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RESUMO

Objetivos: O aumento da expressdo das metaloproteinases da matriz (MMPSs) é
considerado um importante fator no desenvolvimento da DPOC. NOs realizamos
este estudo para quantificar a expressao da MMP-2 e MMP-9 na saliva de
pacientes com DPOC e individuos saudaveis, e para avaliar a viabilidade dos
componentes da saliva como fonte de material biolégico para o estudo de
biomarcadores em DPOC. Métodos: Foram selecionados pacientes com DPOC
(n=16) e controles saudaveis (n=9). Em ambos os grupos foram realizados teste
espirométrico e obtidas amostras de saliva de cada individuo. Os niveis de MMP-2
e MMP-9 na saliva foram determinados por Western Blot. Resultados: A MMP-2 e
a MMP-9 foram significativamente maiores em pacientes com DPOC do que no
grupo de individuos saudaveis. A concentracdo de MMP-2 foi correlacionada
negativamente com o volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF;) (r= -
0,582, p= 0,014) em pacientes com DPOC. Conclusao: Os atuais achados abrem
novas perspectivas para o estudo especifico de biomarcadores na saliva para

predizer e monitorar a obstrucdo ao fluxo aéreo em pacientes com DPOC.



SUMMARY

Objectives: The increased expression of matrix metalloproteinases (MMPS) is
considered to be a key factor in the development of COPD. We performed this study to
quantify the expression of MMP-2 and MMP-9 in saliva of COPD patients and healthy
controls, and to evaluate feasibility of saliva compounds as a biological material source
for the study of biomarkers in COPD. Methods: COPD patients (n=16) and healthy
controls (n=9) were selected. In the both group spirometry test was performed and
saliva samples were obtained from each subject. The saliva levels of MMP-2 and
MMP-9 were determined by Western Blot. Results: MMP-2 and MMP-9 were
significantly higher in COPD patients than in control subjects. MMP-2 concentration
was correlated negatively with forced expiatory volume in one second (FEV:) (r= -
0,582; p= 0,014) in COPD patients. Conclusion: The current findings open new
perspectives to study specific biomarkers in saliva to predict and monitor airway

obstruction in COPD patients.
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1.1 Aspectos gerais da doenga pulmonar obstrutiva cronica

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é definida pela limitacdo ao
fluxo aéreo, geralmente progressiva, ndo totalmente reversivel, em decorréncia a
resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a particulas ou gases nocivos®. O
principal fator etiologico é o tabagismo e o comprometimento ndo é apenas dos
pulmdes, pois se observam manifestaces sistémicas, que incluem limitacdes ao
exercicio, disfuncdo dos mdusculos periféricos e desnutricdo, o que ocasiona

internacées freqiientes por exacerbacao?.

A exposicdo a fumaca de cigarro € o fator de risco mais comum para DPOC,
sendo a cessacao do tabagismo importante medida tanto para a prevencao quanto
para o tratamento da doenca®. Poluicdo ambiental, predisposicdo genética,
exposicdo a poluentes quimicos e ocupacionais, alteragcdes no crescimento e
desenvolvimento pulmonar, estresse oxidativo, género, estado socioecondémico,
nutricdo, infecgbes respiratérias, comorbidades e idade; também podem

desencadear a doenca’.

A DPOC é mundialmente responsavel por alto indice de mortalidade e
morbidade, porém ha variacbes na prevaléncia da doenca entre os paises®.
Entretanto, este indice € proporcional ao nimero de tabagistas, exposicdo aos
fatores de risco e o envelhecimento da populacdo’. No Brasil, o perfil

epidemiolégico da doenca ndo estd bem estabelecido, mas um estudo

Contextualizacao



realizado na Grande S&o Paulo evidenciou uma prevaléncia total da DPOC de

15,8 %, correlacionando-se positivamente com a idade.

Pacientes com DPOC frequentemente apresentam aumento da resisténcia
ao fluxo aéreo, bem como aprisionamento de ar e hiperinsuflacdo pulmonar®. A
hiperinsuflacdo altera a parede toracica, colocando os musculos respiratorios em
desvantagem mecanica, o que aumenta o drive respiratorio e a sensacao de
dispnéia’. Neste sentido, para prevenir a sensacéo de dispnéia, estes pacientes
reduzem suas atividades de vida diaria, o que contribui para o isolamento social,
desenvolvimento de ansiedade e depressdo, ocasionando piora do

condicionamento fisico e da qualidade de vida’.

O diagnostico da doenca consiste da associacdo de sintomas e fatores
de risco & espirometria®. A relacéo entre volume expiratério forcado no primeiro
segundo e capacidade vital forcada (VEFi/CVF) inferior a 0,7, poés-
broncodilatador confirma a limitacdo ao fluxo aéreo®. A avaliacdo completa de
um paciente com DPOC deve incluir além da espirometria, que é uma medida
fisiolégica da funcdo pulmonar, a avaliagdo da intolerancia ao exercicio. As
limitagdes fisicas funcionais contribuem significativamente para o prejuizo das
atividades fisicas basais, tais como mobilidade e forca muscular®. Deste modo,
os testes de avaliacdo da capacidade ao exercicio permitem verificar o grau de
disfuncéo, a sobrevida, a presenca de hipoxemia induzida pelo exercicio, como

também a efetividade de um tratamento™°.
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Existem véarios métodos descritos para avaliacdo da capacidade fisica dos
pacientes com DPOC. O teste incremental méximo no ciclo ergbmetro é
recomendado para avaliar o pico de consumo maximo de oxigénio, e é considerado
como o melhor teste para avaliacdo da capacidade ao exercicio em pacientes com
DPOC. No entanto, testes de exercicio cardiopulmonar no ciclo ergdmetro
possuem limitacdes para 0 uso na prética clinica, tanto pelo alto custo e tecnologia
guanto por exigir do paciente uma atividade menos familiar, do que, por exemplo, o
caminhar'®. Como alternativa para este teste, ha o teste de caminhada dos seis
minutos (TC6) e o teste do degrau (TD). Ambos possuem baixo custo, sdo de facil

aplicabilidade e estimam a capacidade funcional.

O TCE6 foi instituido na prética clinica no inicio dos anos oitenta para avaliar
funcionalmente portadores de DPOC, sendo uma adaptacao do teste de caminhada
dos 12 minutos?. Este teste é realizado em um corredor plano, com no minimo 30
metros, sendo avaliada a distancia percorrida durante seis minutos. Os individuos
sdo orientados a andar o mais rapido possivel, podendo parar se necessario, e usar
oxigénio. Em 2002, a Sociedade America do Térax (ATS), publicou um guia com as
recomendacdes necessarias para padronizar a realizacdo deste teste'®. Embora o
TC6 seja de execucdo simples, seguir as recomendacdes da ATS, principalmente
no que se refere a familiarizacdo e a utilizacéo de frases padronizadas de incentivo,
contribui para que o paciente ndo perca a motivacdo ou tenha um desempenho

submaximo?.
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O TD possibilita a avaliacdo da tolerdncia ao exercicio, do risco para
complicacBes pés- operatérias e do esforco relacionado a hipoxemia®®. Este teste
ndo necessita de um amplo espacgo fisico, sendo uma vantagem em relacdo ao
TC6, para a sua realizagdo é necesséario um degrau com 20 centimetros de altura,
sendo o paciente orientado a subir e descer o degrau o mais rapido possivel, por
um periodo determinado, fregilentemente seis minutos'®. Os parametros de
avaliacdo e as recomendacfes respeitam 0s mesmos critérios da ATS para a
realizacdo do TC6™. O trabalho contra a gravidade e o uso de grupos musculares
nao utilizados com frequéncia nas atividades de vida diaria, contribuem para o
aumento das demandas metabdlicas e ventilatorias, sendo freqlientemente
atingidos os limites maximos®. Deste modo, o TD pode se correlacionar com a

tolerancia maxima ao exercicio®.

