altos niveis de ROS e de RNS [419].

Os fumadores exibem ainda, sob o ponto de vista inflamatério, um aumento do
namero de leucécitos circulantes e uma elevacdo sistémica dos marcadores
inflamatorios: PCR, IL6, molécula de adeséo intercelular solavel tipo | (ICAM-1),
E-selectina e P-selectina [408, 415]. Por outro lado, os mondcitos isolados de
fumadores apresentam uma capacidade aumentada de aderéncia as células
endoteliais [420]. Ainda neste ambito, detectou-se nos fumadores uma
elevacdo dos niveis plasmaticos do CD40 soluvel, a qual se acompanha de um
aumento da expressao desta molécula na superficie dos mondcitos, assim
como do seu ligando CD40L nas plaquetas, contribuindo para a agregacédo
mondcito-plaquetar [421].

Consideradas no seu conjunto estas alteracdes induzidas pela exposicao
tabagica associam-se a disfuncdo endotelial, que ao perder a capacidade de
aderéncia aos elementos celulares circulantes permite a entrada de células
inflamatorias na parede arterial. Por outro lado, as lipoproteinas modificadas
sdo incorporadas pelos macrofagos, promovendo a formacdo de células
espumosas na sequéncia da acumulacéo de ésteres de colesterol, dando inicio
ao processo de aterogénese.

As anomalias da hemostase séao evidenciadas pelo aumento da viscosidade do
sangue e do plasma dos fumadores, com repercussdoes sobre o hematocrito,
fibrinogénio e lipoproteinas [422], responsaveis por uma maior actividade
protrombotica.

A cessagcdo tabagica parece associar-se a alguma variabilidade no

comportamento dos varios marcadores hemostaticos e inflamataorios.
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Assim, a reducdo dos niveis da PCR estd ligada ao numero de cigarros
consumidos, parecendo ser igualmente influenciada pela existéncia de
comorbilidades. Num estudo prospectivo efectuado numa populacdo especifica
de sobreviventes de enfarte do miocardio alguns autores [423] constataram,
numa série de determinacdes seriadas, uma grande Vvariabilidade de
resultados, com variagcbes mais amplas nos doentes mais idosos, nos
portadores de valores de HDL mais altos, no sexo masculino, nos doentes com
peptideo natriurético tipo B (BNP) elevado e naqueles que utilizavam
medicacdo anti-inflamatoria. J& os obesos e os diabéticos apresentavam
valores mais elevados que o0s doentes com peso normal, mas as
concentracfes mostravam-se menos variaveis ao longo do tempo. Por outro
lado, este estudo revelou igualmente que existe uma contribuicdo genética
substancial nos valores basais da PCR que pode explicar a variagédo inter-
individual. No estudo Speedwell [424], a PCR permanecia significativamente
elevada dez anos ap0s a cessacado tabagica. Ja o hematdcrito sofria uma
reducdo para valores semelhantes aos dos ndo fumadores, cinco anos apos
deixar de fumar. No trabalho de Smith [425], a contagem dos leucécitos sé
retornava aos valores dos ndo fumadores ap0s vinte anos.

Também os niveis do antigénio t-PA apenas se comecam a reduzir nos ex-
fumadores decorridos cinco anos, revertendo para os valores dos nao
fumadores ao fim de vinte anos. Em relacdo a viscosidade do sangue e do
plasma, ela permanece elevada ap0s dez anos, possivelmente devido a
persisténcia do aumento das proteinas inflamatorias, como o fibrinogénio [426].
A cessacdo tabagica associa-se a uma reducao significativa e relativamente
precoce do risco de enfarte do miocérdio e de AVC [427], embora alguns
estudos sugiram que o risco do evento corondrio agudo so reverte para o de
um nao fumador apds cinco anos [428]; outros autores realgam que 0 risco,
apesar de minimizado, persiste mesmo para além dos dez anos [429].

Em relacdo aos marcadores inflamatorios o estudo de Reichert [430], efectuado
em mulheres com risco cardiovascular incluidas num programa de

desabituacdo tabagica, demonstrou uma diminuicdo significativa nos niveis
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séricos de TNF, assim como dos seus receptores 1 e 2 (TNFR-I, TNFR-II) e do
VCAM-1, marcador da activacao celular endotelial, enquanto que os valores de
IL-6 e da PCR, embora diminuissem, ndo evidenciavam diferencas
estatisticamente significativas; no entanto os resultados apontaram para uma
diminuicdo consistente do risco cardiovascular [431]. De facto a cessacéo
tabagica é a unica intervencdo, nos individuos portadores de DPOC,
verdadeiramente responsavel pela diminuicdo do declinio acelerado do FEV;
[432]. Porém, no que diz respeito ao processo inflamatorio local, varios estudos
transversais efectuados, quer no parénguima pulmonar quer em amostras de
biopsias bronquicas ou ainda através de marcadores da inflamacgéo
[433,434,435], evidenciaram a sua persisténcia nos ex-fumadores. Esta
constatacdo foi igualmente confirmada por estudos longitudinais realizados a
um e a quatro anos apos cessacao tabagica [436, 437]; neste ultimo caso,
envolvendo doentes com DPOC moderada e com fendtipo enfisematoso
demonstrado por tomografia toracica, nos quais Miller [437] pbde evidenciar
nao sO a persisténcia do processo inflamatorio como o caracter evolutivo do

enfisema pulmonar que atingia esses doentes.
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CAPITULO VI

A DPOCE O STRESS OXIDATIVO

A DPOC caracteriza-se por um processo inflamatorio cronico, local e sistémico,
em que o stress oxidativo ocupa um lugar central [438,439,440] e para o qual
contribuem, como principais fontes, quer o aumento da carga de oxidantes
inalados, quer o excesso de ROS libertadas pelas células inflamatdrias que
actuando de forma directa ou indirecta sobre outras moléculas séo
responsaveis pela amplificacdo da resposta inflamatoria.

O pulméo, devido as suas caracteristicas anatomo-funcionais esta exposto a
elevadas concentracdes de oxigénio, com pressdes deste gas no ar inalado a
volta de 20 KPa (150 mmHg), o que, associado a grande superficie e
vascularizagcdo deste territorio organico, o torna altamente vulneravel a leséo
induzida pelos oxidantes, razdo pela qual € detentor de um vasto conjunto de
defesas antioxidantes [441], pelo que, em condic¢des fisioldgicas, existe a nivel
pulmonar um delicado equilibrio entre oxidantes e antioxidantes. Este equilibrio
pode ser quebrado tanto por um excesso dos primeiros como por uma

diminuicdo dos segundos, resultando no stress oxidativo [442]. A nivel celular,
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no entanto, a ocorréncia de ligeiros desvios nesse balanco tem um papel
importante na activagdo da sinalizacdo intracelular [443], enquanto que o
aumento incontrolado das concentracdes de oxidantes pode desencadear um
ataque indiscriminado as proteinas [444], aos lipidos [445], aos polissacarideos
[446] e a0 DNA [447, 448].

O pulméo esta exposto essencialmente a duas fontes de ROS: a ambiental
(exdgena) e a celular (enddgena). A primeira, representada pela poluicdo de
gases e material particulado, compreende o fumo do tabaco e gases oxidantes
como o ozono, o diéxido de nitrogénio e o diéxido sulfarico; o material
particulado com dimensao inferior a 10 ym abarca os fumos de exaustdo do
diesel, por exemplo, responsaveis pela producdo de ROS in situ [449], os
agentes infecciosos e as poeiras de natureza ocupacional. Quanto a segunda,
resulta das reaccdes enzimaticas e ndo enzimaticas da transferéncia de
electrdes a nivel das mitocondrias e microssomas. As fontes enzimaticas
incluem as NADPH oxidases localizadas na membrana celular dos
polimorfonucleares, macrofagos e ceélulas endoteliais [450], as oxigenases
citocromo P4s0 dependentes [451,452] e o sistema citoplasmico xantina/xantina
oxidase [453]. A produgdo ndo-enzimatica inclui a transferéncia directa de um
electrdo para o oxigénio por coenzimas reduzidas, como por exemplo as
flavinas ou clusters de sulfatos de ferro, através de xenobidticos ou, ainda, da

fuga de electrbes na cadeia de transporte mitocondrial [454].

1-Abordagem Bioquimica do Stress Oxidativo

A producdo de radicais oxidantes ocorre em todos os sistemas bioldgicos,
como parte integrante dos processos fisiologicos envolvidos na produgdo de
bioenergia e resultam do metabolismo do oxigénio (O;) [454]. Em condi¢Bes
fisiolégicas o O, sofre uma reducdo catalitica de quatro electrbes pela
citocromo oxidase mitocondrial e apos reaccdo com o hidrogénio transforma-se
em agua [455]. Durante o processo de transporte mitocondrial de electrdes

ocorre a formacdo de varios intermediarios reactivos dos quais se destaca o
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anido superéxido (O,7) que resulta da reducdo, com acréscimo de um electrao
ao oxigénio, e que é o percursor da maior parte das ROS e um mediador das
reaccOes oxidativas em cadeia [456]. Para além da sua producdo pelo
metabolismo mitocondrial outras reac¢des que envolvem hidroxilases, xantina,
sulfitos e aldeido oxidases, o metabolismo do acido araquidénico e/ou o
sistema NADPH das células fagocitarias, sdo susceptiveis de originar este
radical [449].

O peroxido de hidrogénio (H.O,), menos reactivo que o anterior, pode originar-
se a partir do anido superoxido pela adicdo de um electrdo e dois atomos de
hidrogénio, ou derivar da catalisacdo do O, pela superéxido dismutase (SOD)
[457]. Sob a accdo da mieloperoxidase (MPO) neutrofilica, e na presenca de
ides de cloro (CI"), o H,O, pode converter-se em acido hipoclérico (HOCI) [458]
que é altamente reactivo e capaz de oxidar tiois, tioéteres, grupos heme, ferro
e aminas [459]. O radical hidroxilo (OH’), um poderoso oxidante, resulta da
reducéo directa do O, sobre o H,0, pela reaccdo de Haber-Weiss, na qual se
forma ainda O, molecular e o ido hidroxilo (OH). Alternativamente, na reaccéo
de Fenton o O,” é susceptivel de reduzir iBes metélicos (Fe** ou Cu?") para
formar O, [460]; ainda nesta reaccao, o ido metéalico reduzido pode reagir com
o H,O, regenerando o metal oxidado e produzir concomitantemente OH e
OH*. Tanto o radical superdxido como o hidroxilo sdo susceptiveis de iniciar a
peroxidacao lipidica, levando a formacgéo de peroxidos lipidicos [441].

Ainda neste contexto o 6xido nitrico (NO) é igualmente um mediador importante
dos efeitos fisiolégicos de uma grande variedade de células (neurodnios,
musculos liso e estriado, hepatdécitos, neutrofilos, macrofagos, células epiteliais,
etc.). As espécies reactivas de nitrogénio (RNS) derivam da sintese do 6xido
nitrico produzido endogenamente pela acgdo da oxido nitrico sintetase (NOS),
numa reaccao que envolve a oxidacdo da L-arginina [461], convertendo-a em
L-citrulina, na qual, quer o O, quer a NADPH actuam como co-substractos
[462], enquanto a tetrahidrobiopterina (H4B), os nucleétidos da flavina e os tidis
funcionam como cofactores enziméaticos [463]. Das O6xido nitrico sintetases

endogenas: neuronal (nNOS, isoforma 1), endotelial (eNOS, isoforma Ill) e
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indutivel (iNOS, isoforma Il) [464], as duas primeiras encontram-se expressas
nas celulas como monomeros e a sua actividade é regulada pela
disponibilidade do calcio/calmodulina no citoplasma celular, gerando NO em
pequenas quantidades e por curtos periodos de tempo [465]. Ja a INOS
depende da transcricdo do gene Nos 2 em macrofagos e neutrdfilos atraves de
uma larga variedade de estimulos pro-inflamatorios que incluem: a lesao
oxidativa [466], o stress mediado por endorfinas [467], a diminuigdo da pressdo
de oxigénio [468] e endotoxinas bacterianas ou exotoxinas [468,469] e pelas
citocinas INF-a/B, INF-y, TNF-a e IL-13, entre outros [470]. A INOS origina
grandes quantidades de NO por periodos de tempo prolongados [471] e como
pode ser induzida pelos estimulos inflamatorios a nivel pulmonar, reflecte a
inflamacédo das vias aéreas, constituindo por um lado um marcador dessa
inflamacéo, e por outro um marcador do stress oxidativo.

Sob o0 ponto de vista estrutural o NO possui um par de electrbes
desemparelhados, pelo que pode reagir com outros radicais livres. Assim, o
oxido nitrico resultante da accdo da Oxido nitrico sintetase € rapidamente
inactivado na corrente sanguinea pela interaccdo com a oxi-hemoglobina
(HbO,), produzindo metahemoglobina (MetHB) e nitrato (NO3") [462, 472]. J4 a
reaccdo do NO com a molécula de O, da origem ao dioxido de nitrogénio
(NO>), que possui uma elevada toxicidade e constitui o substrato para a accao
da mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofilica (EPO) responsaveis pela
oxidacgéo e cloragdo [441]. No entanto, a maior toxicidade tem sido associada a
reaccdo com o O, atraves da formacéo do peroxinitrito (ONOQ). Este possuiu
uma elevada capacidade de oxidac&o e nitracdo de varias moléculas, como € o
caso do aminoacido tirosina, convertendo-o por esta via em 3-nitrotirosina,
considerado um marcador da formacao de RNS [462] e do &cido peroxinitroso
(ONOOH), que por isomerizagcao origina o dioxido de nitrogénio (NO2) e um
intermediario semelhante ao radical OH" capaz de oxidar os grupos tiol em S-
nitrosotidis (SNO) inibindo enzimas como a glutationa (GSH), a glutationa
peroxidase (GPx), a GSH redutase, e a glutationa transferase (GST) [462], para

além de induzir modificacdes nas proteinas do DNA.
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Entre os efeitos citotoxicos dos RNS salienta-se a inibicdo da expressao
genética celular, através de varios mecanismos: desaminacédo de nucledtidos,
originando quebras na cadeia do DNA, reducéo da sintese proteica e inibicao
de enzimas necessérias a sintese do DNA, entre outros [473,474,475].

O NO tem ainda a capacidade de modular a actividade de factores de
transcricdo redox-sensiveis, como o NF-kB e os componentes AP-1 [476]. Ja o
peroxinitrito pode iniciar a peroxidacao lipidica dos acidos gordos, o que resulta
na lesdo das membranas celulares [477]. O NO tem no entanto a capacidade
de neutralizar os radicais lipidicos e inibir a oxidacdo membranar e das
lipoproteinas pondo fim & reac¢do em cadeia que leva a formacgéo de radicais
[477]. Este facto é relevante, na medida em que o Oxido nitrico se concentra
preponderantemente nos compartimentos celulares lipofilicos [478]. Alguns
estudos em modelos animais tém realgcado o papel antimicrobiano das RNS
sobretudo em relacdo a agentes patogénicos intracelulares [479].

Em relacdo a peroxidacdo lipidica, esta inicia-se pelo ataque através de
espécies reactivas aos acidos gordos polinsaturados [339]. Estas reaccdes
podem ser quimicamente de dois tipos: ndo enzimaticas e enzimaticas. Nas
primeiras, qualquer radical livre com energia suficiente para retirar um atomo
de hidrogénio (He) ao grupo metileno (-CH,-) de um acido gordo polinsaturado
[339] pode iniciar a reaccdo em cadeia da peroxidacao, até que dois radicais
livres se aniquilem mutuamente pondo fim a esta. Ja a peroxidacédo enzimatica
envolve a geracdo de peroxidos lipidicos no centro activo de uma enzima;
encontram-se neste caso a cicloxigenase e a lipoxigenase [339].

As espécies reactivas com essa capacidade incluem os radicais: hidroxilo,
peroxil e alcoxil (ROe), sendo este ultimo produzido a partir dos metais
reduzidos, como o ferro ou o cobre. Os fosfolipidos das membranas celulares
sao particularmente vulneraveis a peroxidacdo, o que tem consequéncias nas
suas funcbes e estrutura, determinando: alteracbes da permeabilidade
membranar, com perda da selectividade no transporte idnico; inactivagdo de
receptores de membrana e enzimas; libertacdo do conteudo dos organelos

(hidrolases dos lisossomas); e formacdo de produtos citotoxicos, como 0s
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aldeidos, que ao contrario do que acontece com os radicais livres sdo
quimicamente mais estaveis, podendo difundir-se através das células e exercer
os seus efeitos a distancia, em células alvo [347]. Tém além disso um papel
importante na sinalizacdo de uma série de processos envolvidos na resposta
inflamatéria pulmonar [480], para além de interagirem com moléculas
antioxidantes, como o alfa-tocoferol, e de sofrerem decomposicao por reaccao
com os ides metéalicos ou com proteinas contendo ferro, como a hemoglobina,
levando a formacao de gases hidrocarbonados de que sdo exemplos o etano e
0 pentano e, igualmente, de aldeidos insaturados como o malondialdeido [481].
Os principais produtos finais da peroxidacgéao lipidica incluem: os isoprostanos,
o 4-hidroxinonenal (4HNE), a acroleina e o malondialdeido. O isoprostano mais
extensivamente estudado como marcador do stress oxidativo pulmonar e
sistémico, é o 8-isoprostano (8-isoprostaglandina-F,a) [482]. Trata-se, como ja
foi referido, de um composto prostaglandina-like resultante da peroxidacdo do
acido araquidonico. As concentracdes de 8-isoprostano no condensado do ar
exalado nos ex-fumadores e fumadores com DPOC encontram-se mais
elevadas 1,8 vezes do que nos fumadores sem patologia, que por sua vez
atingem valores 2,2 vezes mais altos que os ndo fumadores saudaveis [334].
Do mesmo modo, os niveis do 8-isoprostano sdo mais elevados na DPOC
grave em relacdo as situacoes ligeiras e moderadas [483], constatando-se 0s
mesmos resultados durante os processos de exacerbacdo infecciosa da
doenca [484]. Estes factos s&o relevantes no contexto da DPOC, na medida
em que estas substancias parecem desempenhar importantes papéis em
diversas areas, como a expressao citocinica, a constricdo das vias aéreas, a
vasoconstricdo pulmonar, a inflamacdo, a permeabilidade endotelial, a
vasoconstricdo arterial bronquica, a permeabilidade epitelial e a secre¢céo de
muco [485].

O 4-HNE é um dos principais produtos da peroxidacédo lipidica, sendo muito
reactivo e difusivel e com alta afinidade para as proteinas com as quais forma
complexos através dos residuos de cisteina, histidina e lisina, alterando as

suas funcdes [486]. Pode actuar como agente quimiotactico para neutrofilos,
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parecendo ainda ser capaz de activar a sintese de glutationa a partir da
inducdo genética da glutamato cisteina ligase (GCL) e também de genes pro-
inflamatorios, como a IL-8, a proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1), a
cicloxigenase, o receptor do factor de crescimento epidérmico e a mucina 5AC
[346,487,488].

Rahman [489] demonstrou, através de técnicas imunohistoquimicas, 0 aumento
de proteinas modificadas nas vias aéreas, nas ceélulas epiteliais alveolares e
endoteliais assim como nos neutréfilos de doentes portadores de DPOC, em
relagdo aos individuos sem doenca. O mesmo autor pdde ainda constatar a
existéncia de uma correlagéo inversa entre o FEV; e os niveis dos complexos
4-HNE/proteina no epitélio alveolar, no endotélio e nos neutréfilos. Estes
achados foram igualmente confirmados em modelos animais; com efeito,
Aoshiba [490] verificou a presenca de concentragdes aumentadas dos
complexos 4-HNE/proteinas nos epitélios bronquiolar e alveolar de ratos, uma
hora apos a exposicéao ao fumo do cigarro.

A acroleina € um aldeido insaturado presente em varios poluentes ambientais,
particularmente no fumo do tabaco, que, como outras substancias alquilantes,
tem potencial mutagénio e/ou carcinogénio, reagindo com as bases das
cadeias de ADN [491]. Parece também induzir in vitro a transcricdo de genes
através da activacdo do Nrf2 [492]; ora, este representa um dos principais
factores de transcricdo antioxidante, que uma vez activado se transloca para o
nacleo ligando-se a um elemento de resposta oxidante (ARE) localizado no
DNA de varios genes antioxidantes. A inducdo deste elemento vai permitir a
transcricdo de varias proteinas antioxidantes como a heme-oxigenase-1 (HO-
1), a glutatido reductase, a glutatido peroxidase, a GCL [493], etc. O Nrf2
activa, portanto, vias importantes da proteccdo antioxidativa bem como da
inflamacé&o, da apoptose e da carcinogénese, tendo-se demonstrado que as
alteracdes no gene Nrf2 induzidas pela acroleina determinam no animal, o
desenvolvimento precoce de um extenso enfisema em resposta a exposicao ao
fumo do tabaco [494].

Os oxidantes, embora responsaveis pela toxicidade exercida sobre as células e
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0 DNA, desempenham um papel na regulacdo da homeostasia celular e
modulam diferentes vias associadas ao crescimento celular e a proliferacao.
Activam reaccdes envolvidas na regulacdo de factores de transcricdo, tais

como o NF-kB ou o Nrf2 importante na indug&o de antioxidantes.

2-Antioxidantes

Face a concepcao do papel fundamental do stress oxidativo na patogenia da
DPOC assumem particular relevancia os mecanismos de defesa antioxidante.
Com efeito, em 1986 Taylor [495] levantou a questdo da possivel interaccao
entre a deficiéncia de antioxidantes e a afeccéo, ao verificar que existia uma
relacdo entre a diminuicdo da actividade antioxidante do plasma e valores
anormais do indice de Tiffeneau nos doentes portadores da doenca.

De acordo com a sua estrutura, os antioxidantes podem ser classificados em
enziméaticos e ndo enzimaticos [441].

Os principais componentes do sistema antioxidante enzimatico [Fig.4] incluem a
superéxido dismutase (SOD), a catalase, os sistemas glutatido (GSH) e a
tioredoxina [496, 497], cuja activagcdo impede a acumulacdo de radicais e
moléculas oxidantes.

As superoxido dismutases (SODs) sdo o Unico sistema enzimatico que
decompde os radicais superoxido em H,O, e O, desempenhando portanto um
papel importante na proteccdo contra o stress oxidativo, sobretudo a nivel
pulmonar [498]. Existem trés tipos de SODs: a SOD cobre-zinco intracelular
(CuznSOD), que € um homodimero de 32-KD, constitui a maior SOD
intracelular e encontra-se presente no citoplasma e no nucleo; a SOD
manganésio mitocondrial (MnSOD) representa um homotetramero de 93-KD
gue é sintetizado no citoplasma e translocado para o interior da mitocondria; e
a SOD extracelular (ECSOD), particularmente abundante nas vias aéreas e nos
vasos [499,500,501,502]. Técnicas de imunohistoquimica e de microscopia
electronica permitiram demonstrar que a ECSOD é detectavel nas areas ricas

em colagénio de tipo |, na superficie das células musculares lisas e na matriz

84



extracelular associada as células musculares lisas das vias aéreas e
vasculares [499,500].

Sistema Anti-Oxidante
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Fig. 4-Representacdo esquematica dos principais componentes do sistema antioxidante
enzimatico na DPOC

Estas enzimas encontram-se a nivel pulmonar em diversos tipos de células; no
entanto, evidenciam uma variabilidade significativa na sua localizacdo e
expressao celular, conferindo-lhes diversas resisténcias oxidativas. As células
epiteliais alveolares tipo II, por exemplo, expressam CuZnSOD, MnSOD e
catalase [501,502] pelo que s&o mais resistentes ao stress oxidativo do que as
células epiteliais alveolares tipo |, que exibem baixos niveis de antioxidantes,
sendo por isso mais sensiveis e vulneraveis ao stress oxidativo. A MnSOD
encontra-se altamente expressa nos macrofagos alveolares e nas células

epiteliais alveolares tipo I, células que tém uma elevada capacidade



metabdlica [503,504,505]. A CuzZnSOD localiza-se fundamentalmente no
epitélio brénquico, nas células epiteliais ciliadas, nos macréfagos alveolares e
nas células epiteliais alveolares tipo Il, enquanto que a ECSOD predomina na
matriz extracelular, paredes das vias aéreas, macrofagos alveolares e vasos
pulmonares [505]. Tanto a CuZnSOD como a MnSOD actuam principalmente
sobre os radicais superoxido no citoplasma e nas mitocondrias das células
enquanto que a ECSOD parece constituir um mecanismo protector das
proteinas da matriz face aos oxidantes extracelulares, para além de exercer
uma regulacéo do éxido nitrico através do espaco extracelular [506].

A glutationa (GSH) é constituida quimicamente por um tripeptideo (L-y-glutamil-
L-cisteinil-glicina). E um antioxidante importante com actividade sobre radicais
e outros oxidantes, para além de exercer accbes, quer no ambito
imunomodulador, quer a nivel da resposta inflamatéria [507,508], como:
modulacdo da regulagdo redox das células e da proliferagdo celular,
remodeling da matriz extracelular, protec¢cdo antiproteasica, apoptose e
respiracdo mitocondrial [509,510]. A sua actividade antioxidante &
particularmente importante a nivel do epitélio das vias aéreas protegendo-o da
oxidacéo e da inflamagéo provocada por radicais livres [511]. Com efeito, foram
encontradas concentracdes aumentadas no fluido epitelial (ELF) de fumadores
cronicos [512]. Também o ELF alveolar apresenta a mais alta concentracao de
glutationa (100 vezes maior que a do plasma) apresentando-se, em cerca de
90%, na forma reduzida. Este meio biolégico contém ainda outros
antioxidantes, como a SOD, a catalase e a glutationa peroxidase, e
antioxidantes ndo enzimaticos entre os quais se destaca a ceruloplasmina, a
transferrina, o ascorbato, a vitamina E, a ferritina, a albumina e a bilirrubina
[441].

Na biosintese da glutationa intervém duas enzimas e 0s aminoacidos glicina,
cisteina e acido glutdmico, constituindo a taxa de cisteina no interior das
células o substrato limite da formacao. Assim, o tripeptideo resulta das accdes
consecutivas da glutamato cistenil ligase (GCL) e da glutationa sintetase [513],

tendo-se constatado que a actividade da GCL determina a taxa de sintese da
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glutationa e que a reaccgédo catalisada por esta enzima € inibida pela GSH [514].
A GCL € um heterodimero constituido por duas subunidades-y-GCS-HS e y-
GCS-LS- no qual a primeira tem uma actividade catalitica, que pode no entanto
ser modulada pela associacdo com a y-GCS-LS; esta tem sobretudo uma
actividade reguladora, na medida em que a sua estrutura quimica (ponte
dissulfidica) Ihe permite alterar a conformacéo do local activo, dependente do
estado oxidativo das células [515]. Desta circunstancia resulta a possibilidade
do aumento da sintese no caso de deplecdo da GSH. Ambas as subunidades
se localizam no citoplasma das células, tendo uma expressao particularmente
relevante no epitélio brébnquico e nos macréfagos [507]. O processo de
transporte da cistina, forma oxidada da cisteina, para o interior da célula ao
mesmo tempo que o glutamato € libertado extracelularmente, constitui uma
forma alternativa de regulacédo dos niveis intracelulares de glutationa pulmonar
face ao stress oxidativo, incluindo o NO, o qual aumenta o transporte da cistina
e do glutamato através da membrana, elevando assim o nivel da sintese de
GSH [515,516].

Este sistema da glutationa é fundamental para a manutencdo da homeostasia
intracelular da GSH/GSSG através do controlo da expressdo de certas enzimas
envolvidas na destoxificacdo de radicais livres. Como se sabe a GSH é
utilizada na neutralizacdo de peroxidos, como o H,O,, e de peréxidos lipidicos,
envolvendo a glutatido peroxidase (GP) e gerando a glutationa dissulfito
(GSSG) que é entdo novamente reduzida em GSH pela ac¢do da glutatido
dissulfito redutase e da NADPH [513].

A glutatido peroxidase (GP) € uma enzima que contém selénio, esta presente
no ELF e necessita da presenca de GSH reduzida, a qual proporciona a
doacdo de electrdes, dando origem a GSH oxidada que, por sua vez, €
reduzida pela glutatido redutase para formar de novo a GSH [508,514]. Esta
possui ainda a capacidade de funcionar de forma ndo enzimatica, como um
antioxidante hidrossoluvel através da interaccdo directa com espécies reactivas
de oxigénio, destruindo-as. A determinacdo dos niveis plasméticos da

glutationa ou da sua forma oxidada (GSSG), bem como da relacdo GSH/

87



GSSG, é genericamente aceite como um meétodo de deteccdo do stress
oxidativo. De facto, ela reflecte ndo s0 o estado oxidativo sistémico mas
constitui igualmente um indicador util do risco de doenca, pelo que tem sido
utilizada em varios estudos como marcador da producdo de radicais livres,
nomeadamente durante o exercicio [517].

A catalase € uma enzima que se encontra presente sobretudo nos macrofagos
alveolares e nos neutrdéfilos e que possui uma capacidade antioxidante sobre o
peréxido de hidrogénio [518]. Encontra-se diminuida no epitélio bronquiolar e
nos macrofagos alveolares dos fumadores com DPOC, como foi demonstrado
por Inomata [519], o qual viria ainda a constatar, em modelos animais, que a
deficiéncia de actividade da catalase tinha como consequéncia, no animal
exposto ao fumo de tabaco, o aumento da inflamacdo neutrofilica com
subsequente progresséo do enfisema.

O sistema da tioredoxina comporta um conjunto enzimético que compreende:
tioredoxinas, redutases, peroxiredoxinas e glutaredoxinas [520]. Estas enzimas
tém como principal actividade a reducao de dissulfitos das proteinas, podendo
apresentar ainda outras capacidades antioxidantes. Estdo presentes,
sobretudo, nos epitélios bronquico e alveolar, bem como nos macréfagos
alveolares [521].

Quanto aos antioxidantes ndao enzimaticos, eles actuam directamente sobre os
radicais oxidantes, neutralizando-os. A vitamina E (a-tocoferol), lipossoluvel, é
um antioxidante da membrana que exerce a sua accao sobre 0s peroxidos
lipidicos pondo fim a reaccdo em cadeia [522]. No homem, cerca de 90% da
vitamina E encontra-se sob a forma de a-tocoferol.

A vitamina C (acido ascorbico ou ascorbato), hidrossolluvel, pode neutralizar
directamente os radicais O, e OH".

Também o B- caroteno é susceptivel de neutralizar o O, e outros radicais. O
acido urico actua, particularmente, sobre o OH"; a bilirrubina exerce a sua
actividade nos peroéxidos lipidicos, e a albumina tem a capacidade para se ligar
a ibes metalicos [441,523].

As mucinas (MUCs) sao glicoproteinas que contém um nucleo rico em residuos
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de serina/treonina ao qual se ligam grupos sulfidril, o que l|he confere
propriedades antioxidantes, podendo, assim, neutralizar o OH" [441]. Existem
pelo menos 12 genes humanos das mucinas. As ceélulas caliciformes
expressam as MUCs 5AC e 2 e as células mucosas glandulares as MUCs 5B,
8 e 19. A MUC 7 encontra-se nas glandulas serosas, tem baixo peso molecular
e nao possui cisteina [523]. Na DPOC ha um aumento da expressédo da MUC
5B no lumen bronquiolar e da MUC 5AC no epitélio bronquiolar [524].

A manutencéo do equilibrio oxidantes/antioxidantes pode ser influenciado néo
s6 pela carga oxidativa excessiva como por polimorfismos genéticos com
impacto nos sistemas antioxidantes, de que sao exemplo os polimorfismos da
EC-SOD, que no homozigotico, estd associada a uma diminuicdo da
capacidade vital forcada prevista [525] ou resultar, ainda, das alteracdes
oxidativas induzidas pelo fumo do cigarro em moléculas criticas, como é o caso
da instabilidade do factor de transcricdo Nrf2 originado por uma diminui¢cdo da
expressao da sua proteina estabilizadora (DJ-1), com consequente reducao de
enzimas antioxidantes fundamentais na defesa contra o stress oxidativo a nivel

pulmonar [526].

3-Células e Oxidantes

Neste contexto, os oxidantes presentes no fumo do tabaco estimulam os
macrofagos alveolares a produzir ROS, tais como: O, e H,0O, [441,527]. De
facto o LBA dos fumadores evidencia ndo s6 um numero aumentado de
macrofagos, como um acréscimo do seu conteudo em ferro, sobretudo
naqueles que desenvolvem bronquite crénica [528,529]. Em relacdo aos
mondcitos dos fumadores parece existir uma libertacdo espontanea de H,O,
relacionada com a maturagdo acelerada e com a activagdo [530]. O stress
oxidativo pode gerar igualmente, através das ceélulas epiteliais, a libertacdo de
factores quimiotacticos para neutréfilos [527], os quais, por sua vez, sintetizam
oxidantes e elastases. Na verdade, foi demonstrada a retengéo pulmonar de

neutrofilos activados apds exposicdo ao fumo do tabaco [530,531], os quais
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constituiriam uma fonte de ROS, particularmente de O, cuja produgcao se
elevaria durante as exacerbacdes infecciosas [532, 533]. Ainda neste ambito, o
fumo do tabaco condiciona um aumento da mieloperoxidase (MPO) dos
neutrofilos, alids correlacionavel positivamente com o grau de disfuncéo
pulmonar e negativamente com o FEV; nos doentes com DPOC [534].
Igualmente, os produtos da peroxidacao lipidica presentes no plasma revelam
uma correlacdo inversa com a percentagem prevista para o FEV; [535].

A producdo de ROS encontra-se aumentada no ELF pela presenca de um
excesso de ferro nos espacos aéreos dos fumadores [536]. Assim, 0s
pneumdcitos tipo Il podem produzir O," e H,O,, 0s quais, na presenca da MPO,
promovem a inactivacao in vitro da a;-Pi [537].

