
P á g i n a  | 1 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

CENTRO DE BIOTECNOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E 

MOLECULAR  

 

 

 

 

 

 

 

 

“Dano Oxidativo, Reparação do DNA e a Influência de 

Polimorfismos Genéticos na Fisiopatogenia da Doença Pulmonar 

Obstrutiva Crônica”. 

 

 

 

Tese de Doutorado 

 

 

 

 

Andréa Lúcia Gonçalves da Silva 

 

 

 

 

Porto Alegre, 2013 



P á g i n a  | 2 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

CENTRO DE BIOTECNOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E 

MOLECULAR  

 

 

 

 

 

 

“Dano Oxidativo, Reparação do DNA e a Influência de 

Polimorfismos Genéticos na Fisiopatogenia da Doença Pulmonar 

Obstrutiva Crônica”. 

 

 

 

Andréa Lúcia Gonçalves da Silva 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

graduação em Biologia Celular e 

Molecular da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, como requisito parcial 

para obtenção do grau de Doutor em 

Ciências. 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. João Antônio Pegas Henriques 



P á g i n a  | 3 

 

 

Porto Alegre, 2012. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho foi desenvolvido nas instalações do Laboratório de Reparação de DNA em 

Eucariotos do Departamento de Biofísica desta Universidade com financiamento do  Conselho 

Nacional  de  Desenvolvimento  Científico  e  Tecnológico-CNPq e Fundação  de  Amparo  à  

Pesquisa  do  Estado  do  Rio  Grande  do  Sul (PRONEX-FAPERGS/CNPq, Projeto  número 

10/0044-3), nas instalações do Laboratório de Genética e Biotecnologia da Universidade de Santa 

Cruz do Sul- UNISC  e no Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul- UCS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



P á g i n a  | 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Dedico este trabalho ao meu pai, provedor da minha formação profissional que me permitiu 

chegar até aqui, e a minha mãe (in memorian), que foi meu alicerce e norteou a minha educação”. 



P á g i n a  | 5 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 Programa de Pós-graduação em Biologia Celular e Molecular da UFRGS: 

 

Ao professor Henriques, pela oportunidade, confiança, carinho e dedicação nas horas 

difíceis, muito obrigada. O conhecimento adquirido será eternamente lembrado, é um exemplo de 

pesquisador, professor e orientador. A excelência na formação e liberdade vigiada que 

proporciona responsabilidade compartilhada foi fundamental para o desenvolvimento do meu 

trabalho e para o meu crescimento como pesquisadora. Serei eternamente grata. 

A Dra. Temenouga N Guecheva (Nucha), pelas inúmeras revisões, disponibilidade, 

dedicação, respeito na co-orientação deste trabalho.  

A professora Miriam Salvador e Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do 

Sul, pela parceira e dedicação na realização dos ensaios de lesão em membrana celular. 

A Clara F. Charlier pela parceria e pelos ensaios de PCR/RFLP realizados na UFRGS. 

Ao professor Guido,que sempre com atenção acolheu as minhas solicitações acadêmicas. 

A minha Comissão de Acompanhamento, pelas críticas e sugestões na construção do meu 

trabalho durante estes 04 anos. 

A Silvia Centeno e Luciano Saucedo, pela prestatividade de todos os momentos. 

Aos colegas do grupo de pesquisa da UFRGS, pelos ensinamentos, momentos de 

relaxamento, pelo “tráfico de cucas”. 

  

Universidade de Santa Cruz do Sul-UNISC: 

 

A Andreia Valim, pelo companheirismo ao longo destes 08 anos, pela confiança em mim 

depositada, pelo incentivo a pesquisa de qualidade, pela oportunidade, ensinamentos, carinho e 

respeito. Serei eternamente grata e espero retribuir a altura. Em teu nome agradeço a Pró-reitoria 

de Pesquisa e Pós-graduação da UNISC que incentivou e financiou esta pesquisa. 

As colegas Dinara Jaqueline de Moura e Lia Possuelo, pelos ensinamentos, 

companheirismo, respeito e dedicação a este projeto de pesquisa. 

Ao nosso grupo de pesquisa “Reabilitação em Saúde e suas Interfaces” por todo apoio ao 

longo desta jornada. 

A coordenação do Laboratório de Biotecnologia e Genética-UNISC, pela acolhida e 



P á g i n a  | 6 

 

disposição para que tudo desse certo na execução desta pesquisa. 

As bolsistas de iniciação científica e demais estudantes colaboradores, Fernanda Fleig 

Zenkner, Manuella Gomes, Suiam Raabe Meglin, Eduarda Carvalho, Eduarda Bender, Martiele 

Bizarro, Paulo Ricardo da Rosa,Clairton dos Santos, Tatiane Aquino, Ahlam Hamid, Joel 

Ellwanger,Rafaela Backar e Paloma Schineider,pela dedicação nesta pesquisa. 

A Helen da Rosa, que ao longo destes 04 anos como bolsista de iniciação científica muito 

me ensinou. Agradeço especialmente pela fidelidade, dedicação e carinho, mesmo quando você 

não era efetivamente minha bolsista. Jamais esquecerei as horas extras, a social, as divergências 

em prol do nosso crescimento científico. Você marcou a minha trajetória. 

  

Demais agradecimentos: 

 

A minha família, Jo, Felipe e Pedro, pelo suporte emocional, amparo e amor incondicional 

principalmente nos momentos destress. Sem vocês eu jamais teria conseguido. Amo vocês. 

As minhas irmãs, Claudia e Ellen, pelo eterno laço de amor e amizade. 

Aos pacientes portadores de DPOC, pela confiança e parceria ao longo destes 08 anos. 

Espero poder retribuir tudo o que vocês fizeram, com todo o respeito e dedicação que vocês 

merecem e muito mais. 

 

 

 

 



P á g i n a  | 7 

 

ESTRUTURA DA TESE 

 

O presente trabalho está dividido na seguinte forma: Introdução Geral, Objetivos (geral e 

específicos), três Capítulos na forma de artigos científicos, Discussão geral, Conclusões (geral e 

específicas), Perspectivas, Referências, Bibliografias e Anexo. 

A Introdução Geral contempla a justificativa para a execução desta pesquisa, alicerçada em 

dados epidemiológicos atualizados, desenvolvimento da doença e seus respectivos fatores de 

risco bem como os mecanismos de lesão patológica e agravantes.  Aborda ainda o dano e a 

reparação no DNA em portadores de DPOC, finalizando com as formas de biomonitoramento 

humano de interesse desta pesquisa. 

O Capítulo I descreve os primeiros resultados obtidos sobre o dano no DNA em portadores 

de DPOC. Avaliou-se o nível de dano e a susceptibilidade ao dano no DNA por agentes 

mutagênicos exógenos, em sangue periférico de DPOC comparado a controles. O dano oxidatvio 

também foi avaliado pela mensuração de espécies reativas de ácido tiobarbitúrico (thiobarbituric 

acid reactive species-TBARS) em plasma sanguíneo. Estes resultados deram origem a um 

manuscrito que foi submetido ao The Open Biomarkers Journal sob o título “DNA damage and 

oxidative stress in patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease”. 

O Capítulo II surgiu da estratificação dos resultados obtidos anteriormente para a prática 

deexercício físico, e agregado os novos resultados do Teste de Micronúcleos de Células de 

Cavidade Bucal com Análise de Citoma. Após a separação dos portadores de DPOC em dois 

grupos, um grupo que praticava (EF-DPOC) e outro grupo que não praticava exercício físico 

(DPOC), foi possível avaliar os efeitos do exercício físico sobre o nível de dano e a 

susceptibilidade ao DNA após tratamento com mutagênicos exógenos. Estes resultados foram 

submetidos e aceitos para publicação em janeiro de 2013 no ISRN Pulmonology sob o título 

“Effect of physical exercise on the level of DNA damage in Chronic Obstructive Pulmonary 

Disease patients”. 

No Capítulo III estão descritos os resultados oriundos das análises de polimorfismos 

genéticos em genes de reparação do DNA (XRCC1 Arg399Gln, OGG1 Ser326Cys, XRCC3 

Thr241Met e XRCC4 Ile401Thr. O entendimento do papel dos polimorfismos em genes de 

reparação na modulação do dano no DNA e evolução da DPOC foi fundamental para traçar o 

perfil de lesão oxidativa na fisiopatogenia da DPOC.Estes resultados foram submetidos para 

publicação em janeiro de 2013 no Evidence-Basead Complementary and Alterantive Medicine 
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Journal sob o título “Evaluation of DNA damage in COPD patients and its correlation with 

polymorphisms in repair genes”  

A Discussão contempla os comentários à luz da literatura sobre os resultaods apresetnados 

nos Capítulos I, II e III e sua importância para a contribuição científica deste estudo. Para 

finalizar, foram descritas as Conclusões e as Perspectivas geradas por este trabalho, bem como as 

Referências Bibliográfias utilizadas na elaboração desta tese seguida de Anexos. 
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RESUMO 

A Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) é uma das principais causas de mortalidade em 

todo mundo, apesar de ser prevenível e tratável. Resultante de uma resposta inflamatória anormal 

as partículas tóxicas inaladas, a DPOC caracterizada pela limitação progressiva do fluxo aéreo 

que é pouco responsiva a terapêutica farmacológica.Neste estudo caso-controle, envolvendo 51 

portadores de DPOC e 51 controles, objetivou-se avaliar e quantificar danos e capacidade de 

reparação no DNA, bem como avaliar o papel de polimorfismos em genes de reparaçãona 

modulação deste. Foram determinados os níveis de danos no DNA, endógenos em sangue 

periféricos pelo ensaio cometa nas versões alcalina e neutra. Também foi determinado nível de 

danoinduzidos pelo agente alquilante metilmetano sulfonato (MMS), por 1 e 3 horas pós 

tratamentopelo ensaio cometa alcalino.Odano residual após 3h de tratamento com MMS foi 

calculado em relação à 1h (100% dano induzido), para cada sujeito. A peroxidação lipídica foi 

medida pela mensuração de espécies reativas de ácido tiobarbitúrico (TBARS) em plasma 

sanguíneo.Teste de micronúcleos de mucosa oral com análise de citoma (BMCyt) foi utilizado 

para detectar o dano citogenético. Ospolimorfismos em genes de reparação de DNA (XRCC1 