Como exposto anteriormente, a DPOC ¢é wuma doenga com
comprometimento sistémico, em 2004 Celli e colaboradores®’, desenvolveram
o indice BODE, considerando que o uso exclusivo do volume expiratorio
forcado no primeiro segundo (VEF;) para predizer a gravidade da doenca,
ndo refletia as alteracdes sistémicas. O indice BODE consiste na avaliagéo
integrada de quatro parametros: massa corporal, avaliada pelo indice de
massa corporal (IMC); obstrucdo ao fluxo aéreo, verificada pelo VEF;,
dispnéia, avaliada através da escala de dispnéia do Medical Research
Council (MRC); e a avaliacho da capacidade ao exercicio, através da
distancia percorrida no TC6. Cada variavel € atribuida em uma escala de 0

a 3, com excecdo do IMC que apresenta uma escala de 0al. A somadas
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variaveis corresponde a uma pontuacao do indice BODE de 1 a 10, em que

10 hé pior gravidade e maior risco de morte’.

Recentemente, Cardoso e colaboradores™® realizaram um estudo
sobre o indice BODE em que a proposta foi substituir TC6 pela avaliagdo do
consumo maximo de oxigénio (VO, maximo), pois este € considerado mais
adequado para avaliacdo da capacidade ao exercicio, em detrimento do TC6
que € um teste submaximo, dependente da motivacdo do paciente. Os
autores relataram excelente correlagdo entre o indice BODE convencional e
o indice BODE modificado. Entretanto, o trabalho de Cardoso e
colaboradores*®, ndo verificou a mortalidade, sendo este um importante
aspecto do indice BODE. Tal fato motivou a investigagdo de Cote e
colaboradores® a comparar o indice BODE e o indice BODE modificado,
como marcador de mortalidade para DPOC. Este estudo evidenciou que a
utilizacdo do indice BODE, inicialmente proposto, utilizando o TC6 para
avaliar a capacidade ao exercicio, em pacientes com DPOC grave, é um
melhor parametro de mortalidade do que o indice BODE que utiliza o VO
méaximo, o0 que sustenta a incorporagdo de testes simples na avaliagdo de

pacientes com DPOC?®.

1.2 O papel das enzimas proteoliticas na DPOC

A DPOC é caracterizada pelo processo inflamatério envolvendo a
participacdo de neutrofilos, macrofagos, linfécitos T CD8*, que liberam
mediadores inflamatdrios que interagem com células estruturais na via aérea e

parénquima pulmonar?®®. Embora células inflamatérias como macréfagos e
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neutrofilos estejam implicadas na patogénese da doenca, medicamentos
antiinflamatdrios como corticosterdides, amplamente empregados em outras
patologias, s&o incapazes de alterar a progressdo da DPOC?.. Desta forma,
observa-se claramente que o mecanismo patolégico da doenga precisa ser

mais bem elucidado?.

Os aspectos fisiopatolégicos da DPOC incluem o desequilibrio entre o
sistema protease- antiprotease, alteracoes da atividade oxidante — antioxidante
e inflamag&o crénica da via aérea, processos estes que levam a destruicdo
progressiva e reparo anormal da matriz extracelular (MEC)?. A hipétese do
desequilibrio protease- antiprotease tem dominado as teorias sobre a
fisiopatologia da doenca desde que se constatou que individuos com
deficiéncia hereditaria da proteina alfa 1- antitripsina tém maior risco para o

desenvolvimento da DPOC?*.

Atualmente, existe um grande interesse no estudo das
metaloproteinases da matriz, também conhecidas como MMPs ou matrixinas,
pois varias evidéncias indicam que estas enzimas contribuem
significativamente para o desenvolvimento da DPOC, uma vez que estimulam
a migracao de células inflamatérias no pulméo, a remodelagem e destrui¢do do

tecido pulmonar® (ver figura 1).

Além das metaloproteinases, outros grupos de enzimas proteoliticas
estdo descritos na patogénese da DPOC, como as cisteinoproteinases
(catepsinas) e serinoproteinases (elastases)®® © ?’. A elastina, proteina

elastica presente no parénquima pulmonar, também é um dos importantes
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alvos para proteases, levando a perda da elasticidade em pacientes com
enfisema®. O papel das catepsinas na DPOC ainda é desconhecido,
entretanto, tem se detectado o aumento dos niveis de expresséo da catepsina
L e S em lavado broncoalveolar de pacientes portadores de DPOC?® e, em
macréfagos alveolares de fumantes®*. Da mesma forma, os niveis de

expressdo da elastase de neutrdfilo (elastase-2) também sdo maiores em

DPOC?, o que contribui para o prejuizo do recuo elastico do pulmonar.

1.3 As metaloproteinases na DPOC

As metaloproteinases sdo enzimas que constituem uma familia de 25
endopeptidases em ratos, e 24 em humanos, sendo que o primeiro membro foi
descoberto em 1961 durante a metamorfose da pele do rabo de um anfibio, e o
altimo membro, epilisina (MMP-28), foi descoberto somente ha quarenta
anos®. Iniciaimente, as MMPs foram classificadas conforme o substrato
especifico, por exemplo: colagenase (MMP-1, -8 e -13), gelatinase (MMP-2 e -
9), estromelisina (MMP-3, -10 e -11), matrilisina (MMP-7), macréfago elastase
(MMP-12) e MMPs tipo membrana (MMP14, -15, -16 e -17)*?. Entretanto, com
a caracterizacdo de novas MMPs, adotou-se uma seqiéncia numeérica

baseada na ordem do descobrimento®2 €33,
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Figura 1. Aspectos Gerais do possivel envolvimento das MMPs na
fisiopatologia da asma e da DPOC®. MMPs contribuem com o
extravasamento de células inflamatérias do sangue para o intersticio (1). A
degradacdo dos componentes da MEC (2) estimula a migracdo de células
inflamatérias como células dendriticas, neutréfilos para o epitélio (3). O
aumento da expressédo e liberacdo de MMPs permite a destruicdo do tecido
pulmonar saudavel (4). As MMPs também aumentam a quimiotaxia da
interleucina-8 (IL-8), enquanto que, as MMPs -7 e -12 podem ativar o fator de

necrose tumoral (TNF-a) na superficie de macréfagos (5).
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As MMPs sdo produzidas por células estromais, por neutréfilos e
macréfagos alveolares®, que estdo associadas a inGmeras funcdes
biol6gicas, como: degradag¢do dos componentes de matriz e remodelamento
de tecidos; liberagcdo de citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas;
modulacdo da mobilidade e migracdo celular®®. Estas proteases Ss&o
sintetizadas como pro-enzimas secretadas ou de membrana que apos o
processamento, ou seja, clivagem de um pro-peptideo na porcado N-terminal

adquirem a forma ativa®®.

A atividade das MMPs nos pulmdes é um processo altamente
regulado em nivel de transcricdo génica, por ativacdo proteolitica de pro-
enzimas inativas e pelos inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMPs)?*. Embora a funcdo de cada MMP esteja relacionada com o
substrato especifico, todas as MMPs degradam proteinas da matriz
extracelular, contém zinco no centro ativo, precisam de calcio para sua
estabilidade e tém funcdo somente em pH neutro®. Exceto as MMPs tipo
membrana, todas as MMPs sao secretadas como pro- formas inativas que

sao ativadas no espacgo extracelular.

