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RESUMO

Objetivo: Analisar a frequéncia de micronucleos em células
da mucosa oral de pacientes com doenga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), submetidos a um programa de reabilitagao
pulmonar (PRP). Metodologia: Estudo quase experimental,
quantitativo, prospectivo, ndo controlado, no qual sete
participantes com diagndstico clinico e espirométrico de
DPOC, foram submetidos a 20 sessdes de um PRP, realizado
em 7 semanas continuas. Para classificar o estagio da
doenca, realizou-se o exame de espirometria antes de iniciar
o protocolo. Para a quantificagdo de micronucleos, antes e
apos o PRP foi realizado o teste de micronucleo na mucosa
oral. Para analisar os dados coletados, aplicou-se o teste de
Shapiro Wilk para verificar a normalidade das variaveis e o
teste Wilcoxon para comparagéo antes e depois, adotando-se
um nivel de significancia p<0,05. Resultados: Observou-se
reducao significativa (p=0,043) na frequéncia de micronucleos
em células epiteliais da mucosa oral apés a aplicagao do PRP.
Concluséo: A diminuicdo da frequéncia de micronucleos no
pos-tratamento permite sugerir que os participantes obtiveram
diminuicdo dos danos no DNA quando submetidos ao PRP,
no entanto, ensaios controlados e randomizados devem ser
realizados para elucidar os efeitos do treinamento fisico sobre
o carater genético de pacientes com DPOC.

DESCRITORES
Micronucleo com Defeito Cromossémico. Genotoxicidade. Dano
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ABSTRACT

Objective: To analyze the frequency of micronuclei in oral
mucosa cells of patients with Chronic Obstructive Pulmonary
Disease (COPD) submitted to a Pulmonary Rehabilitation
Program (PRP). Methodology: Quasi-experimental, quantitative,
prospective, uncontrolled study, in which 7 participants with a
clinical and spirometric diagnosis of COPD, who underwent
20 sessions of a PRP, performed during 7 continuous weeks.
To classify the stage of the disease, the spirometry exam
was performed before starting the protocol. To quantify the
micronuclei, before and after PRP, the micronucleus test was
performed on the oral mucosa. To analyze the data collected,
the Shapiro Wilk test was applied to verify the normality of the
variables and the Wilcoxon test for comparison before and after,
adopting a significance level of p<0.05. Results: There was a
significant reduction (p = 0.043) in the frequency of micronuclei
in epithelial cells of the oral mucosa after PRP application.
Conclusion: The decrease in the frequency of micronuclei
in the post-treatment allows to suggest that the participants
obtained a decrease in DNA damage when submitted to PRP,
however, controlled and randomized trials should be performed
to elucidate the effects of physical training on the genetic
character of COPD patients.

DESCRIPTORS

Chromosome-Defective Micronuclei. Genotoxicity. DNA
Damage. Rehabilitation. Chronic Obstructive Pulmonary
Disease.
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doenca pulmonar obstrutiva cronica

(DPOC) é definida como uma

pneumopatia que compromete o
fluxo aéreo pelas vias respiratérias devido
anormalidades no sistema ventilatério e
na estrutura alveolar'. Essa obstrugdo é
desenvolvida a partir da exposi¢ao prolongada
a agentes toxicos, interligados principalmente
ao tabagismo, que produzem uma reacgéao
inflamatéria crénica, causando destruicao
de pequenas vias aéreas no parénquima
pulmonar'. Embora as manifestagdes
atinjam inicialmente os pulmdes, a DPOC
pode evoluir com repercussodes sistémicas
significativas e comorbidades importantes
como doencgas cardiacas, disturbios
do metabolismo, disturbios esofagicos,
insuficiéncia respiratéria, osteoporose e
apneia do sono? No entanto, apesar de
apresentar um diagnéstico irreversivel, a
DPOC é uma doenca prevenivel e tratavel?.