Arg399Gln, OGG1 Ser326Cys, XRCC3 Thr241Met and XRCC4 Ile401Thr) foram identificados 

por PCR/RFLP.Os resultados do ensaio cometa revelaram que o dano basal no DNA em 

portadores de DPOC foi mais elevado, comparado aos controles, como mensurado pelo ensaio 

cometa alcalino e neutro. O dano residual, detectado pós-tratamento com MMS, foi maior nos 

portadores de DPOC, quando comparados aos controles. Os resultados demonstraram claramente 

uma relação entre os níveis de danos induzidos no DNA e os níveis de TBARSindicando alta 

suscetibilidade para dano alquilante e/ou inibição do reparo decorrente do estress oxidativo. Além 

disso, os pacientes apresentaram uma menor capacidade de reparação  aos danos induzidos pelo 

MMS, quando comparados com os controles. Esta investigação ainda sugere um incremento do 

dano basal no DNA em portadores de DPOC, como analisado pelo ensaio cometa, nos sujeitos 

que possuem o alelo de risco dos polimorfismos genéticos XRCC1 (Arg399Gln) and XRCC3 

(Thr241Met). O dano residual também foi mais elevado nos portadores de DPOC que possuíam o 

alelo de risco para os quatro genes estudados. Correlações negativas entre BMCyt (células 

binucleadas, broto nuclear, células com cromatina condensada e cariorrética) e função pulmonar 

foram observadas para os genótipos variantes.Os resultados do ensaio cometa e BMCyt 

estratificadospara a prática de exercício físico regular (EF-DPOC) ou não (DPOC)revelaram que 

o dano basal no DNA do grupo EF-DPOC foi maior que o observado nos grupos de DPOC e nos 

controles. O dano residual foi similar entre os grupos de EF-DPOC e controles, em contraste com 

o grupo DPOC que permaneceu elevado, indicando deficiência na reparação do DNA e morte 

celular precoce por apoptose das células danificadas. Os valores de TBARS foram menores no 

grupo EF-DPOCindicando resistência ao dano oxidativo. Em conclusão, portadores de DPOC 

apresentam elevado dano basal no DNA e são mais susceptíveis para danos exógenos no DNA, 

como o ocasionado pelo agente alquilante MMS. Esta susceptibilidade para dano exógeno, por 

correlacionar positivamente com o TBARS, sugere o envolvimento do estresse oxidativo na 

indução do dano e/ouinibição da reparação.A presença do genótipo variante XRCC1 

(Arg399Gln), OGG1 (Ser326Cys), XRCC3 (Thr241Met) e XRCC4 (Ile401Thr) modula o dano do 

DNA nos portadores de DPOC e incrementa o risco de desenvolvimento de câncer. O exercício 

físico frequente realizado pelos portadores de DPOCdiminuios níveis de peroxidação lipídica em 

plasma sanguíneo, a susceptibilidade para danos exógenos e a formação de anomalias celulares 

como broto nuclear e cromatina condensada. 

Palavras-chave: DPOC, extresse oxidativo, polimorfismos genéticos, micronucleos, dano no 

DNA, reparação do DNA.  
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ABSTRACT 

 

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a major cause of mortality worldwide, 

despite being preventable and treatable. Resulting from an abnormal inflammatory response to 

inhaled toxic particles, COPD is characterized by progressive airflow limitation which has poor 

responsiveness to pharmacological therapy. In this case-control study, involving 51 patients with 

COPD and 51 controls, we aimed to assess and to quantify DNA damage and repair capacity as 

well as the role of genetic polymorphisms in the modulation of DNA damage. Endogenous DNA 

damage levels were determined in peripheral blood by comet assay in alkaline and neutral 

versions. DNA damage-induced version with alkylating methylmethane sulfonate agent (MMS) 

was evaluated for 1 and 3 hours by comet assay in alkaline version. The residual damage after the 

3-hour MMS treatment was calculated related to 1 hour (100% damage induced), for each 

subject. Lipid peroxidation was assessed by measuring thiobarbituric acid reactive species 

(TBARS) in blood plasma. The cytogenetic damage was evaluated by the buccal micronucleus 

cytome assay. The genetics polymorphisms in DNA repair genes (XRCC1 Arg399Gln, OGG1 

Ser326Cys, XRCC3 Thr241Met and XRCC4Ile401Thr) were evaluated by PCR/RFLP 

respectively. The results of the comet assay showed that basal DNA damage in COPD patients 

was significantly higher compared to controls, as measured by the alkaline and neutral comet 

assay. The residual damage percentage, detected after the MMS treatment, increased in COPD 

patients than control group. The results clearly demonstrated a relationship between levels of 

DNA damage induced with higher levels of TBARS, indicating high susceptibility to alkylating 

damage and/ or repair inhibition resulting from oxidative stress. In addition, the patients showed 

a lower capacity to repair the damage induced by MMS, when compared with controls. This 

study suggests an increase in basal DNA damage in COPD patients, as analyzed by comet assay, 

in subjects having the risk allele of genetic polymorphisms XRCC1 (Arg399Gln) and XRCC3 

(Thr241Met). The residual damage was higher in COPD patients who had the risk allele in the 

four genes analyzed. Negative correlations between BMCyt (binucleated, bud muclear, 

condensed chromatin and kariorrética cells) and pulmonary function were observed for COPD 

patients with genotype variants. The stratified results (comet assay and BMCyt) related to regular 

exercise practice (PE-COPD) or not (COPD) showed that basal DNA damage in the PE-COPD 

group was significantly higher than in the COPD and controls groups. Residual damage was 

similar between the controls and PE-COPD group; in contrast COPD residual damage remained 

high indicating deficiency in DNA repair and premature cell death by apoptosis of damaged cells. 

TBARS values were lower in PE-COPD indicating resistance to oxidative damage. In conclusion, 

COPD patients have higher basal DNA damage and are more susceptible to exogenous DNA 

damage, as caused by the alkylating agent MMS. This susceptibility to exogenous damage, being 

correlated positively with the TBARS, suggests the involvement of oxidative stress-induced 

damage and/or repair inhibition. This research suggests an increase in DNA damage in COPD 

patients with the risk allele of genetic polymorphisms XRCC1(Arg399Gln), OGG1 (Ser326Cys), 

XRCC3 (Thr241Met) and XRCC4 (Ile401Thr), analyzed by comet assay and BMCyt, and 

increased risk of developing cancer. Regular physical exercise performed by COPD patients 

significantly decreases lipid peroxidation in the blood plasma as well as susceptibility to 

exogenous damage and formation of cellular abnormalities, such as condensed chromatin and 

nuclear bud cells.  

 

Keywords: COPD, DNA damage, DNA repair, oxidative stress, genetic polymorphysms, 

micronucleus.  
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1. Introdução Geral 

A elevada incidência de Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC), representada por 

coeficientes superiores à média nacional na região sul, com o Rio Grande do Sul liderando as 

taxas de mortalidade no país, torna as abordagens aos pacientes portadores desta patologia de 

extrema relevância no que tange aos conceitos de saúde pública. A relação custo-efetividade dos 

tratamentos terapêuticos também emerge como um dos fatores principais na justificativa de se 

manter e, até mesmo, aprimorar as abordagens discutidas por esta pesquisa.  

À medida que a mortalidade pela DPOC vem assumindo uma curva de conformação 

ascendente, ressalta-se que o número e a gravidade dos casos tende a aumentar e, com isso, as 

incapacidades físico-funcionais e psicossociais que acompanham a doença. O tabagismo, hábito 

cada vez mais comum em faixas etárias jovens também pode representar a exacerbação do 

número de casos no futuro, podendo a DPOC tornar-se um problema mais pronunciado e de 

início ainda mais precoce, gerando custos sociais criticamente elevados ao sistema previdenciário 

nacional.  

Estudos atuais revelam que a inflamação e a geração de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) têm um papel central na fisiopatogenia da DPOC. Entretanto, esta relação não está 

totalmente esclarecida, pois se verifica que as ERO podem ser causa ou consequência das 

doenças pulmonares associadas ao estresse oxidativo. O uso de antioxidantes naturais e 

sintéticos, de drogas farmacológicas, oxigenoterapia e atividade física têm sido recomendados 

para alívio dos sinais e sintomas, bem como para reduzir a progressão da doença. Acredita-se que 

o refinamento do conhecimento sobre os mecanismos de lesão oxidativa e perfis genéticos da 

DPOC seja necessário para a segurança e utilização criteriosa das modalidades terapêuticas, 

bloqueando de forma efetiva sua evolução.  

Neste contexto, esta pesquisa buscou compreender os danos ocasionados no DNA e os seus 

mecanismos de reparação em portadores de DPOC, bem como avaliar o papel de polimorfismos 

genéticos em genes de reparação XRCC1 (Arg399Gln), OGG1 (Ser326Cys), XRCC3 

(Thr241Met) e XRCC4 (Ile401Thr) na modulação destes danos no DNA.  

 

1.1 Definição e Epidemiologia da DPOC 

 

A DPOC é definida como uma doença comum, tratável, que se caracteriza por uma resposta 

inflamatória crônica anormal das vias aéreas e pulmões devido a partículas tóxicas e/ou gases 
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inalados (GOLD, 2011). Esta inflamação crônica causa alterações estruturais nas pequenas vias 

aéreas, com obstrução ao fluxo aéreo que é pobremente reversível a terapêutica medicamentosa, e 

destruição do parênquima pulmonar de caráter progressivo (STEPHENS& YEW, 2008; GOLD, 

2011). A limitação ao fluxo aéreo que leva ao declínio da função pulmonar ocorre principalmente 

pela perda da retração elástica do pulmão, ocasionando colapso expiratório que se manifesta 

através de diversos sintomas, entre os quais se destacam a dispneia e a limitação da capacidade de 

realizar atividades físicas. Sua progressão frequentemente é marcada com alguns efeitos 

extrapulmonares significantes que podem contribuir para a gravidade individualmente 

(BARNES, SHAPIRO & PAUWELS, 2003; AKPINAR et al., 2012).Recentemente foi 

incorporadaa presença de comorbidades à definição da DPOC (NICE, 2010). 