Existem fortes evidéncias do envolvimento das MMPs -1, -2, -8, -9 e
12 em patologias pulmonares, sendo que ha relatos do aumento destas
enzimas no tecido pulmonar, lavado broncoalveolar e escarro de pacientes
com DPOC®* ¢ 3 A MMP-2 pertence & mesma familia de gelatinases que a
MMP-9, porém tem sido menos estudada em pacientes com DPOC. A MMP-

2 € expressa por células estruturais, como células endoteliais e células de

Contextualizacéo



musculo liso, locais onde existem muitos tipos celulares infiltrando o tecido

pulmonar em pacientes com DPOC®*,

Um estudo que avaliou 43 pacientes com DPOC e os comparou com
dois grupos controles, ambos compostos por individuos com funcdo pulmonar
normal, sendo um grupo composto por 12 individuos tabagistas e outro
composto por 10 individuos que nunca fumaram, constatou através da andlise
do escarro induzido, a correlagdo negativa da MMP-2 com o VEF;,
demonstrando que esta enzima tem importante funcdo na limitagcdo ao fluxo
aéreo®. O resultado deste estudo corrobora com o trabalho de Baraldo e
colaboradores®, em que se demonstrou, através da andlise de tecido
pulmonar, a correlacdo negativa da expresséo da MMP-2 com a relacao
VEF:/CVF, sugerindo que esta MMP pode ser um importante mediador dos
mecanismos que desencadeiam o remodelamento e a inflamagé&o do tecido

pulmonar em pacientes com DPOC®*,

A MMP-9 tem sido foco de interesse de muitos estudos, 0s quais
relatam o aumento desta MMP em pacientes com DPOC® 3* © 40 Ha
evidéncias da elevagdo da MMP-9 em lavado broncoalveolar, como também a
elevacdo desta MMP e do TIMP-1 em escarro de portadores de DPOC*'. Esta
enzima € amplamente produzida por neutréfilos, com acumulo
preferencialmente no limen da via aérea, e assim como a MMP-2 degrada

colageno, elastina e outras proteinas da matriz extracelular de macréfagos®.
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2 RELEVANCIA DO PRESENTE ESTUDO




Além dos testes clinicos, como o indice BODE, ha uma forte tendéncia
na busca de estratégias alternativas de avaliagcdo em pacientes com diferentes
disfunc¢des, como por exemplo, na DPOC. Atualmente, um grande numero de
estudos tem sido realizado com intuito de avaliar a eficacia das estratégias de
avaliacdo, assim como, a efetividade dos programas de Reabilitagcdo Pulmonar
no tratamento do paciente com DPOC*® ¢ **. Por outro lado, essas estratégias
geram resultados controversos que podem inviabilizar a avaliacdo do paciente

e até, a efetividade do programa de reabilitagao.

Neste sentido, o estudo e a identificagdo de marcadores biolégicos de
doencas, protéicos ou peptidicos, que representem a avaliacdo de pacientes
com DPOC tornou-se foco de estudo por grupos altamente capacitados nessa
area de conhecimento. Com isso, a caracterizagdo dos componentes da saliva
abre perspectivas para a identificagdo de biomarcadores de diferentes

alteracdes morfofisiolégicas, de uma forma nao invasiva.

A saliva é secretada por multiplas glandulas salivares incluindo paroétida,
submandibular, sublingual e, outras glandulas menores presentes na mucosa
oral*®. E constituida por varias proteinas e peptideos, produzidas
especificamente nas glandulas salivares ou de fonte sistémica que
desempenham fungdes biolégicas importantes*®. Com o avanco tecnolégico
em genbmica, bioinformética e protedbmica tém se verificado a presenca de

marcadores especificos de doencas orais e sistémicas*®, como é o caso da

periodontite*’ e a Sindrome de Sjogren (doenca auto-imune sistémica)*®.

Relevancia do Presente Estudo
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Sendo assim, o0 presente estudo teve como objetivo correlacionar os
parametros analisados na prova de fungdo pulmonar com os niveis de
expressdao de metaloproteinases na saliva de pacientes com DPOC em
comparacao com individuos saudaveis. Desta forma, verificar a viabilidade de
utilizacdo da saliva, como fonte de material biolégico nédo-invasivo, para a
caracterizagdo de possiveis biomarcadores que poderiam auxiliar ou

complementar o diagnéstico da doenca.

Relevancia do Presente Estudo
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RESUMO

Objetivos: O aumento da expressdo das metaloproteinases da matriz (MMPSs) é considerado
um importante fator no desenvolvimento da DPOC. NOs realizamos este estudo para
quantificar a expressdo da MMP-2 e MMP-9 na saliva de pacientes com DPOC e individuos
saudaveis, e para avaliar a viabilidade dos componentes da saliva como fonte de material
biolégico para o estudo de biomarcadores em DPOC. Métodos: Foram selecionados
pacientes com DPOC (n=16) e controles saudaveis (n=9). Em ambos os grupos foram
realizados teste espirométrico e obtidas amostras de saliva de cada individuo. Os niveis de
MMP-2 e MMP-9 na saliva foram determinados por Western Blot. Resultados: A MMP-2 e a
MMP-9 foram significativamente maiores em pacientes com DPOC do que no grupo de
individuos saudaveis. A concentracdo de MMP-2 foi correlacionada negativamente com o
volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF;) (r= -0,582, p= 0,014) em pacientes
com DPOC. Conclusdo: Os atuais achados abrem novas perspectivas para o estudo
especifico de biomarcadores na saliva para predizer e monitorar a obstrucao ao fluxo aéreo
em pacientes com DPOC.

Palavras- chave: DPOC, metaloproteinase 2 da matriz, metaloproteinase 9 da matriz e saliva

ABSTRACT

Objectives: The increased expression of matrix metalloproteinases (MMPSs) is considered to
be a key factor in the development of COPD. We performed this study to quantify the
expression of MMP-2 and MMP-9 in saliva of COPD patients and healthy controls, and to
evaluate feasibility of saliva compounds as a biological material source for the study of
biomarkers in COPD. Methods: COPD patients (n=16) and healthy controls (n=9) were
selected. In the both group spirometry test was performed and saliva samples were obtained
from each subject. The saliva levels of MMP-2 and MMP-9 were determined by Western Blot.
Results: MMP-2 and MMP-9 were significantly higher in COPD patients than in control
subjects. MMP-2 concentration was correlated negatively with forced expiatory volume in one
second (FEV;) (r= -0,582; p= 0,014) in COPD patients. Conclusion: The current findings
open new perspectives to study specific biomarkers in saliva to predict and monitor airway
obstruction in COPD patients.

Keywords: COPD, matrix metalloproteinase 2, matrix metalloproteinase 9 and saliva
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INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é uma enfermidade
respiratéria, geralmente causada pela inalacdo da fumaca de cigarro, resultando em
alteracdes irreversiveis nas vias aéreas e obstrucdo cronica ao fluxo aéreo. A
limitacdo crénica pulmonar da DPOC é causada pela combinacdo da bronquiolite
obstrutiva e destruicdo do parénquima pulmonar distal ao bronquiolo terminal
(enfisema) dependendo de cada individuo®.