A producado de NO associada ao processo inflamatério, bem como de RNS pelo
epitélio e por macrofagos activados na presenca de O, conduz a formacao do
peroxinitrito [441].

Os eosindfilos estdo presentes nas vias aéreas nas fases de estabilidade e de
agudizacado da doenca [538], encontrando-se no LBA dos doentes com DPOC
niveis aumentados da proteina cationica eosinofilica (ECP) [539]; por outro
lado, a eosinofilia periférica tem sido associada ao risco de desenvolvimento de
obstrucéo brénquica [540].

Alguns destes aspectos, contudo, ndo sdo consensuais. De facto, a relacéo
entre o declinio funcional e a inflamacéo eosinofilica ndo esté clarificada. Lams
[541], por exemplo, encontrou uma correlacdo negativa entre o FEV; e 0
quociente entre o numero de eosindfilos activados/niumero total destas células
no material obtido através de bidpsias brénquicas; o mesmo tipo de correlacdo
foi reconhecido por Balzano [542] face ao numero de eosindfilos e de ECP na
expectoracdo induzida. Entretanto, outros autores, como Hogg [543], nédo
observaram qualquer relacdo entre a eosinofilia das pequenas vias aéreas e a
gravidade da DPOC.

De igual modo permanece por esclarecer a etiologia da inflamacéo eosinofilica
na DPOC. Barnes [544] procurou analisa-la através da presenca de uma

componente asmatiforme associada a obstrucdo fixa das vias aéreas. Esta
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explicagdo ndo parece, no entanto, consentdnea com o0s varios estudos em
que foram excluidos os doentes com quadros obstrutivos variaveis ou que
clinicamente sugerissem a presenca de asma. Outras explicacdes possiveis
tém colocado uma énfase particular sobre o tabaco, ou noutros mecanismos
responsaveis pelo recrutamento de neutréfilos para a mucosa das vias aéreas
e que poderiam induzir igualmente o afluxo, embora em menor grau, de
eosinofilos [545].

Outra hipdtese alternativa, referida por alguns autores, € a da DPOC se iniciar
por um bronquite eosinofilica, responsavel pela tosse cronica e eosinofilia da
expectoracdo mas sem a presenca de hiperreactividade ou de obstrucdo
variavel [546] e que, apesar da normalidade funcional na altura do diagnostico,
evoluisse rapidamente, com um declinio acentuado do FEV;, conduzindo ao
desenvolvimento da DPOC [547,548,549].

4-Oxidantes e Inflama¢ao na DPOC

A inflamacdo ocupa um aspecto central na DPOC [441,449,550,551]
constituindo o stress oxidativo ndo s6 um mecanismo desencadeante como
amplificador desse processo [325] através do aumento da activacdo dos
factores de transcricdo, tais como o NF-kB, e da proteina de activacdo 1 (AP-
1), assim como de outras vias de sinalizacdo da transcricdo [325]. Com efeito,
a inflamacdo crénica na DPOC encontra-se associada ao aumento da
producdo de varios mediadores e proteinas pro-inflamatérias, incluindo as
citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, enzimas e receptores regulados
pelos factores de transcricdo génica [552,553]. Do conjunto de mediadores
salientam-se, pela sua importancia no processo inflamatério, o leucotrieno B4 e
a IL-8 face as suas capacidades quimiotacticas, assim como as citocinas proé-
inflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6, mas igualmente a participacéo de factores de
crescimento com um destaque especial para o transforming growth factor-B
(TGF-B), o qual parece ser responsavel pela inducdo de fibrose a nivel das
pequenas vias aéreas [554]. Na activacdo celular estdo envolvidos
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mecanismos complexos de sinalizacdo em que o estimulo do meio extracelular
e transmitido intracelularmente através de cadeias de reacc¢des organizadas
que dependem, pelo menos parcialmente, das reaccoes redox [555,556]. Em
condicdes fisiologicas o controlo da sinalizacdo dessas reac¢cfes comporta um
ligeiro desvio no sentido do aumento transitorio dos oxidantes, 0s quais geram
baixas concentracdes de ROS em resposta a varios estimulos, como citocinas,
factores de crescimento, angiotensina Il, etc. [556], promovendo a expresséo
de genes envolvidos em varias fungdes biolégicas, funcionando as ROS, neste
contexto, como um segundo mensageiro.

Vérios genes relacionados com os mediadores inflamatérios sdo regulados
pelo complexo NF-kB (IL-1B, IL-8, TNF-a, iINOS, etc.); este faz parte da familia
de factores de transcricdo redox sensivel que controla a expressédo de varios
genes envolvidos nas respostas inflamatérias e de stress oxidativo. Na sua
composicao inclui um heterodimero complexo composto por duas subunidades
proteicas (p50, p65). Nas células ndo activadas encontra-se no citoplasma,
associado a uma proteina inibitoria-IkB que impede a transmissédo nuclear do
sinal, prevenindo assim que o factor nuclear penetre no nucleo das células
[554]. Sob o efeito de varios estimulos (citocinas e oxidantes) o kB é
fosforilado em dois residuos de serina, sofre ubiquinacdo e é degradado no
proteosoma [555,556]; o NF-kB € entédo translocado para o nucleo e liga-se a
promotores de alta afinidade, iniciando-se a activagdo de genes alvo pro-
inflamatorios.

Por esta via gera-se um aumento da inflamacdo, que por sua vez vai
condicionar um incremento do stress oxidativo, auto perpetuando este ciclo.
Neste contexto Di Stefano [557] constatou o aumento de uma das subunidades
do NF-kB, a proteina p65, no epitélio brénquico de fumadores e de doentes
com DPOC, correlacionavel com o grau de obstrucdo. Mais recentemente,
Torres [558] demonstrou o aumento da p65, mas ndo da subunidade p50 do
NF-kB, no musculo esquelético de doentes com DPOC.

A inflamagéo sistémica cronica observada na DPOC, tanto em fumadores como

ex-fumadores, tem sido implicada ndo s6 nas suas manifestacfes sistémicas

92



como igualmente no aumento do risco de mortalidade que ela comporta. Neste
enquadramento, e face a importancia do factor de transcricio NF-kB,
particularmente do papel do seu repressor-nuclear factor (NF)-repressing factor
(NRF) proteina ligada ao DNA que inibe o NF-kB, Lee [559] p6de demonstrar
gue a expressao deste factor regulador negativo se encontrava reduzida nas
células mononucleares do sangue periférico dos doentes com DPOC estavel,
sendo esta circunstancia, responsavel pela producdo excessiva de IL-8
/ICXCLS8 e, por conseguinte, pela inflamacao sistémica crénica.

Ainda neste ambito, a complexidade dos mecanismos de transcricdo pode ser
influenciada por varios factores (sequéncias de DNA, histonas, activadores,
repressores, etc.) [556]. Em condi¢des fisiologicas o DNA encontra-se
condensado e firmemente ligado a volta de um octamero que contém duas
cOpias de cada histona do core proteico do nucleosoma (H2A, H2B; H3 e H4),
as quais diminuem a acessibilidade dos factores de transcricdo redox
sensiveis, como o NF-kB e a AP-1, alias ja referido. Porém, a acetilacdo, sob o
efeito dos oxidantes, das histona-acetiltransferases (HATs) e das histonas,
promove uma alteragdo nas cargas electrostaticas que mantém a ligagdo dos
aminoacidos ao DNA e uma modificagdo poés-translacional da molécula com
exposicao do genoma e relaxamento da cromatina, facilitando deste modo a
acessibilidade dos factores de transcricdo e da RNA polimerase I, resultando
no aumento da transcricdo dos genes [560]. Entretanto, este processo pode ser
revertido pelas enzimas histona desacetilases (HDACs), cuja familia
compreende 17 isoformas [561] subdivididas em 3 familias: a classe | inclui as
HDACs (1, 2, 3, 8 e 11), que se encontram no nucleo; as da classe Il
compreendem as HDACs (4-7, 9, e 10) com capacidade de se deslocarem
entre 0 ndcleo e o citoplasma em resposta a estimulos; e a classe Il que
depende da nicotinamida adenina dinucledtido (NAD+) e é composta pelas
sirtuinas de 1a 7, as quais desempenham um importante papel nos processos
de envelhecimento/senescéncia. Alguns dos componentes das classes | e Il
exercem fungdes nos processos de diferenciacao e regulagéo da proliferacéo

celular [344,349,350], com especial relevancia na regulacao das respostas pro-

93



inflamatérias na medida em que ndo s6 determinam a inibicdo da transcricdo
genética como afectam a actividade dos factores de transcricdo. A tricostatina
A, que é um inibidor da HDAC, aumenta a actividade do factor NF-KB com
transcricdo de genes inflamatorios em varias linhas celulares [552,560]. Neste
ambito, os processos de acetilacao/desacetilagao influenciam a libertacdo de
citocinas e de factores pro-inflamatoérios, como foi demonstrado por Ito [563] em
relacdo a producdo de IL-1B e do TNF-a pelos macrofagos alveolares de
fumadores, sugerindo este autor um efeito modulador dos oxidantes nas
HDACSs e na transcricdo de genes de algumas citocinas.

O desequilibrio do balanco acetilacdo/desacetilagdo a favor do primeiro, pode
conduzir ao aumento da resposta inflamatéria em fumadores susceptiveis que
desenvolvem DPOC, como foi demonstrado por Szulakowski [564] no tecido
pulmonar de fumadores com DPOC e em fumadores sem patologia,
assinalando os efeitos do tabaco na significativa degradagédo do IkB, com
translocacdo para o nucleo do NF-kB e acetilagcdo da histona H4, marcador da
condensacdo cromatinica, da qual resulta o aumento da acessibilidade do
genoma a transcricdo, com o consequente incremento do stress oxidativo
intracelular nos fumadores. Este autor pdde ainda constatar que nos ex-
fumadores portadores de DPOC se observava um aumento na deplecdo do
IkB, mas, curiosamente, ndo acompanhado pelo aumento da actividade de
transcricdo do NF-kB, o que € manifestamente intrigante atendendo a
persisténcia do processo inflamatorio neste grupo de individuos, mesmo apés a
cessacao tabagica [565]. Ora, a exploracdo de outras vias de activacao
permitiu-lhe concluir que nos ex-fumadores a inflamacéo estava associada ao
aumento da acetilacdo da histona H3 (onde se localizam os genes promotores
dos mediadores pré-inflamatérios como a IL-6, o TNF-a, a cicloxigenase 2,
etc.), explicando assim que a persisténcia do processo inflamatdrio nos ex-
fumadores seria regulada pela acetilacdo desta, mas igualmente que a
acetilacdo de certas classes de histonas pode desencadear um determinado
tipo especifico de transcricdo; esta conclusdo € alias corroborada pelos

trabalhos de Ito [566] que demonstrou um aumento significativo da H4 e da IL-8
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em amostras do parénguima pulmonar de individuos fumadores e em DPOC na
classe IV, demonstrando por um lado que a carga oxidativa e a hiperacetilacédo
se correlacionavam com o0s maiores graus de gravidade da doenca e, por
outro, que eram acompanhados por uma diminuigdo significativa dos niveis da
HDAC?2 presente igualmente nos ex-fumadores com doenca.

Os oxidantes parecem ter um papel relevante na modulacdo das HDAC e na
transcricdo dos genes de citocinas inflamatérias. Com efeito, em modelos
animais a exposi¢ao ao fumo do cigarro revelou, a nivel pulmonar, um aumento
da actividade das histona-acetil transferases (HATs), a par de uma
consequente diminuigdo da actividade das HDACs [567, 568].

A DPOC encontra-se associada a uma resposta inflamatoria pulmonar anormal
que persiste mesmo apos a cessacao tabagica [565]. Este facto constituiu uma
das bases de investigagdo do estudo da activacdo de eventuais circuitos
inapropriados de auto-amplificagdo da resposta inflamatéria, os quais, ao
perpetua-la, impediriam a sua resolucdo em individuos susceptiveis ao
desenvolvimento da doenca.

Neste contexto assume particular relevancia a participacdo de uma outra via
pro-inflamatoéria representada por uma familia de enzimas bem conservadas
sob o ponto de vista evolutivo e que séao activadas por fosforilagdo de residuos
especificos de treonina e tirosina em resposta a estimulacbes celulares -
Mutagen-Activated Protein Kinases (MAPKs) [552,569]. Esta via pode ser
activada por diversos estimulos ambientais (toxinas, oxidantes, incluindo o
fumo do cigarro, luz ultra-violeta, hormonas, mitogénios, alteracdes do pH,
osmolaridade, etc.), bem como por outros de natureza enddgena (citocinas,
factores de crescimento, oxidantes derivados da inflamacéo, etc.) [570].
Existem 3 subfamilias de MAP-cinases bem caracterizadas: as Extracelular
Signal-Regulted Kinases (ERK1 e ERK2), as Stress Activated Protein Kinase,
c-Jun NH2-Terminal Protein Kinase (JNK1, JNK2 e JNK3) e as p38 cinases
(p38a, p38y e a p38d) [569,570]. Genericamente, estas moléculas actuam
através da fosforilacdo de proteinas nucleares ou citoplasmicas, regulando a

expressao celular de genes; amplificam e transmitem sinais extracelulares
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mediados pelos receptores ao citoplasma das células activando os factores de
transcricdo nuclear aos quais se ligam, induzindo a expresséao de genes alvo;
exercem portanto um controlo estreito de varios eventos celulares, bem como
das respostas celulares rapidas a estimulos externos. Com efeito, foi
identificada a interacgéo entre as MAP cinases e o NF-kB na regulacdo de
muitos genes que medeiam a inflamacéo [571].

Sob o ponto de vista funcional a cascata ERK é activada pela ligacdo de uma
proteina aos receptores e factores de crescimento implicados na proliferacao,
diferenciacéo e sobrevivéncia celulares. Ja a JNK e a p38 sdo estimuladas por
vérias citocinas comprometidas na inflamacéo e na apoptose [572]. A via ERK
€ activada por estimulos mitogénicos, como os factores de crescimento,
epidérmico (EGF) e derivado das plaquetas (PDGF). Sob o ponto de vista
biomolecular desencadeia a fosforilagcdo de uma variedade de factores de
transcricdo, como o Ternary Complex Factor-TCF do ELK-1 que se liga ao
DNA, iniciando assim a transcricdo de genes que como ja foi referido
conduzem a proliferacdo celular [572]. Num contexto diverso, ainda que
relacionado com a DPOC, esta via desempenha um papel importante no
desenvolvimento tumoral. Com efeito, estudos efectuados, quer in vitro quer no
ser humano, demonstraram que existia uma correlacdo entre a incidéncia de
cancro e a activacado Ras/ERK1/2 [573,574,575].

A via JNK encontra-se principalmente envolvida no controlo da apoptose [576].
E activada pelos raios ultra-violeta, stress celular, TNF-a, IL-1, choque
osmotico, factores de crescimento, variagcbes de temperatura, etc., levando,
nestas condicdes, a fosforilacdo de varios substractos, um dos quais pertence
a familia dos proto-oncogenes (c-fos), dando lugar a heterodimeros Jun-fos, ou
homodimeros Jun, para formar o factor de transcricdo AP-1 [577]. As proteinas
JNK induzem ainda a fosforilagdo de varios substractos entre os quais o Bcl-2
mitocondrial [577].

Grande parte da informagéo sobre esta MAPK advém de estudos animais;
neste contexto parece relevante a demonstracao de que no rato null para JNK1

se tenham observado alteracdes na proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos
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T [578] e que os linfécitos T-CD4 produzam citocinas Th2 (IL-2, IL-4), mesmo
na auséncia de estimulos Th2 [579].

A via MAPK p38 é constituida por uma proteina que contém uma sequéncia
conservada dos aminoacidos prolina/serina/treonina. As quatro isoformas - p38
a, p38 B, p38 y e p38 & - possuem padrdes funcionais e perfis celulares
diferentes [570]. Os macrofagos pulmonares, por exemplo, expressam
preponderantemente a isoforma a, para além da 3, ndo exibindo nenhuma das
duas restantes [580]. Sob o ponto de vista funcional esta MAPK estabiliza os
MRNAs das citocinas e quimiocinas intervenientes na patogenia da DPOC,
como o TNF-a e as IL-1B, IL-6 e IL-8 [580]. Pode ser activada ndo sé pelo
stress celular, mas também por factores de crescimento, ultra-violetas,
hormonas, ligandos, etc. A sua activacao inicia-se pela fosforilagdo dupla da
tirosina (Tyr 182) e da treonina (Thr180) da sequéncia activadora, facilitando a
ligacdo da p38 a adenosina trifosfato (ATP), com transferéncia do grupo fosfato
da ATP a proteina alvo da fosforilacdo. Outro mecanismo de activacdo é a
autofosforilagcdo, a qual passa pela interaccdo da p38 com a proteina de
activacdo-1 do TGF-B e activagéo das tirosina cinases, de forma semelhante a
que ocorre com a activacdo do TCR dos linfécitos T [582]. Estas MAPKs
parecem desempenhar um papel importante na patogenia da DPOC, dado que
a sua activacdo em determinadas grupos celulares se encontraria presente
desde as fases iniciais as mais avancadas desta doenca [583].

Alguns aspectos importantes desta via das MAPKs no ambito da DPOC tém
sido consubstanciados, tanto em modelos animais como em tecidos humanos,
pelo reconhecimento da sua importancia na patogenia do enfisema pulmonar
através da demonstracdo do aumento da actividade da ERK1/2 nas células
epiteliais e alveolares dos doentes com enfisema [584].

A capacidade de interaccdo entre as diferentes MAPKs foi demonstrada em
varios estudos: quer através da constatacdo de que tanto a cascata ERK1/2
como a JNK podiam activar o NF-kB em mondcitos e em células epiteliais das
vias aéreas [585,586], quer no trabalho de Lemjabbar [587] ao reconhecer que
a activacdo do Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) era necesséria para
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a inducdo do gene MUCS5AC pelo tabaco e que a sua expressao podia ser
desencadeada tanto pelas ROS que atravessavam a membrana e activavam a
via JNK, através de um mecanismo independente do EGFR, como a partir da
activacdo da via ERK1/2. Estas duas vias convergiam no nucleo, na AP-1,
promovendo a transcricdo do gene MUCS5AC [588]. De facto Renda [589], ao
avaliar a expressao da p38 em pecas cirargicas de doentes com DPOC em
diferentes estadios da doenca, fumadores sem DPOC e em nao fumadores,
identificou um aumento da expressao da p38 nos macrofagos alveolares e nas
paredes alveolares dos doentes com DPOC grave e nos estadios ligeiro e
moderado, por comparagdo com OS outros grupos, a qual se relacionava
inversamente com a obstrucéo, tendo ainda observado uma correlagao positiva
entre o nimero de células p38 positivas e as células CD8" presentes nas
paredes alveolares, salientando a importancia da interaccao entre as vias de
activacéo dos linfécitos T e a p38.

Ainda no ambito da inflamacdo que acompanha a DPOC tem sido alvo de
interesse o0 Receptor for Advanced Glycation End-Products (RAGE). Trata-se
de um receptor transmembranar pertencente a familia das imunoglobulinas
[590] que medeia as respostas a lesao celular induzida por varios estimulos,
como: hiperglicemia, stress oxidativo, hipdxia, envelhecimento, etc. [591,592].
Encontra-se largamente expresso a nivel pulmonar, parecendo tér uma funcao
homeostatica [593]. Liga-se a varias Damage-Associated Molecular Patterns
(DAMP), também conhecidas por alarminas. Estas sdo libertadas no contexto
da leséo celular (infecciosa, traumatica, necrose celular, etc.). Outros exemplos
de alarminas sdo representados pelo acido urico, DNA, proteinas de choque
térmico (HSP), etc. [594]. A proteina nuclear High Mobility Group Box 1
(HMGB1) regula a transcricdo e constitui um dos ligandos da RAGE; outros
exemplos desses ligandos integram os membros da familia das proteinas
S100, os Advanced Glycation End Products (AGEs) e a amiloide sérica A
(SAA) [595]. Quando estes ligandos se unem ao RAGE inicia-se uma cadeia
pro-inflamatéria. O RAGE intervém na diabetes complicada, na aterosclerose e

na artrite reumatoide [596,597]. Parece ter uma importante funcdo na

98



organizacéo teciduar, bem como na proliferagcédo e migracdo de fibroblastos e
células alveolares epiteliais. E por isso considerado um marcador das células
epiteliais alveolares de tipo | [598,599,600]. Possui varias isoformas, incluindo
uma soluvel (SRAGE) que funciona como um receptor isco, promovendo a
unido dos ligandos do RAGE no liquido extracelular e protegendo assim 0s
tecidos da inflamacéo e da lesdo. No homem, a doenca coronéria [601] e a
artrite reumatoide [602] estdo associadas a diminuicdo da concentracdo da
SRAGE, pelo que esta tem sido proposta como um marcador do deficiente
controlo inflamatério [602]. Na DPOC tanto a expressdo do RAGE como da
HMGB1 estariam aumentadas nas vias aéreas dos fumadores com e sem
doenca [603]; esta Ultima parece correlacionar-se com a percentagem de
neutrofilos, sugerindo uma capacidade quimiotactica para estas células.
Destaca-se ainda, nestas circunstancias, o facto de os niveis de SAA se
apresentarem igualmente elevados na DPOC [604] em franco contraste com 0s
niveis do receptor soluvel do RAGE, o qual tem propriedades anti-inflamatoria e
se encontra diminuido no soro destes doentes, parecendo correlacionar-se

fortemente com a gravidade da obstrucdo aérea [605].

5-Oxidantes/ Sensibilidade do Receptor dos Glucocorticoides

O stress oxidativo pode interferir com a via de activacdo do receptor dos
glucocorticoides. Na verdade, é reconhecida a fraca resposta do processo
inflamatorio aos corticosterdides na DPOC, pois tanto a expressao como a
actividade da HDAC-2 se encontram diminuidas nos portadores da doenca sem
que se verifique qualquer alteracdo na actividade das acetiltransferases. A
supressédo induzida pelos glucocorticoides na transcricdo dos genes
inflamatorios requer o recrutamento da HDAC-2 na activagdo do complexo de
transcricdo do receptor do glucocorticoide [560,563], do qual resulta a
desacetilacdo das histonas e a diminuicdo da transcricdo de genes
inflamatorios. Tanto o fumo do tabaco como o stress oxidativo em geral alteram

a funcdo da HDAC2 [563]. Pensa-se, pois, que um dos mecanismos possiveis
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para explicar essa resisténcia resida na baixa concentragcdo de HDAC?2 devida
a degradacdao oxidativa induzida pelas ROS/RNS como o peroxinitrito (ONOQO),
a acroleina e o 4-HNE [568]. Esta resisténcia pode no entanto ser revertida,
através da activacéo selectiva da HDAC?2 pela teofilina, que permite restaurar
0s niveis de HDAC2 nos macréfagos dos doentes com DPOC, por um
mecanismo que envolve a inibicdo selectiva da enzima Pl 3Kd, a qual é
activada pelo stress oxidativo nos doentes com DPOC [606]. Alguns
antioxidantes, como os polifendis naturais, a curcumina e o resveratrol, podem
restaurar a fungdo dos glucocorticoides através da protec¢cdo da HDAC2 [607].
Outras estratégias advém do reconhecimento da importancia, por exemplo, da
proteina transmembranar designada por P-glicoproteina (P-gp) que promove a
extrusdo dos glucocorticoides das células, influenciando assim, as
concentracOes intracelulares destes, tendo-se constatado que o0 gene que
codifica a Pgp - o Multidrug Resistance Gene (MDR1) - que na circunstancia de
se encontrar altamente expresso, explicaria a resisténcia nas doencas
inflamatorias [608]; dai, portanto, o interesse na utilizacdo de potenciais
inibidores da Pgp. Por outro lado salienta-se ainda o contributo do Macrophage
Migration Inhibitory Factor (MIF), o qual, para além de citocina pro-inflamatoria,
tem efeitos anti-glucocorticoides podendo vir a constituir um alvo de eventuais

inibidores ou de anticorpos monoclonais [609].

6-Stress Oxidativo e Balango Proteases/Antiproteases

O desequilibrio da relacao proteases/antiproteases a nivel pulmonar constitui
um aspecto central da patogenia do enfisema pulmonar em fumadores. Esta
concepgao tem por base a constatacdo do desenvolvimento precoce desta
patologia em doentes portadores de défice em a;-Pi, enquanto principal inibidor
da elastase neutrofilica [610]. No caso dos fumadores com niveis normais
desta antiprotease a carga elastolitica resultaria do aumento de recrutamento
de leucécitos ao pulmao, com inactivacdo oxidativa funcional da a;-Pi. Esta

deficiéncia funcional seria assim, uma consequéncia da inactivacdo da
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antiprotease com origem na oxidagéo do residuo de metionina pelos oxidantes,
tornando-a inactiva.

Os macrofagos dos fumadores libertam quantidades acrescidas de ROS que
promovem a inactivacdo da anti-protease in vitro [611]. Alias, estudos iniciais
revelaram que a fungao da a;-Pi no LBA se encontrava diminuida em cerca de
40% nos fumadores em relacdo aos ndo fumadores [611] e, por isso, a
degradacéo da elastina seria 0 mecanismo fundamental da destruicdo alveolar
do pulméo. Contudo, tem-se reconhecido o aumento da expressao das
metaloproteinases nos pulmdes enfisematosos [612, 613] provenientes das
células inflamatorias (neutréfilos e macréfagos). As metaloproteinases sdo uma
familia que compreende pelo menos 20 enzimas proteoliticas, as quais tém
uma participacao essencial no remodeling tecidular e na reparacdo associada
ao desenvolvimento e inflamacéo [612]. Promovem a degradacg&o do colagénio,
da laminina e da elastina. Consoante a especificidade do substracto e a
semelhanca dos aminoacidos, entre outros factores, podem ser subdivididas
nas seguintes classes: as colagenases (MMP-1,-8,-13), as gelatinases (MMP-
2,-9), as estromalisinas (MMP-3,-10,-11), as do tipo membranar (MMP-14 a
MMP-25), as matrilisinas (MMP-7) e a metaloelastase macrofagica (MMP-12)
[614].

Como a MMP12 é produzida predominantemente pelos macrofagos alveolares
e degrada a elastina, tem sido considerada importante no enfisema pulmonar,
podendo ser isolada na expectoracdo, LBA, biopsias brénquicas e no tecido
pulmonar periférico de doentes com enfisema avancado [615,616]. Para além
dos macrofagos alveolares a MMP-12 expressa-se também nas células
dendriticas pulmonares e nas derivadas da medula 6ssea, como foi constatado
no modelo animal apés estimulacdo com LPS ou extrato do cigarro [617],
desconhecendo-se o0 seu significado. Outras metaloproteinases, como a MMP-
9 e a MMP-2, encontram-se expressas no pulmdo com DPOC; no entanto o
papel da MMP-9 no estabelecimento do enfisema néo esté clarificado, ja que o
rato sem MMP-9 néo se encontra protegido do desenvolvimento do enfisema

[612]. Alias, a evidéncia do envolvimento da MMP-9 na DPOC advém mesmo
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do aumento da sua expressao no tecido pulmonar dos doentes [618]. Quanto
as colagenases, a MMP-1 parece ter influéncia no desencadeamento do
enfisema, dado o aumento da sua expressdo nos pulmdes dos doentes com
DPOC, comparativamente aos dos controlos [619], existindo até alguma
evidéncia da participacdo desta colagenase na patogenia do enfisema [620],
pois apesar da definicdo histopatologica desta afeccdo ndo comportar a fibrose
[621] parece ocorrer no enfisema avancado uma deposicao de colagénio [622].
Um outro aspecto a ter em consideracdo é o impacto que os efeitos do
remodeling da matriz extracelular pode ter no processo inflamatorio alveolar,
dado que a elastina fragmentada pela accdo da MMP-12 tem propriedades
quimiotacticas para 0s mondcitos, assim como o0 peptideo derivado do
colagénio da destruicdo da matriz extracelular, que induz uma chamada de
neutrofilos, produzindo assim um aumento do processo inflamatorio pulmonar
dependente da activacdo do receptor quimiocinico CXCR2 [623]. Outro
mecanismo envolvido no estabelecimento do enfisema estd associado a
libertacdo de substancias liticas, como as perforinas e a granzimas
provenientes dos linfécitos T-CD8, como foi evidenciado no LBA de doentes
com DPOC [624]. Ainda neste contexto, salienta-se a ineficacia dos processos
de reparacdo, pois o fumo do cigarro parece inibir, quer a sintese, quer a
deposicdo, tanto da elastina como do colagénio [625], assim como a
capacidade proliferativa em cultura dos fibroblastos dos doentes com enfisema
[626].

Mas o fumo do tabaco tem igualmente efeitos nefastos tanto sobre as células
endoteliais como nos seus percursores, aos quais acresce ainda a inducao de
senescéncia nas células epiteliais alveolares [627,628]; considerados no seu
conjunto, existe uma multiplicidade de factores que conduzem a
irreversibilidade do estabelecimento das lesdes enfisematosas. Entretanto, e
apesar da inibicdo da reparacéo fibroblastica induzida pelo tabaco, observa-se
a presenca de uma fibrose peribronquiolar, a qual tem sido atribuida a
producdo de factores de crescimento libertados na parede das pequenas vias

aéreas, particularmente do TGF-B [629], e que parece surgir como uma
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reaccao paradoxal ao desaparecimento do parénquima pulmonar.

7-Apoptose

A apoptose constitui um processo estritamente regulado de morte celular
através do qual sdo removidas as ceélulas nocivas ou indesejaveis permitindo a
resolucdo do processo inflamatério [630]. Na sua regulacdo encontram-se
envolvidas as caspases [631]. Este processo € fundamental para a
manutencdo da homeostasia tecidular, estando em equilibrio com a
proliferacdo e diferenciacdo, sendo importante para a manutencdo da
homeostasia tecidular.

Na DPOC o balancgo entre a apoptose e a proliferagédo encontra-se perturbado,
como foi demonstrado por varios autores ao constatarem, quer um aumento da
apoptose das células endoteliais em amostras de pulmé&o provenientes de
individuos com DPOC [632], quer das células epiteliais alveolares, endoteliais e
mesenquimatosas no enfisema, a par de um aumento da actividade das
caspases e da expressao das proteinas pro-apoptoticas, Bax e Bad, enquanto
que a proteina anti-apoptética Bcl-2 era indetectavel no tecido pulmonar
enfisematoso [633]. Também a expressdo do Vascular Endotelial Growth
Factor (VEGF), que tem um papel importante na manutencédo das estruturas
alveolares, bem como do seu receptor VEGF R2, encontram-se
significativamente diminuidos no enfisema pulmonar [634].

Neste contexto Hodge [635] descreveu um aumento da apoptose das células
epiteliais alveolares e das células T no escovado brénquico e no LBA de
doentes com DPOC. Este autor péde ainda demonstrar ndo s6 a persisténcia
da apoptose das células epiteliais das vias aéreas, mesmo ap0s a cessacao
tabagica, como um aumento da mesma nos linfécitos T do sangue periférico
dos doentes.

Outros investigadores [636,637] procuraram estudar indirectamente a
citotoxicidade dos linfocitos T-CD8, particularmente da perforina, na inducéao da

lise e apoptose das células epiteliais, constatando que a apoptose das células
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alveolares nos fumadores com enfisema aumentava com a carga tabagica e

com o numero de linfocitos T-CD8.

No seu conjunto, estas investigagdes assinalam a preponderancia do processo
apoptético das células estruturais pulmonares nos doentes com DPOC e a sua
importancia no desenvolvimento do enfisema. A associacdo, quer a uma
protedlise excessiva e ao stress oxidativo, quer a inflamagéo, permitem explicar
a destruicdo observada nesta patologia [638]. Por outro lado, a apoptose das
células endoteliais é responséavel pela diminuicdo da expressdo do VEGF e as
alteracdes da microcirculagdo que resultam dos danos endoteliais apontam
para a promocao da apoptose dos pneumocitos perpetuando este ciclo. A
diminuicdo da expresséo do factor de crescimento vascular endotelial parece
ser mediada indirectamente pelo stress oxidativo, como apontam os resultados
do trabalho de Tuder [639] que demonstrou que a apoptose predominava nas
areas de stress oxidativo e que o bloqueio da primeira, através dum inibidor da
caspase, reduzia a expressdo dos marcadores da oxidacdo, sugerindo a
interaccao entre a apoptose das células alveolares e o stress oxidativo.

Por outro lado, o aumento da actividade elastolitica detectado nas células
epiteliais apoptoticas [638] favorece e amplifica a destruicdo da elastina.

A funcdo de manutencdo do equilibrio da apoptose encontra-se assim
extensivamente alterada na DPOC, dado que os seus efeitos se encontram
ainda amplificados pela diminuicdo da clearance, com persisténcia das células
apoptéticas e dos seus produtos, contribuindo para a amplificacdo da

inflamacé&o, como foi demonstrado por Hodge [640].

A DPOC acompanha-se igualmente de perturbacdes sistémicas. Neste
contexto varios autores tém descrito alteracbes da apoptose, quer na
circulacao sistémica, quer nos musculos esqueléticos dos doentes com esta
afeccdo. Sao disso exemplos 0 aumento da propensao para apoptose dos
linfécitos T periféricos nos doentes com DPOC [635] acompanhada pelo

aumento da expressdao de mediadores implicados na inducdo da apoptose
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destas células, como o TNF-a/TNFR, Fas e TGFR. Para estes autores, a
apoptose excessiva associava-se a uma clearance deficiente, contribuindo
para a manutencdo da inflamacédo. Outros investigadores [641] destacam a
elevacao significativa dos niveis de TNF-a, bem como dos receptores TNF -
R55 e R75, no sangue dos doentes com DPOC.