Considerada uma enfermidade de alta morbimortalidade, a DPOC resulta em um impacto 

econômico e social (PAN et al., 2012). No núcleo familiar, provoca preocupação, limita a vida 

social e o lazer, compromete o orçamento e abrevia a vida. No campo profissional, reduz a 

produtividade, antecipa a aposentadoria e é causa de pagamento de pensões e benefícios. No 

Sistema de Saúde, é motivo de atendimentos repetidos em pronto-socorro, ambulatórios e causa 

frequente de hospitalizações, levando a despesas elevadas para governos e sociedades 

(CAMPOS, 2003). 

A prevalência da DPOC tem aumentado em todo o planeta, devido a permanente exposição 

das pessoas aos fatores de riscojá conhecidos, como o tabagismo, à exposição ocupacional ao 

cádmio e a sílica e os índices maiores de poluição em lugares abertos e fechados (RUFINO& 

SILVA, 2006). Esses fatores, associados à maior expectativa de vida da população, fizeram com 

que a Organização Mundial de Saúde (OMS) considerasse a DPOC uma epidemia, prevendo a 

sua eclosão no ano de 2020, quando poderá se tornar a 3ª maior causa de mortalidade e a 5ª 

doença em prevalência (GOLD, 2011). 

De acordo com as últimas informações atualizadas pela OMS, 65 milhões de pessoas tem 

DPOC com estadiamento variando de moderada a severa, sendo que em 2002 foi considerada a 5ª 

causa de morte.Inicialmente a DPOC foi mais frequente em homens, mas devido ao incremento 

no tabagismo entre mulheres nos países de alta renda e o aumento da exposição à poluição 

ambiental indoor nos países de baixa renda, a doença agora afeta homens e mulheres quase que 

igualmente (WHO, 2012).Ressalta-se ainda que a DPOC sejamais fatal nas mulheres devido às 

diferenças morfológicas (pulmões menores) e funcionais dos pulmões (vias aéreas mais reativas a 

irritantes inalados) quando comparadas aos homens (STEPHENS & YEW, 2008). 
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No Brasil, em média, 84 mortes por DPOC foram notificadas a cada dia em 1998. As 

doenças respiratórias representaram importante causa de morte entre 1980 e 1998 (8 a 10%), 

sendo que a DPOC respondeu por 11 a 15% das mortes por doenças respiratórias ocorridas no 

período de 1980-95 e correspondeu à cerca de 1/3 dos óbitos por causas respiratórias nos anos de 

1996-98. Com base nos dados de mortalidade disponíveis no Sistema de Informação de 

Mortalidade do DATASUS, pode-se observar que o número de mortes por DPOC aumentou 

significativamente (de 9.358 mortes em 1980 para 30.801 em 1998, com 229% de incremento). O 

coeficiente de mortalidade por 100.000 habitantes aumentou de 7,88 em 1980 para 19,04/100.000 

em 1998, o que representou um incremento de 142%. As taxas de mortalidade ainda são maiores 

entre os homens, e 3/4 das notificações são em indivíduos com 65 anos ou mais (CAMPOS, 

2003). Observa-se que a mortalidade cardiovascular (infarto agudo do miocárdio, acidente 

vascular cerebral, dentre outras) está diminuindo em praticamente todas as regiões latino-

americanas, mas os óbitos por DPOC permanecem em linha ascendente em quase todos os países, 

gerando preocupações, sobretudo nas áreas de saúde pública (PEREIRA& MERCADANTE, 

2004; JEMAL et al., 2005). 

De acordo com o Ministério da Saúde, em 2010 foram registradas 116.680 mil internações 

por DPOC no Brasil, que custaram ao Ministério da Saúde R$ 83,6 milhões e em 2011, o número 

de internações subiu para 116.707, custando R$ 87,1 milhões aos cofres públicos. Até julho de 

2012, já são 57.881 registros de internações, que custaram ao governo R$ 45,1 milhões. O 

número de mortes vem aumentando nos últimos anos, cresceu 12%, passando de 33.616 em 

2005, para 37.592 em 2010 (DATASUS, 2012). 

Na distribuição das mortes por região geográfica, observa-se que as regiões Sul 

(principalmente o Rio Grande do Sul) e Sudeste apresentam coeficientes superiores à média 

nacional (CAMPOS, 2003). Sobre a mortalidade por DPOC no Brasil, nos anos de 1980 a 1998, 

de todos os estados, o Rio Grande do Sul apresentou as maiores taxas de mortalidade 

(22,02/100.000 em 1980 e 50,75/100.000 em 1998, com 130% de incremento no período) 

enquanto o Maranhão apresentou as menores taxas (0,48/100.000 em 1980 e 2,41/100.000 em 

1998, com incremento de 400% no período).Também foi observado que as taxas de mortalidade 

foram maiores nas capitais, quando comparadas ao interior. Isso se deve, em parte, à qualidade 

diagnóstica, que costuma ser superior nas capitais e nos grandes centros (CAMPOS, 2003). Em 

2006, segundo Ministério da Saúde/SVS (DATASUS- SISTEMA DE INFORMAÇÕES SOBRE 

MORTALIDADE-SIM) o número de óbitos por grupo de causa para o Rio Grande do Sul foi 
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8.637 mortes, ocupando o 3º lugar. 

De acordo com as últimas atualizações do World Bank- WHO Global Burden of Diseases 

Study, no Brasil a prevalência total da DPOC é 12,7% em pessoas maiores de 40 anos, sendo 

17,9% para homens e 9,1% para mulheres (WHO, 2012). Por não ser uma doença de notificação 

compulsória, foiestimada pelo Ministério da Saúdeuma prevalência de 7,5 milhões de portadores 

de DPOC no Brasil (GODOY et al., 2001).  

Os custos sociais e com serviços de saúde para a DPOC são substanciais. Taxas de 

consultas para cuidados primários são altas e as exacerbações da DPOC são a primeira causa de 

admissão hospitalar. Na União Europeia o custo total e direto com DPOC foi aproximadamente 

€38.6 bilhões e nos Estados Unidos, em 2002, o custo direto foi de $18 bilhões e o custo indireto 

$14.1 bilhões (LANIADO-LABORÍN, 2009). Uma avaliação econômica da DPOC e de suas 

agudizações na América Latina revela que é uma doença de elevada prevalência e que pressupõe 

uma grande carga assistencial. Um paciente com DPOC gera um custo sanitário direto que pode 

oscilar entre pouco mais de 1.000 e 10.000 mil dólares anuais, segundo a gravidade da doença e 

os preços de cada país (MIRAVITLLES, 2004). 

Com relação ao tabagismo, principal fator de risco para desenvolvimento da DPOC, os 

dados do Ministério da Saúde estimam a prevalência em torno de 32% da população em geral 

(PEREIRA & MERCADANTE, 2004; STEPHENS & YEW, 2008). Assim sendo, se 

considerarmos toda a população brasileira e estimarmos que 15% dos fumantes desenvolvem 

DPOC clinicamente significativa, teremos aproximadamente 7,5 milhões de pacientes com essa 

doença, correspondendo a aproximadamente 5% da população em geral (PEREIRA& 

MERCADANTE, 2004; IGLESIAS et al., 2007).  

O tabagismo mostra-se consistentemente mais concentrado entre os grupos com menor 

nível de escolaridade, que podem também ser os mais pobres. Existe uma maiorprevalência (1,5 a 

2 vezes) do tabagismo entre os que possuem pouca ounenhuma educação, em comparação com os 

que possuem mais anos deescolaridade. No ano de 2006, a prevalência do tabagismo entre 

adultos nas capitais dosestados variou entre o mínimo de 9,5% em Salvador e 21,2% em Porto 

Alegre e em Rio Branco. O consumo total por adulto, incluindo-se as vendas ilegais de cigarros, 

caiu de 1.700 cigarros por ano em 1990 para 1.175 cigarros no período entre 2003 e2005 

(IGLESIAS et al., 2007). 

A atividade que mais poupa recursos é o diagnóstico precoce da doença, em fase leve, fato 

pelo qual se deve estimular a implantação de programas de detecção de casos e de abandono do 
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tabaco (MIRAVITLLES, 2004). Os elementos chave para o diagnóstico da DPOC são a 

exposiçãoaos fatores de risco, tais como a fumaça do cigarro, inflamação e obstrução das vias 

aéreas que é pobremente reversível ao tratamento clínico (STEPHENS& YEW, 2008). Sendo 

assim, o diagnóstico é baseado na história clínica com levantamento de sinais e sintomas 

(dispneia aos esforços, sibilos e tosse geralmente produtiva) e confirmado pela prova de função 

pulmonar através da espirometria (BOER, 2002; BARR et al., 2003; GOLD, 2011). 

Atualmente a espirometria é o exame realizado para determinar o critério requerido para 

diagnóstico da DPOC: relação volume expiratório forçado no primeiro segundo com a 

capacidade vital forçada (VEF1/CVF) ˂ 70% do predito pós-broncodilatador (GOLD, 2011). 

Após a determinação da relação VEF1/CVF, a doença é classificada em quatro níveis, de acordo 

com a gravidade da obstrução das vias aéreas determinadas pelo VEF1, com a finalidade de 

propor orientação terapêutica, definir prognóstico e comparar resultados de tratamentos (GOLD, 

2011). No estágio I, a doença é leve, o paciente apresenta VEF1 ≥ 80%. No estágio II, a doença é 

moderada, com VEF1≥ 50% e ˂80%. No estágio III a doença é grave, com VEF1 ≥30% e ˂ 50%. 

Já no estágio IV, a doença é muito grave, com qualquer valor de VEF1, geralmente inferior a 30% 

ou inferior a 50% com falência respiratória crônica traduzida em dispneia incapacitante, 

hipoxemia e hipercapnia (GOLD, 2011). 

A fase inicial da doença é de difícil reconhecimento, devido à obstrução de pequenas vias 

aéreas que passam de forma assintomática nos métodos rotineiros de investigação (WEDZICHA, 

2002; CAMPOS, 2003; GOLD, 2011). Sendo assim, o diagnóstico da DPOC normalmente ocorre 

quando essa doença se apresenta em estado mais avançado, com sua clínica bem caracterizada 

(ZAROWITZ & O'SHEA, 2012). Seu prognóstico frequentemente é grave, a sobrevivência do 

portado de DPOC depois de 10 anos gira em torno de 50%, entre aqueles que persistirem 

fumando, e é próxima de 80% entre os que pararam de fumar (MAN et al., 2004; RAM et al., 

2004; EKLUND et al., 2012). As exacerbações da DPOC constituem o momento de maior risco 

de morte para o doente, onde oxidantes são formados principalmente pelos granulócitos e 

macrófagos.  