Os efeitos sistémicos associados a DPOC correspondem a inflamacao
sistémica com presenca de estresse oxidativo, concentragcdes anormais de citocinas
circulantes e ativacdo das células inflamatérias®. Além disso, inclui a perda
progressiva de massa muscular e a presenca de varias anomalias bioenergéticas,
podendo desencadear caquexia em funcdo do aumento da apoptose e/ou desuso
muscular®. Tais efeitos sistémicos possuem conseqiiéncias clinicas importantes,
pois contribuem com a limitacdo da capacidade fisica do paciente e o declinio da
condicdo de satde na DPOC".

Considerando o comprometimento da capacidade pulmonar e sua implicagcéo
na DPOC observa-se a exploragdo de novos horizontes para o estudo
fisiopatogénico desta disfuncdo, permitindo a mudanca do enfogque quase
exclusivamente relacionado a funcdo pulmonar para o estudo celular e bioquimico
da doenca®. A DPOC esta sendo caracterizada como doenca inflamatéria associada
a intensa degradacdo dos componentes da matriz extracelular (MEC) e fibrose
tecidual®.

Atualmente, existe um grande interesse no estudo das metaloproteinases
(MMPs) da MEC, pois varias evidéncias indicam que estas enzimas contribuem

significativamente para o desenvolvimento da DPOC, com a migracdo de células
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inflamatérias no pulm&o, a remodelagem e destruicdo do tecido pulmonar’. As
MMPs pertencem a familia de metaloendopeptidases zinco-dependentes, que
podem ser identificadas e subdivididas em colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas, macrofago elastase, e MMPs tipo membrana, de
acordo com a estrutura molecular e especificidade do substrato®. Estas proteases
sdo sintetizadas como pro-enzimas secretadas ou de membrana que apés o
processamento, ou seja, clivagem de um pro-peptideo na por¢cdo N-terminal,
adquirem a forma ativa’. As MMPs catalisam componentes protéicos da MEC
produzindo moléculas peptidicas biologicamente ativas que participam do
processo inflamatério envolvido na DPOC®. A MMP- 2 e a MMP-9 pertencem ao
grupo das gelatinases, que podem hidrolisar multiplas moléculas da MEC, tais
como colageno tipos I, Il, Il e IV, elastina e proteoglicanos'’. Estas s&o
seletivamente inibidas por TIMPs, inibidores teciduais de metaloproteinases, como
por exemplo, o TIMP-1, um inibidor da atividade catalitica da MMP-9 na proporgéo
1:1'2. Vérios estudos tém demonstrado altos niveis de expressdo das MMPs e
TIMPs, principalmente a MMP-9 e TIMP-1, em lavado broncoalveolar de pacientes
com DPOC e asmaéticos participando na remodelagem da MEC *3.

A caracterizacdo dos componentes protéicos ou peptidicos na saliva tem
aberto perspectivas para a identificacdo de biomarcadores de diferentes
alteracbes morfofisiolégicas, uma vez que é uma estratégia de coleta nao-
invasiva, sendo um dos beneficios em relacdo aos outros fluidos
biolégicos como o soro e plasma'®. Sendo assim, o presente estudo teve
como objetivo correlacionar o0s parametros analisados na prova de
funcdo pulmonar com o0s niveis de expressdo da MMP-2 e MMP-9 na
saliva de pacientes com DPOC em comparacdo aos individuos saudaveis.

Desta forma, verificar a viabilidade de utilizacdo da saliva, como fonte de material
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biolégico nédo-invasivo, para a caracterizacdo de possiveis biomarcadores que

poderiam auxiliar ou complementar o diagndstico da doenca.

CASUISTICA E METODO

Individuos

Este estudo foi realizado na Universidade Nove de Julho (UNINOVE), apds
ser aprovado pelo comité de ética da instituicdo (protocolo nimero 209812/08), nos
Laboratérios de Fisiologia do Exercicio e Aplicacdes Moleculares e Celulares em
Reabilitacdo da UNINOVE. Participaram deste estudo, voluntarios, portadores de
DPOC que aguardavam ingresso no Programa de Reabilitagdo Pulmonar do
Ambulatério de Fisioterapia e, individuos saudaveis, provenientes da Associacdo SOS
familia S&o Geraldo, localizada & Rua Pedro Angelo Janitelli, 72- Ponte Grande,
Guarulhos - SP.

Foram avaliados 16 pacientes com DPOC moderada ou grave. O diagndstico
da doenca foi baseado nos critérios estabelecidos pela Sociedade Americana do
Térax (ATS). Todos os pacientes estavam com doenca estavel, sugerida por
auséncia de modificacdo nas medica¢des nas ultimas quatro semanas. Os critérios
de exclusdo foram: individuos com doenca cardiaca isquémica, intervencao
cirdrgica recente ou a participacdo em programas de reabilitacdo pulmonar. Para
analise comparativa, avaliamos um grupo controle constituido por nove de
individuos saudaveis, que nunca fumaram, com espirometria normal, sem histéria
de doencas respiratdrias, de ambos os géneros, com faixa etaria compativel com o
grupo DPOC. Todos os participantes do estudo assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.
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Prova de fung&o pulmonar

Inicialmente os individuos de ambos os grupos foram submetidos ao teste de
funcdo pulmonar através do espirdmetro da marca MedGraphics®, conforme as
diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia. Os parametros
medidos foram: Capacidade Vital Forcada (CVF), Volume Expiratorio Forcado no
primeiro segundo (VEF,), relacdo VEF,/CVF, Fluxo Expiratério Forcado entre 25-
75% da CVF (FEF 25-75 %) e Fluxo Expiratério Forcado Maximo (FEF Max.).
Consideramos a melhor curva de trés manobras, os resultados foram apresentados
em porcentagem do previsto (% prev.).

As amostras de saliva foram coletadas entre 8h e 11h30 da manha para
minimizar os efeitos da variacdo diurna dos individuos do grupo DPOC e controle.
As amostras de saliva (2 a 5 ml) foram coletadas diretamente em tubos de
polipropiloleno e transferidas com o auxilio de uma pipeta para um tubo de
microcentrifuga da marca eppendorf®. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (10000xg) a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi reservado e

armazenado em freezer -70°C até o momento da andlise.

Avaliacao dos niveis de expressdo das MMP- 2 e MMP- 9

O extrato total de proteinas da saliva foi submetido a eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida, conforme protocolo previamente estabelecido’. A estimativa da
concentracdo protéica foi realizada pelo método de Bradford, utilizando o reagente
Protein Assay (Bio Rad Laboratories) e a soroalbumina bovina (BSA-Sigma) como

padrao de referéncia. O gel de separacédo de 10% de poliacrilamida foi preparado em
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em tampao Tris-HCI 0,4 M pH 8,8, contendo SDS 0,1%, TEMED 0,01% e persulfato
de amoénio 0,05%. Apos a polimerizacdo desse gel, foi preparado o gel de
empacotamento contendo poliacrilamida 3% em tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 6,8,
SDS 0,1%, TEMED 0,01% e persulfato de amonio 0,05%. Uma aliquota de 10-15 pl
do extrato total de proteinas, contendo 150 ug de proteinas, foi combinada com o
tampdao desnaturante e redutor, contendo Tris-HCI| 0,125 M pH 6,8, SDS 4%,
glicerol 20%, azul de bromofenol 0,002% e B-mercaptoetanol 4%. As amostras
foram aquecidas a 95°C durante 5 minutos e aplicadas no gel. Foi utilizado como
tampéao de corrida Tris-HCI 0,025 M, contendo glicina 0,18 M, pH 8,3 e SDS 1%. As
corridas foram realizadas a 100 V por aproximadamente 2,5 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram transferidas por eletroblotting para
membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada em tamp&o com Tris-HCI 10
mM, NaCl 150 mM, pH7,5 (TBS) contendo leite em p6 desnatado 5% por 2 horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo lenta. Apds duas lavagens com TBS, contendo
Tween20 0,05%, a membrana foi incubada por 1 hora com anticorpo para a MMP-2,
MMP-9 ou GAPDH (BIOMOL®1:1000) em TBS. O excesso de anticorpo na
membrana foi removido com trés lavagens de 10 minutos em TBS, contendo
Tween20 0,05%. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario
(anti-IgG de coelho/fosfatase alcalina diluido 1:5000) por 60 minutos. Novamente a
membrana foi submetida a lavagens sucessivas com tampéo TBS e entéo, revelada
com o substrato BCIP 0,4 mM / NBT 0,4 mM. Os padrbes de massa molecular
utilizados foram: soro albumina (68 kDa), gama-globulina (50 kDa e 23,5 kDa), ovo