Ainda neste ambito, Noguera [642] demonstrou uma activacdo anormal dos
neutrofilos apoptoticos circulantes nos doentes com DPOC; este achado
sugere que mesmo durante o processo da apoptose estas células podem
danificar os tecidos, dificultando o reconhecimento e a sua remogé&o por parte
dos macrofagos. Neste contexto Brown [643] demonstrou que a apoptose
destas células estava diminuida na DPOC estavel e no grupo controlo de
fumadores sem doenca, devido a activacdo do NF-kB.

A perda de peso e a fraqueza muscular devida a atrofia € comum nos doentes
com DPOC, afectando seriamente a qualidade de vida dos doentes. Um dos
mecanismos assinalados € a diminuicdo do numero das fibras musculares por
activacdo da via apoptotica. De facto, Agusti [644] referenciou um aumento da
apoptose dos musculos esqueléticos dos portadores de DPOC, sobretudo nos
doentes com baixo indice de massa corporal (IMC), quando comparados com
os portadores de um IMC normal. Por outro lado, pdde ainda constatar que a
apoptose dos musculos esqueléticos se associava a uma baixa tolerancia ao
exercicio, para niveis similares de obstrugdo. Tém sido detectadas anomalias
mitocondriais no musculo esquelético na DPOC [645,646,647]: 0 aumento da
actividade da citocromo oxidase e a presenca de alteracdes bioenergéticas
significativas. Assim, a perda de massa muscular parece estar na dependéncia
da citocina TNF-a consecutiva a estimulacdo da apoptose através da sua
interaccdo com o receptor presente no musculo [648].
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CAPITULO VII

ALTERACOES ESTRUTURAIS E INFLAMATORIAS DAS VIAS AEREAS
E DO PARENQUIMA PULMONAR

A complexa natureza multifactorial e poligénica da DPOC, a par da
heterogeneidade da sua expressao clinica, tem dificultado um completo
conhecimento da sua patogenia.

As alteracOes estruturais e funcionais pulmonares parecem resultar das
interac¢cdes de um conjunto de mecanismos patogénicos que compreendem 0s
desiquilibrios no balanco oxidantes/antioxidantes, proteases/antiproteases,
alteracdes imunologicas e dos processos de reparagdo, constituindo redes
complexas e interligagbes das quais conhecemos apenas algumas vias. Esta
aparente complexidade a nivel local é ainda dificultada pela presenca de uma
inflamacédo sistémica que pode ndo sO6 modular a doenca, como ser
responsavel pelo desenvolvimento de manifestacdes sistémicas, e/ou
eventualmente agravar comorbilidades, com impacto importante tanto na
sobrevida como na qualidade de vida destes doentes e nas opcgodes
terapéuticas.

Sob o ponto de vista fisiopatolégico as alteracdes pulmonares nos fumadores

com DPOC estavel compreendem a inflamacdo das vias aéreas centrais e
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periféricas bem como a inflamacéo e destruicdo dos espacos aéreos para além
dos bronquiolos terminais (enfisema) [649,650]. As consequéncias funcionais
destas alteracbes traduzem-se nas vias aéreas de maior calibre por uma
hipersecrecdo de muco, circunstancia que originou a definicdo clinica da
bronquite crénica expressa por tosse e expectoracado pelo menos trés meses
no ano durante dois anos consecutivos [650,651]. JA as consequéncias
funcionais das alteragcbes das pequenas vias aéreas e do parénquima
pulmonar, consideradas as principais responsaveis pela limitacdo do fluxo
aéreo, resultantes quer da obstrucdo quer do aumento das resisténcia das
pequenas vias (bronquiolite crénica), do colapso expiratério precoce durante a
expiracdo destes canais aéreos devido a perda das ligacbes bronquiolo-
alveolares [652] e ao nivel do parénquima pulmonar pela perda da capacidade
de retraccao elastica, subjacente ao enfisema [653], que para Fry [654] seria
responsavel pela limitacdo aérea numa minoria de doentes, j& que a maioria
apresentaria anomalias tanto a nivel das vias aéreas como do parénquima. A
perda da retraccdo elastica e a diminuicho da condutancia parecem
correlacionar-se com a destruicao tecidular e com a diminuigdo de calibre das

vias aéreas nos portadores de doenca avancada [655].

1- Alteragdes Estruturais e Inflamatorias das Vias Aéreas e do Parénquima

Pulmonar

As alteracdes das células estruturais do aparelho respiratério sob a accdo do
fumo do tabaco podem representar, numa visdo simplista, o resultado final da
agressao do aparelho respiratério, reduzindo-a ao binédmio causa-efeito, ou
introduzir nesta premissa as interac¢coes complexas da dinamica biologica,
constituindo, segundo Puchelle [656], uma forma de autoproteccdo e de
reparacao das lesdes induzidas pelo tabaco.

Nas vias aéreas centrais a resposta do epitélio a agressao traduz-se pela
transformacdo do epitélio cilindrico ciliado numa metaplasia escamosa, com

comprometimento da clearance mucociliar e com o aumento do risco de
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desenvolvimento do carcinoma [657]. A este nivel as alteragBes estruturais
observadas pela maioria dos autores foram correlacionadas com a intensidade
do consumo tabagico (macos/dia) [658]; com efeito, no estudo de Laperre
[659], a metaplasia escamosa encontrava-se presente em 46 % dos fumadores
activos e em 23% dos ex-fumadores.

Nas pequenas vias aéreas a metaplasia escamosa parece ndo sO aumentar
com a gravidade da doenca, como contribuir para a fibrose peribronquiolar
através da secrecdo da interleucina-18 e da activacdo dos fibroblastos, com
aumento de producao do Transforming Growth Factor (TGF-B), que amplifica a
transformacao patoldgica epitélio-mesenquimatosa [660].

A hipertrofia do musculo liso correlacionar-se-ia inversamente com a funcéo
pulmonar [661], encontrando-se significativamente aumentada (cerca de 50%)
nos portadores de doenca grave e muito grave [662]. Para além da funcéo
contractil, esta estrutura pode expressar citocinas, quimiocinas, factores de
crescimento e proteases, pelo que participa activamente nos processos de
inflamacé&o e remodeling [663, 664, 665].

A hiperplasia das glandulas mucosas, com manutencdo da estrutura da
membrana basal epitelial, ocorre na maioria dos doentes com obstrucao fixa
[666,667], embora existam relatos do aumento da espessura da membrana
basal num subgrupo de doentes portadores de DPOC que exibiam um perfil
inflamato6rio marcadamente eosinofilico, como foi salientado por Chanez [668].
A hiperplasia glandular esta na base da hipersecre¢cdo mucosa crénica que tem
sido responsabilizada, quer pelo excessivo declinio anual do FEV; quer pelo
risco de agudizacbes e ainda pelo desenvolvimento da propria DPOC [669],
encontrando-se presente tanto nas vias aéreas de maior calibre como nas
pequenas vias dos doentes com bronquite crénica [670] e traduzida por um
aumento da expressdo da mucina MUC5AC acompanhada de uma diminui¢cao
da expressdo da MUC5B [671] nas primeiras, enquanto que ao nivel das
pequenas vias aéreas ocorre um aumento da expressdao da MUC5B no lumen
e da mucina MUC5AC no epitélio bronquiolar [672].

As células caliciformes tém sido associadas a inflamacdo por neutrofilos,
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através da qual a elastase neutrofilica e a catepsina G actuariam como
secretagogos ao promoverem a desgranulacdo dessas células [673]. Com
efeito, os genes das mucinas parecem estar sob os efeitos regulatorios, tanto
da inflamacdo (TNF-a, IL-1B) e de estimulos oxidantes (tabaco, biomassa)
como de agentes patogénicos infecciosos respiratérios através, sobretudo dos
seus componentes lipidicos [674].

A obstrucdo das pequenas vias aéreas por exudatos muco-inflamatorios foi
considerada inicialmente como um artefacto post mortem; no entanto, estudos
efectuados em pecas operatérias de resseccao in vivo confirmaram nao so a
sua existéncia como a sua associacéo de forma independente, com a reducgéo
do fluxo aéreo nos doentes com DPOC submetidos a cirurgia [675]. Ainda
neste ambito salienta-se o facto de também estes canais aéreos sofrerem a
perda de fibras elasticas, fenobmeno bem reconhecido a nivel estritamente
alveolar no enfisema, e do qual se pdde inferir que também estas vias podiam
vir a desaparecer [676]. Este facto foi demonstrado por Hogg [677] ao constatar
a existéncia de uma diminuicdo do numero das pequenas vias de conducdo
nos portadores de enfisema centrolobular através da microtomografia
computorizada, e que esta redu¢do numérica contribuia, sob o ponto de vista
funcional, para o aumento da resisténcia das vias aéreas, expresso atraves de
modelos matematicos computacionais que |Ihe permitiram concluir que uma
perda de 50% destas vias tinha como consequéncia imediata uma duplicacdo
da resisténcia. Este importante achado anatomo-funcional pode ainda conduzir
a assuncdo de que esta alteracdo das pequenas vias venha preceder o
desenvolvimento do enfisema e recentrar o problema da deteccdo precoce
desta afecc¢ao.

A presenca de foliculos linféides nas vias aéreas dos doentes portadores de
DPOC, ja reconhecida desde a década de noventa [678], veio despertar um
novo interesse pela eventual participacdo patogénica destas estruturas,
detectadas tanto nas formas ligeiras e moderadas [679] como nas formas mais
graves [680] da doenca, distribuindo-se ndo sé ao nivel das pequenas vias

aéreas mas igualmente no parénquima pulmonar e reproduzidas no modelo
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murino quando exposto cronicamente ao fumo do tabaco [681].
Estruturalmente, estes foliculos [681,682,683] sédo constituidos por agregados
de células B rodeados por linfécitos T-CD4 (80 a 90%), por CD8 e por células
dendriticas foliculares. Uma parte importante do infiltrado é composto por
células CD27 positivas, que sdo um marcador de memoria das células B [684],
e sabe-se que estes estes foliculos possuem um centro germinativo [685].
Estas estruturas sdo reconhecidas por alguns autores como oOrgaos linfoides
terciarios (TLOs) [686, 687] resultantes de uma neogénese linféide e portanto
considerados como um tecido linféide ectopico, que se desenvolveria em
situacdes de inflamacdo cronica associada a infecgcdo ou a autoimunidade
[686, 688], e que no caso da DPOC envolveriam tanto as vias aéreas como 0
parénquima pulmonar. Sob o ponto de vista da sua arquitectura assemelham-
se aos orgaos linféides secundarios, com uma area B distinta (folicular), areas
de células T (paracortex) e vénulas endoteliais que regulam o extravasamento
das células; no entanto, ndo sdo capsulados nem possuem vasos linfaticos
aferentes [680]. Os linfécitos B isolados dos foliculos apresentam
caracteristicas de oligoclonalidade, o que sugere uma inducdo antigénio-
especifica [681].

A presenca em maior numero e a distribuicdo destas estruturas nos portadores
de DPOC sugerem que elas desempenhem um papel importante na resposta
imune adaptativa [689] face a colonizagdo/infec¢do das vias aéreas inferiores,
tdo frequentes nestes doentes [690]. De facto, parece admissivel que a
reactividade das células B e T se dirija preferencialmente contra os antigénios
bacterianos/virusais que colonizam e/ ou infectam a maioria destes pacientes;
por outro lado, 0 aumento das exacerbacdes nas fases mais graves da doenca
parece consentaneo com o aumento paralelo dos foliculos linféides observados
no end stage da DPOC. Outro dos mecanismos apontado na génese destes
foliculos linfoides & a autoimunidade. Com efeito, o ambiente inflamatorio
cronico que acompanha a doenga, traduzido pelo recrutamento de células
inflamatorias e pela lesdo tecidual, favoreceria a iniciacdo e/ou manutencao de

respostas imunes locais, quer contra 0s componentes resultantes da
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degradacdo da matriz extracelular (acido hialurénico, colagénio, elastina, etc.),
como foi demonstrado por Lee [691] através da presenca de anticorpos anti-
elastina no plasma e de células B produtoras de anticorpos anti-elastina no
tecido pulmonar de doentes enfisematosos, quer ainda contra componentes do
tabaco susceptiveis de desencadear uma acgédo imunogénica, através da sua
ligacdo a matriz extracelular que desencadearia uma resposta mediada por
anticorpos; estes, ao ligarem-se a antigénios presentes constituiriam
complexos imunes que se estiverem unidos a matriz serdo envolvidos no
processo inflamatorio tendente a sua remocgdo, embora esta reaccdo possa
atingir igualmente outros componentes. Assim, a degradagédo directa ou
indirecta da matriz mediada por anticorpos pode resultar na formacéo de novos
antigénios, perpetuando o processo inflamatério e a destruicdo tecidular
[691,692].

A nivel do parénquima pulmonar, o alargamento dos espacos aéreos com
destruicdo das paredes alveolares, ndo associado a fibrose significativa,
configura sob o ponto de vista patologico o enfisema pulmonar [693]. Desta
definicdo ressaltam dois aspectos centrais: a destruicdo e a irreversibilidade do
processo patologico. De facto, comparativamente as vias aéreas e sob o
mesmo estimulo tabagico, existe uma divergéncia de comportamentos nestes
dois territdrios: enquanto que no primeiro se assiste a uma proliferacédo celular,
no segundo o tecido alveolar vai desaparecendo sob o efeito de varios
mecanismos que convergem na destruicdo estrutural alveolar. Neste ambito
tém sido assinalados como particularmente relevantes: o stress oxidativo, a
protedlise da matriz extracelular, a apoptose das células alveolares, a
inflamacé&o e a senescéncia, entre outros [694,695,696,697].

A matriz pulmonar compreende duas componentes principais: a de
compartimento de suporte, constituida por uma estrutura complexa de
proteinas e glicoproteinas, da qual fazem parte os varios tipos de colagénio, a
elastina, a fibronectina, a laminina, a heparina e os proteinoglicanos, onde
habitam células e vasos; e a componente funcional, que alberga factores de

crescimento - citocinas e quimiocinas - que participam activamente tanto nos
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processos fisiolégicos como patoldégicos que ocorrem neste territorio [698],
conferindo a esta estrutura uma composi¢cao complexa e dinamica.

Os varios constituintes da matriz extracelular podem sofrer degradacao sob a
accdo das metaloproteinases [699]. Estas enzimas proteoliticas, que
geralmente actuam em conjunto e que foram associadas sobretudo a
degradacdo e ao remodeling (angiogénese, desenvolvimento 0sseo,
cicatrizacdo, etc.) [700], sdo presentemente consideradas como proteases
multifuncionais [701], desempenhando papéis importantes nas doencas
inflamato6rias crénicas e no cancro [702]. No contexto da DPOC, e
particularmente no desenvolvimento do enfisema pulmonar, a reformulacdo da
teoria do balanco proteases/antiproteases veio a incluir as metaloproteinases
[703]. Esta inclusdo ficou a dever-se a um conjunto alargado de dados
provenientes de modelos animais [704, 705] que demonstraram a importancia
destas enzimas, ndo s6 na destruicdo do parénquima pulmonar, como na
iniciacdo, manutencdo e modulacdo do processo inflamatorio desencadeado
pelo tabaco.

Neste contexto, a MMP-1 ou colagenase intersticial-1, segregada a nivel
pulmonar pelas células epiteliais brénquicas, pelos pneumdcitos tipo Il e pelos
macrofagos alveolares, tem actividade alargada contra os colagénios tipos I, I,
[, VII, X, gelatina, pro-MMP-2 e pro-MMP-9 [698]. No animal transgénico (rato)
gue expressava a nivel pulmonar um aumento da MMP-1 humana [706]
constatou-se o desenvolvimento precoce de enfisema, 0 mesmo se verificando,
embora mais tardiamente, no heterozigoto do mesmo modelo que apresentava
igualmente uma diminuicdo do colagénio tipo Ill associado a um aumento da
compliance pulmonar [706]. Estes achados vieram assinalar a importancia de
outros componentes da matriz, para além da elastina, e da influéncia da perda
do colagénio tipo Il no enfisema. Na DPOC, a expressdo génica da MMP-1
parece aumentar no parénquima pulmonar a par da gravidade da doenca
(GOLD) [707].

A MMP-9 é uma gelatinase segregada pelas células epiteliais brdonquicas,

pelos neutroéfilos, eosindfilos, mastocitos e macrofagos alveolares; possui uma
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actividade alargada contra varios substratos, como os colagénios IV, V, VII, X e
XIV, a gelatina, a elastina e as pro-MMP-9 e pr6-MMP-13 [701]. A sua
expressao pode ser induzida pelas interleucinas IL-13 e IL-8 [698, 708]. Ainda
neste ambito, a MMP-9 pode activar o TGF- que por sua vez ir4 activar a
producédo e a secre¢do da MMP-9 [709,710]. A pesquisa da participagdo desta
metaloproteinase na DPOC permitiu coligir um conjunto de dados que se
estende desde o aumento dos seus niveis plasmaticos nos portadores de
enfisema associado a deficiéncia em a;-Pi, correlacionando-se esses valores
negativamente com o FEV;, com a DLCO e com saturagdo [711]. Outros
estudos [708,712] reportaram 0 seu aumento na expectoragdo induzida de
fumadores, com e sem obstrucdo bronquica, assistindo-se a manutencédo de
valores elevados mesmo apoés a cessacao tabagica. Atkinson [713] demonstrou
gue em pulmdes humanos afectados por enfisema a principal fonte da MMP-9
residia nos macrofagos alveolares.

A MMP-2 é uma gelatinase cujos substratos séo os colagénios I, II, lIL,IV, V, VII,
X, Xl e XIV, para além da gelatina, elastina e fibronectina [701]; é segregada
fundamentalmente pelas células epiteliais bronquicas e pelas células
musculares lisas das vias aéreas onde desempenha um importante papel na
proliferacdo celular [701,710]. A participacdo na DPOC foi demonstrada pela
sua presenca em valores aumentados nos pulmdes de doentes, sobretudo a
nivel dos macréfagos alveolares e das células epiteliais das vias aéreas [714].
Quanto a participacdo da MMP-12 (metaloproteinase da matriz), cuja
expressao se encontra aumentada em animais expostos ao fumo do tabaco
[715,716], para além da destruicdo da matriz promove um aumento de citocinas
pro-inflamatérias, como a IL-8 (em cultura de células epiteliais) [717], e do TNF-
a [718]. Ainda no modelo animal, Le Quément [719] demonstrou que a inibi¢do
selectiva da MMP-12 reduzia o numero de neutrofilos e de macrofagos na
lavagem alveolar, associado a uma diminuicdo dos receptores do TNF, da
Macrophage Inflammatory Protein (MIP-1y), da IL-6, do inibidor tecidular da
metaloproteinase (TIMP-1) e da pr6-MMP-9.

A destruicéo das fibras de elastina, apontada como o paradigma da destruicéo
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alveolar [720,721,722], resulta fundamentalmente das ac¢Oes das elastase
neutrofilica e das metaloproteinases (MMP-12, MMP-8, MMP-9), das
catepsinas S e L dos macréfagos e da proteinase-3 dos neutréfilos, que ao
ultrapassarem a capacidade anti-proteasica pulmonar promovem a sua
destruicdo. Por outro lado os fragmentos de elastina provenientes dessa
actividade proteolitica tém capacidade quimiotactica para mondcitos,
aumentando a inflamacdo e, através dela, a carga protedsica que €
responsavel por uma destruicdo sustentada do parénquima pulmonar
[723,724]. Ainda neste contexto a reparacdo deste processo, através de uma
eventual resintese e da acumulacdo de colagénio e elastina sdo ndo soO
inibidas pelo tabaco [725], como este parece ser responsavel por alteracbes
fenotipicas dos fibroblastos, diminuindo-lhes a capacidade proliferativa e a
resposta ao TGF-B1 (reconhecido pelos seus efeitos estimulatérios na
proliferacdo de fibroblastos in vivo e in vitro e, portanto, implicado nos
processos normais de cicatrizacdo), como foi demonstrado por Zhang [726].
Entretanto, varios estudos [727,728] tém referido um aumento da sintese de
elastina nos pulmdes enfisematosos, quer em modelos animais quer em
humanos. Com efeito, Deslee [729] demonstrou que a expressao da elastina m
RNA se encontrava significativamente aumentada nas paredes alveolares dos
doentes com DPOC muito grave, pelo que se podera concluir que este
aumento da sintese da tropoelastina ndo seja suficiente para compensar a
degradacdo proteolitica e a destruicdo, reflectindo em Ultima analise o
comprometimento dos mecanismos de reparacao.

Outros estudos [696,730,731] tém assinalado a incapacidade de manutencao
da estrutura alveolar e a apoptose como mecanismos contributivos para o
desenvolvimento do enfisema; de facto, Kasahara [732] demonstrou que a
apoptose septal alveolar se acompanhava de uma diminuicdo da expressao,
tanto do VEGF como do seu receptor 2, no pulméao enfisematoso. Em modelos
animais foi igualmente constatado que o bloqueio do receptor do VEGF se
associava ao desenvolvimento de enfisema [704]. Estes resultados parecem

sugerir que a perda dos factores de manutencéo das células endoteliais pode
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contribuir igualmente para a patogenia do enfisema. Por outro lado, foram-se
acumulando dados sobre a importancia da apoptose das células estruturais na
patogenia do desaparecimento do parénquima pulmonar. Segura-Valdez [714]
descreveu um aumento da apoptose das células endoteliais em amostras de
tecido pulmonar de portadores de DPOC por comparagdo com controlos sem
doenca e Imai [733] constatou ndo s6 um aumento de células apoptoticas
(epiteliais alveolares, endoteliais e mesenquimatosas), como de subunidades
da caspase e a expressdo de proteinas proé-apoptéticas (Bax e Bad) nos
doentes com enfisema, em clara oposi¢cdo aos achados nos controlos. Este
autor péde ainda demonstrar a presenca de um aumento da proliferacéo
celular; este facto viria a ser corroborado posteriormente por Aoshiba [734] ao
demonstrar um aumento significativo da proliferacdo das células alveolares em
doentes com enfisema pulmonar, através dos marcadores de proliferacédo -
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) - e da topoisomerase Il a. Tais dados
permitiram concluir que a apoptose poderia explicar a progresséo da destruicdo
parenquimatosa mesmo apdés a cessacdo tabagica, enquanto que a
proliferagdo explicaria a razao pela qual ndo se assiste a uma total destruicao
do parénguima nestes doentes.

No entanto, a inducdo da morte das células estruturais pulmonares (epiteliais,
endoteliais e eventualmente dos fibroblastos septais) como resposta a
agressao tabagica devida, quer a perda de factores de crescimento quer ao
stress oxidativo, parece constituir uma consequéncia final, dado que as células
pulmonares podem responder a agressdo activando mecanismos de proé-
sobrevivéncia, como a autofagia [735,736,737]. Neste ambito varios autores
[736,738,739] tém defendido que seria devido a persisténcia da activacdo
deste processo e a incapacidade em o completar que se originaria o stress
celular responsavel pela activacdo das caspases e pela apoptose das células
pulmonares.

Ainda neste contexto tém sido descritas alteragcdes na remocao das células
apoptéticas pelos macrofagos residentes (eferocitose) nos doentes com DPOC

através de varios mecanismos, entre 0s quais se incluem: os efeitos directos do
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tabaco sobre as células fagocitarias pulmonares, que parecem persistir durante
muito tempo apOs a cessacdo tabagica [740,741]; os efeitos inibitdrios da
elastase neutrofilica e da MMP 12 no reconhecimento das células apoptoticas
por parte dos macréfagos, por clivagem dos seus receptores [742]; e a
diminuicdo da expressdo das proteinas A e D do surfactante pulmonar nos
pulmdes dos fumadores [743, 744], que em condicdes normais aumentam a
remocao das células apoptéticas. Assinala-se ainda o efeito inibitério sobre os
macrofagos do factor de necrose TNF-a que se encontra manifestamente
expresso nas situagdes de doenca obstructiva crénica [745,746].

Todos estes factores, no seu conjunto, concorreriam para uma deficiente
remocado daquelas células, o que conduziria a citélise pos-apoptética (ou
necrose secundaria) com libertacdo dos constituintes celulares com actividades
pro-inflamatéria, proteolitica e eventualmente até pro-imunogénica [747],
mantendo e amplificando o processo inflamatério, em vez de contribuir para a
sua resolucéo. Esta via tem vindo a ser investigada, apoiada no conceito de
que a néo resolucéo da inflamacéo (catabase) contribui para a progressao da
doenca e pode constituir um obstaculo a efichcia da terapéutica anti-
inflamatdria nestes doentes. Com efeito, a resolugdo da inflamacdo € um
processo complexo que parece envolver a actuacdo coordenada e dinamica de
mediadores lipidicos especificos (lipoxinas, protectinas e resolvinas), varias
proteinas de reparacao - Tissue Growth Factor-B (TGF-B), VEGF, Hepatocyte
Growth Factor (HGF) -, os receptores nucleares com efeitos anti-inflamatorios,
como 0 peroxisoma e 0s receptores de activacdo proliferativa (PPAR), e a
remocao das células apoptoticas pelos macréfagos (eferocitose) [748,749,750,
751,752]. Neste sentido se inscreve o trabalho de Noguera [753] que
demonstrou em amostras de tecido pulmonar uma reducéo da expressdo do
receptor de superficie CD44 nos macrofagos alveolares dos portadores de
DPOC, assim como uma diminuicdo da secrecdo macrofagica do TGF- B, ja
assinalada [754] por este grupo, realgcando a importancia do papel dos
macréfagos na resolucdo da inflamacdo. Neste ambito subsistem ainda muitas

lacunas e provavelmente estardo envolvidos varios mecanismos;
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objectivamente existirdA na DPOC um aumento significativo da apoptose
[755,756,757]. Por outro lado, a proliferacdo celular ndo parece acompanhar a
taxa de destruicdo no enfisema como foi demostrado por Imai [733] que
constatou a existéncia de uma correlacdo inversa entre a area pulmonar e a
apoptose, assim como a auséncia de qualquer correlacdo entre a primeira com
a proliferacdo, levando-o a conclusdo de que no pulméo enfisematoso a taxa
de proliferacdo seria insuficiente para colmatar a destruicdo pela apoptose.
Verificacdo idéntica foi efectuada por Calabrese [758] em doentes com
enfisema grave, tendo este autor proposto a hipotese de um desequilibrio entre
a apoptose/proliferacao para explicar a formacéao destas lesdes.

Ainda neste contexto ndo podemos esquecer que o contributo do
envelhecimento na patogenia da DPOC podera expressar-se pela senescéncia
que impossibilita a proliferacdo celular e, portanto, a regeneracao tecidular
[759]. De facto, varios estudos tém demonstrado a influéncia do stress
oxidativo induzido pelo tabaco na senescéncia prematura dos linfocitos em
fumadores, quer através de uma correlacdo inversa entre 0 comprimento dos
telomeros e a quantidade de tabaco consumido [760] quer na reducao
significativa do comprimento destes nos doentes com DPOC [761]. Nestas
circunstancias, a disfuncdo associada a senescéncia linfocitaria teria como
consequéncia uma quebra da imunidade celular [762], aumentando a
susceptibilidade as infeccbes e sendo ainda responsavel por reaccdes
inflamatorias autoimunes. De facto, segundo Lambers [763], os doentes com
DPOC exibem um numero aumentado de células T senescentes circulantes
que expressam um fendtipo autoimune com perda de CD28 e aumento da
producéo do INF-y, da perforina e da granzima B.

Assim, o envelhecimento deve ser encarado numa perspectiva dual, através do
reconhecimento de que a DPOC se caracteriza por um envelhecimento
acelerado que pode influenciar os varios aspectos da doenca, e, por outro lado,
constituir um factor de risco do seu desenvolvimento, dado que o
envelhecimento se acompanha de um estado inflamatério crénico ligado a

activacao persistente da imunidade inata por forma a compensar a perda das
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respostas imunes adaptativas adequadas. O pulm&o tornar-se-ia assim mais
vulneravel as agressoes, particularmente ao fumo do cigarro, com libertacéo de
mais citocinas pro-inflamatoérias, amplificando a lesdo pulmonar. A manutencao
e a auto-amplificacdo do fenoétipo inflamatorio parece constituir, neste contexto,
a maior contribuicdo patogénica da senescéncia celular na DPOC. No entanto,
outro processo patogénico da DPOC susceptivel de poder ser modulado pela
senescéncia incide na incapacidade de regeneracao celular, jA que as células
senescentes, sobretudo se forem células progenitoras, tém um potencial de
regeneracdo muito reduzido [764]; esta circunstancia poderd ter impacto na
alteracdo da estrutura e na regeneragdo dos tecidos, e criar um ambiente

propicio ao crescimento tumoral [765].

2-Inflamacgao Local e Sistémica

Na DPOC, a exposicao repetida a particulas e a gases nocivos, e em particular
ao tabaco, desencadeia uma resposta inflamatéria cronica exagerada que
envolve a activacdo das células estruturais (epiteliais das vias aéreas,
alveolares, endoteliais e fibroblastos) de diversos grupos celulares e de
mediadores inflamatorios [Fig.5].

A desregulacdo imunoldgica sistémica nestes doentes pode contribuir para os
efeitos extrapulmonares da doenca [766,767,768]. Com efeito, as alteracdes
detectadas nos leucécitos circulantes, na proteina C reactiva, nas IL-6 e IL-8,
no fibrinogénio e no TNF-a dos portadores de DPOC, mesmo em fases
clinicamente estaveis da doenca, atestam a presenca de uma inflamacéao
sistémica [769,770,771,772,773,774] cuja origem permanece no entanto
desconhecida e que pode ser encarada sob varias perspectivas: como um
efeito sistémico dos mediadores inflamatérios libertados pelo pulmao atingido,
sede de um processo inflamatorio cronico persistente, sobre as células
circulantes ou sobre a medula O0ssea [769]; representar um mecanismo de
amplificacdo da inflamacdo pulmonar face a agressdo tabagica;, ser uma
consequéncia de comorbilidades desenvolvidas, concomitantes a doenca
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pulmonar e dependentes de um factor de risco comum; traduzir as alteragbes
importantes que ocorrem durante o desenvolvimento da doenca pulmonar
(hiperinsuflagéo, hipoxia tecidular, etc.); reflectir, no ambito das alteracfes
sistémicas do processo de envelhecimento, um conjunto de agressfées do
aparelho respiratério ocorridas ao longo da vida, etc. Acresce ainda a este
conjunto de hipoteses o papel dos varios polimorfismos genéticos que podem
modular as varias expressfes da doenca e que podem determinar ndo sé uma

vulnerabilidade particular do aparelho respiratorio, mas igualmente sistémica.

Oxidantes®
Irritantes? | .. fer

{ w

biagh
CXCR2A

= cxcLed
XCL1

NeutrofiloR

IGF-BD
FGFE

TNF-afl
IL-1B7
IL-62]

CXCL9E
CXCL10E
CXCL11E

CXCR30O

MMP-92

Hipersecre¢aoRe Perforinal ﬂ
mucol] . .
Teld Thym -
. FibroseRias®
Bronquitel Pequenas¥/iastl
Crénicall | ENFISEMAT | AéreasT

Fig.5- Esquema do envolvimento estrutural celular e molecular na DPOC

Apesar das interrogacfes que subsistem sobre a sua etiologia, a inflamacéo
sistémica tem sido apontada como o elo de ligacdo patogénica entre as
componentes pulmonar e extrapulmonar da DPOC [775].

A compreenséo da totalidade dos mecanismos complexos da inflamagé&o tanto

a nivel celular como molecular, que ocupa um papel central nesta afeccéo,
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podera vir a definir num futuro préximo o inflamasoma sistémico da DPOC
[776].

Entretanto tém vindo a ser coligidos dados que demonstram a presenca, em
alguns doentes, de uma inflamagé&o sistémica persistente que agrava de forma
muito significativa a evolugdo da doenga, tanto em relagdo ao numero e
frequéncia de exacerbacdbes como a mortalidade [777,778], e que ¢€
independente da componente pulmonar da doenca; ora, esta constatacdo
coloca inevitavelmente a possibilidade dela vir a ser alvo de um tratamento
especifico e integrar o esforco da caracterizacdo, identificacdo e
individualizacéo clinica de alguns dos fendtipos ja reconhecidos, ou poder

mesmo vir a originar outros.

A nivel pulmonar, a presenca da inflamacéo crénica foi assinalada através de
varias técnicas em amostras colhidas a diversos niveis das vias aéreas
inferiores [721,779,780]. Também no modelo animal a exposicdo cronica ao
fumo do tabaco durante seis meses induzia varias lesdes caracteristicas da
doenca: inflamacéao pulmonar, remodeling das vias aéreas e alargamento dos
espacgos aéreos distais aos bronquiolos terminais por destruicdo das paredes
alveolares [781].

Estudos recentes tém salientado a importancia da participacdo das células
estruturais na magnitude das lesdes induzidas pelo processo inflamatoério
referindo-se, neste contexto, a activagédo pelo fumo do cigarro da éxido nitrico
sintetase induzida que gera oxidantes, tais como o peroxinitrito (ONOQO)
associado as lesbes alveolares devidas ao tabaco [782], o peptideo de
degradacdo do colagénio (matriz extracelular) prolina-glicina-prolina (PGP)
presente nas respostas iniciais ao fumo do cigarro, e que constitui o ligando
dos receptores CXCR2 dos neutréfilos com amplificacdo da inflamacéao
induzida pelo fumo [783], a presenca de lipopolissacarideos (LPS) presentes
no tabaco, reconhecidos através das PAMPs pelos PRRs, dos quais fazem
parte os TLRs transmembranares expressos nos mondcitos, macrofagos,

neutrofilos e células epiteliais e que, activados, conduzem a libertacdo de
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citocinas pro-inflamatorias através do factor de transcricdo nuclear - NF-kB
[784]. A lesdo das células epiteliais pelo tabaco leva a libertacdo das DAMPs,
sendo o seu reconhecimento pelos PPRs crucial na mediacdo da resposta
inflamatdria a lesdo tecidular [785]. Ainda neste contexto, o aumento da
expressdo a nivel do epitélio das vias aéreas do Receptor for Advanced
Glycation End Products (RAGE) conduz ao aumento da IL-18 [603] e ao
recrutamento de mais células inflamatorias.