Até agora, exceto a cessação do tabagismo, não existem outras formas terapêuticas capazes 

de alterar o declínio funcional progressivo do VEF1, sendo esse um dos aspectos mais marcantes 

da doença (MAN et al., 2004; RAM et al., 2004). No entanto, já se observa que em pacientes 

com DPOC avançada e com idade avançada mesmo após a cessação do tabagismo, as 

características clínicas continuam mostrando um rápido declínio da função pulmonar e acelerado 
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declínio do VEF1 (TAKABATAKE et al., 2009). Na exacerbação aguda da doença, a geração de 

ERO parece ser maior, contrapondo com menores níveis de glutationa dos eritrócitos e a vitamina 

C sérica. Esse conhecimento tem evoluído juntamente com os estudos sobre antioxidantes 

capazes de neutralizar os efeitos das ERO na DPOC (JUNIOR et al., 2005; ZHENG et al., 2012). 

 

1.2 Fatores de Risco e Mecanismo de Lesão da DPOC 

 

Um fator de risco importante é o tabagismo, assim como exposição a poeiras, gases e a 

fumaça da combustão de lenha durante a investigação e diagnóstico da DPOC (OLIVEIRA et al., 

2000; PAUWELS et al., 2001; GOLD, 2011).Estudos têm mostrado forte evidência da 

associação entre o tabaco e doenças respiratórias, principalmente a DPOC e o câncer de pulmão, 

pois o cigarro é uma mistura complexa de mais de 4.700 componentes químicos, com radicais 

livres e outros oxidantes presentes em altas concentrações (VINEIS et al., 2005; CEYLAN et al., 

2006). Mais de 80% das mortes por DPOC são atribuídas diretamente ao tabagismo e pessoas que 

fumam tem aproximadamente 13 vezes mais chance de desenvolver DPOC do que não fumantes 

(STEPHENS& YEW, 2008). Dessa forma, o risco absoluto de desenvolver DPOC em fumantes 

ativos varia de 15% a 20% (LAKHDAR R.et al., 2011; SCHMIDTet al, 2011). Há evidências de 

que as altas concentrações de óxido nítrico, contidas no cigarro, sejam a principal responsável 

pelo incremento do estresse oxidativo, principalmente em DPOC moderado e severo e em fase de 

exacerbação da doença (RYTILA et al., 2006; CIENCEWICKIet al., 2008).  

Devido à exposição direta, o cigarro sensibiliza e inicia uma resposta inflamatória anormal 

no tecido pulmonar o que causará a DPOC. A indução do estresse oxidativo pelo cigarro pode 

ocorrer por vários mecanismos: pelas ERO, espécies reativas nitrogenadas (ERN) e componentes 

oxidantes do próprio cigarro; pelo complexo hidroquinona-quinona bem como os 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e seus catecóis correspondentes; pela debilidade do 

sistema de defesa antioxidante (HANG, 2010). Ressalta-se que além da exposição aos gases 

tóxicos do tabagismo, demais fatores de risco podem estar envolvidos no desenvolvimento da 

DPOC, dentre eles o envelhecimento, a exposição passiva a fumaça de cigarro, a exposição 

frequente aos poluentes ambientais e ocupacionais, a deficiência genética de alfa1 antitripsina, as 

infecções respiratórias recorrentes da infância e a história familiar de DPOC (STEPHENS & 

YEW, 2008; GOLD, 2011). 

Investigações clínicas e experimentais sugerem que oxidantes desempenham um papel 
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importante na patogênese da DPOC, implicando em efeitos locais e sistêmicos indiretos de 

oxidantes (CIENCEWICKI et al., 2008; AKPINAR et al., 2012). Na DPOC ocorrem alterações 

dos componentes celulares do pulmão, com aumento do número de macrófagos, neutrófilos e 

linfócitos CD8
+
, que se manteriam ativados no tecido pulmonar acarretando progressiva 

destruição parenquimatosa, gerando excesso de produtos oxidativos e a facilitação de colonização 

por microrganismos, que interagem entre si, recrutando mais células pró-inflamatórias (RUFINO 

& SILVA, 2006; GOLD, 2011). Outras células do parênquima pulmonar também são capazes de 

gerar ERO, dentre elas as células endoteliais, células alveolares do tipo II e células ciliadas da via 

aérea (JUNIOR et al., 2005; COSTAet al., 2009).  

Os macrófagos apresentam importante pleomorfismo no pulmão, com tamanhos diferentes, 

os menores com intensa capacidade de fagocitose e os maiores com grande atividade bioquímica 

(RUFINO& SILVA, 2006). Nos tabagistas, a liberação de lisossomos é até cinco vezes maior, 

comparado aos não fumantes, ocasionando a secreção de substâncias tais como metabólicos do 

ácido araquidônico (tromboxano A2, prostaglandina E2, D2 e F2a, leucotrieno B4, 5-HETE), 

citocinas (IL1, IL6, TNF-α, IFN-α β e â, IL10, IL12, IL15 e fator inibitório de macrófagos), 

metabólitos de oxigênio (ânion superóxido – O2
-
, peróxido de hidrogênio – H2O2 e radical 

hidroxila OH
·
), enzimas (metaloproteinases e elastases) e óxido nítrico (RUFINO& SILVA, 

2006). Estas células, macrófagos e neutrófilos, têm alta atividade de NADPH- oxidase e sua 

ativação no endotélio pulmonar parece uma das fontes predominantes de oxidantes (JUNIOR et 

al., 2005).  

A geração de radicais superóxido por neutrófilos de pacientes com DPOC, em exacerbação 

aguda, parece ser significativamente maior do que em indivíduos saudáveis da mesma idade 

(JUNIOR et al., 2005). Os níveis plasmáticos de produtos da peroxidação lipídica, medidos pela 

técnica TBARS, são maiores em pacientes com DPOC do que em indivíduos normais, e também 

mais elevados naqueles pacientes que apresentam exacerbação aguda da doença. Ainda, em 

DPOC com hipoxemia noturna e dessaturação de oxigênio entre 50 e 87%, há maiores níveis de 

peroxidação lipídica (15,3 ± 3,4 nmolMDA/ml) enquanto em sujeitos controles os níveis 

permanecem estáveis (4,1 ± 1,2 nmolMDA/ml) (OKUR et al., 2012). O mesmo foi observado 

para os níveis de isoprostano-F2 (isômero de prostaglandinas formadas pela peroxidação lipídica) 

que foram significativamente maiores na urina de pacientes com DPOC (média de 84 pmol/mmol 

de creatinina) do que em pacientes controles (média de 35,5 pmol/mmol de creatinina). Esse 

resultado é mais um indício da participação do estresse oxidativo na fisiopatologia da DPOC 
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(JUNIOR et al., 2005). 

As moléculas reativas do oxigênio podem atuar aumentando a secreção de muco e a 

permeabilidade da membrana capilar, levando a broncoconstrição, bem como o recrutamento 

neutrofílico (PETTERSEN & ADLER, 2002). Localmente, maiores níveis de oxidantes foram 

encontrados na respiração exalada condensada, no escarro, no lavado e fluidos de pacientes com 

DPOC. Grande número de neutrófilos e macrófagos migra para os pulmões de pacientes com 

DPOC e geram um excesso de oxidantes, de tal forma que estes doentes têm níveis elevados de 

ânion superóxido e peróxido de hidrogênio, podendo ser adequados marcadores no 

monitoramento de paciente com DPOC exacerbada (CIENCEWICKI et al., 2008).  

Os pulmões, porém, não são os únicos órgãos envolvidos na DPOC (AKPINAR et al., 

2012). Aspectos extrapulmonares, como o aumento no número de células inflamatórias, que 

resulta em produção anormal de citocinas pró-inflamatórias, o desequilíbrio na formação de 

radicais livres e a capacidade antioxidante resultando em sobrecarga oxidativa geram as 

alterações locais e sistêmicas. Essas alterações têm sido apontadas como essenciais na patogênese 

da doença, mesmo que estas relações não estejam ainda adequadamente estabelecidas 

(MOUSSALLE, 2007; AKPINAR et al., 2012). 

A associação entre o tabagismo e a repetição de agudização da doença reflete na alteração 

da permeabilidade da membrana alvéolo-capilar, podendo dessa forma facilitar o acesso de 

proteases para o interstício pulmonar, evidenciando estreita relação com o estresse oxidativo e o 

incremento do número de neutrófilos (MORRISON et al., 1999).Com isso, inicia-se um círculo 

vicioso que promove resposta inflamatória anormal, onde oxidantes promovem a inflamação por 

meio da ativação do fator nuclear-KB, o qual estimula a produção de múltiplos genes 

inflamatórios (TORRES & GODOY, 2004; GOLD, 2011). Na exacerbação aguda da DPOC, a 

geração de ERO parece ser maior, contrapondo com menores níveis de glutationa dos eritrócitos 

e a vitamina C sérica. Esse conhecimento tem evoluído juntamente com os estudos sobre 

antioxidantes capazes de neutralizar os efeitos das ERO na DPOC (JUNIOR et al., 2005; 

ZHENG et al., 2012). 

Durante o metabolismo basal das células aeróbicas normais, existe uma produção constante 

de ERO acompanhada pela contínua inativação dessas formas reativas pelos sistemas 

antioxidantes (GASPAR, 2003). Os antioxidantes, tais como enzima superóxido-dismutase, 

glutationa-reduzida (GSH), também estão aumentados nos tabagistas, mas, apesar do balanço 

oxidante e antioxidante estar alterados na DPOC, seu real significado funcional ainda não foi 
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provado (MORRISSON et al., 1999; JUNIOR et al., 2005; RUFINO & SILVA, 2006). A SOD 

extracelular é abundante no tecido pulmonar e protege o pulmão do estresse oxidativo e parece 

exercer um papel importante na redução da lesão pulmonar provocada por ERO em modelos 

animais, após a administração de bleomicina (JUNIOR et al., 2005). Entretanto, seu papel em 

doenças das vias aéreas não está completamente esclarecido. 