albumina (43 kDa) e ribonuclease (13,7 kDa).
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. O teste de
Kolmogorov- Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade da variancia.
Correlacbes entre os niveis de expressdo da MMP-2, MMP-9 e dados espirométricos
foram avaliados através do teste de Correlagdo de Pearson. Para comparacdes entre
os dois grupos utilizamos o Teste-t ndo pareado. O nivel de significancia estatistica

foi p<0,05.

RESULTADOS

As caracteristicas dos individuos com DPOC e saudaveis estdo apresentadas
na tabela 1. A amostra foi composta por 25 individuos, 16 individuos correspondem
ao grupo DPOC e 9 individuos ao grupo controle, com média de idade nao
significativa entre os grupos. Quanto ao género, no grupo DPOC, 10 individuos séo
homens e no grupo controle 2 individuos sdo homens. Entre os pacientes avaliados
no grupo DPOC todos sdo ex- tabagistas. O tempo de fumo no grupo DPOC foi
avaliado em 43,43 + 19,99 anos e a relagdo macos/anos foi de 68,93 + 46,75. Os
individuos do grupo controle relataram que nunca fumaram.

Todos os pacientes do grupo DPOC apresentaram limitacdo ao fluxo aéreo,
sendo a diferenca entre os grupos extremamente significativa para o VEF; e para a
relacdo VEF1/CVF. Entretanto, ndo houve diferencas significativas entre os grupos
para a CVF, conforme mostra a tabela 1.

Os niveis de expressdo das MMPs foram avaliados pela técnica de Western

Blot, sequida da analise por densidade relativa das bandas correspondentes as
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amostras de saliva dos individuos com DPOC e controle (Figura 1). Como esperado,
identificou-se apenas uma banda com peso molecular de 66 kDa (forma ativa da
enzima) nos ensaios de Western Blot utilizando o anticorpo primario anti-MMP-2 nos
grupos DPOC e controle (Figura 1A). Da mesma maneira, detectou-se
predominantemente a forma ativa da MMP-9 com o peso molecular de 86 kDa (dados
nao demonstrados). As andlises das densidades Opticas das bandas correspondentes
a MMP-2 indicaram que os niveis de expressdo da MMP-2 foram significativamente
maiores nas amostras de saliva do grupo DPOC em relacdo ao grupo controle
(p<0,05). Da mesma forma, a expressdo da MMP - 9 também foi detectada em niveis
mais elevados nos pacientes com DPOC (p<0,001) (Figura 1B). A analise da proteina
constitutiva GAPDH (38 kDa) indicou que aplicacdo da quantidade de proteina no gel
SDS-PAGE foi igual em todas as amostras de saliva, pois 0s niveis de expressao nao
foram significativos entre os grupos DPOC e controle.

As analises de correlacdo de Pearson, indicaram correlacdo negativa entre os
niveis de expressdo da MMP-2 com os parametros de obstru¢éo ao fluxo aéreo nos
pacientes com DPOC, VEF; (r=-0,513, p=0,042) (Figura 2) e VEF:/CVF (r=-0,579,
p=0,019) (dados ndo demonstrados). Por outro lado, n&o se detectou correlagao entre

0s niveis de expressdo da MMP-9 e os parametros de obstrucéo ao fluxo aéreo.

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que os niveis de MMP-2 e MMP-9 nas
amostras de saliva foram significativamente maiores nos pacientes com DPOC em

relacdo aos sujeitos saudaveis, assim como, observou-se a correlacdo negativa entre
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0s niveis de expressdo da MMP-2 e os parametros de obstrucdo aérea, VEF; e
VEF1/CVF, nos pacientes com DPOC. Os dados apresentados contribuem com a
viabilidade de utilizacdo da saliva, como fonte de material biolégico, para o futuro
estudo de biomarcadores especificos da DPOC.

Os biofluidos frequentemente utilizados para investigar patologias respiratorias
incluem sangue, urina, escarro (espontaneo ou induzido) e lavado bronco-alveolar'®.
Desta forma, a possibilidade de utilizacdo da saliva como fonte de material biolégico
tem se tornado extremamente viavel por ser um fluido biol6gico de facil coleta,
manuseio e armazenamento™!. Como as MMPs s&o extremamente representativas na
DPOC, as MMPs -2 e -9 foram selecionadas para avaliar seus niveis de expressédo na
saliva e as possiveis correlacdes com os parametros de avaliagdo clinica na DPOC.
Neste sentido, verificar a viabilidade de utilizacdo da saliva como fonte de material
biolégico para o estudo de biomarcadores proteoliticos, utilizando estratégias
experimentais mais eficazes e especificas, como a espectrometria de massas
(MALDI-TOF/MS), para a identificagdo de moléculas exclusivas da saliva de
pacientes com DPOC.

O envolvimento das MMPs é considerado importante na patogénese da DPOC
e tem sido bem caracterizado na literatura’. Quando comparados com individuos
saudaveis, os pacientes com DPOC apresentam aumento dos niveis de MMP-1 e
MMP-9 no lavado broncoalveolar!’, acentuado aumento na expresséo e atividade de
MMP-2 e MMP-9 no parénquima pulmonar e no escarro’®. Em relacdo ao processo
inflamatoério anormal na DPOC, a atividade das MMPs -8 e -9 em pacientes com
DPOC correlaciona-se com o aumento do numero de neutrofilos e ao grau de
obstrucdo ao fluxo aéreo'. Além disso, tem sido relatado que os soros de

pacientes com DPOC apresentam niveis de expressdo e atividade enzimética da
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MMP-9 mais elevados em relacdo aos individuos saudaveis, em fung¢éo da gravidade
da doenca e do processo inflamatério das vias aéreas®. Da mesma forma, verificou-
se que os niveis de expressao da MMP-2 e MMP-9 foram mais elevados em relacao
aos individuos saudaveis e, complementam as evidéncias de que a DPOC nédo esta
apenas associada as limitagcdes da capacidade pulmonar funcional, mas também ao
processo inflamatério sistémico’.