O tabagismo constitui a principal
etiologia da DPOC. No entanto, a exposigéo
a poluentes ambientais e fatores genéticos
também contribuem para o desenvolvimento
da doenca®. Nesse sentido, a inalagdo de
gases e particulas toxicas, especialmente a
fumaca do cigarro, expde os pulmdes a uma
carga excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs), oxidantes que provocam
um desequilibrio com os mecanismos
antioxidantes de defesa, induzindo o estresse
oxidativo (EO). Desse modo, o EO induzido
pelas EROs é responsavel por desencadear
uma resposta inflamatoéria nas vias aéreas,
provocando alteracdes na estrutura alveolar
caracteristicas da DPOC?*. Além disso,
as EROS oriundas de fontes enddgena e
exogena reagem danificando as células por
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meio de muitos mecanismos, causando danos
no DNA, em especial o mitocondrial, além de
peroxidacao lipidica, oxidagao de aminoacidos
e oxidacao de co-fatores enzimaticos®.

Os danos no DNA desenvolvidos
durante a progressdo da DPOC podem ser
monitorados por meio de biomarcadores de
genotoxicidade utilizando testes citogenéticos
capazes de avaliar efeitos genotdxicos
causadores de danos cromossémicos®. O
micronucleo representa um biomarcador que
se forma a partir de quebras e/ou perdas
cromossOmicas durante o processo de divisdo
da célula com o DNA danificado e aparece
separado do nucleo principal nas células filhas.
Em razao disso, uma célula pode apresentar
um ou mais micronucleos, podendo ser
observados com didmetro de até 1/5 do nucleo
principal, representando um material genético
perdido no citoplasma em decorréncia de uma
lesdao no DNA. Diante disso, o micronucleo
constitui um sinalizador genotoxico importante
para verificar e quantificar os danos no DNA
de determinados tecidos’?.

Nesse contexto, a reabilitagcédo
pulmonar, além de melhorar a sintomatologia
da DPOC, diminui os niveis de EO, uma vez
que o exercicio fisico favorece a produgao
de antioxidantes, o que pode inibir a agao
oxidativa das EROs sobre o DNA?®. Contudo,
s&o limitados os estudos que investigaram os
danos genotodxicos a partir da presencga de
micronucleos nas células de pacientes com
DPOC submetidos a reabilitagao pulmonar.
Diante disso, este estudo teve como objetivo
analisar a frequéncia de micronucleos em
células da mucosa oral de pacientes com
DPOC submetidos a um programa de
reabilitacdo pulmonar (PRP).
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METODOLOGIA
Desenho do estudo

Estudo quase experimental,
quantitativo, prospectivo, ndo controlado,
realizado no periodo de janeiro de 2015 a
outubro de 2016, com projeto aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade do Estado do
Para (UEPA), sob o parecer n°. 248.953. A
execugao da pesquisa teve inicio apos os
participantes concordarem em assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), contendo explicagdes detalhadas
sobre os objetivos e os procedimentos do
estudo.

Participantes

A amostra foi por conveniéncia e
composta por sete pacientes com diagndstico
clinico e espirométrico de DPOC provenientes
do ambulatdrio de fisioterapia respiratéria de
um Centro Especializado em Reabilitacédo
(CERII) localizado na UEPA. Foram incluidos
individuos de ambos os sexos, sem distingao
de idade, raca e escolaridade, clinicamente
estaveis, que estivessem sem fumar por no
minimo um ano e que apoés a inclusao no
protocolo proposto nao fizessem parte de
outro PRP. Por outro lado, foram excluidos
individuos que apresentassem exacerbacao
da doencga (caracterizada por aumento e/ou
mudanca no aspecto da secregao respiratoria,
tosse, fadiga e aumento da dispneia), etilismo,
cardiopatias e/ou hipertensao arterial sistémica
(HAS) nao controlada, outra pneumopatia
que nao fosse a DPOC, comprometimento

de membros superiores (MMSS) e membros
inferiores (MMII) que pudesse interferir na
realizacao dos exercicios propostos pelo PRP,
bem como qualquer enfermidade que afetasse
a mucosa oral.