A queda da capacidade antioxidante dos portadores de DPOC mostrou não ser somente 

considerada como um reflexo da ocorrência de estresse oxidativo, mas também como evidência 

da expansão do estresse oxidativo para fora da corrente sanguínea, podendo gerar assim um efeito 

sistêmico (CEYLAN et al., 2006). Baseado nisso, o desenvolvimento e a progressão da DPOC 

tem sido relacionado com o aumento do estresse oxidativo e/ou redução das defesas 

antioxidantes. Além disso, tem sido mostrado que a DPOC é um predisponente para o 

desenvolvimento de câncer de pulmão através de vários mecanismos, incluindo estresse oxidativo 

e processos mediados pelo estresse oxidativo como inflamação e alteração da integridade 

genômica (CEYLAN et al., 2006). 

Uma questão importante a ser ressaltada é que nem todos os tabagistas desenvolvem a 

doença, sugerindo que fatores genéticos podem modificar o risco individual (TORRES& 

GODOY, 2004; LAKHDAR et al., 2011). Dessa forma, é possível observar que fumantes 

passivos desenvolvem a doença enquanto fumantes correntes não (TORRES& GODOY, 2004). 

Outros fatores estão envolvidos no remodelamento das vias aéreas na DPOC. Além do estresse 

oxidativo e da inflamação crônica, a apoptose e as alterações na proliferação celular, com atenção 

especial ao envolvimento das interleucinas, do sistema do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF) e da matrix metaloproteinases (MMP) influenciam nesse processo (LEE et al., 

2011; SEIMETZ et al., 2011;).Há evidências que distúrbio no balanço entre apoptose e 

regeneração de células estruturais pulmonares contribui para patogênese da DPOC. O incremento 

da apoptose em portadores de DPOC persiste mesmo após a cessação do tabagismo ocasionando 

um rápido declínio da função pulmonar, principalmente em pacientes mais velhos com DPOC em 

estágio avançado (TAKABATAKE et al., 2009).  

Sendo assim, o potencial individual de susceptibilidade para o rápido declínio da função 

pulmonar em portadores de DPOC pode ser atribuído às variâncias genéticas e a ocorrência de 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs-single nucleotide polymorphisms) em diferentes 

genes (TAKABATAKE et al., 2009). Portanto, investigar mecanismos moleculares envolvidos 

na progressão da doença como base para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas é 
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de fundamental importância (SEIMETZ et al., 2011). 

 

1.3 Dano e Reparação no DNA em Portadores de DPOC 

 

Há considerável variabilidade na susceptibilidade de fumantes desenvolverem DPOC. O 

único fator de risco genético comprovado cientificamente é a deficiência de α1- antitripsina, a 

qual é presente em 1-2% dos indivíduos com DPOC. Isso sugere que outros fatores genéticos, 

que predispõe fumantes a obstrução das vias aéreas, devem ainda ser identificados (PILLAI et al., 

2009). 

Nesse sentido, os mecanismos que estão na base da fisiopatogenia da DPOC e no 

desenvolvimento da obstrução respiratória, ainda não estão totalmente esclarecidos (ZHANG et 

al., 2012). Eles envolvem uma série de fatores agressores e genéticos capazes de promover o 

recrutamento de células inflamatórias para o sítio de lesão pulmonar. O recrutamento destas 

células inflamatórias irá originaruma respostaalterada das células estruturais do pulmão, com 

consequente desequilíbrio do balanço proteases/antiproteases e do balanço 

oxidantes/antioxidantes (GOLD, 2011). 

Evidências demonstram que o estresse oxidativo está no papel central da patogênese da 

DPOC e ocasiona dano oxidativo no DNA (MACNEE &TUDER, 2009; PASTUKH et al., 

2011).As ERO podem alterar as estruturas das proteínas, danificarem processos enzimáticos e 

membranas lipídicas (peroxidação lipídica) e provocar lesões no DNA, que quando não é 

corretamente reparado pode iniciar e promover a carcinogênese (HANG, 2010). Entretanto, a 

exata extensão e qual dessas biomoléculas são preferencialmente atingidas, bem como a relação 

entre dano oxidativo induzido no DNA e mutações somáticas, ainda não são completamente 

conhecidas (HANG, 2010; TZORTZAKI et al., 2012).Associado a isto, a alta prevalência da 

DPOC em indivíduos acima de 60 anos sugere que o envelhecimento acelera a progressão da 

doença em decorrência da falha na eliminação das ERO, aumento do estresse oxidativo e dano no 

DNA (ITO et al., 2012). Por esses motivos, nos últimos anos as pesquisas têm explorado 

horizontes fisiopatogênicos, o que permitiu mudar o enfoque, antes relacionado exclusivamente à 

função pulmonar, para o estado celular e bioquímico da doença. 

Descobertas recentes sugerem que o dano no DNA, do tipo quebras de fita dupla, está 

subjacente aos mecanismos moleculares da apoptose, senescência celular e inflamação crônica 

dos pulmões enfisematosos (ZHOUet al.; 2011). O dano no DNA juntamente com as respostas 
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celulares a esse dano pode resultar em instabilidade genômica através de muitos caminhos 

(Figura 1). Mutação de genes, alteração na capacidade de reparação de DNA, aberrações 

cromossômicas, heterogeneidade clonal e transformações celulares são características de 

instabilidade genômica. O acúmulo dessas anormalidades no genoma está associado com a 

transformação celular de um fenótipo benigno para maligno (MORAES et al., 2012). 

 

Figura 1. Consequência das lesões não reparadas no DNA ao longo do tempo. (a) Vias 

de reparação do DNA: reparo por excisão de nucleotídeos (NER), reparo por excisão de bases 

(BER), erro de emparelhamento de bases (MMR) e reparo recombinacional (HR); (b) diferentes 

formas de mutações e instabilidade genômica vão constituindo forças de direcionamento para 

evolução ou carcinogênese; danos não reparadosno DNA promovema morte celular o que, 

embora estejadiretamente combinada com o processo de envelhecimento, também protege os 

organismos eliminando as células cancerosas (Adaptado de MORAES et al., 2012). 

 

Estudos epidemiológicos têm revelado uma positiva associação entre capacidade de 

reparação de DNA e o risco de desenvolvimento de câncer e de outras doenças (AGNOLETTO et 

al., 2007; TZORTZAKI et al., 2012). Uma diminuição na capacidade de reparação resulta em um 

aumento da suscetibilidade a mutações e instabilidade genética. Indivíduos diferem na sua 

capacidade intrínseca de reparação de DNA e a hipótese é que polimorfismos genéticos podem 

alterar a estrutura e função de proteínas, levando a uma alteração da capacidade de reparo 

(AGNOLETTO et al., 2007). 

A reparação do DNA é um processo bioquimicamente complexo, que emprega inúmeras 

proteínas com funções distintas onde, de acordo com a natureza do dano ou a sua extensão, 

determinados complexos proteicos são preferencialmente utilizados(SLUPPHAUGet al., 2003; 

MORAES et al., 2012;). Esses complexos proteicos definem as vias de reparação de DNA e são 

responsáveis pela manutenção e integridade do genoma em quaisquer condições 

fisiológicas(FRIEDBERG, 2008). A diversidade de vias de reparação do DNA pode ser melhor 
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compreendida quando as mesmas são agrupadas levando-se em consideração seus mecanismos de 

ação. Assim, três grandes vias são atualmente conhecidas: a reparação direta, a reparação por 

excisão e a reparação recombinacional (Figura 2) (SLUPPHAUG et al.,2003; MORAES et al., 

2012). 

 

Figura 2. Dano e Mecanismo de Reparação. Agentes que induzem dano no DNA 

(acima); exemplos de lesões induzidas por estes agentes (meio); os mecanismos mais relevantes 

de reparação de DNA para remoção destas lesões (abaixo). Adaptado de HOEIJMAKERS, 2001. 

 

A reparação direta apresenta dois mecanismos principais de reparação que são a 

fotorreativação, catalisada por enzimas pertencentes à família das fotoliases/criptocromos, e a 

reversão de bases alquiladas, catalisadas pelas DNA metiltransferases (CHRISTMANN et al., 

2003). Os processos de reparação por excisão de bases e por excisão de nucleotídeos (BER - base 

excision repair e NER - nucleotide excision repair) fazem parte de uma grande via de reparação 

de lesões no DNA, ou seja, a via de excisão (LIU et al. 2010; MORAESet al., 2012). A reparação 

recombinacional está envolvida na resposta às quebras duplas na molécula de DNA e possui dois 
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mecanismos principais: a recombinação homóloga (HR- homologous recombination) e a 

recombinação não homóloga (NHEJ- non-homologous end joining), ambas com requerimentos 

enzimáticos únicos, podendo ter funções sobrepostas para manutenção da integridade 

cromossomal em eucariotos (PARDO et al., 2009; SHRIVASTAVet al., 2008; MLADENOV & 

ILIAKIS, 2011). 

Por apresentar baixa capacidade de reparação de DNA, sujeitos fumantes apresentamrisco 

alterado para o desenvolvimento de DPOC e câncer de pulmão. Os componentes do tabaco 

causam vários tipos de modificações no DNA, os quais podem ser reparados por diferentes vias, 

dentre elas a via de BER, envolvido na remoção de bases modificadas, e as vias HR e NHEJ 

envolvidasna reparação de quebras duplas do DNA (YANG et al., 2009; HANG, 2010).  

 

1.3.1. Reparação Por Excisão de Bases (BER) 

 

O reparo por excisão de bases é um processo de reparação multienzimático, que é 

requisitado quando uma única base do DNA é modificada. É ativado quando há um dano gerado 

por agentes alquilantes, por radiações ionizantes, pelo metabolismo normal oxidativo da célula e 

quando uma base errônea é incorporada durante replicação e reparação do DNA (ALMEIDA E 

SOBOL, 2007; PRASAD et al., 2011). 