A analise dos niveis de MMPs no soro e saliva de individuos fumantes e nao-
fumantes, demonstrou que na saliva, 0os niveis da forma ativa da MMP-9 (86 kDa)
foram significativamente menores nos fumantes, mas no soro foi detectada em
concentracdo mais elevada em relacdo aos ndo-fumantes®. Porém, no presente
estudo observou-se que os niveis da MMP-9 na saliva foram significativamente
maiores em pacientes com DPOC em comparacdo ao grupo controle. O fato dos
pacientes com DPOC do presente estudo serem ex-tabagistas poderia explicar as
diferencas experimentais observadas com relacdo a expressdo da MMP-9 na saliva,
pois no estudo anterior ao nosso foram recrutados individuos fumantes e as
substancias presentes no tabaco proporcionariam alteragdes na expressao da MMP-9
destes individuos?,

A saliva é secretada por multiplas glandulas salivares incluindo pardtida,
submandibular, sublingual e, outras glandulas menores presentes na mucosa oral®.
Constitui-se  basicamente por varias proteinas e peptideos, produzidos
especificamente nas glandulas salivares ou de fonte sistémica que desempenham
funcBes biolégicas importantes®*. Com o avanco tecnolégico em gendmica,
bioinformética e protedbmica tém se verificado a presenca de marcadores especificos
de doencas orais e sistémicas®, como é o caso da periodontite?* e a Sindrome de

Sjogren — doenca auto-imune sistémica®®. Embora a DPOC acometa os pulm&es, ha
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diversas manifestaces sistémicas relacionadas a esta patologia®. Além da
inflamacé@o presente nas vias aéreas, ha evidéncias de inflamagdo sistémica nos
pacientes com DPOC, mas a relacdo entre inflamacgdo local e sistémica ainda é
desconhecida®’ © %,

Alguns estudos tém caracterizado marcadores de obstrucdo aérea no soro de
pacientes com DPOC, como 0s niveis circulantes mais elevados da E-selectina que
se correlacionou com o VEF; (% prev.)®. Estes dados sugeriram fortemente a
ativacao e recrutamento de neutréfilos na DPOC, pois a E-selectina € um receptor de
superficie destas células®. Como os neutréfilos representam a principal fonte de
MMPs’, seria esperado niveis mais elevados de expressdo destas enzimas nos
fluidos bioldgicos. De fato, no presente estudo, verificou-se 0 aumento dos niveis de
expressdo da MMP-2 e -9 na saliva em pacientes com DPOC em relacdo aos
individuos saudaveis. Entretanto, nas analises de correlagdo entre os niveis de
expressdo destas enzimas e os parametros de obstrucdo aérea, contatou-se que
apenas 0s niveis de expressdo da MMP-2 apresentaram correlacfes negativas com
VEF: (% prev.) e VEF/CVF (% prev.). Estes dados apontam evidéncias de que a
MMP-2 pode estar relacionada as condi¢des de limitacdo ao fluxo aéreo conforme
demonstrado em um estudo que verificou a correlacdo negativa desta gelatinase com
o VEF,, em escarro de pacientes com DPOC?

Em relacdo a MMP-9, um estudo prévio também observou 0s niveis mais
elevados da expressdo em pacientes com DPOC, mas também nao observou
correlagbes com os parametros da prova de funcdo pulmonar ou com niveis de

I*°. Deste modo, novos ensaios estdo sendo

saturacao de oxigénio no sangue arteria
planejados para estudar os niveis de expressdo da MMP-9 em relacao aos diferentes

estagios de desenvolvimento da DPOC, pois se tem verificado que o nivel de
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expressdo desta enzima no soro esta diretamente relacionado com o alto grau de
gravidade da doenca?".

Em sintese, o presente estudo demonstrou que o aumento dos niveis de
expressdo da MMP-2 na saliva esté relacionado com o grau de obstrucdo aérea em
pacientes com DPOC por estar associada as disfuncdes sistémicas. Assim, estes
dados abrem perspectivas para o desenvolvimento de futuros estudos utilizando a
saliva, como fonte de material biolégico para a identificacdo e caracterizacdo de

possiveis marcadores protéicos e/ou peptidicos especificos da DPOC.
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LEGENDAS DAS FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Andlise dos niveis de expressao de proteina da MMP-2 na saliva de
pacientes com DPOC e controle. (A) Representacdo da andlise dos niveis de
expressdo da MMP-2 e GAPDH por Western Blot dos pacientes com DPOC (no. 1, 7,
15 e 17 e controle (no. 1, 3, 7 e 8). Observar que 0s niveis de expressao ndo variam
para a GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (B) Densidade relativa
das bandas em porcentagem obtida no Western blot com as amostras de saliva.
Observar que os niveis de expressao de proteina MMPs -2 e -9 foram mais elevados

em comparacao ao grupo controle. DPOC: Doencga pulmonar obstrutiva cronica.

Figura 2. Relacdo entre os niveis de expressdo da MMP-2 na saliva e os parametros
de obstrucdo aérea VEF; (% prev.) em pacientes com DPOC. As analises de
correlacdo de Pearson indicaram que os niveis de expressdo da MMP-2 esti

relacionado negativamente com o grau de obstrucdo aérea, VEF; (r=-0,513, p=0,042).

Tabela 1. Caracteristicas da populacado estudada, individuos com DPOC e saudaveis.
Dados estdo expressos como média e desvio padrao (DP). DPOC: Doenca pulmonar

obstrutiva cronica.
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Figura 2.
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Tabela 1.

CARACTERISTICAS DA POPULACAO

GRUPOS valor (p)
DPOC Saudaveis
Individuos (n) 16 9 -
Idade (anos) 71,35 +9,47 70,78 £ 10,29 0,897
Homens 10 2 -
Tabagistas 0 0 -
Ex-tabagistas 16 0 -
Macgos/anos 68,93 + 46,45 - -
Tempo de fumo 43,43 £ 19,99 - -
VEF/CVF (% prev.) 58,06 + 13,31 107,77 £ 11,09 0,0001*
VEF; (% prev.) 52,31 + 12,45 111 + 17,37 0,0001*
CVF (% prev.) 89,43 + 22,18 102 + 14,52 0,13

Dados estdo expressos em meédia = desvio padréo, exceto quando néo foi possivel.

DPOC: doenca pulmonar obstrutiva crénica; CVF: capacidade vital forcada; % prev.:

porcentagem do previsto; VEF;: volume expiratério forcado no primeiro segundo.

* p<0,05 (Teste t ndo pareado).
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4 CONSIDERACOES FINAIS




O presente estudo demonstrou que o aumento dos niveis de
expressdo da MMP-2 na saliva esta relacionado com o grau de obstrugéo
aérea em pacientes com DPOC por estar associada as disfuncbes
sistémicas. A analise dos niveis de expressao das MMPs- 2 e -9 na saliva de
pacientes com DPOC sé&o significativamente maiores quando comparados
com individuos saudaveis, e que a elevacdo da MMP- 2 se correlacionou
negativamente com a obstrucéo ao fluxo aéreo no grupo DPOC. Estes dados
sdo condizentes com estudos de outros materiais bioldégicos melhor
estabelecidos na DPOC. Neste sentido, abrem-se perspectivas para o
desenvolvimento de futuros estudos utilizando a saliva, como fonte de
material biolégico, através de técnicas experimentais mais eficazes e
especificas, como a espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS), para a
identificacdo de moléculas exclusivas da saliva de pacientes com DPOC. E
assim, complementar as estratégias de avaliacdo clinica na éarea da
reabilitacdo pulmonar, uma vez que tal ferramenta auxiliaria a validacédo de
protocolos de exercicio para portadores de DPOC, e, sobretudo, contribuiria

para melhor compreender esta patologia com alto impacto socioecondémico.
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ANEXOS




Pontuacéo do indice BODE

Variavel 0
VEF; (% previsto) >65
MRC 0-1
TC6 >350
IMC kg/m? >21

50-64
2

250-349

<21

36-49

3

150-249

<35

<149
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UNINOVE Comité de Etica em Pesquisa — CoEP — UNINOVE
YT Y Y Av. Francisco Matarazzo, 612 — Prédio C — Térreo
Universidade Nove de Julhe ~ Comitedeetica@uninove.br

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® nimero da folha de rosto 209812/08

Titulo do Projeto: Caracterizacfio enzimatica da saliva de pacientes
portadores de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) e
sua correlaciio clinico-funcional pelo indice BODE,

i

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva |

Aluno: Alecsandra Aparecida dos Santos
Curso: Fisioterapia

Objetivo: Identificar e avaliar possivelmente biomarcadores enzimaticos na saliva de pacientes com
doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) que participardo do Programa de Reabilitagio Pulmonar
no Ambulatério de Fisioterapia do Centro Universitario Nove de Julho e correlaciona-los com o indice
BODE.