Sob o efeito do tabaco ou de outros agentes nocivos o epitélio produz um
conjunto de mediadores inflamatérios dos quais se destacam: o TNF-qa, a IL-1p,
a IL-6, a IL-8 ,0 Granulocyte-Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF),
o TGF-B, reconhecido indutor de fibrose a nivel das pequenas vias aéreas
[786], o VEGF e os seus receptores importantes na manutencéo da integridade
das células alveolares [787].

A inflamacgdo cronica caracteristica da DPOC, para além da activagcdo das
células estruturais, envolve tanto a componente da imunidade inata através da
acumulacdo de mondcitos/macrofagos, neutrofilos, eosinofilos, mastocitos,
células dendriticas e natural killer (NK), como da imunidade adquirida, através
dos linfocitos T e B [786].

E numa perspectiva da dindmica celular que acompanha esta afeccio e nas
descricOes ja efectuadas aquando do capitulo dedicado ao envelhecimento,

gue se abordam seguidamente alguns aspectos mais relevantes.

Os macrofagos desempenham um importante papel na patogenia da doenca
[788,789], encontrando-se significativamente aumentados tanto a nivel das vias
aéreas (submucosa) [780,788] como do parénquima pulmonar, localizando-se
quer nas paredes alveolares destruidas pelo enfisema [790,791,792] quer a
volta das pequenas vias aéreas, associados a fibrose peribronquiolar
detectada, tanto em fumadores como nos ex-fumadores [793]. Este aumento,
observado tanto nos fumadores como nos portadores de DPOC, é devido ao
recrutamento de mondcitos da circulagcdo em resposta a quimiocinas selectivas,

como a CCL2 e a CXCL1, que se encontram igualmente expressas em niveis
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mais elevados nos portadores da doenca [794]. Os mondcitos dos doentes com
DPOC apresentam uma resposta quimiotactica mais intensa ao CXCL1 do que
nos fumadores sem doenca, e nos ndo fumadores, que ndo € acompanhada
por um aumento do seu receptor CXCR2 [795], o qual se encontra presente
apenas em 30% dos mondcitos, dado que a maioria destas células expressa o
receptor CCR2. Os macrofagos, enquanto células efectoras podem libertar
ROS, enzimas elastoliticas, incluindo varias metaloproteinases da matriz
(MMP-2, MMP-9, MMP-12), as catepsinas K, L e S e a elastase neutrofilica
capturada dos neutrofilos [796,797], mediadores lipidicos tais como
leucotrienos, prostaglandinas, citocinas e quimiocinas, como a CXCL9, a
CXCL10 e a CXCL11, que sdo quimiotacticas para os linfécitos T CD8"
citotoxicos, e para as células CD4" Thi, através do receptor CXCR3 destas
células [798,799]. A resisténcia dos macrofagos dos portadores de DPOC aos
corticosterdides [800] parece residir, como ja foi referido, na diminuicdo da
actividade da histona desacetilase HDAC-2 [566,801] devido ao stress
oxidativo [802] e € acompanhada por um aumento da secrecdo de citocinas,
como o TNF-a e a CXCL8. Apesar da ineficacia dos corticosterdides na inibicdo
da secrecdo de citocinas e das proteases pelos macrofagos, outras
substancias, como a teofilina em baixas concentracdes, parecem aumentar a
actividade da HDAC nos macrofagos alveolares in vitro [803] ou o resveratrol
que inibe as citocinas de origem macrofagica [804].

Sob o ponto de vista funcional os macréfagos dos doentes com DPOC
apresentam como no envelhecimento, uma capacidade fagocitaria diminuida,
quer em relacdo as ceélulas apoptoticas epiteliais, comprometendo a resolucao
da inflamacao [805,806], quer em relacdo a agentes infecciosos, facilitando a
colonizagcdo e aumentando o risco, tanto de agudizacdes como de pneumonia
[807,808]. Varios autores tém salientado a importancia da desactivacao da
polarizacdo M1 dos macréfagos no pulméo tanto nos fumadores sem doenca,
como nos doentes com DPOC [809,810,811]. Com efeito, Shaykhiev [809]
demonstrou que com o desenvolvimento da doenca se assistia a uma

progressiva desactivacdo da polarizacdo M1 com diminuicdo da expressao de

123



genes que codificam as quimiocinas CXCL9, CXCL10, CXCL11 e CCLS5,
acompanhada pela activacéo da polarizacdo M2, caracterizada pela inducao do
remodeling tecidular e de genes imunoregulatérios das metaloproteinases da
matriz. do MMP-2, do MMP-7 e do Adenosine 3 receptor (ADORAS3). Em
relacdo as metaloproteinases é-lhes reconhecido o0 seu potencial no
remodeling [812,813,814], enquanto que o Glucocorticoid-Inducible Anti-
inflammatory Receptor aumenta a actividade das metaloproteinases
macrofagicas [815] e activa a via de sinalizacdo pro-fibrética pulmonar
dependente do TGF-B [816]. Numa perspectiva da defesa do hospedeiro, a
supressao de genes inflamatorios/ imunes pode explicar, pelo menos em parte,
a maior susceptibilidade as infeccbes tanto bacterianas como virusais destes
doentes [817,818].

Para além do importante papel na defesa pulmonar contra as infeccBes
bacterianas e virusais o0s neutrofilos sdo responsaveis pela resposta
inflamatoria em varias doencas respiratorias, tanto crénicas como agudas
[819]. Encontram-se numericamente aumentadas quer na expectoracao quer
no liqguido de lavagem broncoalveolar (LLBA) dos doentes com DPOC [820].
Existe uma correlacdo entre a quantidade destas células presentes nas
bidpsias brénquicas, assim como na expectoracdo induzida, e a gravidade da
doenca [820,821]. Durante as agudizacdes observa-se igualmente um aumento
destas células nas vias aéreas [822]. A activagdo dos neutrofilos €
acompanhada pela libertacdo de ROS cuja actividade pro-inflamatoria dificulta
a actuacao anti-inflamatoéria dos corticosteroides; segregam enzimas como as
serina proteases, catepsina G, elastase neutrofilica e proteinase-3, que séo
poderosos estimulantes da secrecdo de muco, e as metaloproteinases da
matriz. MMP-8 e MMP-9 que promovem a ruptura do colagénio e da elastina,
contribuindo para a destruicdo alveolar [819]. O tabaco exerce um efeito
estimulante directo sobre a sua producdo e libertacdo da medula 6ssea,
através da mediacdo de factores de proliferacio como o Granulocyte-

Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) e o Granulocyte Colony

124



Stimulating Factor (G-CSF) de origem macrofagica [786]. Migram da circulacao
periférica para o pulméo através do aumento da expressdo de moléculas de
adesdo como a E-selectina nas células endoteliais [823] e pela accdo de
factores quimiotacticos como o leucotrieno B4 (LTB4) e das quimiocinas
CXCL1, CXCL5, e CXCL8 (IL-8), as quais se encontram igualmente
aumentadas nas vias aéreas dos portadores de DPOC [794]. Varias células,
entre as quais se contam os macrofagos alveolares, as células epiteliais e as
células T, podem originar esses factores quimiotacticos; no entanto, parecem
ser os neutrofilos a principal fonte da CXCL8 [824]. Esta actua sinalizando os
receptores CXCR1 e CXCR2 dos neutrdéfilos, enquanto que a CXCL1 e a
CXCL5 so0 o fazem para o receptor CXCR2. Durante as agudiza¢cdes da DPOC
ha um aumento importante destas células no tracto respiratorio, reflectindo
eventualmente o aumento desses factores quimiotacticos [819].

Um outro factor quimiotactico selectivo dos neutrofilos € o tripeptideo prolina-
glicina-prolina (PGP) [819,825,826,827,828] gerado enzimaticamente a partir
do colagénio da matriz extracelular pela accdo das metaloproteinases MMP-8
e/ou MMP-9, que determinam a sua ruptura em pequenos fragmentos; estes
vao constituir o substracto para a actuagcdo de uma serina protease, a prolil-
endopeptidase (PE), que promove a sua clivagem originando o PGP [828], o
qual & mais potente (quatro a sete vezes mais) na sua forma acetilada (N-a-
PGP) [827]. Foi demonstrada a sua presenca no liquido de lavagem
broncoalveolar nos portadores de enfisema e na expectoragéo de doentes com
fibrose quistica. O PGP parece estimular a quimiotaxia dos neutréfilos atraves
do receptor CXCR2, como foi demonstrado no modelo animal desprovido
deste; contudo, o PGP né&o parece ligar-se directamente ao receptor, pois néo
bloqueia a ligacdo do CXCL8, admitindo-se que possa causar a quimotaxia
indirectamente, promovendo a libertacdo de quimiocinas CXC pelo epitélio
pulmonar [819]. Snelgrove [825] demonstrou que o PGP é inactivado a nivel
pulmonar pelo leucotrieno A4 (LTA4 H) libertado pelos neutréfilos e pelas
células epiteliais, o que parece estar de acordo com a constatacdo de que nas

infeccbes agudas microbianas a inflamacdo neutrofilica se resolve com o

125



desaparecimento do agente patogénico. No modelo murino desprovido do gene
LTA4H foram detectadas quantidades substanciais de PGP no liquido de
lavagem broncoalveolar [824]. Neste contexto, os neutréfilos, através da
secrecdo de MMP-8 e MMP-9, levam a producdo do PGP, que por sua vez
atrai mais neutrdéfilos e estes, ao libertarem LTA4H, determinam a cessacéo da
actuacdo do PGP e a resolucéo da inflamacéo. No entanto o LTA4H, para além
da actividade peptidase, tem igualmente uma capacidade hidrolase
promovendo a geracdo do leucotrieno B4 (LTB4), acabando por ter accbes
opostas no controlo da resposta inflamatéria aguda [825]. O mesmo autor
demonstrou que o extracto do fumo de cigarro aumenta a acetilacdo do PGP,
inibindo a actividade peptidase do LTA4H, mas sem afectar a actividade
hidrolasica e portanto, o LTB4H, jA que had um bloqueio na degradacédo do
agente quimiotactico. A quimiotaxia dos neutréfilos ndo s6 aumenta como €
prolongada pela ac¢éo do tabaco, o que pode explicar a inflamacé&o neutrofilica
persistente das vias aéreas dos doentes com DPOC. Mais recentemente
Braber [828] demonstrou no modelo murino exposto ao tabaco o aumento da
actividade das metaloproteinases, da PGP e da PE e a sua diminuigdo com a
cessacao da exposicdo, mantendo-se no entanto as lesbes enfisematosas.
Todos estes achados poderéo vir a ter impacto em termos terapéuticos, quer
através da eviccao tabagica quer do bloqueio da PGP ou da utilizacdo de

antagonistas do seu receptor [829].

Os eosindfilos, embora reconhecidamente associados ao processo inflamatorio
que acompanha a asma, tém vindo a ser implicados em certos fendtipos da
DPOC caracterizados pelo espessamento das paredes bronquicas nos estudos
de tomografia computorizada, assim como pela boa resposta a corticoterapia.
De facto, neste subgrupo de doentes, que alguns autores tém designado por
fendtipo de overlap DPOC/Asma, mesmo nos periodos de estabilidade estas
células parecem ter um papel importante na inflamacao [830,831,832]. Durante
as exacerbacdes da doenca varios autores ja tinham assinalado a presenca de

um numero aumentado de eosindfilos a nivel das paredes brbénquicas
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[833,834,835]. Mais recentemente, Hewson [836] e Ritter [837] demonstraram
que a eosinofilia durante as agudizacdes da DPOC poderia ser devida, pelo
menos parcialmente, as infecgdes virusais, jA que estes microorganismos ao
serem reconhecidos pelos TLRs das células epiteliais determinavam um
padrdo de citocinas pro-inflamatérias semelhante ao das agudizacdes da
asma, no qual se assiste a um aumento da expressao da IL-5, da eotaxina e da
quimiocina Regulated Upon Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted
(RANTES) [838], igualmente observado durante as exacerbacdes, no referido
subgrupo de doentes com DPOC, para além da presenca, tanto na
expectoragdo como no soro, de niveis elevados da proteina catidnica
eosinofilica associada aos processos de lesdo tecidular e de remodeling nos
estudos in vitro [839]. Em termos de distribuicdo, estas célula localizam-se

preferencialmente no lamen brénquico [840].

Quanto aos mastocitos estas células sdo numerosas no pulmédo saudavel,
tanto a nivel das vias aéreas como dos alvéolos [841,842]. A descoberta da
sua importancia na imunidade inata [843], na regulacdo do fluxo sanguineo
[844], na apresentacdo antigénica [845] e na regulagédo das células T [846]
vieram despertar o0 interesse de varios investigadores para o seu papel na
DPOC.

Em termos gerais constituem uma populacdo celular heterogénea, na qual se
reconhecem dois subtipos principais: os mastécitos das mucosas (MCt) e 0s
mastocitos do tecido conjuntivo (MCrc), sendo os primeiros comuns nas vias
aéreas [847]. Tanto nos fumadores assintomaticos [848] como nos portadores
de DPOC, estas células encontram-se aumentadas [849,850]; no entanto, a
distribuicdo da densidade mastocitaria parece alterar-se com a progresséo da
gravidade da DPOC. Com efeito, estudos mais recentes, como o de Gosman
[851], apontam para uma diminuicdo da densidade total dos mastocitos nos
portadores de doenca pulmonar obstrutiva cronica comparativamente aos
controlos sem doenca; jA Andersson [852] demonstrou, em relacdo aos

subtipos de mastocitos presentes em pecas de ressecao cirurgica, qgue embora
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se verificasse uma diminuicdo da populacdo de mastocitos mucosos com o
aumento da gravidade da DPOC, ela era contrabalancada pelo aumento da
subpopulacdo de mastdcitos do tecido conjuntivo, tanto a nivel das pequenas
vias aéreas como da componente alveolar do parénquima pulmonar, da qual
resultaria um claro desequilibrio entre as populacdes MCt e MCy; contudo, o
mesmo autor constatou que se observava simultaneamente um aumento do
namero de mastocitos no limen bronquico e que a reducdo dos mastocitos no
epitélio poderia resultar dessa migracao.

Em relacdo as consequéncias funcionais que estas alteracdes tém na DPOC,
alguns autores [851,852] apontam para a participacdo destas células na
patogenia da afeccdo, enquanto que outros, embora aceitem genericamente
esta posicdo, sustentam que se devem distinguir as subpopulacbes de
mastocitos com base na demonstragcdo de uma correlacdo positiva entre o
aumento da densidade de mastdcitos conjuntivos no parénquima e nos vasos
pulmonares e a queda do FEV; e da FEV./CV, reiterando, nestas
circunstancias, que os MCqc teriam um impacto negativo na doenca [853]. Em
termos patogénicos este aumento teria como consequéncia um incremento da
quimase, que ndo soO estimula a secrecdo das glandulas serosas [854], como
promove a destruicdo do inibidor da MMP-9 da matriz [855], contribuindo para o
desenvolvimento do enfisema e para a libertacdo de factores pro-fibroticos,
como o TGF-[3 [856].

Em relacéo as células dendriticas desempenham um papel central na iniciagao
das respostas imunologicas, tanto inata como adaptativa [857], aceitando-se
que constituam um elo de ligacdo entre estas duas vertentes [858].
Funcionalmente exercem a sua accdo de sentinelas através de receptores
especificos que lhes permite detectar os sinais de perigo, recolhendo
antigénios do microambiente externo, processando-0s e apresentando-os sob
a forma de moléculas da classe | ou Il do complexo major de
histocompatibilidade (MHC), ao mesmo tempo que integram essa informacao,

aumentando a expressdao de moléculas co-estimulatérias, e produzindo
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citocinas especificas. A migracao destas células para os ganglios linfaticos de
drenagem é efectuada através da expressao de receptores sobretudo do CCR7
[859]; esta migracdo € acompanhada pela maturacédo celular, que comporta o
aumento da expressdo de moléculas de superficie e intracelulares bem como a
producédo de citocinas pro-inflamatérias.

Todos estes eventos sédo indispensaveis para uma apresentacdo antigénica
eficaz e uma adequada estimulacdo linfocitaria T [860]. Neste contexto as
células dendriticas maduras vao promover a expansao clonal de linfécitos T,
através das moléculas | e Il do complexo do MHC, de moléculas co-
estimulatorias, assim como da producdo de citocinas pro-inflamatorias. A
proliferacéo e diferenciacdo dos linfécitos B por estas células é efectuada, quer
através das células T-helper (Th) quer de uma accéo directa [861]. Possuem
ainda a capacidade de controlar o balanco das células Th1/Th2, constituindo a
producdo de IL-12 um dos factores mais importantes na polarizagdo Thl,
através da activacdo do sinal de transducdo e activador da transcricdo-4
(STAT4), o qual induz a diferenciacéo das células T em Thl produtoras de INF-
Y, enquanto que a diferenciacdo Th2 parece requerer um sinal especifico [862].
Séo igualmente capazes de promover a indugéo de tolerancia, estimulando as
populacdes de células regulatorias (Treg) que evitam as respostas patoldgicas
contra os antigénios self. Ainda neste ambito podem induzir uma resposta pro-
inflamatoria através das células Th17 [863], caracterizadas pela producédo de
IL-17A, IL-17F e IL-22 e que tém sido associadas a patogenia de varias
doencas inflamatérias e autoimunes [864,865].

A nivel do tracto respiratério as células dendriticas constituem uma rede que
envolve as vias aéreas e 0 parénquima pulmonar, distribuindo-se nos
compartimentos sub-epitelial, intersticial e pleural, onde se encontram
geralmente como células apresentadoras de antigénios imaturas [857].

O efeito do tabaco sobre estas células, em termos quantitativos e funcionais, €
ainda controverso [862,863,864]. Tsoumakidou [862] refere que a acumulacao
de células dendriticas CD207 positivas (células de Langerhans) no epitélio e na

adventicia das pequenas vias aéreas € maior nos doentes com DPOC do que a
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observada em nao fumadores e em fumadores sem doenca. Este autor pode
ainda verificar que o numero de células de Langerhans nas pequenas vias
aéreas aumentava proporcionalmente a gravidade da afec¢éo, sugerindo a sua
participacédo na patogenia da DPOC. Mais recentemente, Van Pottelberge [866]
demonstrou igualmente a acumulacdo de células dendriticas plasmocitoides
nos foliculos linféides das pequenas vias aéreas dos doentes portadores de
DPOC ligeira a moderada, contrastando com a auséncia de diferencas
numericas entre os nao fumadores e os fumadores sem obstru¢do, sugerindo
assim, que o fumo do cigarro de per se nao influencia, pelo menos em termos
guantitativos, estas células tanto nas vias aéreas como nos foliculos linféides.
Este autor constatou ainda a presenca de alteracfes funcionais, quer no
processo de maturacdo das células dendriticas, quer na producdo de
citocinas, particularmente do INF-a nos doentes com DPOC, que
comprometeriam as defesas antivirais e aumentariam a vulnerabilidade a este
tipo de infeccéao.

A explicacdo para esta acumulacdo de células dendriticas nos foliculos das
pequenas vias aéreas dos doentes permanece ainda no dominio especulativo.
Com efeito tém sido apontadas hipoteses que se estendem desde um efeito
compensatorio tolerogénico as respostas imunes exageradas que ocorrem na
doenca, e que parece encontrar fundamento nos achados de Plumb [867]
consubstanciados no aumento de células Treg nos foliculos da doenca
obstructiva moderada, até ao papel na neogénese linféide e na homeostasia
das estruturas linféides terciarias pulmonares, como ja foi assinalado nas
alteracdes estruturais presentes na DPOC [686,687].

Nos fumadores com doenca observa-se um acentuado aumento de células
dendriticas maduras nas vias aéreas periféricas [868,869], possivelmente
relacionado ndo s6 com uma elevada expressdo pulmonar da quimiocina
CCL20, mas igualmente com um aumento dos linfécitos T-CD4 com expressao
STAT4 e do INF-y, que parecem correlacionar-se com o grau de obstrucao

aérea.
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As células NK as quais foi atribuida capacidade para aniquilar células alvo
naturalmente [870,871], encontram-se como ja foi referido, na primeira linha de
defesa contra as células infectadas ou que tenham sofrido transformacao
tumoral [872,873].

A heterogeneidade desta populacdo celular cujas caracteristicas fenotipicas ja
foram abordadas a propésito do envelhecimento, permitiu o reconhecimento de
que a subpopulacdo CD56 bright se encontra associada predominantemente a
producéo de citocinas, enquanto a CD56 dim embora com baixa capacidade de
producéo citocinica possuem uma acc¢do fundamentalmente citolitica contra as
células infectadas ou transformadas através das perforinas e granzimas
[213,874,875,876,877,878]. Esta ultima subpopulacdo apresenta ainda uma
elevada expressdo de CD16, envolvida na citotoxicidade mediada por
anticorpos Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity (ADCC) [879].

O reconhecimento dos alvos por estas células € complexo e envolve alteracédo
no balanco entre os sinais de activacdo e inibicdo que Ihe sdo fornecidos
atraves dos ligandos dos seus varios receptores, entre 0s quais se incluem os
receptores naturais de citoxidade [880]. Quanto aos ligandos séao
glicoproteinas, quer do hospedeiro quer do agente patogénico [881,882].
Embora estas células possam ser activadas por citocinas [883,884], sdo no
igualmente pelas suas interaccbes com as DCs e com o0s macréfagos
[213,885,886, 887,888]. A sua producédo de citocinas para além do INF-y, inclui
ainda as associadas ao perfil Th2, como a IL-5 e a IL-13, e a interleucina
regulatoria IL-10 [885,889]. Tém ainda algumas particularidades, como a de
especializarem as suas fungdes em diferentes localiza¢gGes tecidulares; tal € o
caso da populacdo de células NK presente no intestino e nas amigdalas,
produtoras de IL-22, associadas a imunidade das mucosas [890,891], ou ainda
a existéncia de memodria com respostas celulares de acordo com experiéncias
prévias, 0 que as aproxima, neste aspecto, do sistema imune adquirido
[892,893].

Sao em termos genéricos uma populacéo celular sofisticada do sistema imune

inato, reconhecida como um elo entre os dois sistemas imunes, quer pela
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secre¢cdo de citocinas quer pela actividade citolitica, complementando a
actividade das células T efectoras.

Mian [893] demonstrou que os fumadores apresentavam uma acentuada
depressao da actividade NK; o fumo do cigarro inibia a producao do INF-y, do
TNF-qa, assim como a actividade citotoxica através da diminuicdo da expressao
de perforinas.

No sangue, varios autores constataram ndo s60 uma reducdo da sua
capacidade citotoxica como uma diminuicdo do seu numero [894,895]. Num
estudo recente, Wang [896] demonstrou que as células NK dos fumadores,
com e sem DPOC, se encontravam significativamente mais activadas que nos
ex-fumadores com doenca e nos individuos normais, sugerindo que o tabaco
afectaria de per se a activacdo sistémica destas células; o mesmo autor
constatou uma correlagdo positiva entre a sua activacdo e o numero de
cigarros consumidos, inferindo que no sangue a activacdo se encontra mais
dependente do tabaco do que da doenca, o que contrasta com os achados a
nivel pulmonar, em que a proporcéo de ceélulas activadas esta mais relacionada
com a doenca do que com o tabaco, ja que tanto os fumadores como 0s ex-
fumadores com DPOC apresentavam niveis mais elevados de activacdo do
que os individuos normais ndo fumadores e do que os fumadores sem doenca.
No mesmo sentido, Tang [897], ao estudar a funcdo destas células no sangue
de doentes com DPOC, constatou uma diminui¢ao da secrecéo do INF-y.

Prieto [894] verificou uma importante diminuicdo da capacidade fagocitaria
destas células. Neste contexto, a diminuicdo do namero das células NK, a par
das alteracbes funcionais, pode explicar a maior susceptibilidade destes
doentes as infec¢des.

A funcéo das células NK encontrar-se-ia alterada, tanto a nivel pulmonar como
no sangue dos doentes com DPOC, quer devido ao tabaco através do niumero
de macréfagos alveolares imunossupressores, quer igualmente pela diminuicdo
da citotoxicidade destas células no sangue dos ex-fumadores com doenga,
comparativamente aos ex-fumadores controlos, 0 que sugere que esta

anomalia se encontra associada a DPOC [897].
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As células T Natural-Killer (NKT) constituem um subgrupo altamente
heterogéneo de linfGcitos que expressam caracteristicas, quer das células T
quer das células NK, co-expressando receptores das células T (TCRs a/B) e
marcadores associados as células NK, como o CD56 e ou CD16 [898,899].
Possuem uma grande diversidade fenotipica e funcional, constituindo
igualmente uma ponte entre os dois sistemas imunologicos, pelo que tanto as
suas alteracbes quantitativas como qualitativas afectam, quer a imunidade
inata como a adquirida. Nos seres humanos existem duas subpopulacées de
células NKT que dependem da apresentacdo antigénica através da molécula
da classe | apresentadora de antigénio CD1d [900]. Esta molécula encontra-se
expressa em diferentes grupos celulares: células dendriticas, timocitos, células
B, mondcitos e macréfagos. O antigénio glicolipidico liga-se a molécula CD1d e
o complexo antigénio/CD1d associa-se por sua vez ao TCR das células NKT.
As células dependentes do CD1d expressam um TCR muito restrito, séo
conhecidas por células NKT invariantes (iINKT) ou NKT de tipo | e reconhecem
antigénios glicolipidicos.

A activagdo destas células € acompanhada pela rapida libertagdo de citocinas
Thl, Th2 e/ou Thl7 e exibem actividades quer antigénio-especificas quer
citoliticas [901]. O segundo grupo de células NKT designado por NKT de tipo Il
expressa um TCR muito mais alargado que lhes permite reconhecer antigénios
hidrofobicos, como os sulfatideos, a lisofosfatidilcolina e as moléculas
aromaticas [902]. Um terceiro grupo de células NKT, conhecido pela
designacdo NKT-like, € constituido por células que ndo dependem do receptor
CD1d, expressam receptores T-a/B, e reconhecem o0s antigénios no contexto
de moléculas da classe | e Il do MHC. Estas células compreendem um grupo
muito heterogéneo constituido por CD4", CD8", ou células T duplamente
negativas (CD4  CD8’), que também expressam marcadores das células NK
como o CD16 e/ou 0 CD56 [903].

No seu conjunto estas células podem promover ou suprimir respostas imunes

devido a existéncia de varias subpopulacdes com funcdes distintas. Sob o
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ponto de vista funcional representam também uma linha de defesa do sistema
imune inato contra os agentes infecciosos, sendo dotadas ainda da capacidade
de destruir directamente as células alvo e de interagirem com as células T.
Tang [897] demonstrou o aumento destas células no LBA de fumadores sem
doenca e de portadores de DPOC, assim como o aumento da capacidade
citotoxica neste meio. Este autor pode ainda verificar que o seu aumento era
menos expressivo nos doentes com DPOC que tinham cessado de fumar, o
que sugere o efeito potencial do tabaco sobre estas células. A proporcédo de
células CD8+NKT-like esta aumentada nos doentes com DPOC, e como estas
células se associam a citocinas do tipo Th; podem ser também responsaveis
pela resposta pro-inflamatoria a nivel pulmonar nos doentes com DPOC [904].

No sangue periférico dos portadores de DPOC o numero destas células nao
parece ser consensual, com varios autores a reportarem achados diferentes,
como Prieto [894], que constatou ndo existirem diferengas substanciais entre
os doentes com DPOC e os controlos sem doenca, e os resultados de
Urbanowicz [905] que demonstrou a existéncia ndo s6 de uma diminuicdo do
namero destas células como da sua capacidade citotoxica que se

correlacionava positivamente com o grau de obstru¢ao bronquica.

As células T-yd representam uma subpopulacdo de células T distintas,
caracterizadas por receptores T que possuem particularidades estruturais e de
ligagdo antigénica. No homem, em condigfes fisiologicas, representam cerca
de 1 a 10% da pool total de linfocitos T embora existam variagcbes no seu
namero com a idade (diminuicdo e oligoclonalidade) [906,907,908]. Varios
estudos demonstraram que estas células podem representar cerca de 50% das
células T nos epitélios ou nos tecidos mucosos [909,910]. Com efeito, a
localizacdo especifica e a sua abundancia, veio confirmar a importancia na
imunidade dessas areas, desempenhando um papel importante na
homeostasia destas regides e nas respostas de reparacdo das lesbes
tecidulares [910,911]. Estudos experimentais efectuados no tecido pulmonar

permitiram a clarificacdo do papel destas células ndo s6 nos processos de
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reparacdo como de defesa contra agentes infecciosos, ou outros agressores
[912,913].

As células em circulagdo expressam o TCR-V82" e possuem um fenotipo
predominante duplamente negativo (CD4CD8) [914,915]. Reconhecem
especificamente pequenos antigénios nao peptidicos, provenientes de agentes
microbianos, ou células necréticas. Em contraste com o reconhecimento
antigénico pelas células T-a, os antigénios reconhecidos pelas células yd nao
necessitam de processamento prévio pelas células apresentadoras de
antigénios (APCs), nem da ligacdo e apresentacdo pelas moléculas do MHC.
Possuem a particularidade de existirem sé nos grandes primatas, encontrando-
se ausentes noutros mamiferos, o que sugere que tenham evoluido no sentido
de promoverem a proteccao contra determinadas espécies microbianas [912].
Sao células com um amplo raio de accgédo [915] no que respeita as funcdes
efectoras do sistema inato, incluindo: a rpida producdo de citocinas e
quimiocinas, a lise de células alvo e com interligacbes ao sistema imune
adquirido através dos linfécitos B, da maturacdo das células dendriticas e da
aquisicdo de memoria.

Vérios estudos tém demonstrado a expansdo destas células no sangue de
doentes infectados sistemicamente (tuberculose, lepra, malaria, meningite
bacteriana, etc.), resultante da resposta a compostos ndo peptidicos
(pirofosfatos, compostos néo fosfatos, alquil aminas, etc.), assim como a
fosfoantigénios presentes nas células tumorais, onde promovem e estimulam a
secrecdo de moléculas citotoxicas. Estas células, apds exposicdo a um agente
infeccioso estranho ou a células metabolicamente em stress ou em apoptose,
segregam rapidamente quimiocinas e citocinas T helper como o INF-y que
activam as células NK, NK-T e os linfocitos T. Podem ainda funcionar como
células apresentadoras de antigénios, processando e apresentando o0s
antigénios peptidicos que estimulam tanto as subpopulacbées CD4 como CD8.
Fundamentalmente, sdo células de resposta imediata [911,912] nas situacdes
de infec¢cdo, com capacidade citotoxica, e que podem alterar o microambiente

local, através da producdo de citocinas e quimiocinas facilitadoras da
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intervencdo de outras células, bem como de promoverem respostas antigénio
especificas, através da sua capacidade de funcionarem como células

apresentadoras de antigénios.

Nos ultimos anos, os resultados da investigagdo levada a cabo por Vvarios
autores tém apontado para o papel importante das respostas imunolégicas
adquiridas na patogenia e progressdo da DPOC; sao disso exemplo a
correlacdo entre a extensdo dos infiltrados intrapulmonares linfocitarios, as
alteracbdes histolégicas e os parametros de gravidade da doenca
[916,917,918,920,921,922,923]. Com efeito, as células T activadas podem
promover varias das alteracdes tecidulares que sao habitualmente encontradas
nos doentes portadores de DPOC, quer através da sua acc¢ao citopatica directa
quer através de mediadores pro-inflamatérios e/ou do recrutamento de outras
células efectoras [924,925].

A maior parte das células T expressam um receptor antigénico (TCR) que
contém cadeias af} variaveis, capazes de reconhecer pequenos peptideos.
Estas células tém como ja referimos, origem na medula 6ssea e séo recrutadas
para o timo pela accdo da P-selectina e da quimiocina CXCL12 [926,927]. A
seleccdo timica positiva vai permitir que os seus TCR(s) respondam aos
peptideos do MHC, mas ndo de uma forma tdo intensa que se tornem
autoreactivos, enquanto que a seleccao negativa vai depender da exposicao
dos timocitos a genes especificos de outros tecidos [928]. Durante a
maturacdo, as células T desenvolvem a expressdo CD8, permitindo o
reconhecimento antigénico no contexto das moléculas da classe | do MHC, ou
a CD4 para o reconhecimento pelas moléculas da classe Il. A frac¢ao celular
que completa a educacédo timica constitui as designadas células T-naive que
circulam entre o sangue e os ganglios linfaticos a procura de estimulacao
antigénica. A involucao timica que ocorre no final da infancia [929,930] reduz o
namero de células T naive na pool circulante de células T, pelo que a sua
manutencdao fica dependente da proliferacdo desencadeada pela IL-7 sobre as
células T naive, e da IL-15 nas células T-CD8 memodria [931]; a aquisicdo de
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memoéria pelas células T-CD4 parece requerer um tecido linféide organizado e
igualmente, a participacdo da IL-7 [931]. Em relacao a diversidade do repertorio
do TCR destas células, ela depende em grande parte do MHC e do historial
individual a exposi¢des antigénicas e a infec¢des [931].