No BER as bases modificadas são reconhecidas e excisadas por uma enzima DNA 

glicosilase específica, a qual origina um sítio apurínico/apirimidínico (sítios AP)(CHRISTMANN 

et al., 2003). Esses sítios AP são processados por uma AP-endonuclease, levando a interrupções 

de cadeia simples, que são então preenchidas por uma DNA polimerase, em uma via curta (short 

patch BER), preenchendo um trecho de apenas um nucleotídeo, ou uma via longa (long patch 

BER), que substitui de 2 a 13 nucleotídeos (Figura 3). A escolha de uma das vias é geralmente 

determinada pela natureza da DNA glicosilase e do sitio AP resultante, mas também pode 

depender do momento do ciclo celular e da localização sub-nuclear do processo.  Por exemplo, a 

remoção de 8-Oxoguanina ocorre principalmente através da via curta de BER, além disso, apenas 

25% das lesões no DNA são realizadas através da via de reparação longa.Por fim, as 

extremidades da fita de DNA são seladas pela DNA ligase (BOITEAUX & GUILLER, 2004; 

ALMEIDA & SOBOL, 2007; WILSON III et al., 2011). 
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Figura 3. Reparação por Excisão de Bases (BER). Reconhecimento das lesões no DNA 

ocorre por uma DNA glicosilase específica, que remove a base danificada pela hidrólise da 

ligação N-glicosídica. O sítio AP restante é processado por APE. Dependendo do resultado da 

clivagem feita pela enzima polimeraseβ (POLβ), reparação é realizada através da via curta ou 

longa de BER. Adaptado de CHRISTMANN et al., (2003).  

 

O estresse oxidativo nos pulmões de portadores de DPOC leva ao dano no DNA eaumenta 

a expressão de produtos de genes do BER, conhecidos por regularem a via de reparação 

(KREMER et al., 2004). Em condições de hiperóxia, o dano induzido é capaz de super-expressar 

o gene 8-Oxoguanina DNA glicosilase (OGG1), que codifica uma proteína com função de DNA 

glicosilase (WU et al., 2002; KREMER et al., 2004). A proteína OGG1 catalisa a excisão da base 

modificada do DNA, incluindo a 8-Oxoguanina. Estudos sobre o efeito da substituição 

Ser326Cys de OGG1, em várias populações, revelaram que o alelo Cys tem uma menor atividade 

de reparação do que o alelo do tipo selvagem (ROHR et al., 2011).Nesse contexto, a habilidade 

de alterar a sobrevida celular pelo incremento dos mecanismos de reparo pode adicionar outra 

abordagem para o tratamento de lesão pulmonar mediada por oxidante (KREMER et al., 2004). 
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O produto do gene XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein 1) tem sido definido 

como essencial no BER. A proteína XRCC1 desempenha umpapel importante na reparação da 

excisão de base (BER), interage com a DNA ligase III, a DNA polimerase e PARPpoli (ADP-

ribose polimerase), facilitando a reparação devários tipos de danos no DNA (DUARTEet al., 

2005; HANSSEN-BAUERet al., 2011). Esse gene é altamente polimórfico e alterações genéticas 

mais estudadas estão no éxon 6 (Arg194Trp) e no éxon 10 (Arg399Gln) (FALAGAN-LOTSCH 

et al., 2009). Polimorfismo genético em XRCC1 tem sido associado a vários tipos de câncer 

relacionado ao tabagismo, pela modulação do nível de reparo no DNA (YIN et al., 2007). 

Polimorfismos genéticos em OGG1(Ser326Cys) e XRCC1(Arg399Gln) estão associados 

com o risco de desenvolvimento da DPOC, principalmente entre fumantes correntes leves, porém 

os resultados ainda não são robustos o suficiente (YANG et al., 2009). Outros estudos 

demonstraram que as exposições ambientais podem regular negativamente a expressão de alguns 

genes de reparação de DNA por XRCC1. No entanto, esses resultados são mais prováveis devido 

às amostras reduzidas observadas em grupo nãoexposto (WENG et al., 2008; DA SILVA et al., 

2012a). Ressalta-se que a proteína do gene XRCC1 é capaz de sensibilizar e interagir com várias 

outras proteínas e dessa forma organizar o BER dentro de um complexo multiproteico 

(HANSSEN-BAUER et al., 2011).Mudanças nessas proteínas podem alterar a capacidade de 

reparo por excisão de base, aumentando a suscetibilidade a condições adversas de saúde 

(FALAGAN-LOTSCH et al., 2009). 

 

1.3.2 Reparação Recombinacional 

 

A reparação recombinacional é recrutada para as lesões do tipo quebras em fita dupla do 

DNA (SYMINGTON & GAUTIER, 2011). Há duas vias principais envolvidas neste tipo de 

reparação: recombinação homóloga (homologous recombination – HR, não mutagênica); e 

junção de extremidades não homólogas (non-homologous end joing – NHEJ, mutagência). Cada 

uma dessas vias possui requerimentos enzimáticos únicos (Figura 4), sendo que o recrutamento 

de uma ou outra via é dependente de uma série de fatores fisiológicos celulares (MISTELI & 

SOUTOGLOU, 2009).  
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Figura 4.Reparação por Recombinação Não-homóloga (painel a esquerda): o dano no DNA 

(do tipo quebras duplas- DSB) é reconhecido por Ku80–Ku70, o qual recruta o complexo 

deproteínas DNAPK e ativação da sua propriedade cinase. DNAPK também aumenta o 

recrutamento de XRCC4, DNA-ligase IV, e XLF e Artemis, que realizar a reação de união final 

da fita de DNA. Recombinação Homóloga (painel a direita): o dano no DNA do tipo DSB é 

reconhecido pelo complex MRN (MRE11–RAD50–NBS1), o qual é recrutado para gerar quebra 

simples na cadeia de DNA através de ressecção. As extremidades de cadeia simples são ligadas 

por uma proteína de replicação (RPA); RAD51 e RAD52 posteriormente invadem o modelo de 

homologia, criando um D-loop e uma junção Holliday para a síntese de DNA e para copiar e 

finalmente restaurar a informação genética(Adaptado de MISTELI & SOUTOGLOU, 2009). 

As vias HR e NHEJ podem ter funções sobrepostas para manutenção da integridade 

cromossomal em eucariotos. Recentemente, uma terceira via envolvida na reparação de quebras 

duplas no DNA foi identificada, a via de junção de extremidades mediada por micro-homologia 

(microhomology-mediated end joining – MMEJ) (SYMINGTON & GAUTIER, 2011). 

A recombinação homóloga de quebras duplas do DNA é iniciada pela remoção das 

extremidades 5´ pelo complexo MRX(N) (Mre11/Rad50/Xrs2 em Saccharomyces cerevisiae e 

Mre11/Rad50/Nbs1 em mamíferos). Em seguida, ocorre à ligação de diversas unidades da 

proteína RPA (replication protein A), que realiza a retirada de estruturas secundárias da cauda de 
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DNA de fita simples. Após, a proteína Rad52 liga-se às duas outras terminações 3’ das cadeias 

opostas situadas a cada lado da cadeia dupla, para proteger contra a digestão por endonucleases 

celulares. Posteriormente, a proteína Rad51 juntamente com a proteína Rad54, aproxima a dupla 

fita contendo a lesão a uma dupla fita intacta (cromátide irmã ou de um cromossomo homólogo) 

formando um heteroduplex. As cadeias servem de molde para a síntese de reparo por uma DNA 

polimerase. Finalizando, as duas cadeias se separam (resolução das junções de Holliday) e a 

ligação das terminações das cadeias reparadas é garantida pela DNA ligase sem perda de 

informação genética (MISTELI &SOUTOGLOU, 2009). 

Na reparação por HR se utiliza predominantemente a cromátide irmã para reparação 

dasquebras duplas no DNA. Essa exigência gera, automaticamente, uma especificidade do ciclo 

celular para esta via de reparação, uma vez que as cromátides irmãs totalmente formadas só estão 

disponíveis durante a fase G2 do ciclo celular (MLADENOV & ILIAKIS, 2011). 

O reconhecimento de quebras duplas no DNA pelo NHEJ é realizado da mesma forma que 

na HR, sendo o complexo MRX(N) o responsável pelo reconhecimento destas quebras no DNA 

(MLADENOV & ILIAKIS, 2011). Após a sinalização do dano no DNA, o processo de NHEJ é 

iniciado pela ligação de dois heterodímeros formados pelas proteínas Ku70/Ku80 que 

estãolocalizados nas extremidades danificadas do DNA, possivelmente protegendo as 

extremidades da degradação e sinalizando o dano para as demais proteínas da via. Em seguida, as 

extremidades danificadas da cadeia se complementam com as subunidades catalíticas da proteína 

cinase- dependente de DNA (DNA-PKcs). Posteriormente, a lacuna é preenchida por uma DNA 

polimerase e após o alinhamento das cadeias, essas são religadas pela DNA ligase IV, em 

presença da proteína XRCC4 (Figura4). O reparo por NHEJ é um mecanismo capaz de evitar a 

morte celular, porém à custa de alterações na molécula de DNA, já que é uma via que pode ser 

mutagênica (MLADENOV & ILIAKIS, 2011). 

A reparação de quebras do DNA pelos genes XRCC3 (HR) e XRCC4 (NHEJ) é um 

importante mecanismo de manutenção da integridade genômica e polimorfismos nesses genes são 

sugeridos desempenhar um papel essencial no desenvolvimento da carcinogênese. A proteína de 

XRCC3 interage com a RAD51 formando um filamento de nucleoproteína que permitirá o 

alinhamento de regiões homólogas de DNA para o reparo (VASILEVA et al., 2012). 

Recentemente assumiu-se que o gene XRCC4 também pode ser necessário para o recrutamento de 

ligase IV na reparação de quebras duplas. Em resumo, sugere-se que XRCC4 modula a interação 

dinâmica do complexo Ligase IV/XRCC4 com a maquinaria de reparação NHEJ (BERG et al., 
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2011). 

A associação entre polimorfismos de genes de reparação, como XRCC1 (Arg399Gln) e 

XRCC3 (Thr241Met), e frequência de aberrações cromossômicas também tem sido demonstrada. 

A presença do alelo de risco Gln/Glndo gene XRCC1 e Thr/Met do gene XRCC3 foi associada 

com o maior número de aberrações cromossômicas (VASILEVA et al., 2012). 