Método: Participardo deste estudo, voluntdrios, portadores de DPOC que aguardam ingresso no
Programa de Reabilitagfio Pulmonar no Ambulatério de Fisioterapia da Universidade Nove de Julho —
UNINOVE/Memorial da América Latina e individuos saudaveis, provenientes da Associagdo S.0.S.
familia Sdo Geraldo, localizada & Rua Pedro Angelo Janitelli, 72- Ponte Grande Guarulhos - SP.
Inicialmente, os pacientes responderfio a uma ficha de triagem ¢ ao questionario de atividade fisica
basal de Baecke , a fim de correlacionar dados especificos da populagio estudada com os resultados
dos testes e verificar se preenchem os requisitos dos critérios de inclusdo, que serdo: assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido, individuos com DPOC moderada a grave (VEF, < 60 % do
previsto) e doenga estavel, sugerida por auséncia de modificagfio na medicagdo nas ultimas 4 semanas.
Por outro lado, serfio excluidos do estudo, pacientes com doenga cardiaca isquémica, cirurgias
recentes, participacdio em programa de reabilitagfo pulmonar, doengas neuro-musculares, exacerbagio
clinica nos ultimos 30 dias ou outras doengas limitantes que possam prejudicar a realizagio dos testes.
Para andlise comparativa, incluiremos no estudo um grupo controle, que deverd ter o seguinte perfil:
individuos com espirometria normal, sedentarios, faixa etdria entre 40 e 85 anos e permissiio para
realizacdo do estudo. Os critérios de exclusfio serfio os mesmos descritos para o grupo DPOC além da
presenga desta doenga.

Critérios de participagio dos sujeitos (recrutamento, critérios de inclusiio/exclusio, interrupgio
da pesquisa): critérios de inclusdo, que serfo: assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido, individuos com DPOC moderada a grave (VEF| < 60 % do previsto) e doenga estavel,
sugerida por auséncia de modificagdo na medicagfio nas tdltimas 4 semanas. Por outro lado, serio
excluidos do estudo, pacientes com doenga cardiaca isquémica, cirurgias recentes, participagdo em
programa de reabilitagdo pulmonar, doengas neuro-musculares, exacerbagio clinica nos ultimos 30
dias ou outras doengas limitantes que possam prejudicar a realizagéo dos teste.

Identificacdo dos riscos e possiveis beneficios aos sujeitos: Nio ha despesas, ou riscos pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo, assim como ndo ha compensagéo financeira relacionada a sua
participagdo.

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto; o estudo e a identificagdo de marcadores biologicos
de doengas, protéicos ou peptidicos, que representem a avaliagio de pacientes portadores de DPOC
tornou-se foco de estudo por grupos altamente capacitados nessa érea de conhecimento. Além disso, a
caracterizagdo dos componentes da saliva tem aberto perspectivas para a identificacdo de
biomarcadores de diferentes alteragdes morfofisiologicas, pois a coleta de saliva ¢ um método ndo
invasivo, tem vérias vantagens com relagdo a outros fluidos biolégicos, como por exemplo, urina, soro

Anexos

49



Parecer do Comité de Etica

ou plasma (SOO-QUEE col., 2007). Assim, o monitoramento dessas possiveis moléculas auxiliaria as
estratégias de avaliagdo e intervengdo terapéutica na DPOC.

Adequacio da metodologia aos objetivos perseguidos, A metodologia se encontra adequada aos
objetivos propostos.

Grau de vulnerabilidade dos sujeitos e medidas protetoras propostas; Ndo se aplica
Avaliagdo do binémio risco-beneficio; Nao se aplica a riscos.

Relacio com o sujeito e/ instituicfio:

Identificacdo dos responsdveis pelo atendimento, acompanhamento e recebimento dos sujeitos
encaminhados, quando for o caso: Essas informagdes estdo sendo fornecidas pela fisioterapeuta
Alecsandra A. dos Santos (aluna do mestrado em Ciéncias da Reabilitagio da Universidade Nove de
Julho) e pelo Prof. Dr. Carlos A. Silva, para sua participagdo voluntaria neste estudo, que visa
correlacionar a atividade enzimatica das MMPs na saliva de pacientes com doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) antes de ingressarem no Programa de Reabilitagio Pulmonar. Esta pesquisa
contribuira para avaliagio da DPOC a partir da identificacdo de moléculas indicadoras da disfungo,
presentes na saliva, permitindo melhor avaliar a efetividade dos programas de reabilitag3o.

Em qualquer etapa deste estudo vocé terd acesso aos profissionais responsdveis para o esclarecimento
de suas dividas quanto aos procedimentos realizados. Os pesquisadores assumem o compromisso de ™
proporcionar informagdo atualizada obtida durante o estudo ainda que esta possa afetar a vontade do
individuo em continuar participando. Os principais responsaveis sio os pesquisadores Prof. Dr. Carlos
A. Silva e a fisioterapeuta Alecsandra A. dos Santos, os quais podem ser encontrados nos telefones:
3665-9000 ou 9104-0992.

Garantia dos direitos fundamentais do sujeito de pesquisa (informacdo, privacidade, recusa indcua,
desisténcia, indenizacdo, ressarcimento, continuidade do atendimento, informacgdo dos resultados,
acesso ao pesquisador ¢ CEP etc); Em qualquer etapa deste estudo vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis para o esclarecimento de suas duvidas quanto aos procedimentos realizados. Os
pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informag#o atualizada obtida durante o estudo
ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar participando. E garantida a liberdade
da retirada do consentimento a qualquer momento deste estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade
de seu tratamento.

Tratamento adequado dos dados e materiais biologicos; Nio se aplica

Termo de consentimento livre e esclarecido:

Concisdo e objetividade: correlacionar a atividade enzimatica das MMPs na saliva de pacientes com
doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) antes de ingressarem no Programa de Reabilitagdo
Pulmonar

Linguagem adequada ao nivel sociocultural dos sujeitos de pesquisa; Se aplica.

Descricdo suficiente dos procedimentos: O ambulatorio de fisioterapia da Universidade Nove de

Julho tem como um dos objetivos a assisténcia a satde, com um programa de reabilitacio pulmonar
para pacientes com doenga pulmonar crénica, ¢ também de fazer pesquisa.