Nos doentes com DPOC existe um aumento do numero total de linfocitos T,
tanto ao nivel das vias aéreas como do parénquima [918,919], com um claro
predominio de linfocitos T-CD8 citotoxicos, quer no compartimento aéreo
(grandes e pequenas vias aéreas) [932,933] quer no alveolar
[934,935,936,937]. Estas células aumentam substancialmente com o
agravamento funcional da doenca e com o enfisema [938, 939]; de facto, a
alteracdo mais significativa entre o infiltrado inflamatério dos fumadores
assintomaticos e dos fumadores com DPOC, reside precisamente no maior
namero dessas células nestes ultimos [934,936]. Ainda neste contexto, a
constatacdo do aumento da expressdo nas pequenas vias aéreas dos
fumadores com DPOC do receptor quimiocinico CXCR3 e do seu ligando
CXCL10 [940] pode explicar o recrutamento preferencial para o pulmao, dos
linfécitos T-CD8+ nesta afec¢do. Quanto ao papel deste fendtipo linfocitario na
patogenia da doenca tém-se referido varias hipoteses que incluem: a producéo
de IFN-y (Tcl), que seria responsavel pela destruicdo tecidular,
consubstanciada nos resultados obtidos em modelos murinos transgénicos em
que o aumento da expressao local desta citocina produzia ndo so inflamacao e
enfisema como induzia a activacdo da MMP-12 [941]; outra possibilidade
passaria pelo ataque citolitico das células parenquimatosas, que sao
reconhecidas como n&o self ou infectadas, via perforina e granzimas
produzidas pelas células T-CD8 [942] e, segundo esta perspectiva, as lesbes
induzidas pelo efeito oxidativo do tabaco promoveriam modificacbes
antigénicas que seriam reconhecidas pelos CD8 no contexto das moléculas da
classe | do MHC. Majo [934] demonstrou a existéncia de uma correlagéo entre
o0 numero de células T-CD8 e as células apoptoticas presentes nos portadores
de enfisema. A destruicdo das células epiteliais alveolares seria para este autor

uma consequéncia da libertacdo de perforinas, granzima B e TNF- a [943,944];
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por outro lado, as células apoptéticas, ricas em material antigénico, o qual, ao
ser detectado pelas células dendriticas promoveria uma resposta linfocitaria T
associada a producao de citocinas como o INF-y e os TNF(s) que amplificariam
a resposta inflamatoria local. A complexidade do papel patogénico desta
subpopulacao linfocitaria advém ainda da circunstancia destas células poderem
produzir INF-y independentemente da estimulagdo do seu TCR, através da
actuacdo conjunta da IL-12 e da IL-18 [945,946], esta Ultima expressa em
grandes quantidades tanto nos macréfagos alveolares dos doentes com DPOC
grave como no sangue periférico [947,948].

Acresce ainda neste contexto que a producdo de INF-y pelas células T-CD8
pode ser estimulada pela IL-15, importante no desenvolvimento e manutencao
da memoria destas ceélulas [949,950]. A circunstancia dos linfécitos T-CD8
poderem exercer a sua actividade citotoxica independentemente da activacéo
do seu TCR, vem alargar o seu potencial destrutivo, que é relevante na DPOC.
A apoptose das células epiteliais e endoteliais, e possivelmente, das proteases,
induzida pelos linfécitos CD8 através da granzima B, assim como a nao
compensacao, nem pela proliferacédo celular, nem pelo aumento da capacidade
fagocitaria dos macréfagos alveolares, que é deficiente na DPOC [951], tem
sido implicada na patogenia do enfisema centrolobular [952].

No sangue periférico, varios autores [904,953,954] n&o constataram a
existéncia de diferencas significativas na proporcao dos linfécitos T-CD8 entre
os nao fumadores, fumadores e doentes com DPOC; contudo, no que
concerne a capacidade citotdxica [955] esta parece encontrar-se diminuida nos
doentes e nos fumadores, parecendo ser, portanto, mais influenciada pelo
tabaco do que pela doencga [931].

Quanto a subpopulacdo T-CD4 existe igualmente um aumento quantitativo
embora menos marcado tanto ao nivel das vias aéreas, como do parénquima
pulmonar nos fumadores com DPOC [956,957]. Tanto nos fumadores como
nos doentes, estas células expressam STAT4 e INF-y, o que sugere que
sofreram estimulag&o antigénica [958], existindo, alias, ndo s6 uma correlagédo

entre as células produtoras de IFN-y e o grau de obstrucdo aérea [958], como
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com a inflamagéo persistente, caracteristica do enfisema severo [959]. Dado
que a maior parte das células T-CD4 presentes nas vias aéreas e no
parénquima pulmonar produzem INF-y, exibem um fenotipo Thl [960] e
expressam 0s receptores quimiocinicos CCR5 e CXCR3 responsaveis pelo
progressivo recrutamento e activagdo das células inflamatérias com o
agravamento funcional da doenca [961]. Também a IL-18, que desempenha
um papel importante no desenvolvimento das células Thl, se encontra
extensivamente representada nos macrofagos alveolares, nas células T-CD8 e
nos epitélios bronquiolar e alveolar dos doentes com DPOC muito grave [962].
No pulméo afectado pela DPOC, a interacgdo entre as quimiocinas CXCL10
(IP-10) e a CXCL9 segregada pelos linfocitos T e o receptor CXCR3 presente
nos macrofagos alveolares faz aumentar a producédo por estas ceélulas da
MMP-12, promovendo a destruicdo do parénquima [963]. Estes achados
reflectem no seu conjunto, o contributo destas células na patogenia da doenca.

Uma terceira subpopulacdo distinta de linfocitos T, com funcdo efectora, €
representada pelas células Th1l7 produtoras das interleucinas: IL-17, 17F e IL-
22, indutoras de extensas reacc¢fes tecidulares devidas a distribuicdo celular
alargada dos receptores da IL-17 e da IL-22. Estas células produzem ainda IL-
21 implicada no feedback positivo que permite a amplificacdo das células Th17
[964]. No seu desenvolvimento encontram-se envolvidos factores de
diferenciacdo como: a citocina imunoregulatéria TGF-B, a citocina pro-
inflamatoria IL-6, ou IL-21, o factor de crescimento e estabilizacdo - IL-23 e
varios factores de transcricdo (STAT3, RORC2, entre outros) [965]. Expressam
ainda varios receptores na superficie celular, como o receptor 1 do TGF-f3
(TGF-BR1), o receptor da IL-6 (IL-6R) e o receptor da IL-23 (IL-23 R), e ainda,
0s receptores quimiocinicos CCR4 e CCR6.

Estas células tém sido implicadas na patogenia de varias doencas inflamatérias
e autoimunes [966,967].

A participagcdo do TGF-B na diferenciagdo das células Th1l7 coloca esta

linhagem muito proxima das células T reguladoras (Tregs) (CD4'CD25 Foxp3™)
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[968], pois estas podem originar-se a partir das células T naive na presenca do
TGF-B; no entanto, sob a accédo conjunta do TGF- e da IL-6 ou IL-21, as
células T desenvolvem o fendtipo Th1l7 [969]. A resposta Thl7 envolve um
conjunto de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas, tais como a CXCL8 e a
CXCL10, que recrutam neutrofilos para as areas de inflamacdo. O fumo do
tabaco aumenta alias a expressao de quimiocinas associadas a estas células,
como: a CXCL8 e CCL20 (recrutamento de neutroéfilos) e a CCL5 e CXCL7 na
mucosa brénquica dos doentes com DPOC [970,971]. Tém além disso um
efeito sobre grande parte das células parenquimatosas, incluindo macroéfagos e
células dendriticas, que expressam receptores da IL-17 induzindo a producéo
de véarios mediadores inflamatorios como o TNF-a e a IL-6 que se encontram
aumentados durante as fases de exacerbacédo da doenca [972]. Constatou-se
ainda que a IL-17 pode induzir as células epiteliais a produzirem muco e MMP-
9 [973]. Em modelos murinos, a exposi¢cdo crénica ao fumo do tabaco esta
associada a um aumento da IL-17 e de células produtoras de IFN-y no LBA
[974]. As células Th17 podem ainda produzir IL-22 que esta ligada a doencas
inflamatorias cronicas, como a artrite reumatoide e a psoriase [975,976]. Esta
interleucina desempenha um papel importante na defesa pulmonar contra as
bactérias extracelulares, através da inducédo nas células epiteliais de peptideos
antimicrobianos como as B defensinas, importantes na protecgdo das barreiras
mucosas [977]. Apresenta uma expressdo aumentada nas células epiteliais
brébnquicas dos doentes portadores de DPOC em fase estavel e actua
sinergicamente com a IL-17 na promoc¢ao do processo inflamatorio a este nivel,
[978,979]. A IL-23 desempenha um papel importante na manutencdo e
expansdo das células Thl7, é segregada pelas células apresentadoras de
antigénio (APCs), como as células dendriticas, e pertence a familia citocinica
da IL-12, sendo libertada em resposta a sinais de perigo inflamatorio, pelo que
a sobrevivéncia das células Thl7 pode em Uultima analise depender da
inflamacgéo cronica. Como foi assinalado, o TGF-1 desempenha um papel
central ao induzir a expressdo do receptor da IL-23 nas células Th17 [980].

Modelos murinos desprovidos do receptor da IL-23 sdo mais resistentes ao
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desenvolvimento de doencas autoimunes induzidas experimentalmente, donde
se infere a sua importancia nos processos inflamatorios crénicos [981].

Na DPOC estavel Di Stefano [978] constatou a presenca de niveis citocinicos
elevados de IL-17A, IL-22 e IL-23 nas células epiteliais brénquicas,
comparativamente aos encontrados em controlos sem identificar, contudo,
diferencas significativas quanto a expressdao de RORC2 entre fumadores e
doentes com DPOC, pelo que as diferencas encontradas podem ser devidas
apenas ao tabaco. Mais recentemente, Vargas-Rojas [982] detectou a
presenca de um aumento das células Th1l7 no sangue periférico de doentes
com DPOC em relacdo aos fumadores sem doenca, tendo além disso

constatado a presenca de uma relacéo inversa entre estas células, e o FEV;.

O conceito de uma populacao celular com capacidade para suprimir a resposta
imune proposto por Gershon e Kondo [983] na década de 70 reemergiu mais
tarde com a demonstracéo, por Sakaguchi [984], nos ratos timectomizados ao
3° dia de vida, do desenvolvimento de doencas auto-imunes Orgao-especificas,
cuja origem parecia residir na auséncia de uma subpopulagédo especifica de
células T as - TCD4'CD25" - que ao serem transferidas, preveniam a sua
ocorréncia. Por outro lado, constatou-se que o factor de transcricdo FoxP3 se
encontrava altamente expresso nessas ceélulas TCD4+CD25+ [985]. O
desenvolvimento desta populacéo celular ocorre no timo e requer a interac¢éo
do receptor das células T (TCR) com as moléculas da classe Il do MHC unidas
a um peptideo expresso pelo estroma timico [986]. A expressdo FoxP3
depende da unido da molécula CD28 com os seus ligandos CD80/CD86,
necessaria para que as células ndo sejam eliminadas, apesar de evidenciarem
grande afinidade no reconhecimento antigénico [986]. Sob o ponto de vista
fenotipico reconhecem-se varios tipos de células reguladoras: as T reguladoras
naturais (Tregn), que abandonam o timo como ceélulas efectoras
TCD4'CD25"FoxP3", tém uma alta expressdo de superficie do CD152 e séo
essenciais na manutencdo da auto-toleréncia; as Trl, sdo células Th que

dependem da IL-10 para a sua diferenciacdo, ndo expressam o FoxP3, mas
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possuem uma elevada expressdo de CD125; as células Th3 que se
caracterizam pela producdo do TGF-B, dependendo deste para a sua
diferenciacéo, e expressam a cadeia alfa do receptor da IL-2 (CD25), como as
células Tregn [987]; e ainda as células Treg induzidas (Tregi) as quais sofrem
um processo de maturacdo na periferia, e obtém a expressdo FoxP3 apos
estimulacdo por antigénios exégenos [988] num microambiente rico em TGF-
e em IL-2 [316].

As duas subpopulacdes mais abundantes destas células imunoreguladoras séo
representadas pelas Tregn e as Tregi. Exercem o0s seus efeitos supressores
sobre outras células T, ou sobre as células dendriticas apresentadoras de
antigénio, através de mecanismos que dependem do contacto celular (unido do
CTLA-4 ou do CD28 com os seus ligandos CD80 e CD86) ou da producao de
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e o TGF-B [990], que exercem uma
accdao directa sobre as células T efectoras, ou ainda um efeito inibidor sobre as
células apresentadoras de antigénio, induzindo portanto, uma resposta
tolerogénica, entre outras.

Nos estudos efectuados em fumadores com DPOC e enfisema, Lee [991]
constatou que estes doentes tinham poucas células T reguladoras a nivel
pulmonar, assim como niveis diminuidos de mRNA para o Foxp3 e de IL-10,
em relacdo ao grupo controlo. Ja os fumadores assintomaticos e
funcionalmente normais, apresentavam um aumento significativo das células T
reguladoras no LBA comparativamente com o0s individuos sem habitos
tabagicos e doentes com DPOC moderada [992]. Isajevs [993] demonstrou a
presenca de uma expressao elevada de células T- Foxp3 nas vias aéreas de
maior calibre de fumadores, com e sem DPOC, que se correlacionava
positivamente com a carga tabdagica, contrariamente ao observado a nivel das
pequenas vias aéreas dos portadores de doenca, em que a diminuicdo das
células T-Foxp3 se correlacionava positivamente com a limitacdo do fluxo
aéreo. De facto, as Treg presentes nos foliculos linféides sao
fundamentalmente Tregi e Th3, dado que encontram um microambiente

citocinico e uma exposicao antigénica favoraveis ao seu desenvolvimento,
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como é o caso por exemplo, das células epiteliais alveolares de tipo Il que
fornecem um microambiente rico em TGF-3, favorecedor do desenvolvimento
das células Th3. As células Tregi tém uma expressao instavel do Foxp3 e
parece ser devido a esta circunstancia, que a sua capacidade reguladora se
mostra mais reduzida [994].

No sangue, estas células encontram-se aumentadas nos doentes com DPOC
em fase de agudizacédo, existindo uma correlacdo entre esse incremento, e a
gravidade da doenca [995].

Estas células, as quais se atribuem como fun¢des principais a supressédo da
resposta imunolégica e a manutencdo da tolerdncia a autoantigénios,
encontram-se comprometidas na DPOC, quer como consequéncia de defeitos
geneéticos ou epigenéticos quer, eventualmente, por um aumento da resisténcia
das células efectoras a sua regulagédo. Nos ex-fumadores (com mais de 5 anos
de abstencdo tabdgica) Roos-Engstrand [996] demonstrou que é possivel

restabelecer as proporcdes das subpopulacdes de linfocitos T.

Os linfocitos B encontram-se aumentados nos doentes com DPOC moderada a
grave tanto a nivel das vias aéreas centrais, como foi demonstrado no tecido
obtido através de bidpsias bronquicas [997] e igualmente a nivel das pequenas
vias, fenomeno constatado por varios autores [998,999], encontrando-se
clusters parcialmente arranjados em foliculos a volta das pequenas vias [999] e
no parénquima pulmonar [1000,1001], sobretudo nas formas mais graves da
doenca, resultantes da neogénese linféide [1002] e integrando o Inducible
Bronchus-Associated Lymphoid Tissue (iIBALT) [1003] formado nos processos
inflamatorios crénicos. Este tecido linféide ectdpico recruta antigénios das vias
aéreas, permitindo a iniciagdo da resposta imune local, e a manutencéo de
células memodria no pulmdo, assim como a mudanca do isotipo das
imunoglobulinas [1000]. Nas estruturas foliculares pulmonares detectou-se um
aumento da expressdo do B-Cell Activating Factor of Tumor Necrosis Factor
Family (BAFF), sugerindo a importancia desta via, no desenvolvimento e

manutencdo destas estruturas constituidas por células B memoria e naive,
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células T, células dendriticas e células dendriticas foliculares que permitem o
priming e a expansao clonal [1002]. A compartimentagdo nos foliculos das
areas B e T, é regulada por quimiocinas, como acontece nos ganglios linfaticos
[1004], tanto pelas CCL19 e CCL21 ao atrairem linfocitos T naive que
expressam CCR7, como pela CXCL13 a qual atrai as células B que expressam
CXCRS5. A oligoclonalidade das células B nos foliculos linféides parece ser
compativel com uma inducdo antigénio-especifica [1001]. Quanto a identidade
do(s) antigénios capazes de despoletar a producdo de autoanticorpos nos
portadores de DPOC permanece desconhecida; no entanto, sdo apontados
como possiveis 0s antigénios presentes no tabaco com capacidade de
modificar proteinas e outras moléculas gerando neoantigénios ou haptenos; os
antigénios microbianos, os produtos de degradacdo da matriz extracelular ou
0s autoantigénios [1001]. O papel da resposta dos linfécitos B na DPOC tem
sido alvo de alguma controvérsia, resultante da sua participacdo importante e
benéfica no combate as infec¢bes, contrariando o potencial efeito nefasto
dependente de anticorpos dirigidos aos componentes do tecido pulmonar,
associando por esta via, uma componente autoimune aos complexos
mecanismos patogénicos da doenca, com particular relevancia no

desenvolvimento do enfisema [1005].
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CAPITULO I

OBJECTIVOS

E hoje inquestionavel a associacdo entre diversas manifestacées patologicas extra-
respiratorias  (cardiovasculares, musculo-esqueléticas, metabodlicas, gastro-
intestinais, neoplasicas, infecciosas e neuropsiquicas, entre outras) e a DPOC, as
quais podem surgir em numero e intensidade muito variaveis no decurso desta
afeccao.

Embora longe de se encontrarem totalmente esclarecidos os mecanismos intimos
que conduzem a estas perturbacdes sistémicas, existem fortes indicios do seu
relacionamento com alteragbes inflamatérias contemporaneas e sabe-se,
entretanto, que a elas se encontra ligada uma complexa rede de células circulantes
e de citocinas desencadeadoras de diversos fenOmenos patogénicos, entre 0s
quais a comparticipacdo imunologica assume uma importancia de particular relevo.
E neste contexto que o projecto de investigacdo que nos propusemos desenvolver
viria a incidir: tentar correlacionar a fase evolutiva da DPOC, nomeadamente a sua
gravidade, com alguns aspectos de natureza imunoldgica, procurando determinar,
para cada um dos grupos, um perfil préprio e detectar, neste ambito, parametros
sistémicos celulares cujos valores, ou a simples presenca, se encontrassem

adstritos ao risco de gravidade da DPOC e a sua repercussao sistémica.
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Por isso foram consideradas, combinadamente, ndo sé as perturbacdes funcionais
da doenca, determinadas espirometricamente, mas igualmente, na avaliacdo do
risco, os disturbios sintomaticos e as exacerbacdes, de acordo com as mais
recentes recomendacdes consubstanciadas na revisdo de 2013 da Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) e da distribuicdo dos doentes por

grupos a par da gravidade no calculo do risco individual.
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CAPITULO II

ABORDAGEM GERAL DA CASUISTICA

1-CRITERIOS DE SELECCAO DOS DOENTES E PLANO GERAL DO ESTUDO

Face ao tema escolhido como area de investigacdo tentdmos efectuar, numa
fase inicial, a deteccdo e identificacdo de situagBes clinicas de DPOC a
frequentarem as consultas externas do Servico de Pneumologia dos HUC,
entre os anos de 2009 a 2012, que nos trés meses anteriores nao tivessem tido
necessidade de internamento, nem qualquer processo de agudizacao.

A existéncia de uma abordagem funcional espirométrica prévia destes quadros
permitiu-nos, juntamente com os elementos de natureza clinica efectuar o
enquadramento destes doentes nos respectivos grupos de risco da sua DPOC,
traduzindo assim a gravidade da afeccdo que os atingia. Esta perspectiva
afigurava-se-nos indispensavel para viabilizar um relacionamento entre a
gravidade respiratoria da doenca e a sua eventual repercussao sistémica, bem
como a posterior analise dessa relacdo em funcéo dos diferentes parametros

que viessem a ser utilizados nesse estudo.
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2-MATERIAL

Nestas condicbes tivemos oportunidade de selecionar 81 individuos
caucasianos, 62 doentes e 19 normais, sendo estes ultimos caracterizados
pela auséncia de patologia respiratéria, prévia e/ou actual, e por uma
exploracdo funcional respiratoria isenta de qualquer alteragdo. Todos o0s
participantes na Amostra Médica, assinaram um consentimento informado
aprovado pela Comiss&o de Etica.

A sua distribuicdo pelos grupos de risco evolutivos considerados, propostos
para a classificagdo da DPOC pelo estudo GOLD, encontra-se traduzida na
Fig. 6. Na sua globalidade, a Amostra Médica foi distribuida por cinco grupos,
conforme se pode observar na Fig. 7: 13 no grupo A (16%), 21 no grupo B
(26%), 20 no grupo C (25%), 8 no grupo D (10%); 19 (23%) constituiam o
grupo de controlo.

Risco
0351y

(FEV — Classificagdo GOLD)
-
(sapdeqiaoex3)

e

mMRC 0-1 mMRC =2

Sintomas
(mMRC)

Fig. 6-Distribuicdo dos Doentes pelos Grupos de Gravidade (GOLD 2013)
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Fig. 7-Distribuicao da Amostra Médica pelos cinco Grupos considerados.

Deste conjunto, 66 (81,71%) eram do género masculino e 15 (18,29%) do

feminino; a sua distribuicéo pelos diferentes grupos encontra-se expressa na Fig.

8.
100%
80%
60% i
40% o
20%
0%

Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig. 8- Distribuicdo da Amostra Médica por Género

A idade global da Amostra Médica, que variava entre os 33 e 0s 81 anos, com
uma média de 66,43+1,14 anos, pode ser observada no Quadro |. Neste
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Quadro podemos apreciar a distribuicdo da média de idades pelos Grupos.

Quadro I - Idade da Amostra Médica (Anos)

Média ngli;go L 3 Minimo Maximo
Controlo 19 59,26 2,83 53,31-65,22 33 81
GrupoA 13 69,25 2,63 63,46-75,04 49 78
GrupoB 21 67,68 1,65 64,25-71,12 50 79
GrupoC 20 68,90 2,17 64,35-73,45 48 78
Grupo D 8 69,63 2,40 63,96-75,29 58 78
TOTAL 81 66,43 1,14 64,17-68,69 33 81
p<0,035 Controlo < C

E como se reconhece na Fig.9 parece existir uma tendéncia (p=0,035) de
percentis da distribuicdo etéria por grupos mais baixos nos individuos normais
e embora ndo se diferenciem idades por grupos, a comparacao entre 0s
normais e os doentes do grupo C mostrou que aparentemente estes sdo mais
idosos (p=0,057).

1T
s000" l l L L

50,001

40,00 l

30,00 T T T T T
Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Idade

Fig.9-Percentis da Distribuicédo Etaria.

No seu conjunto, apenas se detectaram 4 individuos fumadores activos (1 no
Grupo Controlo (5,3%), 1 no Grupo A (8,3%) e 2 do Grupo C (10%)) e 22 nao
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fumadores, ndo existindo histéria de habitos tabagicos actuais, nos grupos B e
D.

Entretanto, como se pode reconhecer através da Fig. 10, dos individuos com

100%
B80%
60%
i Nao fumador
40% M Ex-fumador
20%
0%

Controlo  GrupoA  GrupoB  GrupoC  GrupoD

Fig.10- Habitos Tabéagicos

doenca, a maioria era ex-fumadora; esta tendéncia invertia-se no Grupo
Controlo (p %°<0,001), encontrando-se a distribuicdo da carga tabagica no
Quadro 1. De facto, entre fumadores e ex-fumadores a carga tabéagica total
variava entre 10 e 60 UMA, com uma média de 30,74+1,69 e sem diferenca

significativa entre os diversos grupos patoldgicos.

Quadro II - Carga Tabagica (U.M.A)

Média szl;go . 3 Minimo Maximo
Controlo 6 21,17 1,74 16,69-25,64 15 27
Grupo A 9 28,33 3,44 19,38-36,18 15 45
Grupo B 20 28,35 2,69 22,71-33,99 10 50
Grupo C 18 36,71 3,77 28,52-43,71 10 60
Grupo D 6 37,4 4,79 25,19-49,81 20 50
TOTAL 59 30,74 1,69 27,35-34,13 10 60

r=0,460; p<0,001 Controlo <B/C/D
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Assim, o facto de o valor de odds ratio ser de 14,16, variando entre 4,05 e
49,54 com 95% de confianca, indica que a circunstancia de um destes
individuos ter sido fumador podera aumentar o risco de desenvolvimento da

doenca em cerca de 14 vezes.

3-METODOS

Todos os individuos que integravam a Amostra Médica foram genericamente
observados sob o ponto de vista clinico-laboratorial, na tentativa de confirmar
um correcto diagnéstico da situagdo patoldégica em causa. Assim, durante a
organizacdo da histéria clinica, para além da referéncia a riscos inalatorios
(tabaco, ocupacional, etc.), sintomas como a tosse, expectoracdo, pieira,
dispneia e exacerbacdes, entre outros, foram exaustivamente explorados, bem
como a presenca de sinais compativeis com eventual insuficiéncia respiratéria
e a existéncia de comorbilidades (cardiovasculares, metabdlicas, infecciosas,
musculo-esqueléticas, neuro-psiquicas, etc.).

Laboratorialmente, para além das rotinas habituais (hemograma, PCR,
urémia, glicémia, proteinémia total e fraccionada, electroforese das proteinas
plasmaticas, provas hepdticas, ionograma, ficha lipidica e exame sumario de
urina), deu-se uma particular atencdo ao estudo da a;.Pi, tanto pelo que diz
respeito ao seu doseamento sérico por nefelometria, como a sua
caracterizacdo genotipica, e a pesquisa de reaccdes alérgicas através de
testes cutaneos de alergia (prick).

Esta abordagem inicial era completada por um registo electrocardiografico e
por um estudo radioldégico do tdérax, que compreendia um exame
telerradiogréfico nas incidéncias postero-anterior e lateral imposto pela situacao
clinica; nalguns casos recorreu-se a estudos em inspiracdo e expiracdo
profundas, destinados a observacdo da excursao diafragmatica e a deteccao
de eventual balanco mediastinico. Complementarmente, sempre que 0sS
quadros clinicos aconselhavam, efectuou-se uma observacgéo toracica através

de tomografia axial computorizada ou realizagdo de exames radiolégicos de
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outros departamentos organicos, numa perspectiva de apreciacado global de
cada uma das situacdes em analise.

Para além deste pilar fundamental da metodologia de estudo deste projecto de
investigacdo, dois outros se afiguraram fundamentais na prossecucao dos
objectivos definidos: uma exploracdo funcional respiratoria tdo completa quanto
possivel e a op¢cao da abordagem sistémica de eventuais repercussdes imuno-
inflamatorias.

Quanto ao estudo da funcéo respiratoria, efectuado em todos os doentes e
nos individuos normais, abarcou globalmente a gasimetria sanguinea arterial, a
ventilacdo e a difusdo alvéolo-capilar. A gasimetria era realizada numa amostra
de sangue de 1 cm? recolhido por puncéo directa, com agulha, das artérias
radial ou femoral, através do aparelho modelo ABL5 (Radiometer), onde se
determinaram os seguintes parametros: pH, PaCO, (mmHg), PaO, (mmHg),
Sat oxihemoglobinica (%), HCOs™ (nmol/L), ABE (nmol/L), tCO, (nmol/L) e SBE
(nmol/L).

O estudo ventilatério, efectuado com o recurso a um pletismografo (Body-Test
Jager), permitiu recolher os seguintes dados: CVmax (L), CVF (L), FEV; (L),
indice de Tiffeneau (%), DEMA (L/seg), DEM.s (L/seg), DEMs, (L/seg), DEM7s
(L/seg), DEMMys25 (L/seg), VMV (L/min), CPT (L), VGIT (L), VR (L), VR/CPT
(%), VRI (L), CI (L), VT (L), R (KPalL), G (L/KPa), SR (KPa), SGi: (L/KPa); a
difusdo abarcava a recolha dos seguintes elementos: DLCO SB
(mmol/min/KPa), DLCO VA (mmol/min/KPa/L), VA, FICO e FaCO.

Para excluir o diagnoéstico de asma, e na sequéncia das recomendacdes do
programa GOLD, a determinacdo da CVF e do FEV; era repetida apos teste de
broncodilatagdo efectuado com a inalacdo de um simpaticomimético de curta
duracéo de acgéo pressurizado.

O grau de limitacdo do débito aéreo assim determinado permitir-nos-ia aferir,
para cada um dos doentes, o grau de risco da sua insuficiéncia ventilatoria,

segundo as indicagdes sugeridas pelo programa GOLD:
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FEV1/FVC<70%;

Risco Ligeiro () ligeira queda FEV; > 80% do aguardado

0 .
Risco Moderado 0 agravamento da  FEV1/FVC<70%;

gueda 50%=< FEV;< 80% do previsto
Risco Grave (1) agravamento do FEV./FVC<70%:;
débito aéreo 30%=<FEV;<50% do esperado

limitagdo muito
Risco Muito Grave (IV) importante do
débito aéreo

FEV1/FVC<70%;
FEV1<30% do previsto

A associagao de quatro parametros que no seu conjunto integram o designado
BODE Index, sabe-se hoje constituirem um importante painel de apreciacdo da
gravidade da DPOC, com impacto na sua mortalidade. Assim, para além do
FEV: e da caracterizagdo da dispneia pela escala MMRC, demos particular
atencdo a determinacdo do indice de massa corporal (IMC) e a quantificacédo
da distancia percorrida numa marcha em terreno plano, durante 6 minutos.
Com estes quatro parametros determinava-se um resultado posteriormente
valorizado em funcdo de uma escala numérica de 1 a 10.

Na abordagem de pardmetros sistémicos implicados em eventuais alteracdes,
desencadeadas ou concomitantes a DPOC, optou-se, de acordo com o0s
objectivos iniciais e numa rede tdo complexa de possiveis mecanismos
intervenientes, pelo estudo de populacdes e subpopulagcdes celulares,
particularmente das linfocitarias, susceptiveis de eventual comprometimento
em fendmenos de natureza inflamatéria presentes na DPOC e nas
comorbilidades que frequentemente acompanham esta afeccao.

Assim, a tipagem linfocitaria foi efectuada por citometria de fluxo, utilizando de
cada individuo que integrou o conjunto em estudo, 3 cm® de sangue periférico
recolhido por puncdo venosa, em tubo com meio anticoagulante. Para
marcacao das populacdes linfocitarias, incubaram-se 100 w de sangue com 0s
anticorpos monoclonais pretendidos durante 10 minutos, a temperatura
ambiente e na auséncia de luz.

Para determinar as principais populacgdes linfocitarias utilizou-se o Lymphogram
(Cytognos-Salamanca, Espanha) que contém os anticorpos monoclonais
CD8/CD19, CD3/CD56 e Anti-CD4, marcados com os fluorocromos:
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Fluorescein-lsothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE) e Phicoerythrin Cyanine
(PECY5), respectivamente. Para outras marcacfes foram usados CD4, CD16
(Immunostep-Salamanca, Espanha), CD19 (Immunotech - Marseille, Franca) e
CCR3 (R e DSYstem - Minneapolis, USA) marcados com FITC, CD16
(Immunotech-Marseille, Franga), TCRYd (Catalg, Invitrogen - Carlsbad, SA,
USA); CD127 (BD Pharmingen - San Jose, CA, USA), CCR5 (R e DSYstem -
Minneapolis, USA) e CD180 (BD Pharmingen- San Jose, USA) com PE; CD3,
CD14 e CD25 (BD Pharmingen - San Jose, CA, USA), APC (Allophycocyanin),
CD4, CD8 (BDB Biosciences - San Jose, CA, USA) e CD14 (Immunostep -
Salamanca, Espanha); e CD14 com PerCP (Pinidin Chlorophyll Protein).

ApoOs incubacdo com os anticorpos monoclonais, procedemos a lise eritrocitaria
utilizando para isso 2 cm® de Lysing Solution (BDB Biosciences-San Jose, CA,
USA), durante 10 minutos, a temperatura ambiente e no escuro. Seguidamente
centrifugou-se a amostra durante de 5 minutos a 450G, no fim dos quais se
verteu o sobrenadante e se efectuou uma lavagem com 2 cm® de PBS
(Phosphate buffer saline), seguida de nova centrifugacdo durante 5 minutos,
igualmente a 450G. Suspenderam-se as células com 500 uL de PBS e
procedeu-se a leitura no citémetro de fluxo Facscalibur (BD Biosciences-San
Jose, CA, USA), usando o software de aquisicdo Cellquest (BD Biosciences-
San Jose, CA, USA), adquirindo 10.000 eventos.

Os dados assim obtidos foram guardados e posteriormente analisados,
utilizando o programa Paint-a-gate que permitiu identificar as populacdes e
subpopulacdes celulares que nos propusemos estudar.

Na metodologia utilizada para o estudo estatistico, as variaveis qualitativas
foram descritas em termos de percentagem sobre cada grupo (Controlo e
Grupos A, B, C e D), tendo sido usado o teste Qui-quadrado (x?) de
independéncia para relacionar cada uma das variaveis com o grupo respectivo.
No entanto, dado o facto de em algumas situacdes existirem exageradamente
valores aguardados inferiores a 5, tornou-se necessario classificar os
individuos apenas como normais ou doentes, sem diferenciar graus de doenca,

com a finalidade de averiguar a existéncia de associacdo entre doenca e cada
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um dos factores, através do teste y?, ou, na impossibilidade da sua utilizacéo,
através do teste exacto de Fisher. Foi ainda determinado o valor de odds ratio
e respectivo intervalo de confianca a 95%, sempre que tal se justificasse.
Quanto as variaveis quantitativas, elas foram descritas através da sua meédia e
erro-padrao da média amostral (SEM) e ainda através de outros parametros de
localizagdo, como os percentis 25, 50 e 75. Dada a circunstancia de a
distribuicdo das variaveis, em cada grupo, ndo ser na maioria dos casos
normal, verificada pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e nao existindo
uniformidade na dimensdo dos grupos, por vezes reduzidos, optou-se por
aplicar testes paramétricos para identificar diferencas entre grupos. Assim, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis e, sempre que este detectava alguma
diferenca entre pelo menos dois grupos, recorreu-se ao teste de Mann-Whitney
corrigido para comparacdes multiplas, por forma a identificar os pares de
grupos que se diferenciavam.