Devido à escacez de trabalhos relacionando essas vias de reparação com o desenvolvimento 

da DPOC, nós buscamos outros marcadores envolvidos na reparação do DNA para esta doença. 

Estudos prévios mostraram que a inflamação persistente na DPOC leva para alta acetilação das 

histonas, resultanto em incremento da transcrição de genes pró-inflamatórios, resistência aos 

esteroides, dano no DNA e instabilidade genômica (YAO & RAHMAN, 2012; RAHMAN et al., 

2012). Nesse sentido, a desacetilação das histonas (HDAC) pode apresentar um papel importante 

na regulação inflamatória, modificações na estrutura do DNA, senescência celular e resposta a 

danos no DNA. Da mesma forma, as Sirtuínas (SIRT1) desempenham um papel crucial na 

desacetilação das histonas em células de mamíferos, sugerindo que, em doenças como a DPOC, 

onde há uma diminuição na atividade de HDAC e SIRT também haverá diminuição na 

capacidade e especificidade do reparo de DNA (NEOFYTOU et al., 2012). 

 

1.4 Ensaios de Biomonitoramento em Humanos  

 

Em humanos, o sangue é uma excelente fonte de marcadores in vivo e in vitro de estresse 

oxidativo, uma vez que nele são transportados e redistribuídos antioxidantes e endobióticos 

modificados por ação de ERO (VASCONCELOS et al., 2007). Modificações em células 

sanguíneas resultam em um aumento da sua sensibilidade, permitindo o monitoramento e a 

detecção de dano no DNA através de metodologias específicas (COLLINS et al., 2008) 

Entre as diversas definições para monitoramento biológico, ou biomonitoramento, as mais 

completas são as que preveem uma aplicação epidemiológica, capazes de mensurar diariamente a 

espécie e a distribuição de elementos tóxicos na população. Nesse sentido, biomarcadores podem 

ser definidos como indicadores de eventos moleculares e celulares em sistemas biológicos que 

podem ajudar a esclarecer relações entre riscos ambientais e saúde humana e susceptibilidades 

individuais em processos patológicos (SIEMIATYCKI et al., 2004; DUSINSKA & COLLINS, 

2008). Os biomarcadores são classificados em três categorias, ou seja, biomarcadores de 

exposição, biomarcadores de efeito e biomarcadores de susceptibilidade (REPETTO & KUHN 
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REPETTO, 2009). 

 

1.4.1 Biomarcador de Exposição 

 

Os biomarcadores de exposição são ferramentas importantes para medir a quantidade de 

substâncias químicas e/ou metabólitos em fluídos biológicos e medir uma alteração bioquímica 

precoce e reversível no organismo, podendo assim, indicar se houve ou não exposição e qual o 

seu grau. O ensaio cometa é um biomarcador de exposição que mostra uma medida de quebras de 

DNA reparáveis (LYNCH et al., 2011). 

O ensaio cometa, também conhecido como eletroforese de célula única em gel (SGCE), 

tornou-se uma ferramenta importante em estudos de biomonitoramento para avaliar a presença 

dedanos no DNA induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes durante a exposição 

à xenobióticos. Como biomarcador, o ensaio cometa foi originalmente desenvolvido como uma 

técnica para determinar a presença de quebras simples na fita do DNA, sendo posteriormente 

adaptado para mensurar outros tipos de quebras e eventos (quebras duplas no DNA, sítios álcali-

lábeis, pontes entre as moléculas de DNA, entre proteínas e DNA e entre DNA e xenobióticos 

bem como eventos de reparo por excisão incompleta) (WU & JONES, 2012). É um teste que 

pode ser desenvolvido in vitro e apresenta como vantagem a sensibilidade, a rapidez, a 

simplicidade e o baixo custo, além de ser uma poderosa ferramenta para estudar fatores 

mutagênicos e carcinogênicos (COLLINS, 2004; COLLINS et al., 2008).  

Ao mesmo tempo, devido asua simplicidade e sensibilidade na detecção de danos no DNA, 

o ensaio cometa tem sido muito utilizado em estudos de toxicogenética (NADIN et al., 2001; 

WU & JONES, 2012).Esse ensaio ganhou rapidamente importância nos campos da genética 

toxicológica e biomonitoramento humano para quantificar danos no DNA, assim como 

capacidade de reparação de DNA de qualquer célula eucariótica(COLLINS et al., 2008; 

DUSINSKA & COLLINS, 2008). Ressalta-se que embora seja possível detectar o dano, não é 

possível identificar com certeza qual o evento responsável pela lesão (COLLINS, 2004; 

COLLINS et al., 2008; SAMOSHKINet al., 2012).  

Dois protocolos estão disponíveis para a realização do teste, sendo que a principal diferença 

entre os dois é o tipo de lesão que é detectada. A versão alcalina é a mais utilizada, sendo que a 

eletroforese é feita em pH ≥13, desnaturando o DNA, dessa forma podendo detectar quebras em 

fita simples, dupla, sítios álcali-lábeis, crosslinks, sítios de reparação por excisão incompleta e 
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ligações cruzadas (DUSINSKA & COLLINS, 2008). Na versão neutra do teste, devido ao pH 

neutro, a molécula de DNA não é desnaturada completamente, preservando assim a estrutura em 

dupla fita, permitindo a detecção apenas de quebras duplas no DNA (COLLINS et al., 2008). 

Apesar da versão alcalina do teste ser mais ampla, ou seja, marcando diversos tipos de 

lesão, a versão neutra mostra-se mais específica e sensível tanto para quebras em fita dupla ou 

simples. Em ambas as versões, o ensaio cometa continua a ser altamente versátil e adaptável, 

sendo capaz de dar informação sobre os diferentes tipos de danos no DNA de uma célula e 

também sobre a capacidade da célula de reparar esse dano. O dano presente no DNA é medido 

pela extensão da migração de seus fragmentos, que forma uma cauda, daí o nome “cometa” 

(COLLINS et al., 2008). A maneira pela qual os cometas são analisados não é crítica e tanto a 

análise visual (Figura5) quanto à análise baseada em imagem computadorizada (Figura 6) dão 

resultados comparáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os danos no DNA são avaliados conforme o tamanho da cauda, cujas classes variam de 0 

(nenhum dano) a 4 (dano máximo), e o índice de dano é calculado de acordo com a equação: 

 

 

 

 

Os ensaios de reparação de DNA foram recentemente aplicados para estudos de exposição 

a agentes ambientais e ocupacionais, podendo também ser aplicado para avaliar o mecanismo de 

reparação em diversas situações e trazendo informações importantes sobre a cinética e o tipo de 

Fig. 5. Escore Visual do Ensaio Cometa. 

Exemplos dos escores visuais em linfócitos 

humanos. Os números nos cometas 

indicam tipo de dano no DNA avaliado 

visualmente (COLLINS et al., 2008). 
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Figura 5. Escore Visual do Ensaio 

Cometa. Exemplos dos escores visuais 

em linfócitos humanos. Os números 

nos cometas indicam tipo de dano no 

DNA avaliado visualmente (COLLINS 

et al., 2008).  

Figura 6. Escore Computadorizado 

do Ensaio Cometa. Exemplos dos 

escores computadorizados. Os 

números nos cometas indicam tipo de 

dano no DNA avaliado por programa 

computadorizado. 

Índice de Dano no DNA = [(nº de cometas classe 1 x 1) + (nº de cometas classe 2 x 2) + (nº de 

cometas classe 3 x 3) + (nº de cometas classe 4 x 4)] 
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lesão reparada.Os danos gerados no DNA quando não são corretamente reparados podem iniciar 

e promover a carcinogênese (COLLINS & AZQUETA, 2012). 

Usando o teste do cometa, é possível mensurar dano induzido no DNA, em intervalos de 

tempos regulares e, assim, estudar a cinética de reparação do DNA (COLLINS & AZQUETA, 

2012). Dentre os agentes utilizados para a indução de dano exógeno, estão o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o metilmetano sulfonato (MMS), ambos muito conhecidos e bem descritos 

na literatura (COLLINS et al., 2008; DUSINSKA & COLLINS, 2008). O H2O2 é um típico 

agente indutor de dano oxidativo no DNA, onde pela reação de Fenton gera radical hidroxila OH
• 

levando a formação da 8-oxoguanina (BENHUSEIN et al., 2010). O MMSé umagente alquilante 

do DNA, altamente tóxico, capaz de gerarquebras no DNA, quebras cromossômicas, formação de 

micronúcleos e morte celular (LEE et al., 2007). O principal efeito do MMSé a metilação de 

bases no DNA, criando 7-desoxoguanina e 3-metil adenina, capaz de causar bases mal 

emparelhadas e o bloqueio da replicação do DNA(SILVA, ERDTMANN & HENRIQUES, 2003; 

LUNDIN et al., 2005). Os danos no DNA causados por agente alquilante são predominantemente 

reparados por BER e quando estas vias de reparação estão comprometidas,a sensibilidade das 

células para o MMS aumenta significativamente (LUNDIN et al., 2005; COLLINS & 

AZQUETA, 2012). 

 

1.4.2 Biomarcadores de Efeito  

 

Biomarcadores de efeito podem ser caracterizados de forma simplificada como parâmetros 

de monitoramento biológico que refletem o impacto da interação com fatores ambientais danosos, 

risco para desenvolvimento e progressão de uma doença (CEBULSKA-WASILEWSKA, 2003). 

Dentre os exemplos de biomarcadores de efeito amplamente utilizados estãoà detecção de 

micronúcleos (MN) de mucosa oral e peroxidação lipídica, foco desta revisão. 

 

1.4.2.1 Teste de Micrunúcleos de Mucosa Oral  

 

Devido a quebras sucessivas no DNA e/ou deficiências dos mecanismos de reparação 

podem ser gerados acúmulo de danos na molécula no DNA, do tipo quebra e/ou perda 

cromossômica (THOMAS et al., 2011). Esses danos, chamados de micronúcleos, são formados 

durante a mitose, e aparecem nas células filhas em decorrência de danos induzidos na célula 
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parental. Dessa forma, os micronúcleos são pequenos núcleos que representam o material 

genético perdido pelo núcleo principal como consequência de um dano genético (Figura 7c). Ele 

pode ser causado por agentes químicos, físicos ou biológicos, capazes de interferir no processo de 

ligação do cromossomo às fibras do fuso, ou que possam introduzir a perda de material genético, 

sejam eles cromossomos inteiros ou fragmentos (FENECH, 2006; THOMAS et al., 2009). 