Ao entrar em nosso estudo, vocé serd avaliado, realizando inicialmente uma entrevista, para
coletarmos seus dados pessoais, habitos de vida, medicagdes que utiliza e a historia de sua doenga.
ApoOs esta entrevista, vocé serd levado para uma sala onde iremos peséa-lo e medi-lo, em seguida, vocé
realizard uma avaliagdo do ponto de vista respiratorio. Vocé deverd soprar e puxar o ar com toda a
for¢a num aparelho através de um bucal para medir a sua capacidade pulmonar. Para avaliarmos sua
capacidade fisica, vocé realizara o teste da caminhada dos seis minutos. Neste exame vocé devera
andar o mais rapido possivel, sem correr, em um corredor plano, com 30 metros. Uma fisioterapeuta
ira medir seu batimento cardiaco, quantas vezes vocé estd respirando em um minuto, a pressdo arterial
e 0 oxigénio, antes, durante e ao final do teste (através de um aparelho posicionado em seu dedo
indicador). Durante o teste vocé vai sentir um aumento na capacidade de respirar e podera sentir
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cansago nas pernas. Estes sintomas vdo melhorando e desaparecem depois que o teste termina. A
ultima etapa da avaliagfio € a coleta da saliva. Para coletar a saliva vocé sera orientado a realizar um
enxagiie na boca, com agua, e em seguida devera acumular saliva na boca e cuspir em um tubo
apropriado para o exame. Tal procedimento néo causa quaisquer riscos ou desconforto.

Identificagdo dos riscos e desconfortos esperados Os voluntirios nio serdo submetidos a riscos
durante o periodo experimental, pois néo utilizaremos nenhum tipo de atividade, que comprometa a
seguranga dos voluntarios.

Explicitacdo das garantias acima referidas; Os pesquisadores asseguram a privacidade dos
voluntdrios quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

Apresentado a este Comité para andlise ética, segundo normas da Resolug¢io 196/96 do Conselho
Nacional de Saiade (10/10/96), foi considerado:

( X)) Aprovado, sendo que este projeto deverda permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta
Secretaria.

() Aprovado com sugestées, devendo o Pesquisador encaminhar as modificacées sugeridas.

() Com pendéncia (Descrever a metodologia, Rever o Termo de consentimento livre e esclarecido ),
devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes sugeridas, e iniciar a coleta de dados somente
apos a aprovagdo do projeto por este Comité.

() Reprovado.

Sio Paulo, 04 de Agosto de 2008.

Prof. Dra. Daniela Ap. Biasotto-Gonzalez
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Nove de Julho
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UNINOVE
oo @
Universidade Nove de Juive

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CoEP

Certificamos que o Projeto de pesquisa intitulado CARACTERIZACAD ENZIMATICA DA SALIVA
DE PACIENTES PORTADORES DE DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA E SUAS
CORRELACOES CLINICO-FUNCIONAIS PELO INDICE BODE. sob a responsabilidade de
ALECSANDRA APARECIDA DOS SANTOS esta de acordo com a Resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude M/S, de 10/10/96, tendo sido APROVADO pelo Comité de Etica em Pesquisa
- UNINOVE.

Sdo Paulo, 27 de Agosto de 2008,

Profa. Dra. p. 'Eiaaotto-ﬂonaalea

Presidente do Cnmité de Etica em Pesquisa

== ————————— e
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Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa Clinica:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CARACTERIZACAO ENZIMATICA DA SALIVA DE PACIENTES COM DOENCA
PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA (DPOC) E SUAS CORRELACOES CLINICO-
FUNCIONAIS PELO INDICE BODE

Essas informagfes estdo sendo fornecidas pela fisioterapeuta Alecsandra A. dos
Santos (aluna do mestrado em Ciéncias da Reabilitacdo da Universidade Nove de
Julho) e pelo Prof. Dr. Carlos A. Silva, para sua participacdo voluntaria neste estudo,
que visa correlacionar a atividade enzimatica das MMPs na saliva de pacientes com
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) antes de ingressarem no Programa de
Reabilitacdo Pulmonar. Esta pesquisa contribuira para avaliacdo da DPOC a partir da
identificacdo de moléculas indicadoras da disfuncéo, presentes na saliva, permitindo

melhor avaliar a efetividade dos programas de reabilitacéo.

- O ambulatério de fisioterapia da Universidade Nove de Julho tem como um
dos objetivos a assisténcia a saude, com um programa de reabilitagdo
pulmonar para pacientes com doenca pulmonar crénica, e também de fazer
pesquisa.

- Ao entrar em nosso estudo, vocé sera avaliado, realizando inicialmente uma
entrevista, para coletarmos seus dados pessoais, habitos de vida,
medicacdes que utiliza e a histdria de sua doenca. ApOs esta entrevista,
vocé sera levado para uma sala onde iremos pesa-lo e medi-lo, em
seguida, vocé realizara uma avaliacdo do ponto de vista respiratério. Vocé
devera soprar e puxar o ar com toda a forca num aparelho através de um
bucal para medir a sua capacidade pulmonar. Para avaliarmos sua
capacidade fisica, vocé realizard o teste da caminhada dos seis minutos.
Neste exame vocé deverad andar o mais rapido possivel, sem correr, em um
corredor plano, com 30 metros. Uma fisioterapeuta ird medir seu batimento
cardiaco, quantas vezes vocé esta respirando em um minuto, a pressao
arterial e o oxigénio, antes, durante e ao final do teste (através de um
aparelho posicionado em seu dedo indicador). Durante o teste vocé vai
sentir um aumento na capacidade de respirar e podera sentir cansago nas
pernas. Estes sintomas vao melhorando e desaparecem depois que o teste
termina. A Udltima etapa da avaliacdo € a coleta da saliva. Para

coletar a saliva vocé serd orientado a realizar um enxagie na
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boca, com agua, e em seguida deverd acumular saliva ha boca e cuspir em
um tubo apropriado para o exame. Tal procedimento ndo causa quaisquer
riscos ou desconforto.

Os dados destas avaliacbes serdo analisados e utilizados para
estudos/pesquisa, ndo sendo divulgada a sua identificac&o.

Em qualquer etapa deste estudo vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis para o0 esclarecimento de suas duvidas quanto aos
procedimentos realizados. Os pesquisadores assumem 0 compromisso de
proporcionar informacéo atualizada obtida durante o estudo ainda que esta
possa afetar a vontade do individuo em continuar participando. Os principais
responsaveis séo os pesquisadores Prof. Dr. Carlos A. Silva e a fisioterapeuta
Alecsandra A. dos Santos, 0os quais podem ser encontrados nos telefones:
3665-9000 ou 9104-0992.

E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento
deste estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento.

Os dados obtidos em suas avaliagBes serdo mantidos em sigilo, isto é, em
segredo.

Os resultados obtidos, tanto positivos quanto negativos, seréo discutidos com
VOCE.

N&o haverd despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a
sua participacao, incluindo despesas com eventuais deslocamentos.
A pesquisa sera desenvolvida no Ambulatério de Fisioterapia da Universidade
Nove de Julho - UNINOVE/ Memorial da América Latina, localizada a Avenida
Doutor Adolfo Pinto, 109. Sao Paulo-SP.

CONSENTIMENTO POS - INFORMACAO:

, acredito ter sido

suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para

mim, descrevendo o estudo: “ Caracterizacdo enzimatica da saliva de pacientes

portadores de doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e sua correlagdo clinico-

funcional pelo indice BODE”".

Eu discuti com a fisioterapeuta Alecsandra A. dos Santos sobre a minha

decisdo em participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais sd0 0s
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propositos do trabalho, os exames que serdo realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos constantes. Ficou
claro também que a minha participacdo é isenta de despesas e que tenho
garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante a realizacdo do mesmo, sem penalidades
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servico.

Data:_ /| |

Assinatura do (a) paciente/ representante legal

Data:_ /| |

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e

Esclarecido do (a) paciente ou do seu

representante legal Sr (a) para a participacao

dele (a) neste estudo.

Prof. Dr. Carlos A. Silva/ Ft. Alecsandra A. dos Santos
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