A analise foi efectuada através do SPSS, versdo 19, e todos os testes foram

avaliados a um nivel de significancia de 0,05.
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CAPITULO III

RESULTADOS

1-DO ESTUDO FUNCIONAL ESPIROMETRICO PREVIO

A observacdo do Quadro Il permite-nos constatar a queda do FEV; pos-

broncodilatacéo (PBD) (%) ao longo dos diferentes estadios considerados, com

uma média total de 68,25% e erro padréao de 3,09.

Quadro III - Estudo Funcional Respiratorio - FEV1 PBD (%)

Média

Erro

Minimo

Maximo

Grupo
Controlo

Grupo A
Grupo B
Grupo C
Grupo D

Total

13
21
20

81

102,03

92,13
62,56
41,77
31,35
68,25

Padrao
2,73
3,15
1,51
1,49
2,43
3,09

96,2-108,39
83,62-98,96
59,45-66,12
38,25-44,74
25,61-37,09
62,09-74,4

90,4
80
50,3
30
23,2
23,2

121

112
78
49
45

121

r=0.949; p<0.001; Controlo>B/C/D; A>C/D; B>C/D
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Os valores determinados oscilaram entre 23,2 e 121%. As diferencas entre o
Grupo Controlo e 0s sucessivos grupos patolégicos apresentavam-se
reconhecidamente significativas: r=0,949; p<0,001 (Quadro lll). Alids, como se
pode observar na Fig.11, encontram-se diferencas similares entre o Grupo de
Controlo e os Grupos B/C/D, o Grupo A e os Grupos C/D e o Grupo B e os
Grupos C/D.

DOENCA E FEV1 PBD

10

T Controlo vs.
100 1= Grupe B: p=0.001
Grupe C: p< 0.001
1 Grupe D: p< 0.001
%0 Grupo A vs,
Grupe C: p< 0,001
80 Grupe D: p< 0.001
"3 Grupo B vs.
B Grupe C: p=0.027
5 0 Grupo D: p=0.011
i .
+Il eo
]
B
= 50
40 \
-
30 -
20
Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig.11-Valores Prévios do FEV,; (PBD)

A analise dos resultados do estudo do FEV,/CVF PBD (%) revelou diferencas
estatisticamente significativas (r=0,857; p<0,001), sobreponiveis as anteriores
(Quadro 1V), com uma média global de 60,08%; SEM=1,66 e valores minimo
de 28,6 e maximo de 93,5 (Quadro V).
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Quadro IV - Estudo Funcional Respiratorio - FEV1/CVF PBD (%)

ICos

Minimo

Maximo

Grupo
Controlo

Grupo A
Grupo B
Grupo C
Grupo D

Total

13
21
20

81

Média pogic,
81,5 1,18
64,94 1,20
58,36 1,41
47,76 2,19
41,54 4,05
60,08 1,66

(Média)
76,34-82,04
62,3-67,58
55,11-61,18
43,14-52,12
31,95-51,12
56,78-63,38

70,7
56
48

33,4

28,6

28,6

93,5
69
69

67,4
62

93,5

r=0.857; p<0.001; Controlo>B/C/D; A>C/D

Assim, a dispersao dos doentes pelos diferentes grupos evolutivos, em funcéo

da limitacdo do seu débito aéreo mostrou que este diminuia significativamente

(p<0,001 - Kruskal-Wallis) com a doenga e com o seu agravamento (Fig. 12).

-padréo

Meédia + Erro

Yo

80 |

70

60 |

50

40t

30

DOENCA E FEV 1/CVF PBD

Controlovs.

Grupo B: p<0.001
Grupo C: p<0.001
Grupo D: p<0.001 i

Grupo Avs.

Grupo C: p=0.010
GrupoD: p=0.009 |

Controlo Grupo A Grupo B

Grupo C

Grupo D

Fig.12-Valores prévios do FEV,/CVF (PBD)
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2-DO ESTUDO CLINICO-LABORATORIAL

Quanto as queixas respiratérias, a dispneia (Quadro V) atinge todos os grupos
e é particularmente gravosa (graus 2 a 4) nos grupos B e D, onde afecta a
totalidade dos individuos. De facto parece existir uma tendéncia crescente da
dispneia (p<0,001) com a progressdo da doenca, sendo o grau 0/1 mais
frequente no grupo A, o grau 1/2 no grupo C, o grau 2/3 no grupo B e o grau 4

no grupo D.

Quadro V - Sintomas Respiratdrios - Dispneia

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
0-1 (100%) '
20
-2 ’ ) (100%) '
21
23 ) (100%) ' '
8
34 - ) (100%)

A tosse e a dispneia, isoladamente (Quadro VI), afectavam em percentagens
sobreponiveis os doentes dos grupos A, B e C, mas sempre que se associava
a expectoracao, a percentagem praticamente duplicava atingindo a totalidade

dos individuos do grupo D.

Quadro VI - Sintomas Respiratorios

GrupoB GrupoC GrupoD

Sintomas

(n=21) (n=20) (n=8)

Tosse+ 4 7 6

Dispneia (33%) (31,8%) (30%) p=0,333

Tosse+Dispneia+ 8 15 14 8

Expectoragio  (667%)  (682%) (70,0%) (100%) P03
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Curiosamente, todos os doentes referiam exacerbac¢des da sua DPOC (Quadro
VII), habitualmente de origem infecciosa e adstritas a época fria, mas a
respectiva frequéncia apresentava uma tendéncia ao seu aumento (22) com o

agravamento da doencga.

Quadro VII - Exacerba¢des/Ano

GrupoA GrupoB GrupoC GrupoD

Exacerbacoes/Ano (n=13) (n=21) (n=20) (n=8)

-2 - (1(?01%) ] ]
23 ; (15(?%)
3-4 ) ' (10%%)

O facto de muitos destes individuos exercerem mais do que uma actividade
explica que o risco profissional inalatério (Quadro VIII) ultrapassasse sempre o
namero de doentes que integravam o respectivo grupo, e fosse particularmente
elevado nos Grupos A e C. Neste contexto, revelou-se mais nociva a profissdo
de pedreiro (11 casos), as tarefas agricolas (19 casos) e o trabalho na

construcéo civil (15 casos).

Quadro VIII - Risco Profissional Inalatdrio

Grupo n %
Controlo 9 47,4
Grupo A 11 91,7
Grupo B 17 77,3
Grupo C 17 85,0
Grupo D 6 75,0
TOTAL 60 74,1

p <0,030
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Entretanto, o estudo clinico global dos doentes viria a revelar a presencga de um
consideravel numero de outros processos patolégicos associados a DPOC,
com eventual relevancia no enquadramento das ligacbes sistémicas desta

afeccao (Quadro IX).

Quadro IX - Comorbilidades

GrupoA GrupoB GrupoC
n=13 n=21 n=20

Afeccao Total

59 11 21 19 8
Inf-Resp.Inf- 951606y (91,79%) (100%) (95,0%) (100%) P=9001
Inf. Resp. 25 4 10 7 4 0013
Sup. (40,32%) (33,3%) (455%) (350%) (50,0%) P~

48 8 19 13 8
HTA  g741%) (67,1%) (864%) (650%) (100%) P<%001
Diabetes 11 1 4 4 2 ~0267
mellitus ~ (17,74%)  (83%)  (182%) (20,0%) (250%) P~
I 46 7 16 16 7
Dislipidémia ) 1900y (58306)  (727%) (80,0%) (87,5%) P=%001
, 16 1 3 7 5 )
Ins.Cardiaca o a000y  (83%) (13.6%) (350%) (625%) P-0001
Excesso 47 9 17 15 6 <0.001
Ponderal  (75,80%) (750%) (77,3%) (750%) (750%) P~
Osteoporose 21 6 4 8 3 =0,007
p (33,87%) (50,0%) (182%) (40,0%) (375%) >
) 7 1 0 4 2 B
Depressao  119900)  (83%)  (0,0%)  (L7%) (250%) P-00%4
. 2 1 0 1 0
Neoplasia

(3,23%) (8,3%) (0,0%) (5,0%) (0,0%)

Com efeito, desse conjunto destaca-se a presenca de 59 individuos atingidos
em diferentes épocas por infeccdes respiratorias inferiores, 48 por hipertensao
arterial, 16 por insuficiéncia cardiaca, 46 dislipidémicos, 47 com excesso
ponderal, 21 por osteoporose e 7 por depressao. Assim, a presenca de doenca
parece estar associada & hipertensao arterial (p x*< 0,001; OR=15,00; ICgs:
3,86-58,37), a dislipidémia (p x* <0,001; OR=26,07; ICoss: 5,39-126,15), a
infeccbes respiratorias inferiores (pFisher=0,002; OR=21,43; ICgs0: 2,31-

198,18), a infeccBes respiratérias superiores (p x* <0,001), & osteoporose
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(pFisher=0,018; OR=8,78; ICgs0: 1,09-70,52), a insuficiéncia cardiaca e ao
excesso de peso (p Fisher=0,017).
Quanto aos antecedentes patologicos (Fig. 13) salienta-se que a presenca de

100

100 90,9 90

80 75 M Pneumonias

i Tuberculose
pulmonar

60

40
25
20

12,5

0 o

Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig.13- Antecedentes de Pneumonia e Tuberculose Pulmonar

DPOC nao parece estar significativamente associada a uma antiga tuberculose
pleuro-pulmonar (pFisher=0,053), mas o facto de terem existido no passado
destes doentes pneumonias, pode aumentar o risco de desenvolvimento da
doenca em cerca de 5 vezes (pFisher<0,001; OR=5,35; ICgs0: 1,52-18,79)
(Quadro X).

Quadro X - Antecedentes Patoldgicos Respiratorios

Grupo Grupo Grupo Grupo

Afeccao Total C(;n_t;'glo A B C 1))
- n=13 n=21 n=20 n=8
P . 55 0 9 20 18 8 0001
neumonia - gg 794 (0,0%) (750%)  (90,9%)  (90,0%)  (100%) P~
Tuberculose
Pleuro- 18 0 3 8 6 L =0,053
(29,0%) (0,0%) (250%)  (364%)  (30,0%)  (125%) P
Pulmonar

O indice de massa corporal (IMC) expresso em kg/m?, embora variasse entre
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um minimo de 20 e 0 maximo de 41,1 apresentava (Quadro Xl), entre 0s
diferentes grupos, valores médios muito aproximados (Fig.14).

Quadro XI - indice de Massa Corporal (kg/m?)

(Mlgflia) Minimo Maximo
Controlo 19 27,93 1,09 25,63-30,23 20 36,9
Grupo A 13 29,05 1,17 26,48-31,6 22,4 33,6
Grupo B 21 29,30 1,18 26,85-31,75 20,7 39,2
Grupo C 20 27,37 1,03 25,2-29,53 20,5 41,1
Grupo D 8 28,04 1,09 25,45-30,62 23,1 30,4
Total 81 28,34 0,52 27,3-29,37 20 41,1
p=0,545

w

25
~ 20
£
—
215
10
0 ]

Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Total

Fig.14- Valores Médios do IMC

Apesar disso, a média global corresponde a um excesso de peso (28,34 Kg/m?,
SEM=0,52; ICgs0: 27,3-29,37).

O valor médio global do BODE Index (Quadro Xll) correspondia a 1,99;
SEM=0,27; ICgys9: 1,45- 2,53, minimo de 0 e maximo de 9.
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Quadro XII - Bode Index

(l\/:g)i?a) Minimo Maximo
GrupoA 13 0,17 0,11 0,08-0,45 0 1
Grupo B 21 0,95 0,10 0,74-1,17 0 2
Grupo C 20 4,25 0,22 3,8-4,7 3 6
Grupo D 8 7,29 0,36 6,41-8,17 6 9
Total 62 1,99 0,27 1,45-2,53 0 9

No entanto, a analise, quer dos resultados médios dos diferentes grupos
(Quadro Xll), quer percentualmente em relacdo ao espectro de graduacédo
deste parametro (Fig. 15), revela que a distribuicdo dos valores do BODE Index
parece indicar que este € superior na presenca de doenca, aumentando com o
seu agravamento. A respectiva avaliacdo por percentis e a sua comparagao
pelos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney mostra que existe uma
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos patologicos (p<0,001),
apresentando o Grupo Controlo valores idénticos ao Grupo A dos doentes.
Entretanto, os valores do Grupo A séo significativamente inferiores aos do
Grupo B (p=0,01), do Grupo C (p<0,001) e do Grupo D (p<0,001). Além disso,
os doentes do Grupo A apresentavam valores que ndo se afastavam
significativamente dos que pertenciam ao Grupo B (p=0,192), mas que eram
inferiores aos dos Grupos C (p<0,001) e D (p<0,001), e embora, ndo tivessem
sido detectadas diferencas significativas entre os Grupos C e D (p=1,000),
cada um destes conjuntos exibia valores significativamente superiores aos dos
pacientes que correspondiam ao Grupo B (p=0,005 e p<0,001,

respectivamente).
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Fig.15-Valores do BODE Index nos diferentes Grupos

Do estudo da a;.Pi destacava-se o facto de apenas uma percentagem minima,
em cada grupo, ser portadora de uma deficiéncia desta anti-protease, néo
tendo sido reconhecida qualquer associacdo entre essa alteracdo e o grau
evolutivo da doenca (pFisher=0,426). Entretanto, péde-se constatar (Quadro

XIIl) que aos grupos mais avancados da afeccdo (C e D) correspondiam os

niveis séricos mais baixos da a;.Pi.

Quadro XIII - Caracterizacdo genotipica e doseamento sérico da a;Pi

Grupo A Grupo B Grupo C
n 3 1 3
L Pi MS - 0,82 77 - 0,20
Genl(;)ti , Ms-083 MS - 1,20 77 - 0,18
PO Mz -085 77 - 0,61
MED 0,8333 1,20 0,3300
SEM 0,00882 0,72500 0,14012

1Cos04 0,80-087 -7,29-11,14 -0,27-0,93

Grupo D Total
2 9
MZ- 0,10
MZ-0,43
0,2650 0,7870

0,16500 0,23551
-1,83-2,36 0,25-1,32
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Assim, o doseamento da a;.Pi correlacionou-se positivamente com a doencga
(p Kruskal-Wallis<0,001) e correlacbes mudltiplas, mostraram diferencas
estatisticamente significativas entre os Grupos B e C (p<0,032) e os Grupos A

e D (p<0,039).

3-DO ESTUDO RADIOLOGICO

Das variadas e numerosas alteracOes radiologicas que correspondiam aos
individuos distribuidos pelos grupos considerados neste trabalho, permitimo-
nos salientar aquelas que se revelaram mais importantes e que melhor se
enquadravam neste estudo da DPOC: os dois tipos de enfisema - centro e
panlobular - e as lesbes que integravam o padrdo radiolégico de bronquite
cronica.

A sua analise (Quadro XIV) mostra que as alteracdes tipicas do enfisema
centrolobular, observaveis através de TAC, afectavam maioritaria e
significativamente (p<0,013) os Grupos mais graves (C e D), acompanhadas,

alids, mas em muito menor grau, pelo enfisema panlobular.

Quadro XIV - Alteragdes Imagioldgicas

~ Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Alteragio 13y m=21)  (n=20) (n=8)
. 5 14 17 8 B
EnfisemaCL 1 700)  (636%)  (850%)  (100%) P~0013
. 1 0 3 2 B
EnfisemaPlg306)  (00%)  (150%)  (250%) P70
Bronquite 7 21 16 6 ~0.017
Crénica (58,3%)  (100%)  (80,0%)  (750%) P~

Curiosamente, a prevaléncia da bronquite cronica, que era maxima no Grupo
B, variava significativamente (p<0,017) em sentido inverso ao do enfisema, isto

€, diminuia a medida que se agravava a afeccao.
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4-DO ESTUDO FUNCIONAL RESPIRATORIO

Os resultados globais considerados constam dos quadros que se apresentam
seguidamente. Deles salientamos os parametros que se nos afiguraram com
maior interesse para a caracterizacdo das alteracdes funcionais que atingiam
estes doentes, numa perspectiva do correlacionamento da DPOC com
eventuais repercussdes sistémicas desta afecgéo.

Assim, foram considerados no ambito ventilatorio: o FEV; e FEV1/CVF pés-
broncodilatacédo (PBD) (ja apresentados na fase inicial deste capitulo), o VR, a
CPT, a VR/CPT, a DLCO e, no ambito gasimétrico arterial, o pH, a PaO,, a
PaCO; e a Sat.

A-Da Vertente Ventilatdria
Como se pode reconhecer através da observacdo do Quadro XV, a totalidade

dos doentes que efectuaram a medicdo do seu VR apresentava um valor
médio de 149,87%; SEM=5,33; ICgsy: 139,25-160,48.

Quadro XV - Estudo Funcional Respiratorio - VR (%)

Erro

Média Padrio L 3 Minimo Maximo
ng‘t‘rpoolo 18 12689 2,20  122,25-131,53 93,0 138,0
GrupoA 11 1360 9,07  11580-15621  103,0 190,0
GrupoB 21 147,60 973  127,31-167,88 92,0 283,0
GrupoC 20 159,75 12,08  134,47-18503 81,0 285,0
GrupoD 8 201,88 23,01 147,47-25628 93,0 289,0
Total 78 149,87 533  139,25-160,48 81,0 289,0

r=0,412; p<0,001; Controlo<D
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Mas a evolucdo pelos diferentes grupos patolégicos vai aumentando
significativamente (p<0,001), de 136,00 até 201,8%. De facto, como nos mostra
a Fig.16, as comparacbes multiplas permitiram identificar diferencas
estatisticamente significativas entre os seguintes grupos: Controlo/Grupo D
(p=0,001); Grupo A/ Grupo D (p=0,013) e Grupo B/ Grupo D (p=0,027). Assim,
o valor do VR esta significativamente relacionado com a doenca (pKruskal-

Wallis<0,001)

240 |

Controlo/Grupo D: p = 0.001
Grupo A /Grupe D: p=0.013
990 | Grupo B/Grupo D: p = 0.027

200 ¢

180 |

VR (média + emo-padrio)

160 |

140 |

120
Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig. 16- Evolugdo do VR em func¢éo da gravidade da DPOC

Pelo contrario, a CPT, com uma média global de 112,28%; SEM=2,02; ICgs.
108,26-116,31, mostrou valores praticamente sobreponiveis entre os diferentes
Grupos e o0s Controlos (Quadro XVI), ndo sendo influenciados

significativamente pela gravidade da afeccao (p=0,336).
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Quadro XVI - Estudo Funcional Respiratoério - CPT (%)

P:(Ii:go (B’Ile(3::15ia) Minimo Maximo
Cg;‘tlfo‘io 19 1150 234  110,09-119,91 83,0 128,0
GrupoA 11 11655 451  106,51-126,58 92 141,0
GrupoB 21 107,33 433  9830-116,37 77 157,0
GrupoC 20 10986 4,87  99,67-120,05 76,0 157,0
GrupoD 8 1190 7,14  102,12-135,88 89,0 146,0
Total 79 11228 2,02  108,26-116,31 76 157,0
p=0,336

Deste modo, ndo admira que a evolucdo da relacdo VR/CPT apresentasse
resultados praticamente sobreponiveis aos do VR considerado isoladamente
(Quadro XVII). Com efeito, o valor médio total de 130,93%; SEM=2,91; |Cgysy:
125,13-136,73, ja de si elevado, parece exceder 0s niveis superiores e
significativamente elevados (p<0,001 e r=0,702) a partir do Grupo B.

Quadro XVII - Estudo Funcional Ventilatorio-VR/CPT (%)

Minimo Maximo

Cg;‘tlfocio 18 10894 0,72  107,42-110,47  103,0 115,0
GrupoA 11 113,46 548  101,25-12566 82,0 143,0
GrupoB 21 133,77 396  12550-142,03 1050 174,0
GrupoC 20 141,46 500  130,99-151,93 80,0 182,0
GrupoD 8 170,63 880  149,82-191,43  127,0 208,0

Total 78 13093 291  12513-13673 80,0 208,0

r=0,702; p<0,001; Controlo <B/C/D; A<C/D

Com efeito, também neste caso (Fig. 17) as compara¢gBes multiplas mostram
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diferencas estatisticamente significativas ao longo dos grupos considerados:
Controlo/Grupo B (p=0,001); Controlo/Grupo C (p<0,001); Controlo/Grupo D
(p<0,001); Grupo A/Grupo B (p=0,028); Grupo A/Grupo C (p=0,001);
GrupoA/Grupo D (p<0,001); Grupo B/Grupo D (p<0,001); Grupo C/Grupo D
(p=0,002).

DOENCA E VRICPT

200 g

Controlo/Grupo B: p = 0.001
Controlo/Grupo C: p < 0.001
Controlo/Grupo D: p < 0.001
Grupo A /Grupo B: p =0.028
Grupo AfGrupo C: p = 0.001
Grupo A/Grupe D: p < 0.001
1g0 | Grupo B/Grupo D: p < 0.001

Grupo C/Grupe D: p=0.002

180 |

140 |

120 |

VRICPT (média e intervalo de confianga a 85%)

100 |

80
Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig. 17- Evolucdo da VR/CPT e gravidade da DPOC

Nestas circunstancias, a relacdo VR/CPT correlacionava-se significativamente
com a doenca (p ANOVA <0,001).

O estudo da difusédo alveolo-capilar pelo monéxido de carbono (Quadro XVIiI),
efectuado em 68 individuos, mostrava uma significativa queda deste parametro
tanto no SB (p<0,001 e r=0,684) como em relacdo ao VA (p<0,001; r=0,524),
sobretudo a partir da transicdo do Grupo B para o C (78,64/50,99 e 97,55/67,47

respectivamente).
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Quadro XVIII - Estudo Funcional Respiratério - DLCO SB/DLCO Va (%)

P75 Minimo Maximo

Controlo SB 16 109,50 1,39 105,25 109,00 114,75 100,00 118,00
Controlo VA 16 114,44+ 1,46 110,13 113,50 119,75 106,00 128,00

Grupo A SB 9 79,92+15,74 13,50 92,00 115,75 54,00 151,00
Grupo A VA 9 75,92+14,54 13,00 93,00 115,50 52,00 132,00

Grupo B SB 20 78,64+6,90 68,50 81,00 97,00 51,00 137,00
Grupo B VA 20 97,55+8,90 77,00 104,00 124,25 56,00 166,00

Grupo C SB 17 50,99+5,94 39,40 53,50 67,75 38,00 88,00
Grupo C VA 17 67,47+9,12 37,33 75,00 99,00 34,00 161,00

GrupoDSB 6 33,13+9,86 5,25 31,50 52,25 21,00 82,00

GrupoDVA 6  42,25¢11,51 6,25 45,00 72,25 25,00 86,00
DLCO SB; r= 0,684; p<0,001; Controlo>B/C/D
DLCO VA; r=0,524; p<0,001; Controlo>C/D; B>D

Por isso a DLCO se correlacionava significativamente (p ANOVA<0,001) com a
doenca em estudo, tanto em relacdo ao SB como ao VA.

Na verdade, a observacao das Figs. 18 A e B esta de acordo com o resultado
das comparacdes multiplas: Controlo/Grupo B (p=0,007); Controlo/Grupo
(p<0,001); Controlo/Grupo D (p<0,001); Grupo A/Grupo C (p<0,001); Grupo
A/Grupo D (p<0,001); Grupo B/Grupo C (p=0,001); Grupo B/ Grupo D
(p<0,001), pelo que diz respeito a DLCO SB; e Controlo/Grupo C (p =0,001);
Controlo/Grupo D (p<0,001) no que se refere a DLCO VA.
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= Contrelof/Grupe D: p < 0.001 8 sof Cantrolo/Grupe C: p=0.001
H Grupa AfGrupe C: p < 0.001 | Controlo/Grupe D: p < 0.001
a Grupo AfGrupe D: p < 0.001 1 & 40 Grupo AfSrups D:p = 0.010
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Fig. 18 A e B- Evolugcédo da DLCO em SB (A) e em VA (B)
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B-Da Vertente Gasimétrica Arterial
O célculo do pH (Quadro XIX) ndo mostrou alteracdes significativas dos seus

valores (p=0,626), os quais eram muito idénticos nos diversos grupos, com
uma média de 7,42; SEM=0,004; I1Cgsy: 7,42-7,43.

Quadro XIX - Estudo Funcional Respiratoério- Gasimetria Arterial (pH)

Erro- I1C95

Média Padrio (Média) Minimo Maximo
Grupo A 12 7,42 0,005 7,41-7,43 7,39 7,45
Grupo B 19 7,41 0,007 7,41-7,44 7,39 7,53
Grupo C 20 7,43 0,007 7,41-7,44 7,38 7,50
Grupo D 8 7,41 0,008 7,39-7,43 7,38 7,45
Total 59 7,42 0,004 7,42-7,43 7,38 7,53
p=0,626

Ja a PaO;, diminuia progressiva e significativamente (p<0,001; r=0,494),
sobretudo a partir do Grupo B (Quadro XX), com valores mais baixos nos

Grupos C e D (69,25 e 55,00 mmHg), respectivamente.

Quadro XX - Estudo Funcional Respiratorio - Gasimetria Arterial

(Pa02 mmHg)
Média Pil;il:;o g Minimo Maximo
Grupo A 12 76,50 1,48 73,24-79,76 70,0 85,0
Grupo B 19 71,47 1,40 68,54-74,41 61,0 79,0
Grupo C 20 69,25 1,25 66,63-71,87 62.0 82,0
Grupo D 8 55,00 3,40 45,61-64,39 40,0 74,0
Total 59 69,51 1,18 67,14-71,87 40,0 85,0

r=0,494; p<0,001; D<A

175



A Fig. 19 mostra-nos como a PaO, se correlacionava significativamente (p

ANOVA<0,001) com a doenca, através de comparacfes multiplas: Grupo A/
Grupo C (p=0,021); Grupo A/Grupo D (p<0,001); Grupo B/Grupo D (p<0,001);
Grupo C/Grupo D (p<0,001).
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Grupo A/Grupo C: p=0.021
Grupo A/Geupo D: p < 0.001
Grupo B/Grupo D: p < 0.001
Grupo C/Grupo D: p < 0.001

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig. 19-Evolucéo da PaO, e gravidade da Doenca

A PaCO, apontava no mesmo sentido que o parametro anterior, embora com

evolucdes diferentes. Com efeito, também neste caso (Quadro XXI), o valor

que mais se afastava do normal correspondia ao Grupo D: 47,13 mmHg,

oscilando entre um minimo de 39 mmHg e o maximo de 55 mmHg,
SEM=1,71;ICgs0: 43,09-51,16.
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Quadro XXI - Estudo Funcional Respiratoério- Gasimetria Arterial

(PaCO2 mmHg)

i PE:(‘;%'O (lVIl:’::zlsia) Migim LRI
Grupo A 12 39,92 1,17 37,34-42,49 33,0 44,0
Grupo B 19 41,00 0,80 39,32-42,68 36,0 48,0
Grupo C 20 40,65 1,20 38,13-43,17 31,0 49,0
Grupo D 8 47,13 1,71 43,09-51,16 39,0 55,0
Total 59 41,49 0,64 40,20-42,78 31,0 55,0
p=0,013; D>A

Apesar de valores praticamente normais nos restantes grupos, a PaCO;
correlacionava-se significativamente (pPANOVA=0,013) com a doencga, como se
reconhece através da observacdo da Fig.20 e dos resultados obtidos com as
comparacdes multiplas: GrupoA/Grupo D (p=0,005); Grupo B/Grupo D
(p=0,011); Grupo C/Grupo D (p=0,006).

DOENGA E PaCO,
52 -

Grupo AfGeupo D: p = 0.005
Grupo B/Grupo D:p=0.011

50
Grupe C/Grupo D: p = 0.006
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Gasometria- CQ, (média e intervale de confianga a 55%)

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig.20-Evolucdo da PaCO, e gravidade da Doenca
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No mesmo sentido e de uma forma praticamente sobreponivel evoluiu a Sat
(Quadro XXII), com valores correspondentes ao Grupo D de 86,25% (maximo
de 93 e minimo de 77), SEM=2,16; ICgs: 81,14-91,36, francamente
diminuidos, justificando um correlacionamento significativo (pKruskal-

Wallis<0,001; r=0,633) deste parametro com a evolucao da DPOC.

Quadro XXII - Estudo Funcional Respiratdrio- Gasimetria Arterial (Sat%)

Média PEE::(:;:;O (l\/llgfisia) Minimo Maximo
Grupo A 12 95,08 0,39 94,21-95,96 93,0 98,0
Grupo B 22 94,64 0,29 94,02-95,26 91,0 96,0
Grupo C 20 93,15 0,38 92,34-93,96 90,0 97,0
Grupo D 8 86,25 2,16 81,14-91,36 77,0 93,0
Total 62 93,16 0,48 92,21-94,11 77,0 98,0

r=0,633; p<0,001; D<A/B

Estes resultados encontram-se igualmente expressos na Fig. 21, através das
comparacdes multiplas: Grupo A/Grupo D (p<0,001); Grupo B/Grupo D
(p<0,001); Grupo C/Grupo D (p<0,001).
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Fig.21- Valores da Sat ao longo da evolucdo da doenca

178



5-DO ESTUDO DAS POPULACOES E SUBPOPULACOES CELULARES NO SANGUE
PERIFERICO

Das populagcbes celulares (Quadro XXIIl), somente os linfocitos totais
diminuiam paralelamente ao agravamento da doenca, alids de uma forma
significativa (p=0,005). No Grupo D o seu valor médio de 1467,25 + 258,98
(MED+SEM) era praticamente metade do que correspondia ao Grupo de
Controlo: 2572,11+170,36 (MED£SEM).

Quadro XXIII - Avaliacdo de Populagdes Celulares (média)

Populacao Controlo GrupoA GrupoB GrupoC GrupoD

n=19 n=13 n=21 n=20 n=8
Linfdcitos 2572,11 2402,92 2059,09 1885,48 1467,25
Totais + + + + + p=0,005
(EP) 170,36 281,63 198,18 118,09 258,98
Linfécitos T 73,09 77,92 73,45 74,31 75,28
(CD3) + * + * + p=0,591
(EP) 8,39 6,18 11,40 5,01 9,01
Linfécitos B 10,41 9,26 11,61 9,20 9,45
(CD19) + + + + + p=0,656
(EP) 3,59 3,46 6,86 3,95 3,61
Monbcitos 5,76 6,29 6,20 6,56 6,76
(CD14) + + + + + p=0,761
(EP) 2,21 1,86 2,29 3,15 2,75

Os mondcitos (CD14) apresentavam, entre 0s grupos considerados, variacdes
muito ligeiras, sem qualquer significancia (Quadro XXIII).

Ao diferenciarem-se as populacdes linfocitarias T e B, constatou-se que 0s
grupos patolégicos (Quadro XXIlII) e o Grupo de Controlo revelavam
percentagens muito aproximadas, sem diferenciagéo significativa.

Mas em relacdo aos fendtipos linfocitarios T, considerados no Quadro XXIV, ao
contrario das células CD4 e CD8, os linfécitos T-yd e T-DN, embora sem
diferencas estatisticamente significativas, exibiam uma tendéncia evolutiva

consubstanciada, em relagéo ao Grupo de Controlo, numa elevacéao crescente
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do seu nimero nos Grupos A e B, seguida de uma queda continua nos Grupos

C e D, atingindo neste ultimo, valores bem inferiores ao grupo normal.

Quadro XXIV - Avaliagao de Subpopulag¢des Linfocitarias T (média)

Controlo GrupoA Grupo B Grupo C Grupo D

Subpopulagdo n=19 n=13 n=21 n=20 n=8
Linfécitos T 42,61 45,60 44,47 42,17 43,50
(CD4) + + + + + p=0,842
(EP) 6,89 12,85 10,48 10,63 11,95
Linfocitos T 25,42 25,14 21,82 26,14 26,68
(CD8) * * * + + p=0,636
(EP) 7,61 11,01 7,22 9,53 15,08
Linfécitos T 2,91 4,82 4,31 3,67 1,81
(vd) + + + + + p=0,290
(EP) 3,09 3,95 5,08 3,28 1,47
Linfécitos T 3,13 4,18 4,93 3,33 2,18
(DN) * * * + + p=0,518
(EP) 2,71 4,46 5,97 2,63 1,68

Quadro XXV-Populag¢des Celulares com Actividade Natural-Killer

Populacio Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

n=19 n=13 L EVA n=20 N=8
15,43 13,56 14,91 15,38 15,39
D56 * * + + + =0,925
9,31 7,17 8,85 6,59 7,65
CD16CD56 13,83 12,10 12,11 13,57 12,69 i
[EP] + * + + + p=0,841
8,86 9,33 6,25 6,41 6,75
CD3CD56 6,87 7,92 6,61 6,47 7,21
EP] + £ i £ i p=0,384
[ 9,05 4,04 7,01 4,04 7,14

Quanto ao estudo de elementos celulares com capacidade Natural-killer,

também n&o se detectaram diferencas estatisticamente significativas (Quadro
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XXV), salientando-se, no entanto, um muito discreto aumento no Grupo D em
relacio ao Grupo de Controlo da actividade das células T-NK
(6,87+9,05/7,21+7,14; p=0,384), e, ainda neste contexto, uma moderada
diminuicdo das células NK (CD16CD56) (13,83+8,86/12,69+6,75 com p=0,841).