Caracterizagao da amostra

A caracterizacdo da amostra foi obtida
por meio de uma avaliagao fisioterapéutica
pneumofuncional realizada pelos pes-
quisadores, incluindo dados referentes as
variaveis demograficas e antropométricas
(sexo, idade, peso, estatura e indice de massa
corporal — IMC); variaveis clinicas (diagnéstico
clinico e espirométrico, historia da doencga
atual) e exame fisico.

Exame de espirometria

Para determinar o estadiamento
da doencga, os participantes realizaram o
exame de espirometria, sendo este operado
por um profissional experiente, utilizando
0 espirdbmetro a volume SPIROM2 (Codax
Corporation; Sao Paulo, Brasil) associado ao
software Spiromatic versao 2.0 (Engeldgica,
Rio de Janeiro, Brasil). O exame envolveu a
fase inspiratéria e expiratoria lenta e forcada,
sendo realizadas no minimo trés repeticdes
para a escolha do melhor resultado. Os
parametros utilizados para classificacéao
foram os de capacidade vital forcada (CVF),
volume expiratorio forcado no primeiro
segundo (VEF1) e indice de Tiffeneau (VEF1/
CVF). Desse modo, os participantes foram
classificados quanto ao grau de obstrucao
em leve (VEF1/CVF < 0.70; VEF1 = 80%
do previsto), moderado (VEF1/CVF < 0.70;
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50% < VEF1 < 80% do previsto) e grave
(VEF1/CVF < 0.70; 30% < VEF1 < 50% do
previsto) de acordo com a Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease — GOLD(1).
O Diagnéstico clinico e espirométrico foi
realizado por um pneumologista.

Teste de micronucleo na mucosa oral

No momento da avaliacdo inicial e
apos quatro horas do término do PRP, foi
realizada a coleta do material biolégico da
mucosa oral que, posteriormente, foi analisado
no laboratério de analise morfolégica e celular
da UEPA. O teste de micronucleo em mucosa
oral seguiu a técnica de Stich et al.’® adaptada
para o estudo.

Inicialmente, cada participante foi
solicitado a realizar enxague da mucosa com
agua destilada para higienizagéo e eliminagéo
de possiveis restos alimenticios. Em seguida,
com o auxilio de um abaixador de lingua,
introduziu-se um swab para leve friccado da
mucosa jugal. Na sequéncia, o swab foi
introduzido em um tubo cénico de centrifugacao
contendo 3 ml de solucao fisioldgica (cloreto
de sodio a 9%). Apos o desprendimento das
células, o swab foi retirado e o conteudo foi
centrifugado a 800 rpm por 5 minutos. Ao final
desse processo, o sobrenadante foi retirado,
deixando-se 0,5 ml de sedimento e solugao
no tubo, onde foi adicionado 3 ml de solugao
fixadora composta por trés partes de metanol
e uma parte de acido acético. O conteudo
foi novamente centrifugado a 800 rpm por 5
minutos e, em seguida, o sobrenadante foi
descartado, deixando aproximadamente 0,5
ml de sedimento final para a preparacao das
lAminas. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur,
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3 gotas de solucao foram pingadas em cada
lamina, sendo preparadas 3 laminas por
paciente. Apos a secagem em temperatura
ambiente, as laminas foram coradas com
corante de Giemsa por 10 minutos e reservadas
para analise posterior. A analise das laminas
foi realizada em microscopio de luz optica
com objetiva de imersao e aumento de 100X.
Foram analisadas 1.000 células por individuo
e a presenca de micronucleos foi registrada
conforme os critérios estabelecidos por Tolbert
et al."". Dessa forma, foram considerados
micronucleos estruturas citoplasmaticas
arredondadas e semelhantes ao nucleo
principal, com limites bem definidos, medindo
entre 1/3 a 1/5 do tamanho do nucleo,
visualizados no mesmo plano.