QUADRO XXVI-Subpopula¢does Linfocitarias com Actividade Citolitica/

Citotoxica (média)

Subpopulagio Controlo GrupoA GrupoB GrupoC GrupoD

LE R n=13 n=21 n=20 n=8
25,42 25,14 21,82 26,14 26,68
CD8
EP] + + + + + p=0,636
[ 7,61 11,01 7,22 9,53 15,08
CDSCD56 6,97 7,03 5,90 7,34 6,60
EP] * + * * + p=0,539
[ 4,29 5,37 3,59 2,84 3,26
CD3CDSCD16 3,80 4,63 3,67 3,83 4,78
EP] . . . . . p=0,851
! 4,36 4,03 2,24 3,22 4,02 '

Igualmente em relagdo as subpopulagbes com actividade citolitica/citotoxica
(Quadro XXVI), a sua diferenciacdo ao longo dos grupos considerados nao foi
significativa, apresentando variacdes muito ligeiras, embora os linfécitos T-CD8
citotéxicos (CD3CD8CD16) aumentassem no Grupo D em relacdo ao Grupo de
Controlo (3,80+4,36/4,78+4,02 com p=0,539).

Quanto a dinamica das células com actividade reguladora (Quadro XXVII),
apontava para variacbes muito pequenas que ocorriam sem significado
estatistico, embora se tenha constatado que a expressao molécula CD25 foi
sempre mais elevada no Grupo D em relacdo ao Grupo Controlo, ao contrario
da expressdo de CD127 a qual variava em sentido oposto. Salienta-se no
entanto, que as células reguladoras CD4CD25CD127 apresentavam valores

mais elevados no grupo mais grave, por comparacdo com o Grupo Controlo
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(2,58+1,02/3,08+0,86 com p=0,348).

Quadro XXVII - Subpopulag¢des Celulares com Actividade Reguladora
Controlo GrupoA GrupoB GrupoC GrupoD

Subpopulacao

n=19 n=13 n=21 n=20 n=8
21,91 18,07 23,48 24,01 27,21
CEDIES + + i i + p=0,780
(EP) 9,64 4,72 11,91 15,47 16,96
18,92 15,55 19,99 20,86 24,06
CD::’E(I:DDZS + + + + + p=0,956
(EP) 9,48 4,24 12,12 15,61 17,26
12,16 11,56 15,35 13,97 14,33
CD[ECI:DD% i i £ £ i p=0,771
(EP) 5,23 4,49 9,95 11,93 8,08
54,27 55,42 49,24 49,79 49,84
o x s + + x p=0,367
(EP) 10,99 11,00 12,06 12,41 6,52
37,62
CDACD127 i 40,15 36,23 34,57 35,09 B
(EP) 6.93 i £ £ i p=0,533
’ 10,15 10,59 12,30 7,14
CD4CD25CD127 2,58 2,60 3,35 2,65 3,08
+ + + + + p=0,348
(EP) 1,02 0,91 1,76 1,48 0,86

Quadro XXVIII- Expressao da Activacao dos Linfécitos B e Mondcitos

Populacdo Controlo GrupoA GrupoB GrupoC GrupoD

n=19 n=13 n=21 n=20 n=8

CD14CD180 4,38 4,93 5,20 5,62 5,54
+ £E + + £E p=0,723

(EP) 1,47 1,59 2,12 2,97 2,84

CD19CD180 8,16 6,58 7,99 5,14 5,99
+ + + + + p=0,432

(EP) 4,03 3,49 6,56 2,68 3,11

A expressdo da molécula CD180 (Quadro XXVIII) evidenciou uma tendéncia

evolutiva oposta quando associada as células da linha monocito-macrofagica
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(4,38+1,47/5,54+2,84 com p=0,723) ou aos linfécitos B (8,16+4,03/5,99+3,11
com p=0,432).

Quanto aos receptores quimiocinicos estudados o comportamento do CCR3 e
do CCRS5 foi muito diferenciado (Quadro XXIX).

Quadro XXIX - Receptores Celulares (média)

Controlo Grupo A GrupoB GrupoC GrupoD

REDEIl n=19 n=13 n=21 n=20 n=8
923 10,13 937 9.01 9.06

CEE?’ + + + + + p=0,911
(EP) 4,02 438 485 452 1.5
3.47 4.34 3.29 311 274

CCRSPCM + + + + + p=0,514
(EP) 0.45 0.77 0.39 055 0.46
874 14,58 882 6.78 6.45

CCREPCDM + + + + + p=0,637
=) 6.37 20,42 514 434 374

cors 442 5,44 590 465 258 5=0.042

(EP) 2.43 6.02 354 6.03 1,75 B>C/D
1,39 1,15 1.85 222 1,25

CCRESPCD4 + + + + + p=0,276
(EP) 1.04 357 1,59 4.24 001
CCR5CD14 11,23 12,66 11,86 9,53 6.60

(EP) N i + N N p=0,182
6.73 11,01 761 6.90 456

CCR3 CCRS R R R R 048 p=0,015

=] 0.47 1,28 0.80 1,30 0.25 E=CiD
1.67 3.09 1.4 152 088

CCR3 CI(EZFI)?S coia 1S N N N N 10,200
(EP) 1.10 334 1.63 1,50 0.64

Com efeito, enquanto o receptor CCR3, isoladamente, ndo apresentava
variagOes dignas de registo (p=0,911), o CCR5 mostrava uma queda significativa
(p=0,042) no grupo mais grave (4,42+2,43/2,58+1,75), ap0s uma ligeira elevacao
Nos grupos menos gravosos. Esta evolugdo mantinha-se quando eram avaliados
simultaneamente os dois receptores (CCR3CCR5), com variacdes semelhantes

ao comportamento isolado do CCR5, apresentando valores de
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0,70+0,47/0,48+0,25, igualmente significativos (p=0,015).
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[I PARTE

INTERPRETACAO GLOBAL E DISCUSSAO GERAL DOS
RESULTADOS

A imaginagdo é a mais cientifica das faculdades

Albert Einstein
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O nosso estudo incluiu para além de um conjunto de individuos normais que
constituiu o Grupo de Controlo, sessenta e dois doentes portadores de DPOC
com alteracdes funcionais respiratérias, de maior ou menor intensidade,
reconhecidas através da realizacdo de espirometria prévia.

Esse valor do FEV;-PBD, juntamente com os elementos recolhidos através do
exame clinico-laboratorial, permitiu-nos distribuir esses doentes pelos
diferentes grupos representativos do risco evolutivo de gravidade de acordo
com as recentes recomendacdes do programa GOLD. Alidas, a anélise dos
multiplos factores preditivos desse risco, com o recurso ao método de arvores
de decisdo (uma das principais técnicas, Data Mining) facilitou a identificacéo e
diferenciacdo das mudltiplas variaveis consideradas e utilizadas ao longo do
estudo, no contexto da formulacdo dos diferentes grupos. Curiosamente, o
ranking de importancia desses factores preditivos coincide, precisamente, com
agueles que sédo aconselhados pelo estudo GOLD de 2011 (Fig. 22),
destacando-se, por ordem decrescente: FEV; (100), MMRC (97), Bode index
(85), Exacerbacbes (79), Sat (49) e PaO, (34), entre outros de menor
relevancia.

E ndo se afigura que nestas circunstancias, a idade ou o género tenham
influenciado essa distribuicdo, ja que, em qualquer dos casos, os diversos
grupos considerados apresentavam inclusdo de doentes em propor¢cdes muito
semelhantes, embora se tenha reconhecido que a DPOC atinge
preferencialmente os grupos etarios mais idosos e 0 sexo masculino. Nestes

grupos a diminuicAo da homeostasia decorria a par dos mecanismos de
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reparacdo, por multiplos factores: genéticos, ambientais e organicos,
conduzindo a acumulacdo de lesdes moleculares, alteracbes do DNA e
encurtamento dos telomeros, do que resultaria uma maior vulnerabilidade ao
stress oxidativo [307], levando a que, embora lentamente, o pulm&o do idoso

se aproxime, sob o ponto de vista funcional, do da DPOC.
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Fig.22-Importancia dos Factores Preditivos da DPOC

Tanto nesta afeccdo como no envelhecimento, se pode assistir a uma
acumulacdo de macrofagos e a activacao de factores de transcricdo nuclear, o
que podera originar uma exagerada producdo de citocinas pro-inflamatérias
(IL-6, IL-8, TNF-q, etc.), teldbmeros substancialmente mais curtos e atraccao de
células mononucleares do sangue periférico [308,309]. Os nossos resultados
mostram de acordo, alids, com a literatura [307], que os mais idosos eram 0s
mais atingidos, tanto em nimero como na gravidade da DPOC.

Entretanto dos resultados obtidos com o presente estudo, julgamos que o
aspecto que merece um destaque particular, consiste na significativa queda
dos linfocitos totais paralelamente a evolugdo da gravidade clinica (Quadro

XXIIl) alias, bem patente na observacdo da Fig.23. Esta perturbacao celular
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podera reflectir quer o aumento da apoptose a nivel pulmonar, que parece
encontrar-se exacerbada nas fases evoluidas da doenca, quer a nivel do
sangue periférico, embora 0s mecanismos subjacentes ndo se encontrem

totalmente esclarecidos.
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Fig.23- Evolucéo da Contagem de Linfécitos Totais em Funcéo da Gravidade da DPOC

A andlise do correlacionamento dos resultados do estudo celular em fun¢éo do
género (Quadro XXX) mostrou ligeiras e pontuais variacdes, das quais
assinalamos apenas aquelas que continham significado estatistico: maior
citotoxicidade entre os homens no Grupo A (CD8; p=0,032), ao contrario do
que ocorria no Grupo C a partir dos linfocitos T Natural Killer - CD3CD16
(p=0,032), dos citotoxicos CD3CD8CD16 (p=0,047) e onde, uma significativa
(p=0,047) elevacdo da activacdo dos linfécitos B - CD19CD180 podera
corresponder a uma acrescida capacidade de reconhecimento bacteriano
através dos receptores da familia TLR, ou esta expressao, depender de uma
maior frequéncia de infec¢cdes neste Grupo; alias, os linfécitos B estdo neste
Grupo C globalmente mais elevados nas mulheres (p=0,032), as quais

mostram no Grupo A, um significativo aumento (p=0,032) das células T-yd em
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relacdo aos homens, com largas consequéncias face as multifacetadas
funcdes destes elementos celulares, nomeadamente uma eventual actividade

pro-inflamatéria.

QUADRO XXX- Relac¢do entre o Género e as Populacdes Linfocitarias

CD25 =0,009 M>F

Controlo CD3CD25 =0,016 M>F

CD4CD25 =0,009 M>F

CD8 =0,032 M>F

R A DN =0,031 M<F
Y6 =0,032 M<F

CDh19 =0,012 M<F

CD3CD16 =0,032 M<F

c CD3CD8CD16 =0,047 M<F

CD19CD180 =0,047 M<F

M (masculino); F (feminino)

Pudemos igualmente constatar que o0s habitos tabagicos se encontravam
associados ao desencadeamento da DPOC, embora apenas quatro individuos
fossem fumadores activos.

No entanto cerca de 82% dos doentes eram ex-fumadores e a carga tabagica
era significativamente (p<0,001) mais elevada em relagdo aos controlos, com
progressivo aumento paralelamente a gravidade. De facto, o consumo de
tabaco encontrava-se associado a evolu¢do da doenca para os Grupos B, C e
D (Quadro XXXI).
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QUADRO XXXI- Gravidade do Risco Tabagico entre os Ex-Fumadores

Risco tabagico - Ex-fumador

Normal para doente do Grupo A 6,93 =0,024 1,29a37,22

Normal para doente do Grupo A e evolucao

14,16 0,001 4,05a49,54
para os Grupos B, Cou D < a

Normal e doente do Grupo A e evolucao para

0s Grupos B, C ou D 841 <0,001 2,73a25,95

A circunstancia de 82% dos doentes serem ex-fumadores, ndo afastava o risco
deste factor ter contribuido para a instalacdo da DPOC, ou para se assistir a
uma evolucdo mais grave, nestes individuos. Com efeito, os ex-fumadores,
relativamente a quem nunca fumou, apresentavam cerca de sete vezes mais
probabilidades de se tornarem doentes (Grupo A) e a volta de catorze vezes
mais de evolugcdo para um grupo superior a A; tanto aqueles que néo
apresentavam doenca, como 0s que integravam o Grupo A, evoluiam para os
Grupos B, C e D em cerca de oito vezes e meia.

Assim, estes resultados estariam de acordo com aqueles que parece
demonstrarem o facto da evic¢cdo tabagica ndo resolver completamente o
processo inflamatorio sistémico entretanto desencadeado, o qual no fumador
activo, se encontra sobejamente reconhecido, e que poderia contribuir, como
veremos, para 0 progressivo aumento, nestes doentes, da patologia sistémica
que os atingia, paralelamente a gravidade da situacao clinica respiratoria e da
obstrucdo bréonquica funcional, mantendo em circulagcdo um excesso de células
pro-inflamatorias.

Com efeito, estudos levados a cabo no parénquima, em bidpsias brénquicas ou
através de marcadores da inflamagéo, revelaram a persisténcia do processo
inflamatorio local nos ex-fumadores [433,434,435], facto alias confirmado por
Miller [437] ao estudar longitudinalmente DPOCs entre um e quatro anos apés
cessacdo tabagica, e demonstrar que nestes doentes se mantinha o caracter

evolutivo do enfisema que os atingia.
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Deste modo os resultados obtidos encontram-se de acordo com aqueles que
constataram que a eviccdo da agressdo inalatoria, particularmente da
representada pelo tabaco, ndo anula a progressdo da gravidade da doenca.
Com efeito, ao aceitar-se que nos consumidores de tabaco e, sobretudo, nos
portadores de DPOC se assiste patogénica e clinicamente & instalacdo de um
processo inflamatério sistémico, que se afigura hoje incontroverso
[1006,1007,1008,1009,1010,1011], teremos de reconhecer que estes
resultados parecem estar de acordo com a gravidade evolutiva da DPOC,
guando analisados em relagdo ao risco transmitido pelos factores inalatérios
(Fig.24).

e e

INFLAMAGAO SISTEMICA

Fig. 24-Importancia da Agressdo Respiratdria e do Stress oxidativo no processo
inflamatério que conduz & DPOC e as suas Comorbilidades

De facto, embora estes mecanismos patogénicos subjacentes ndo se
encontrem ainda totalmente esclarecidos, sabe-se como o tabaco é susceptivel
de provocar ndo sO6 uma inflamacdo bronquica mas igualmente sistémica,
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celular e humoral, stress oxidativo, alteracbes funcionais dos endotélios
vasculares e aumento das concentracfes de varios factores pro-coagulantes
circulantes [1006].

Ora, o stress oxidativo, que é presentemente reconhecido como um importante
factor predisponente da patogenia da DPOC, associado as exacerbacoes,
diminui substancialmente a capacidade antioxidante nestes doentes por muito
tempo apos ter cessado a exposicao tabagica activa, dada a continuidade de
producdo de ROS com origem nas respectivas fontes endogenas [405].

Por isso, os doentes que integravam 0 nosso estudo, apresentavam diferentes
graus de gravidade da sua DPOC, a qual se afigurou independente do facto de
serem fumadores activos ou ex-fumadores, mas sim da respectiva carga
tabagica, agravada, como é largamente reconhecido, pelo aumento da idade e
por pertencerem maioritariamente ao sexo masculino.

No mesmo sentido apontava a agressao respiratéria representada pelo risco
inalatorio profissional, consideravelmente pesado em qualquer dos grupos,
nomeadamente quando comparado com o dos Controlos (p<0,030).

De facto, quando ele existia, o risco de um individuo normal passar a integrar o
Grupo A, isto é, contrair a doenca, era de cerca de doze vezes maior, e 0 risco
deste grupo evoluir para os Grupos B, C ou D é cerca de quatro vezes e meia
superior (Quadro XXXII).

QUADRO XXXII-Importancia do Risco Inalatoério Profissional
Risco Profissional Inalatdrio OR p I1Cos59
Normal para doente do Grupo A 12,22 =0,028 1,31 a 14,39

Evolucao do grupo A para os Grupos B, CouD 4,54 =0,007 1,51a13,53

Ao associarmos a carga tabagica, como num ex-fumador saudavel, ao risco

inalatério profissional, foi possivel constatar que este tem uma probabilidade
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perto de seis vezes maior de passar a integrar o Grupo A (passar a doente) e
de cerca de 6,7 vezes mais elevada de evoluir para os Grupos B, C ou D
(Quadro XXXIII e Fig. 25).

QUADRO XXXIII- Associagao dos Riscos Tabagico e Profissional Inalatorio

Risco tabagico - Ex-fumador (saudavel) +

Risco Profissional Inalatorio

Saudavel para doente do Grupo A 6,13 =0,032 1,17a32,10

Do Grupo A evoluir para os Grupos B, C ou D 6,65 =0,003 1,93 a22,89

OR =14,16
- 100 p<0,001
o~ 1222 ICy4,: 4,05 - 49,54 OR = 6,65
p=0,028 OR = 4,54 p=0003
ICpee: 1,31 - 114,30 OR=6,93; OR =613 0=0, 007 ICq5: 1,93 -22,89)
100 p=0,024 N ICgp: 1,51-13,53

. p=0,032
I :1,29-3722
Cosni 1, . 1G53 1,17 - 32,10

Escala Logaritmica (base 10)
Escala Logaritmica (base 10)
]

RPI Ex-Fum RPIl e Ex-Fum RPI Ex-Fum RPIl & Ex-Fum

Fig. 25- Riscos Tabagico e Profissional Respiratério considerados isoladamente e em conjunto
nos Ex-Fumadores

Também em relacdo a estes dois parametros, consumo tabagico e risco
profissional inalatério, se constatou a existéncia de pequenos e pontuais
relacionamentos, num ou noutro grupo, com as células e receptores estudados
no sangue periférico (Quadro XXXIV).
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QUADRO XXXIV-Relacionamento dos Riscos Tabagico e Profissional
Inalatdério com alguns Elementos Celulares e Receptores Estudados

crunoB | CD14 -0.004 N<S
p CD14CD180 -0.006 N<S
Risco
Profissional Grupo C | CD3CD8CD56 -0.046 N>S
Ll runeDp | CP19 =0.046 N>S
p CD4CCR3 =0.044 N>S
GrupoA | CD8 =0.014 NF<Ex-F
Grung C | CD56CD8 -0.025 NF<Ex-F
p CD4CD25CD127 | =0.025 NF>Ex-F
Nao Fumador V5 =0.040 NF>Ex-F
v CD56 =0.046 NF>Ex-F
Ex-Fumador Grungp | CD3CD56 =0.046 NF<Ex-F
p CD4CD25 -0.046 NF<Ex-F
CD4CD25CD127 | =0.046 NF<Ex-F
CCR3CCR5 -0.039 NF<Ex-F

N (ndo); S (sim); NF (Ndo Fumador); Ex-F (Ex-Fumador)

Salienta-se, nesta relacdo, que os individuos do Grupo B, submetidos a um
acrescido risco profissional inalatério, apresentavam maior numero de
mondécitos (CD14), bem como da sua actividade, expressa através das células
CD14CD180 (p=0,004 e p=0,006, respectivamente); que no Grupo D, tanto os
linfécitos B (CD19) como a expressao do receptor CCR3 ligado aos linfécitos
CD4 néao se relacionavam, observando-se um comportamento similar no Grupo
C, no que dizia respeito a actividade citotoxica representada pelos linfécitos
CD3CD8CD56.

Quanto aos habitos e carga tabagica, constatd-mos uma maior capacidade
linfocitaria citotoxica nos ex-fumadores dos Grupos A (CD8), C (CD56CD8) e D
(CD3CD56) (p variando entre 0,014 e 0,046), e uma maior actividade
reguladora das células T(CD4CD25CD127) nos ndo fumadores do Grupo C
(p=0,025), a qual se invertia com o0 agravamento da situacao clinica - Grupo D
(p=0,046). Entretanto, o significativo aumento (p=0,039) da expressdo dos

receptores CCR3CCRS5 entre os ex-fumadores do Grupo D em relagdo aos nao
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fumadores, podera corresponder a uma maior resposta inflamatéria que se
mantém entre 0s primeiros.

Genericamente, os doentes apresentavam um moderado, mas ndo significativo
aumento de peso corporal, com valores muito aproximados entre os diversos
grupos patolégicos e entre estes, e o Grupo de Controlo (Quadro Xl e Fig. 14).
Assim, e embora se tivesse constatado a existéncia de alguns obesos
dispersos, ndo nos parece que este factor tenha tido uma influéncia decisiva
nomeadamente, no desencadeamento da obesidade, como patologia sistémica
associada a DPOC no conjunto global estudado.

Em relagdo ao BODE Index, foi detectada uma forte correlaccdo com o
desencadeamento e progressdo da doenca (p<0,001; rs=0,937),
particularmente no Grupo D. Nado admira pois, que outros parametros (Fig.26)
integradores do BODE Index evoluissem em moldes semelhantes aos
assinalados, por exemplo, pela queda do FEV;-PBD (p<0,001; rs=0,943) e do
FEV1/CVF-PBD (p<0,001 rs=0,855), sempre na perspectiva de que 0S grupos

de risco acrescido, apresentavam maior BODE Index e menor FEV;.
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Fig. 26- Evolucéo de Diferentes Pardmetros correlacionando o Bode Index e o FEV;
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O inicio e progressao da doenca parecem estar ainda associadas a uma maior
carga tabagica (fumadores e ex-fumadores) embora a correlacdo seja mais
ténue (p=0,004; rs=0,374) com o avancar da idade (p<0,013; rs=0,276) (Fig.27).

i ¢ Inbervala do Confianagn o U6
@

Icade (Média + Erno-padrio)

Cantrolo vs. Grupo C: p = 0.054

15 L

Con.trolo Grupo A GI‘L;DO B Grupo C Grubc D Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig.27-Relacionamento da Carga Tabdagica e da Idade com a Gravidade Evolutiva da Doenca

Assim, o BODE Index, como importante painel de apreciacdo da DPOC, é
susceptivel de nos fornecer uma fundamentada visdo acerca da gravidade
clinico-funcional que atinge este tipo de doentes, como é hoje amplamente
reconhecido (Fig.28), integrando-se no conceito de que 0 acesso ao grau de
gravidade da DPOC, apenas se afigura possivel, através da incorporacéao de

parametros multidimensionais na sua analise individual [1012].

Controlo/Grupo B: p = 0.010 T
Centrolo/Grupe C: p<0.001 b
Controlo/Grupo D: p <0.001 S
Grupo A /Grupo C: p < 0.001

Grupo A/Grupo D: p < 0.001

Grupo B/Grupeo C: p = 0.005

Grupo B/Grupe D: p = 0.001

Bode Index (Média + Erro-padrao)
F-

L

0 = -

Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Fig. 28- Bode Index e Gravidade da DPOC
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Sob o ponto de vista clinico, a dispneia atingia todos os doentes, sendo
particularmente grave (graus 2 a 4) nos Grupos B e D e, como seria de
aguardar, aumentava paralelamente a gravidade da DPOC; o mesmo se
verificava quando se associava tosse e sobretudo a expectoracdo (Quadros V
e VI). Os grupos menos atingidos, A e B, eram 0s Unicos que pontualmente se
relacionavam significativamente com algumas variacdes dos fenotipos
celulares e com os receptores estudados, no sentido de uma maior actividade
citotoxica no Grupo A (CD56 e CD16CD56) (p=0,017), e de uma menor
expressdo dos receptores ligados aos monécitos (CCR3CD14 e
CCR3CCR5CD14) nos individuos do Grupo B, traduzindo eventualmente uma
menor actividade inflamatdria (p=0,011 a 0,030 respectivamente) (Quadro
XXXV), contrariamente ao observado quando a expectoracdo se associava a
tosse e a dispneia, em que a actividade citotoxica no Grupo A passava a estar
dependente das células T-yd (p=0,027); e no Grupo B, se assistia a uma
expressao significativa dos receptores celulares ligados aos mondcitos (p
variando entre 0,012 e p 0,005) traduzindo um eventual agravamento do

processo inflamatério (Quadro XXXVI).

QUADRO XXXV-Relacao dos Sintomas (Tosse e Dispneia) com as Populag¢oes

Celulares e Receptores

CD16CD56 =0,017 N<S

CD56 =0,017 N<S

A CD3 =0,027 N>S

Tosse+Dispneia Y6 =0,027 N>S
CCR3 =0,007 N>S

B CCR3CD14 =0,011 N>S

CCR3CCR5CD14 =0,030 N>S

N (ndo); S (sim)
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QUADRO XXXVI-Relacao dos Sintomas (Tosse, Dispneia e Expectora¢do) com

as Populacgoes Celulares e Receptores

CD16CD56 =0,017 N>S
A CD56 =0,017 N>S
CD3 =0,027 N<S
Tosse+Dispneia
Yo =0,027 N<S
+
CCR3 =0,005 N<S
Expectoracao
5 CCR3 CD14 =0,012 N<S
CCR3CCR5 CD14 =0,022 N<S
CCR5CD14 =0,044 N<S

N (ndo); S (sim)

Igualmente, todos os doentes referiam exacerbagdes da sua DPOC, mas o
namero anual destes episédios aumentava progressivamente com a gravidade
dos quadros clinicos (Quadro VII). E embora este parametro nao tenha feito
parte deste estudo, dado que a agudizacdo da doenca constituiu um critério de
exclusdo, parece-nos importante realcar a sua presenca ja nas fases iniciais da
doenca, e o0 impacto que potencialmente poderdo ter no despiste precoce da
afeccao.

A exploracdo funcional respiratéria, nas suas vertentes ventilatoria e
gasimétrica, mostrou-se de acordo com os resultados que se aguardavam,
particularmente quanto a sua deterioragdo a par da evolucdo do risco de
gravidade, associando um progressivo e significativo (p<0,001) aumento do VR
e da VR/CPT (Fig.29) a significativa (p<0,001) diminuicdo da difusdo alvéolo-
capilar, traduzida na queda da DLCO (Fig.30), da PaO, e da Sat (Fig.31).
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Este tipo de analise permitiu-nos reconhecer a expressiva gravidade do grupo
D, pois nestas circunstancias, para além dessas alteracdes, os doentes que 0
constituiam ndo teriam capacidade de utilizar eventuais mecanismos de
compensacao susceptiveis de impedir a queda na faixa patologica dos valores
da PaCO, e por isso, estes se mostravam significativamente (p=0,013)

elevados em relagcéo aos restantes grupos, sobretudo ao Grupo A.
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Fig.32-Relacdo das Popula¢fes Celulares e Receptores com alguns Pardmetros Funcionais

Respiratérios nos Grupos B e D

As relacbes dos varios parametros funcionais com o espectro celular
investigado (Fig.32) parecem apontar, com a evolucdo da afeccdo, para um
agravamento dos parametros mais adstritos a area de trocas gasosas, na
dependéncia fundamentalmente, de fendmenos de citotoxicidade, como se
pode observar no Grupo D - DLCO: CD56 (p=0,019); CD3CD8CD56 (p=0,042)
CD3CD56 (p=0,042). Ja o VR evidenciou um relacionamento mais marcado
com a actividade inflamatéria dos receptores particularmente com o CCR3 quer
isolado (CCR3-p=0,014) quer ligado aos mondcitos (CCR3CD14-p=0,004) quer
aos linfocitos CD4 (CCR3CD4-p=0,028) no Grupo B, constatando-se um
comportamento semelhante no Grupo D (CCR3CD14-p=0,047).

Estas perturbacdes, a par da carga tabagica e do estado inflamatorio sistémico
ligado as eventuais dinamicas celular e citocinica que tais disturbios acarretam,
nao teriam deixado de influenciar o agravamento da situacédo clinica atraves de
outros quadros patolégicos associados, identificados como comorbilidades,
nomeadamente os de natureza cardiovascular e, entre estes, a hipertensao
arterial e a insuficiéncia cardiaca, os quais apresentavam uma evolucao
significativamente (p<0,001) paralela no ambito dos grupos de gravidade

(Quadro IX).
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Alias, fenomenos patogénicos semelhantes a nivel pulmonar, particularmente
decorrentes da actividade proteasica relacionada também com a atraccdo a
essas areas de um excesso de polimorfonucleares e de macréfagos,
justificariam que as principais altera¢des radiolégicas — enfisema centrolobular
e bronquite cronica — tivessem tido uma evolugcé@o paralela e estatisticamente
significativa (p=0,013; e p=0,017, respectivamente) (Quadro XIV).

Neste contexto, assinala-se ainda que o numero de doentes atingidos por
enfisema panlobular, embora diminuto, enquadrava-se preferencialmente nos
Grupos C e D, atestando assim a influéncia dos fenétipos ZZ na criagdo das
condicdes locais, e eventualmente sistémicas, responsaveis pela destruicdo do
pulmdo - excesso de proteases e de stress oxidativo - contribuindo
substancialmente para as alteracbes da difusdo alvéolo-capilar e para a
insuficiéncia respiratéria global, que atestava a gravidade clinico-funcional dos
individuos que integravam esses grupos.

Assinala-se 0 comportamento dos diversos fendtipos celulares e receptores
estudados nos dois tipos de enfisema. Com efeito, do conjunto das alteracdes
destacamos a precocidade da actividade reguladora (CD4CD25CD127) nos
grupos menos atingidos pelo enfisema centrolobular (A e B), numa eventual
tentativa de controlo do excesso de respostas efectoras (p entre 0,028 e 0,040)
(Quadro XXXVII), mantendo-se ainda de forma expressiva e significativa, no
Grupo C (p =0,040) dos portadores de enfisema panlobular (Quadro XXXVIII).
Curiosamente, ndao se constatou nenhuma relagdo significativa com a
actividade citotoxica, quer na fase precoce quer mais avancada, nestes dois

tipos de enfisema.
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QUADRO XXXVII- Relacao do Enfisema Centrolobular com as Populagoes

Linfocitarias
CD3CD25 =0,009 N<S
A CD25 =0,019 N<S
CD4CD25CD127 =0,028 N<S
Enfisema
CD3CD8CD56 =0,034 N>S
Centrolobular
B CD4CD25CD127 =0,040 N<S
CD25 =0,048 N<S
C CD16 =0,039 N<S

QUADRO XXXVIII- Relacao do Enfisema Panlobular com as Populag¢des

Celulares

CD3CD25 =0,007 N<S

CD4CD25 =0,007 N<S

CD25 =0,007 N<S

Enfisema ¢ CD4CD25CD127 =0,013 N<S
Panlobular CD8CD56 =0,015 N>S
CCR3CCR5 =0,037 N<S

CCR3CCR5CD14 =0,043 N<S

b CCR5CD14 =0,046 N<S

Em relacdo aos antecedentes infecciosos prévios e, face ao elevado numero
de doentes que relatavam terem sido atingidos por infec¢des respiratorias
inespecificas, cujo numero crescia significativamente (p<0,001) (Quadro X)
interrogamo-nos se esse paralelismo em relacédo a gravidade, tera contribuido

como elemento causal da DPOC (particularmente se contraidas na infancia),

203



Ou se eram apenas consequéncia das alteragcbes broncopulmonares que a
partir de certo momento evolutivo, criaram as condicbes propicias ao
desencadeamento destas complicacdes. Alias, e embora em menor numero,
assaltam-nos as mesmas duvidas em relagdo aos doentes em cujos exames
radiologicos se detectaram sinais inequivocos de antiga infecgéo tuberculosa.

Julgamos, e defendemo-lo abertamente, que tém razdo os autores que hoje
apontam para o enquadramento da DPOC na patologia sistémica. Com efeito,
neste estudo, sdo varias as comorbilidades que atingiam excessiva e
significativamente estes doentes, todas elas ligadas a mecanismos
patogénicos com importante implicacdo sistémica em relagdo aos quais, 0
stress oxidativo que atinge os compartimentos subcelulares € um dos principais
responsaveis e com percentagens muito elevadas nos Grupos de maior risco
(C e D), isto &, naqueles em que os fenomenos inflamatérios e o stress
oxidativo poderiam influenciar decisivamente o desencadeamento de patologia
sistémica associada. Assim, pode-se dizer que, genericamente, entre 0s
Controlos (saudaveis) e os doentes se verificou a presenca significativa de

comorbilidades mais frequentemente entre estes ultimos:

Comorbilidade Significancia OR [Cos0%

HTA pXZ <0,001 15,00 3,85-58,37
Dislipidémia pXZ <0,001 26,07 5,39-126,15
Insuf Cardiaca Prisher<0,008

Inf. Resp. Inf P risher <0,002 21,43 2,32-198,19
Inf. Resp. Sup Py? <0,001

Alias, logo no inicio da diferenciacdo dos doentes pelo risco de gravidade, viria
a constatar-se que mesmo 0s menos atingidos (Grupo A) revelavam ja um
maior niumero de quadros patologicos associados, em relacdo aos individuos

normais;:
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Comorbilidade Significancia OR 1Co50

HTA Prisher=0,006 10,67 1,91-59,62
Dislipidémia Prisher=0,007 11,90 1,81-76,53
Osteoporose Prisher=0,007 18,00 1,79-181,32
Inf. Resp. Sup Prisher =0,016

Nestas circunstancias, ao aceitar-se a importancia da DPOC no
desencadeamento de patologia associada, estes resultados sugerem que essa
influéncia, nomeadamente do quadro inflamatério local e sistémico que
acompanha a DPOC, se manifesta desde a sua fase mais inicial. Nao admira
pois que o agravamento da obstrucéo funcional e o eclodir de exacerbacbes
que acompanham estes doentes, venha a conferir a DPOC caracteristicas
verdadeiramente sistémicas.

Entre os grupos iniciais mais proximos existiam poucas diferencas. Desta
forma, aquilo que diferenciava o individuo do Grupo A de outro do Grupo B é
gue o primeiro associava mais frequente e significativamente, um acréscimo de
osteoporose (Prisher=0,031; OR=6,33; 1Cg50,1,01-21,07); e um doente do Grupo
C era atingido em relagdo a um do Grupo B por outras afecgdes, tais como:
osteoporose  (Prisher=0,044; OR=4,61; lcos501,01-21,07) e depresséo
(Prisher=0,038).