Protocolo de reabilitagdo pulmonar

A aplicacdo do PRP ocorreu no
ambulatério de fisioterapia respiratéria do
CERIlI na UEPA. Os atendimentos foram
realizados trés vezes semanais em dias
alternados, no periodo matutino, durante 7
semanas, totalizando 20 sessbes. No inicio
e ao final de cada sessao, verificavam-se
0s seguintes sinais vitais: Pressao arterial
(PA), utilizando-se o esfigmomandmetro e
estetoscoépio proprios da instituicado da marca
BD®; Frequéncia cardiaca (FC) e saturagao
periférica de oxigénio (SpO2), por meio do
oximetro de pulso Nonin® 9500; Frequéncia
respiratoria (FR) e ausculta pulmonar (AP).
A intensidade dos exercicios foi controlada
pela escala modificada de Borg'?, em que
percepcao subjetiva de esforco deveria ser
relatada pelo paciente como moderada ou
pouco intensa.

R bras ci Saude 25(1):105-114, 2021
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O PRP foi baseado no protocolo de
Normando et al.’®, composto pelos seguintes
exercicios de moderada intensidade:

= Alongamentos por 9 minutos em
bipedestacao: pescogo (flexao,
extensao, inclinacao lateral e rotagao);
MMSS (extensdo de ombros e
cotovelo, abducgao e flexdo doombro a
90° com extensao de cotovelo, punhos
e dedos); tronco (inclinagao lateral,
rotacao bilateral e flexao de coluna na
barra); MMII (flexado de joelhos, flexao
e abducado do quadril com os joelhos
estendidos, flexao plantar e dorsal do
tornozelo.

= Exercicios intervalados por 15 minutos
(1 minuto de exercicio e 1 minuto de
repouso): reeducagao diafragmatica
com carga em decubito dorsal,
exercicios metabdlicos de MMSS e
MMIl em decubito dorsal; circuito de
atividades de vida diaria (AVD), no
qual se escolhe 3 AVD em cada sessao
para simular (escovar os dentes,
pentear os cabelos, tomar banho e
enxugar-se, amarrar o sapato, colocar
a roupa, varrer, alcangar objetos no
alto, pegar objetos no chao, alimentar-
se, ensaboar o rosto, levantar e sentar,
pegar objetos de um lado e colocar
do outro, lavar roupa, estender roupa
no varal).

= Treino de MMSS por 15 minutos
em bipedestacado, sendo 2 séries
de 10 repeticbes para cada um dos
seguintes exercicios: diagonais de
Kabat modificado 1 e 2; circunducao;
rotacdo interna e externa do ombro.

= Treino de resisténcia por 6 minutos:
caminhada em ambiente externo.

= Treino de MMII por 12 minutos:
bicicleta ergométrica (a PA, FC e SpO2

eram aferidos no 3° e no 11° minuto).
= Alongamento final por 5 minutos dos
musculos mais exigidos durante a
sessao.
= Relaxamento final por 10 minutos:
conscientizagao corporal e respiracéo.
Analise dos dados

Os dados foram armazenados em um
banco de dados no programa Microsoft Excel
versao 2016. A caracterizacdo da amostra foi
realizada por meio de estatistica descritiva,
(frequéncia absoluta, frequéncia relativa,
médias, desvio-padrao, mediana e intervalo
interquartil). A normalidade das variaveis foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em
seguida, utilizou-se o teste Wilcoxon para
amostras relacionadas com distribuicao
assimétrica, adotando significancia de p<0,05,
por meio do software estatistico BioEstat
versao 5.3.

RESULTADOS

Participaram do estudo 7 pacientes,
sendo todos idosos com idades entre 64 e
80 anos e a maioria pertencente ao sexo
masculino (71%). A maior parte apresentava
estagio clinico moderado da doenga (57,1%),
seguido por estagio leve (28,6%). Todos os
pacientes apresentavam HAS controlada
como comorbidade, sendo dois deles também
diabéticos. As caracteristicas demograficas,
antropométricas e clinicas estao descritas na
Tabela 1 e a distribuicao dessas caracteristicas
por paciente € apresentada na Tabela 2.

No que se refere a sinalizagao de
dano genético, observou-se uma redugao
significante (p=0,043) na frequéncia média
de micronucleos apds o tratamento. A Tabela
3 descreve a distribuicdo quantitativa nos
momentos pré e pos-PRP.

R bras ci Saude 25(1):105-114, 2021

109



ANDRADE et al.
I E ———— ——§

DISCUSSAO micronucleos apds as 20 sessdes propostas
no tratamento (Tabela 3), sugerindo que o
O estudo analisou a frequéncia de protocolo utilizado exerceu efeito na redugao
micronucleos em células da mucosa oral
de pacientes com DPOC submetidos a
um PRP. Dessa forma, foi observada uma

diminuicdo significante na quantidade de

dos danos genotoxicos.

E confirmado pela literatura que
os exercicios fisicos de baixa a moderada
intensidade refletem no equilibrio oxidante/

Tabela 1. Descrigdo das caracteristicas demograficas, antropométricas e o perfil clinico obstrutivo dos
participantes da pesquisa

Variaveis n=7
n (%)
Sexo (%)
Masculino 05 (71,4)
Feminino 02 (28,6)
média + dp
Idade (ano) 72+£5,3
Peso (kg) 61,8+ 12,6
Estatura (cm) 159,3 £ 10,8
IMC (kg/m2) 229+3)9
Cigarros (dias) 32,3+13,8
Tabagismo (anos) 34,2+11,3
Abstinéncia de cigarro (anos) 17,3+ 11,6
Estagio GOLD
n (%)
Leve 02 (28,6)
Moderado 04 (57,1)
Grave 01 (14,3)

IMC: indice de Massa Corporal; GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; n: valor expresso em
frequéncia absoluta; dp: desvio padrao.

Tabela 2. Distribui¢ao do perfil clinico/obstrutivo com tabagismo e quantidade de micronucleos nas fases pré
e pos-reabilitagdo pulmonar

Pa- Sexo DPOC Comor- Idade | Cigarro | Tabagis- | Abstinéncia | Micronu- | Micronucleo
ciente bidade (anos) | (dia) mo (anos) (anos) cleo Pré Pos
1 M Grave HAS 80 20 20 20 02 -
2 M | Moderado | HAS + DM 72 20 20 30 02 02
3 M Moderado HAS 67 50 50 02 04 -
4 M Leve HAS 71 30 40 03 02 01
5 F Leve HAS + DM 64 50 40 15 03 -
6 M Moderado HAS 75 20 30 31 02 -
7 F Moderado HAS 75 40 40 20 - -

DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; M: Masculino; F: Feminino; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica; DM:

Diabetes Mellitus.
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antioxidante da célula, uma vez que esse
modelo de treinamento favorece a producgao
de antioxidantes de defesa no organismo e
inibem as sequelas oriundas dos agentes
oxidativos®.

Os resultados do presente estudo
sugerem que o exercicio fisico regular
e de moderada intensidade foi uma
importante estratégia no combate a producgao
suprafisiolégica de EROs, pois gerou menor
dano no DNA, demonstrado pela diminuicao
da quantidade de micronucleos apdés PRP.
Este fato pode ser explicado pela acdo de
enzimas reparadoras de DNA associadas a
uma resposta adaptativa ao aumento de EO
na existéncia de treinamento fisico continuo™.