Estas pequenas diferencas entre os graus de gravidade mais baixos, davam
lugar, nos Grupos C e D, a praticamente a mesma e pesada associacdo de
outras patologias. Na verdade, os Grupos C e D afastavam-se dos normais e
dos Grupos A e B pelos seguintes parametros:

Comorbilidade Significancia OR 1Cos50
Dislipidémia p,%=0,001 6,44 1,96-21,19
Ins. Cardiaca p,2<0,001 9,19 2,59-32,94
Osteoporose p,2=0,036 2,96 1,05-8,29
Depresséao Prisher=,016 7,29 1,36-39,06
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A inflamacdo local e sistémica no contexto patogénico e eventual agravamento
da DPOC e das suas comorbilidades, € hoje consensualmente reconhecida, e
a sua relevancia levou alguns autores, como Fabri [1006], a considerar que
elas integravam uma verdadeira sindroma inflamatoria sistémica cronica
(Fig.33) que viria a proporcionar o actual conceito de inflamasoma. O seu
diagnéstico no contexto deste trabalho poder-se-a obter desde que estejam
presentes pelo menos trés das seguintes situacdes: mais de quarenta anos de
idade; carga tabagica superior a 10 UMA; sintomas e anormal funcao
respiratéria compativel com DPOC; insuficiéncia cardiaca cronica; sindroma

metabdlica; elevagcédo da PCR.

~ Cardio-Vas. M Osteop. ‘
Infecgbes Neurops.

/

Alteragoes
Linfécitarias ?

Cancro

INFLAMAGAO
SISTEMICA CRONICA

Fig.33-Principais Comorbilidades Susceptiveis de acompanhar a DPOC

Ora, como pudemos constatar, ao conjunto de doentes que estudamos
correspondia a grande maioria destas situacdes, e a importancia das
comorbilidades que os atingia aumentava paralela e significativamente ao
agravamento da situacao clinica, sobretudo nos Grupos de maior risco (C e D),
embora logo na diferenciacdo inicial dos doentes pelo risco de gravidade, se

tenha constatado que mesmo os individuos menos atingidos (Grupo A)
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revelavam ja um maior e significativo nimero de quadros patolégicos
associados, em relacdo ao Grupo de Controlo.

Estes resultados parecem equivaler aos que alguns autores encontraram ao
efectuarem nestas situacdes o estudo através de biomarcadores inflamatorios
no sangue periférico [1007,1008,1009,1010,1011,1013]. Assim, por exemplo,
Agusti [1008] pode verificar que através da utilizacdo de seis biomarcadores,
16% dos doentes apresentavam um padrdao de inflamacédo sistémica
persistente com significativo aumento da mortalidade e da frequéncia do
namero de exacerbacfes anuais por comparagdo com os nao inflamados.
Quanto a analise da relagcdo entre algumas das comorbilidades e as
populacdes celulares (Quadro XXXIX) destacam-se aquelas que revelaram

interesse estatisticamente significativo.

QUADRO XXXIX-Relacdo entre Comorbilidades e Populagoes Celulares

HTA B CD19CD180 =0,045 S>N
Dislipidémia C CD8CD56 =0,016 S>N
CD3CD56 =0,039 S>N
Insuficiéncia C
CD3CD8CDh56 =0,028 S>N
Cardiaca
D CD4CD25CD127 =0,037 S>N
C CD19 =0,023 S>N
Osteoporose CDh4 =0,037 S>N
D
CD4CD25CD127 =0,037 S>N
CD14CD180 =0,041 S>N
Infecgao Resp.
B CD19CD180 =0,044 S>N
Superior
CD19 =0,042 S>N
Assim:

e Maior actividade TLR (CD19CD180) dos linfécitos B nos hipertensos do
grupo B (p=0,045).
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e Uma acrescida actividade citotoxica (CD8CD56) nos dislipidémicos do
grupo C (p=0,016).

e Um aumento da actividade citotoxica (linfécitos T-NK e CD3CD8CD56)
(p entre 0,028 e 0,039) nos insuficientes cardiacos dos Grupos B e D e
da actividade reguladora (CD4CD25CD127) neste ultimo conjunto
(p=0,037).

e Um maior numero de linfocitos B (CD19) (p=0,023) nos osteoporoticos
do Grupo C, acompanhado no Grupo D pelo aumento dos linfocitos T-
CD4 (p=0,037) e da actividade das células T reguladoras (CD4CD25
CD127) (p=0,037).

¢ Uma maior actividade dos mondécitos activados (p=0,041) no Grupo A e
dos linfécitos B activados (p=0,044) nos Grupo B e C, em qualquer dos
casos evidenciando uma acrescida capacidade de reconhecimento
bacteriano nos portadores de infeccdo respiratéria das vias aéreas

superiores.

Nas circunstancias acima descritas, esta analise, que procurou detectar o
eventual relacionamento dos marcadores imunolégicos utilizados neste
estudo com as diferentes comorbilidades, sé6 muito pontualmente se revelou
positiva e, mesmo assim, sem relevante interesse pratico nha sua
caracterizacao.

Pelo contrario, a utilizacdo desses marcadores como preditivos da presenca
de doenca, ou da sua evolugéo ao longo dos diferentes grupos considerados,
afigurou-se altamente compensadora, dando assim expressao concreta a um
dos objectivos deste projecto de investigacdo. Com efeito, os marcadores
celulares CD3 e T-yd podem ser utilizados para diferenciar os individuos

normais dos doentes:
e CD3 =< 74,2 — o individuo é saudavel (sensibilidade =91,67% e valor

predictivo negativo = 92,3%).

e T-yd <3,6 — o individuo é saudavel em 76,2% dos casos.
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e T-yd >3,6 — 84,21% sao doentes e, destes 70% integravam o Grupo A.

e Com estes critérios, tendo aplicado uma regresséao logistica, constatou-
se que o facto de um individuo apresentar um valor de CD3 >74,2
representa, por si s6, um risco 19 vezes mais elevado (OR=18,86;
p=0,010) de integrar o Grupo A (Fig.34).

e Considerando-se o caso de um individuo revelar a presenca de CD3
>74,2 e, simultaneamente, T-yd >3,6, 0 risco de ele corresponder a um
doente do Grupo A é sete vezes e meia superior (OR=7,47; p=0,019),
calculando-se que possa variar entre 1,4 e 40,25, com 95% de indice de

confianca (Fig.34).
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Fig.34-Importancia das Células CD3 e T-yd como Predictivos de Doenca

A utilizacdo isolada ou simultanea dos linfécitos CD8 citotoxicos (CD8CD56) e
dos receptores (CCR5 e CCR3CCR5), permite avaliar o agravamento da
situacao clinica, com a passagem de um doente do Grupo B para o Grupo C,
com uma sensibilidade igual ao valor preditivo negativo que é de 100%, isto €,
todas as situagcdes com CD8CD56 < 3,7 correspondiam a doentes do Grupo C.
O receptor CCR5 mostrou maior sensibilidade do que especificidade (melhor
para afastar a presenca de doenca) (Fig.35-A) e o CCR3CCR5 maior
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especificidade do que sensibilidade (melhor para confirmar a presenca da
afeccao) (Fig.35-B)

CCRS CCR3 CCRS

Gri Bws. Gn C:p=0014
Grupo B vs. Grupoe C: p = 0.082 upo Bws. Grupe Cip

g A

T N b

I l\T _/ I

s ol L l\T
1 L

Controlo Grupo A Grupe B Grupo C Grupo D Controlo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

A B

Fig. 35 -Evolucéo dos Receptores Celulares CCR5 (A) e CCR3CCR5 (B) em Funcéo da
Gravidade da DPOC

Assim:

e CCR5 = 0,9 é preditor da progressao da doenca do Grupo B para o
Grupo C (p=0,006; OR=8,5; ICgs0: 1,84 a 39,23) com uma acuidade de
79,1%.

e A presenca simultanea de valores de CCR3CCR5 < 0,4 e de CD8CD56
>3,7 aumenta o risco de passagem para o Grupo C, de cerca de 16
vezes mais (p<0,001; OR=15,83; ICgs¢ : 3,39 a 74,03).

e Com CCR5 < 0,9; CCR3CCR5 = 0,4 e CD8CD56 > 3,7 o risco de
progressdo da doenca do Grupo B para o Grupo C é 25 vezes superior
(p<0,001; OR=25,0; ICgs%: 4,41 a 141,68) (Fig.36).
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Fig.36-Células e Receptores na evolucéo da gravidade da DPOC

Verifica-se, assim, que a utilizagdo simultdnea destes marcadores detecta mais
eficazmente o risco de progressao da gravidade da DPOC, do que quando
considerados isoladamente.

Com a utilizacdo de quatro marcadores - CCR5, CCR3CCR5, CCR5CD14 e
CCR3CCR5CD14 - é possivel prever um importante agravamento da situacao
(Grupos C ou D) a partir de individuos normais, ou de doentes nos Grupos A
e/ou B (Quadro XL).

QUADRO XL-Marcadores e Gravidade da DPOC
Marcador isolado ou em associacao p OR I1Cos59, Acuidade

CCR3CCR5<3,4 0,001 6,38 2,5a18,68 73,2%

CCR5CD14 <6,8 + CCR3CCR5CD14<1,3 0,001 6,13 2,08a18,03 73,2%

CCR3CCR5<3.4 + CCR5CD14<6,8 +

2 749 211a2654 7329
CCR3CCR5CD14<1,3 0,00 ’ LIS 3200

Mesmo quando se consideram os dois receptores associados aos monagcitos,

(CCR3CCR5CD14) cujo valor seja superior ou igual a 1,3 e os restantes
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apresentem valores normais, apesar do valor de p ser de 0,071, revelando
apenas uma tendéncia, o risco de progresséao para os Grupos C ou D aumenta
3,37 vezes (Fig.37).

OR =438
1000 - p=0,002

ICqp 3,83 - 501,41

OR = 1036 OR=11,67
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Fig.37-Marcadores e Progresséo da Gravidade da DPOC

Os marcadores apresentados no Quadro XLI e Fig. 38 sao predictivos da
progressao, tanto a partir da normalidade como de qualquer outro conjunto,

para o grupo D e, portanto, do agravamento méaximo da situacao clinica.

QUADRO XLI-Marcadores Predictivos da Progressao da DPOC

Marcador isolado ou em associacao ICos59, Acuidade
CCR5CD14<5,2 0,007 10,36 1,89a56,87 90,2%
DN<1,3 0,023 7,19 1,31a39,50 90,2%
CCR5CD14<5,2 + CCR3CCR5CD14<1,0 + 0
CCR3CCR5CD14<1,3 0,006 11,67 2,04a66,68 90,2%
DN<1 + CCR3CCR5CD14<1,0 0,034 7,37 1,17 a 46,52 90,2%
CCR5CD14<5.2 + DN<1.3 + 0

’ 2 4 ) ) 141 92’7 7o
CCR3CCR5CD1451,0 WA S5y AEHash
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Fig.38-Receptores Celulares e Progresséo da Doenca

Alias, ja a simples analise dos resultados nos revelava que os valores dos
receptores, tanto do CCR5 como do conjunto CCR3CCR5, dos doentes
correspondentes ao Grupo B, eram significativamente superiores aos dos
Grupos C e D (p=0,042 e p=0,015, respectivamente), atestando assim o
interesse da sua utilizacdo na confirmacdo da DPOC e do acompanhamento da
sua gravidade ao longo da evolucéo clinica.

A heterogeneidade clinica da DPOC, nomeadamente a sua associacdo a téao
alargado painel de comorbilidades (Fig.33) dependentes de um mecanismo
central representado pelo grau e pelo tipo de inflamacgéo sistémica, a qual s6
parece constante em cerca de 30% dos casos, e em 50% das situacdes evolui
intermitentemente [1007], levou nos dultimos anos a definirem-se neste
contexto, diferentes fenotipos clinicos que permitiriam caracterizar as diversas
formas desta afeccdo e a sua classificacdo em subgrupos [1014], os quais,
porventura na dependéncia de factores genéticos [1015], associados a tao
numerosos factores de risco, onde se incluem os ambientais [1014,1016],
melhorariam substancialmente a abordagem prognoéstica desta afeccdo
individualmente considerada [1017,1018,1019].

Deste modo, tem vindo a ser aconselhada, entre outros, a diferenciacéo destes
doentes em inflamados sistémicos e nao inflamados [1008], em exacerbadores

frequentes e nao frequentes [1018], em declinadores rapidos ou lentos na
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dependéncia de uma queda anormal acelerada, ou lenta, da funcéo respiratéria
[1016].

Sem que haja consenso no numero e definicdo dos diferentes fendtipos,
Miravitlles [1014], ao eleger a importancia de diferentes factores como as
exacerbacdes, considera ser possivel efectuar o seguinte agrupamento destes

doentes:

Exacerbadores pouco frequentes Com bronquite cronica e enfisema,

exacerbacdes/ano <2

Exacerbadores frequentes Com predominio de enfisema,

exacerbacdes/ano >2

Overlap DPOC/Asma Doentes asméaticos que fumam, com sinais
de menor reversibilidade da sua obstrucéo
bronquica, portadores de rinite alérgica,
hiperreactividade bronquica, pieira e
elevagéo da IgE sérica [1021,1021]

A percentagem deste ultimo fenétipo misto, € desconhecida mas calcula-se
que ronde os 13% atingindo, segundo Soriano [1022], 23% nos individuos com
idades entre os 50 e 59 anos e 52% nos DPOCs entre os 70 e 79 anos de
idade.

Esta proposta classificativa consta alias das actuais Spanish COPD Guidelines
(Ges EPOC).

Ainda recentemente Barbara C e al. puderam, como nés, constatar o pesado
namero de comorbilidades nas situacdes mais graves de DPOC [1023].

As perturbacdes que tivemos oportunidade de observar na evolugcdo das
populacdes linfocitarias estudadas e dos seus receptores CCR5 e CCR3CCRS5,
parecem directa e significativamente relacionadas com a DPOC, podendo

constituir em alguns casos um factor preditivo de doenca e da sua gravidade.
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Serdo elas apenas mais um biomarcador sistémico a juntar a tantos outros ja
identificados e descritos ultimamente [1007,1008,1009,1011,1013]? Alias, ja se
suspeitava que 0 stress oxidativo induzido pelo tabaco influenciava uma
prematura senescéncia dos linfécitos em fumadores [759].

Em qualquer dos casos, embora se desconhegam 0s mecanismos intimos
subjacentes a estes desvios, julgamos poder admitir que os doentes cuja
DPOC se vinha a agravar progressivamente, sdo ao mesmo tempo atingidos
por uma diminuicdo das suas defesas imunitarias, sendo parcialmente afectado
o seu perfil Thy, como parecia atestar a evolucao do receptor CCR3CCR5.

Em tais circunstancias, as alteracbes detectadas tanto nas populagbes
linfocitarias como nos receptores no sangue periférico dos doentes que tivemos
oportunidade de estudar, poderédo configurar a descricdo de mais um de mais
um fendtipo clinico e contribuir para uma abordagem mais personalizada desta
situacao, reforcando assim, uma adequada capacidade de intervencéo

preventiva e terapéutica (Fig.39).

"Asma/DPOC. /R][

o

Declinadores
Rapidos

Linfopenia ?

J

Presente | Ausente FENOTIPOS CLINICOS

Fig.39-Fendtipos Clinicos ligados a DPOC, incluindo um novo Perfil dependente
de eventuais ligag@es linfocitarias, assinalado a azul

No entanto, apesar dos resultados obtidos indiciarem fortemente a existéncia
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de mais este fendtipo, ndo devemos afastar a hipotese de que as alteracdes
detectadas neste trabalho, possam ser uma consequéncia da diminuicdo do
namero de células e dos seus receptores no sangue circulante, decorrente de
uma atracgao citocinica e quimiocinica aos diversos 6rgaos e locais atingidos
no ambito do processo inflamatorio sistémico que atinge estes doentes, o qual
se encontra dependente do stress oxidativo cronicamente instalado [1011].
Assim, sO o aprofundamento desta via de investigacdo parece susceptivel de
esclarecer as davidas que este estudo nos suscitou, face aos dos resultados
obtidos.
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CONCLUSOES

Da apreciacdo deste projecto de investigacao julgamos ser possivel extrair as

seguintes conclusoes:

A gravidade da DPOC encontra-se intimamente dependente do tipo e
quantidade dos factores de risco subjacentes.

O stress oxidativo responsavel pela inflamacéo local e sistémica tipica da
DPOC esta na base deste processo inflamatério e ndo cessa com a evicgdo

tabagica.

Para o0 agravamento do stress oxidativo contribuem igualmente as

exacerbacdes da doenca desencadeadas ao longo da sua evolucéo.

As recentes descobertas no ambito da fisiopatologia e da patogenia desta
afeccdo apontam para o interesse de se definirem fenotipos clinicos no

contexto da sua heterogeneidade.
O conhecimento dos fendtipos clinicos, de que sédo ja exemplo os DPOC

portadores ou ndo de inflamacédo sistémica, os declinadores funcionais

rapidos ou lentos, os exacerbadores pouco ou muito frequentes, os
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deficitarios em a;.Pi e os overlap DPOC/Asma, entre outros, constituem
actualmente o principal alvo sobre o qual incide a investigacdo que permitira

a compreensao futura desta patologia.

As variacOes detectadas em algumas populacbes celulares e o seu
relacionamento com os diferentes parametros estudados - clinicos,
laboratoriais e funcionais respiratorios - poderdo contribuir para uma melhor
compreensao dos fendmenos patogénicos, locais e sistémicos, que ocorrem
na DPOC, nomeadamente quanto ao seu grau de gravidade e as

comorbilidades que a acompanham.

Nos individuos portadores de DPOC, o estudo das populacbes e
subpopulacdes linfocitarias no sangue periférico afigura-se uma medida de
particular interesse preditivo no diagnostico da afeccdo e, sobretudo, na
avaliacdo do grau de risco de gravidade da situacao clinica.

Os receptores CCR5 e CCR3CCRS5 constituem excelentes marcadores da
deteccdo e evolucdo da DPOC. A queda progressiva dos valores de
linfocitos circulantes e dos receptores CCR5 e CCR3CCRS5 podera traduzir
uma diminui¢éo das defesas imunitarias na DPOC, estando de acordo com o
elevado numero de infecgbes respiratérias que habitualmente a

acompanham.

Estas alteragbes parecem sugerir a identificacdo de mais um fenotipo
clinico, embora nédo se possa afastar a circunstancia de elas se encontrarem
ligadas a uma dinamica do processo inflamatério sistémico que

frequentemente atinge estes doentes.
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RESUMO

Esta dissertacdo foi dividida em trés partes. Na primeira efectuamos, em
revisdo, uma actualizacdo sobre as novas perspectivas da fisiopatologia e da
patogenia no engquadramento sistémico da DPOC. A segunda parte foi
dedicada a investigacdo realizada em 81 individuos. Na terceira tentamos
realizar uma analise global dos resultados com particular incidéncia na sua

interpretacéo patogénica.

PRIMEIRA PARTE

1-Iniciamos a primeira parte deste trabalho com uma sucinta introducéo geral
do tema e uma referéncia aos multiplos trabalhos desenvolvidos ao longo das
ultimas décadas consubstanciados na revisdo GOLD.

2-O segundo capitulo foi dedicado a uma actualizacdo epidemiolégica da
DPOC, nomeadamente em relacdo aos indices de prevaléncia e incidéncia,
tanto mundiais como do nosso pais, as variagdes em funcdo do género e da
idade, salientando-se as diminutas taxas de diagndstico e tratamento.

3-No terceiro capitulo abordamos diversos factores de risco da DPOC, com
excepcdo do tabaco, o qual foi tratado num capitulo proprio face a sua
relevancia neste contexto. Assim, foi analisada a importancia da poluicdo

ambiental e da domeéstica, a exposi¢cdo ocupacional, o envolvimento genético,
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as infecgcbes respiratérias e os factores socio-economicos. Uma referéncia
especial foi dedicada a DPOC em nao fumadores.

4-0 objectivo do quarto capitulo incidiu sobre a contribuicdo do envelhecimento
para as manifestacdes sistémicas da DPOC.

Iniciado pela andlise bibliogréfica das variacdes estatisticas que se tém
dirigido, ao longo das ultimas décadas, ao envelhecimento das populagdes,
abordou seguidamente a sua relacdo com o0s respectivos factores
desencadeantes, com as moléculas anti-envelhecimento, com o stress
oxidativo e a inflamagdo e, por ultimo, com as alteracdes funcionais
respiratérias e imunoldgicas.

5-Em relacdo ao quinto capitulo, este dedicou-se a analise da influéncia da
exposicao cronica ao tabaco no contexto da inflamacéo sistémica.

6-O capitulo sexto segue, naturalmente, o contetdo do anterior ja que ele foi
dedicado a abordar a DPOC e o stress oxidativo em multiplos aspectos, entre
0s quais se destaca: a abordagem bioquimica da oxidacdo particularmente no
ambito da formacdo de radicais oxidantes e peroxidacdo lipidica, no
relacionamento entre os oxidantes e as ceélulas, e os oxidantes e a inflamacéo
na DPOC; na actividade antioxidante e seus agentes, alguns aspectos da
apoptose; na relacdo entre os oxidantes e a sensibilidade do receptor dos
glucocorticoides; e, finalmente, o stress oxidativo face ao balangco proteases/
antiproteases.

7-No sétimo capitulo abordaram-se as alteragcfes estruturais e inflamatorias
locais e sistémicas.

8-Por ultimo, o capitulo oitavo debrucou-se sobre o envolvimento celular na
inflamacé@o local e sistémica, quer na vertente inata quer na adquirida:
monocitos/macrofagos, eosinofilos e mastocitos, células dendriticas, natural

killer, T-natural killer; T-yd, e linf4citos.

SEGUNDA PARTE

1-Abrimos a segunda parte desta dissertacdo efectuando uma curta e genérica
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exposicao sobre os objectivos da presente investigagdo: deteccdo no sangue
periféerico de eventuais alteragbes das suas populacdes linfocitarias,
nomeadamente o seu relacionamento com a detec¢do da DPOC e com o risco
individual da sua gravidade no &mbito do rebate sistémico desta afeccéo.
2-0 segundo capitulo foi dedicado ao material e métodos.
a)-A Amostra Médica era constituida por 69 doentes portadores de DPOC
em fase estavel e 19 individuos normais (Grupo de Controlo).
A distribuicdo dos doentes foi efectuada pelos quatro grupos de gravidade
progressivamente crescente da Classificagdo GOLD (2013): 13 no Grupo
A, 21 no Grupo B, 20 no Grupo C e 8 no Grupo D. Sessenta e seis (81,7%)
eram do género masculino e 15 (18,29%) do feminino.
A idade global variava entre os 33 e os 81 anos, com uma relativa
homogeneidade entre os grupos considerados.
A maioria era ex-fumadora e apenas 4 individuos eram fumadores activos;
entre estes e 0os ex-fumadores a carga tabagica total oscilava entre os 10 e
60 UMA.
b)-A metodologia utilizada neste estudo compreendia 0s seguintes
parametros: abordagem clinico-laboratorial na qual se incluia a eventual
existéncia de comorbilidades e complementarmente, o estudo da a;.Pi, a
pesquisa de reaccbOes alérgicas, e a realizacdo de exames
electrocardiograficos e radiologicos.
O estudo da funcgdo respiratoria abarcava globalmente a difusdo alvéolo-
capilar e a gasimetria arterial; a primeira e a segunda foram realizadas por
pletismografia e a gasimetria por leitura da amostra sanguinea recolhida
num aparelho ABL-5 (Radiometer).
A tipagem linfocitaria foi efectuada por citometria de fluxo apés incubacao
do sangue periférico com os anticorpos monoclonais pretendidos e leitura
através do software de aquisi¢cdo de 10.000 eventos.
c)-A abordagem estatistica dos resultados utilizou os testes Qui-quadrado,
exacto de Fisher, Kolmogorov-Sminov, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. A

analise foi efectuada através do SPSS, versdao 19, com avaliacdo a um
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nivel de significancia de 0,05.
3-Do numeroso conjunto de dados obtidos permitimo-nos destacar os
seguintes, pela relevancia assumida face aos objectivos delineados:
Do estudo clinico-laboratorial sobressaia, quanto as queixas respiratorias, a
presenca de dispneia que atingia todos os grupos, sendo particularmente grave
nos Grupos B e D, onde afectava todos os individuos. A dispneia e a tosse
consideradas em conjunto afectava em percentagens sobreponiveis 0s
doentes dos Grupos A, B e C, e sempre que aos anteriores sintomas se
associava a expectoracao a percentagem praticamente duplicava.
Todos os doentes referiam exacerbacdes com uma tendéncia para o seu
aumento a par do agravamento da doenca. O risco profissional inalatorio
ultrapassava sempre o numero de doentes, dado o facto de muitos destes
individuos exercerem mais que uma actividade ocupacional. Apenas uma
percentagem minima, em cada grupo, era portadora de uma deficiéncia em a;.
Pi, sendo curioso que aos grupos mais avancados (C e D) correspondiam os
niveis séricos mais baixos.
Este estudo viria a revelar a presenca de um consideravel nimero de outros
processos patoldégicos associados a DPOC com eventual relevancia no
enquadramento sistémico desta afeccdo, e particular destaque para as
infeccbes respiratdrias superior e inferiores, hipertensédo arterial, insuficiéncia
cardiaca, diabetes mellitus, dislipidémia, excesso de peso, osteoporose,
depressao e neoplasias, habitualmente com um progressivo e significativo
agravamento face a importancia evolutiva da DPOC.
Do estudo radiolégico salientam-se, entre as variadas e numerosas
alteracOes, os dois tipos de enfisema - centro e panlobulares - e as lesdes que
integram o padrédo de bronquite cronica, assistindo-se ao longo da evolucao da
doenca a uma variacdo em sentido inverso entre o enfisema e a bronquite
cronica, a medida que se agravava a situacao clinica.
Do estudo funcional respiratdrio destaca-se a progressiva e significativa
gueda do FEV;-PBD ao longo dos diferentes grupos considerados bem como

da relacdo FEV1/FVC-PBD. Também a par da marcha do risco de gravidade se
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pode reconhecer um progressivo e significativo aumento do VR e da relacao
VR/CPT.

A diminuicdo da DLCO, da PaO; e da Sat traduzia uma significativa queda da
difusé@o alvéolo-capilar.

Do estudo das populacdes linfocitarias no sangue periférico sobressaia,
entre os numerosos exames efectuados, de uma forma muito relevante e
significativa, a progressiva diminuicdo do numero de linfocitos totais, a par
do agravamento da doenca, com um valor no grupo de maior risco a atingir
praticamente metade do que foi determinado no Grupo de Controlo. Quanto
aos receptores estudados, o CCR5 e o CCR3CCRS5 sofriam uma significativa
diminuicdo da sua expressao no grupo de maior gravidade.

4-Numa apreciacdo global dos resultados desta investigacdo julgamos que as
perturbacdes observadas nas populagdes linfocitarias e nos seus receptores
CCR5 e CCR3CCRS5 parecem directamente relacionadas com os quadros de
DPOC estudados, podendo constituir, em alguns casos, um factor preditivo
de doenca e do seu grau de gravidade.

Em tais circunstancias, as alteracdes relatadas poderéao configurar a descrigao
de mais um fendtipo clinico, permitindo uma abordagem mais personalizada
da doenca e uma mais adequada intervencéo preventiva e terapéutica.

Mas teremos de admitir a hipotese destas alteracbes poderem constituir um
epifendmeno resultante de uma diminuicdo do namero de células circulantes
decorrente da atracgdo citocinica e quimiocinica aos diversos 6rgaos e locais
atingidos pelo processo inflamatorio sistémico crénico com origem no stress

oxidativo e/ ou nas alteragcdes por ele induzidas.
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ABSTRACT

This dissertation has been divided into three parts. The first part is a review of
the new physiopathology and pathogenic perspectives of the systemic aspects
of COPD. The second part contains our own research project carried out with
81 individuals. The third part looks at a global analysis of the results with a

particular emphasis on their pathogenic interpretation.

FIRST PART

1-We started with a brief general introduction about COPD with particular
reference to the extensive work undertaken in recent decades and embodied in
GOLD guidelines.

2-The second chapter covers an epidemiologic update of COPD. It is mainly
concerned with the global and national incidence, prevalence and burden of the
disease and its variations according gender and age. There is particular
reference to the impact of underdiagnosed and undertreated conditions in the
actual burden of the disease.

3-In the third chapter we addressed several risk factors of the disease, leaving
out tobacco which warrants a separate chapter, given its crucial importance in
this area. We also analyzed the importance of the contribution of outdoor and
indoor air pollution, occupational exposure, genetic factors, respiratory
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infections, and social and economic factors. Special reference was given to
COPD among non-smokers.

4-The fourth chapter focused on the potential contribution of aging to the
systemic manifestations of COPD. Starting with a review of the contemporary
literature on the several global statistic variations within the ageing population,
we followed with an exploration of the relationship between ageing and
oxidative stress and inflammation, anti-aging molecules, and finally, the
functional and immunological abnormalities of the elderly.

5-The aim of the fifth section was to review and emphasize the impact of the
chronic exposure to the tobacco smoke on the systemic inflammation.

6-The next section follows on naturally from the previous one. It is concerns the
various and complex aspects of the oxidative stress particularly the biochemical
phases of oxidation, the formation of oxygen radicals and lipid peroxidation, and
the relationship between oxidants and cells and oxidants and inflammation in
COPD; the function of several anti-oxidant mechanisms of protection; the
relevance of apoptosis in emphysema; the relationship between oxidants and
glucocorticoid receptor sensitivity; and finally the balance between
proteases/anti-proteases.

7-In the seventh part we have reviewed the most important local and systemic
structural and inflammatory abnormalities in COPD.

8-Finally in the eighth chapter, we have dealt with the particular cellular frame of
the local and systemic inflammation, whether innate or acquired immunity:
monocytes/macrophages, eosinophils and mastocytes, dendritic cells, natural

killer cells, T-natural-killer, T-yd and lymphocytes.

SECOND PART

1-We began the second part of the work with a brief generic outline of the aims
of this research project: detection in the peripheral blood of any alterations in its

lymphocyte populations, particularly the relationship between detecting COPD

and the individual risk of severity in the context of the systemic inflammation of
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the disease.

2-The second chapter concerns the material and methods.
a)-The Medical Sample was represented by 69 stable patients with COPD
and by 19 normal individuals (Control Group).
Patients were distributed according to the four severity groups of the GOLD
classification (2013): 13 in Group A, 21 in Group B, 20 in Group C and 8 in
Group D. 66 individuals (81.7%) were males and 15 (18.29%) females.
Their ages varied between 33 and 81 years, and was relatively
homogenous among the groups in question.
The majority was ex-smokers and only 4 individuals were current smokers.
The total rates of tobacco consumption varied between 10 and 60
packets/year.
b)-The methodology used was within the following parameters: clinical and
laboratory approaches which included, the detection of possible
comorbidities, completed by the a;.Pi study, detection of allergic reactions,
and radiology and electrocardiography exams.
The respiratory function covered the alveolar-capillary diffusion, arterial
blood gases; the first and the second were obtained through
plethysmography and the blood gases through the ABL-5 (Radiometer).
The lymphocyte phenotyping was obtained by flow cytometry after
incubation of the peripheral blood with monoclonal antibodies and the
reading through software acquisition of 10.000 events.
c)- For the statistical analysis of the results we used the tests: Qui-square, e
Fisher's Exact, Kolmogorov-Sminov, Kruskal-Wallis and Mann-Whitney.
Data was analyzed using SPSS program version 19, with a significant
statistical level of 0.05.

3-Of the vast amount of data, we would highlight the following as particularly

relevant to our proposed aims:

From the clinical and laboratorial study, among the respiratory complains the

dyspnea stood out. It was present in all groups, highest in Groups B and D, but

affecting all the patients. Dyspnea and cough taken together were present in
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similar percentages in the patients of the Groups A, B and C and whenever
sputum was associated with the afore mentioned symptoms the percentage
doubled.

All the patients reported exacerbations which tended to increase in line with
the severity of the disease. The occupational inhalation risk always exceeded
the number of the patients, due to the fact that most of them had more than one
occupational activity. Only a minimum percentage of individuals in each group
were carriers of a ai1.Pi deficiency, curiously the most severe groups had the
lowest serum values of this enzyme.

The study showed the presence of a considerable number of other pathologic
processes associated with COPD, with potential relevance to the systemic
impact of the disease: superior and inferior infections, arterial hypertension,
cardiac insufficiency, diabetes mellitus, dyslipidemia, excess of weight,
osteoporosis, depression and neoplasms, often associated with a progressive
and significant burden in the more advanced stages of COPD.

The most important radiological findings, among the many diverse ones,
related with centrilobular and panlobular emphysema, as well as to the lesions
characteristic of chronic bronchitis. As the disease progressed we noticed an
inverse correlation between the emphysema and chronic bronchitis.

The functional respiratory assessment showed the progressive and significant
drop in the FEV;-PBD among the different groups as well as in the FEV1/FVC-
PBD. The RV and the RV/TLC relationship rose significantly according to the
severity of the disease.

We also noticed a significant decrease in the alveolar-capillary diffusion, PaO,
and Sat.

What stood out from the study of the lymphocyte populations in the
peripheral blood, was the remarkably significant decrease in the total
lymphocyte counts, in line with the severity of the disease; in the highest risk
group this went down to almost half that of the Control Group. As for the
expression of the cellular receptors, the CCR5 and CCR3CCR5 significant

decreased in the most severe group.
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4-Looking at the research results globally it would appear that the abnormalities
detected both in the lymphocyte populations and the CCR5 and CCR3CCR5
receptors were directly related with COPD, and in certain cases might be used

as predictive factors for the disease and its severity grading.

In the circumstances, these findings may represent one more clinical
phenotype, that could lead to a more personalized approach to the disease
and better preventive and therapeutic measures.

However, we have also to concede that these alterations could have resulted
from a decrease in the number of the circulating cells, due to the cytokine and
chemokine attraction to the organs or sites, dependent on the chronic systemic

inflammatory process induced or modified by the oxidative stress.
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