Neste sentido, a quantificacao de
micronucleos como forma de medir dano no
DNA, aumenta a confiabilidade com relagao
a prescricdao do exercicio, tornando-se um
biomarcador importante para quantificar a
intensidade, o volume, a frequéncia e duragao
do treinamento’. No presente estudo, pode-
se observar uma redugao de micronucleos
quando se prop6s exercicios aerébicos e de
resisténcia de moderada intensidade, ao passo
que em outros estudo mostrou um aumento de
EO com os exercicios de alta intensidade'®,
demonstrando que a escolha da intensidade
do exercicio esta diretamente relacionada a
capacidade oxidativa da musculatura’ e de
reparo do DNA',

Rocha et al.’ também utilizaram
um protocolo com exercicios aerdbicos em
pacientes com grau moderado e grave da
DPOC e observaram redugcao no nivel de
EO. Tendo em vista que o EO esta associado
a genotoxicidade® novamente é possivel

sugerir que os pacientes do presente estudo
obtiveram adaptag¢éao oxidativa pelo protocolo
proposto e reduziram o dano no DNA.

Todos os participantes da pesquisa
foram idosos, com média de idade de
72 anos (DP=5,3), o que chama atengao
para o aumento de danos cromossémicos
estar relacionado ao envelhecimento e as
doencas relacionadas a idade, tendo em
vista que a imunossenescéncia causa uma
inflamagao sistémica de baixo grau a qual
esta diretamente envolvida na patogénese
da DPOCS:3. Portanto, o acumulo de danos
no DNA associado ao envelhecimento das
células, sugere que a idade esta intimamente
relacionada ao dano de material genético®.

A literatura mostra que a pratica de
atividade fisica regular reduz marcadores de
EO na populacdo idosa com DPOC™2' pelo
aumento da atividade de enzimas antioxidantes
e reducao da peroxidagao lipidica no musculo
esquelético e, consequentemente, gerando
maior protegéo genética para esse grupo'®.

Os radicais livres produzidos durante
cada sessao de exercicios estimulam mudancas
adaptativas nas vias de sinalizagao, resultando
em melhores mecanismos antioxidantes que
permitem a inibicdo dos efeitos genotdxicos?2
e 0 aumento da capacidade de reparagao
desses danos genéticos?.

Embora sejam complexas as fontes de
oxidantes na DPOC associadas ao tabagismo,
€ mais provavel que estejam relacionadas
aos potentes agentes oxidativos presentes
na fumaga do cigarro?*, induzindo a produgao
excessiva de EROs que sao capazes de
danificar acidos nucleicos, além de exigirem
multiplos mecanismos de reparacao da
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célula afetada?®. Neste estudo, a amostra foi
totalmente composta por ex-fumantes, fato
que ndo os isenta das repercussdes geradas
pelo tabagismo. E importante ressaltar que
0 EO persiste mesmo apds a cessagao
do tabagismo, provavelmente em fungao
da producdo continua de EROs de fontes
endogenas, o que contribui para modificagcoes
patolégicas no metabolismo celular®.

Geralmente, a DPOC esta associada
a outras comorbidades?’, gerando aumento
do EO e consequente dano no DNAZ. Esse
fato pode explicar um aumento no nimero de
micronucleos antes do PRP, em virtude dos
pacientes apresentarem doencgas associadas
como a HAS controlada e o diabetes.

Foi possivel observar que mesmo
na presenca de comorbidades associadas
ocorreu menor dano genético apos PRP, o que
€ documentado na literatura que um melhor
mecanismo de reparo no DNA esta associado
a atividade fisica regular em pacientes com
DPOC, hipertensos e diabéticos?.

Apesar deste estudo apresentar
algumas limitagcdes, como a amostra
populacional pequena e heterogénea no
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que se refere ao sexo e ao grau da DPOC,
assim como, a auséncia de um grupo controle
de idosos, ndo fumantes, ndo DPOC, o
tratamento fisioterapéutico por meio do
PRP foi sugestivo para redugao dos danos
genotdxicos do grupo estudado. Além disso,
a maioria dos participantes da amostra foram
homens, o que indica que uma estratificacao
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