Os micronúcleos podem ser utilizados para monitorar ambientes através de testes em 

roedores, plantas, moluscos e peixes, sendo identificados em qualquer tipo de célula, tais como 

de medula óssea e de células epiteliais da boca (VILLELA et al., 2003). O uso de células 

epiteliais da boca tem algumas vantagens de investigação, tais como analisar os mecanismos de 

regulação, as vias de sinalização e de modulação genética antes, durante e após uma terapia para 

um mesmo paciente. Com isso, aanálise não invasiva das células bucais oferece oportunidade 

clínica para o diagnóstico precoce e proporciona um modelo único para a pesquisa de mutação, a 

qual permite correlacionar às alterações genéticas com as alterações histopatológicas bem como 

investigar novas drogas farmacológicas (ALMEIDA et al., 2012) 

O teste de Micronúcleos (MN) de células de cavidade bucal apresenta várias vantagens: é 

simples, rápido, sensível, preciso, não invasivo, não necessita de células em metáfase, é confiável 

mesmo em células que tenham concluído apenas uma divisão celular e requer apenas 

equipamentos básicos. É considerado um biomarcador confiável e validado em estudos 

citogenéticos entre a população exposta ocupacionalmente, podendo ser também um preditivo de 

risco de câncer em populações humanas (CAVALLO et al., 2005; FENECH, 2006; 

NERSESYAN et al., 2006; THOMAS et al., 2009; ROHR et al., 2013). 

Diferentes coloraçõespodem ser utilizadas no teste de micronúcleos e as mesmas permitem 

a identificação de micronúcleos e outras anomalias celulares. A técnica de coloração de Feulgen, 

onde o DNA é corado em rosa, é a mais comumente empregada nos testes de micronúcleos. Essa 

coloração pode ainda ser associada à contra-coloração com fast green (GATTAS et al., 2001; 

THOMAS et al., 2009) o que aumenta o contraste entre o núcleo e o citoplama (Figura7).  
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Figura 7. Imagem dos Tipos de Células Diferenciadas do BMCyt Ensaio, coradas com 

Feulgen e Fast Green. (a) Célula Basal; (b) Célula Diferenciada; (c) Célula Diferenciada 

precocemente com MN; (d) Célula Diferenciada tardiamente com MN; (e) Célula Diferenciada 

com Broto Nuclear; (f) Célula Binucleada; (g) Célula com Cromatina Condensada; (h) Célula 

Cariorrética; (i) Célula Picnótica; (j) Célula Cariolítica. No painel superior imagem de 

mocroscopia óptica e painel inferior microscopia de fluorescência (Adaptado de THOMAS et al., 

2009).  
 

Anomalias nucleares e inter-relações possíveis entre os vários tipos de células, observadas e 

marcadas no teste de micronúcleos- ensaio de citoma de mucosa oral (BMCyt), proporciona uma 

oportunidade única para estudar a capacidade de regeneração do tecido epitelial (MIGLIORE et 

al., 2011). O ensaio BMCyt pode ser usado como biomarcador para medir  danos no DNA (MN 

e/ou brotos nucleares), defeitos na citocinese (células binucleadas), potencial de proliferação (a 

frequência de células basais) ou morte celular (cromatina condensada, cariorréticas, picnóticas e 

células cariolíticas) (HOLLAND et al., 2011; MIGLIORE et al., 2011). O BMCyt também 

mostra diferenças entre o envelhecimento normal (pró citocinese) em relação aquele em que o 

envelhecimento clínico é prematuro. Isso destaca o valor do potencial diagnóstico da abordagem 

do citoma para determinar eventos de instabilidade do genoma e do potencial regenerativo 
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(THOMAS et al., 2009). 

 

1.4.2.2 Peroxidação Lipídica 

 

A peroxidação lipídica é um marcador de estresse oxidativo bastante conhecido e 

amplamente utilizado. Derivados da oxidação de ácidos graxos poli-insaturados, os 

hidroperóxidos lipídicos são extremamente instáveis, decompondo-se para formar uma série de 

compostos carbonílicos altamente reativos, dentre eles o malondialdeído (FRITZ & PETERSEN, 

2011). O MDA é capaz de formar adutos na proporção de 1:2 com o ácido tiobarbitúrico, 

formando as chamadas espécies reativas de ácido tiobarbitúrico, que podem ser mensuradas tanto 

por espectrometria e fluorimetria, quanto por métodos cromatográficos (LYKKESFELDT, 2007). 

Embora apresente alguns problemas de especificidade, a avaliação da peroxidação lipídica 

através da quantificação dos produtos capazes de reagir com o ácido tiobarbitúrico (TBA) e 

malondealdeído (MDA), expressos na forma de TBARS, ainda é um método amplamente 

empregado. A diferença entre o estresse oxidativo fisiológico e patológico é frequentemente a 

ocorrência da peroxidação lipídica e de seus produtos tóxicos (GASPAROVIC et al., 2013). 

A peroxidação lipídica resulta em degradação oxidativa da membrana celular, com 

consequente alteração na estrutura e permeabilidade desta membrana. Sob condições patológicas, 

as proteínas estão sujeitas a uma variedade de modificações produzidas por ERO. Essas 

modificações oxidativas podem inativar as funções enzimáticas e causar a degeneração estrutural 

das proteínas ou ativar os fatores de transcrição e sistemas proteolíticos. Marcadores de estresse 

oxidativo e de danos no DNA são significativamente maiores em pacientes com DPOC, 

especialmente naqueles cujo fator causal é o tabagismo (CAVALCANTE & DE BRUIN, 2009; 

STANOJKOVIC et al., 2011). 

Como discutido, o estresse oxidativo tem papel central na patogênese da DPOC através de 

danos diretos no tracto respiratório, bem como através de exacerbação dos outros mecanismos 

envolvidos. Além disso, portadores de DPOC apresentam uma alta incidência de câncer de 

pulmão, e modificações induzidas no DNA por ERO pode ser o elo entre essas duas condições 

(NEOFYTOU et al., 2012). 

 

1.4.3 Biomarcadores de Susceptibilidade  
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Um biomarcador de susceptibilidade, seja ela herdada ou induzida, é um indicador que um 

indivíduo é especialmente sensível ao efeito de um xenobiótico. A susceptibilidade individual a 

xenobióticos é modulada por diferenças na capacidade de metabolização/detoxificação e também 

pela eficiência nos diferentes sistemas de reparação do DNA. Estudos de polimorfismos 

genéticos envolvidos na cascata de eventos genotóxicos e/ou carcinogênicos podem fornecer 

informações úteis quanto ao papel da susceptibilidade genética individual e a sua relação com a 

exposição ambiental/ocupacional a xenobióticos (ROHR, 2008).  

Os polimorfismos também são responsáveis pela diversidade humana (MORAES et al., 

2012). De outro modo, eles podem influenciar diretamente sobre fatores de risco associados a 

doenças comuns, como descritos em estudos envolvendo a estrutura genética das proteínas 

(ROCHA et al., 2007; YANG et al., 2009). É importante salientar que as frequências dos 

polimorfismos sofrem grande variação conforme a origem étnica da população estudada, por isso 

as comparações discutidas foram feitas apenas com a porção euro-descendente dos estudos. 

Técnicas de biologia molecular tais como a Reação em Cadeia da Polimerase ou 

Polymerase Chain Reaction/Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR/RFLP), são 

utilizadas para investigar polimorfismos genéticos em associação com várias doenças 

(ROELOFS et al., 2003; KAMIYA et al., 2004: ZAHA et al., 2012).É uma técnica simples, pela 

qual a molécula de DNA é amplificada milhares ou milhões de vezes, de uma forma bastante 

rápida. A PCR agregou uma melhoria significativa no diagnóstico e avaliação de susceptibilidade 

de várias doenças por ser uma técnica muito sensível, possibilitando a amplificação de DNA a 

partir de uma quantidade mínima de amostra (KAMIYA et al., 2004; ALFONSOet al., 2012; 

ZAHA et al., 2012). 

A análise do tamanho do fragmento de restrição (Restriction Fragment Length 

Polymorphism- RFLP) do produto de PCR é uma técnica que explora variações de sequências 

homólogas de DNA, sendo utilizada em muitos laboratórios de diagnóstico por tratar-se de uma 

técnica simples e rápida (TROST et al., 2004).É considerada uma ferramenta útil no mapeamento 

do genoma, na localização de polimorfismos para doenças genéticas, na determinação de risco 

para a doença e testes de paternidade (SOUSAet al., 2003; ZAHA et al., 2012). 

Estudos epidemiológicos utilizando os biomarcadores de susceptibilidade revelam que 90% 

da DPOC são de origem tabágica, mas, somente entre 15 e 20% dos fumantes é que desenvolvem 

a doença. Isso acontece porque há considerável variabilidade na susceptibilidade de fumantes 

desenvolverem a doença (HEGAB et al., 2005; YANG et al., 2009; YOUNG et al., 2011). A 
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DPOC, apesar deser uma clássica doença de interação entre fatores genéticos e ambientais, os 

fatores de risco genético para o seu desenvolvimento ainda são pouco conhecidos. Entretanto, 

váriospolimorfismos genéticos em genes de estresse oxidativo e de resposta inflamatória têm sido 

reportadoscomo sendo associados à DPOC (MINEMATSU et al. 2003; GRESNER et al., 2007; 

VIBHUTI et al., 2010; CHO et al., 2012). Na última década, polimorfismos em genes que 

codificam proteínas pertencentes à maquinaria de reparação, tais como XRCC1 (Arg194Trp), 

XRCC1 (Arg399Gln), XRCC3 (Thr241Met), XRCC4 (Ile401Thr), XPD (Ile199Met e 

Asp312Asn), OGG1 (Ser326Cys) e RAD51 (Gly135Cys), também tem sido alvo de estudos 

relativos à DPOC e câncer de pulmão (WU et al. , 2002; YIN et al., 2007; YANG et al., 2009).  

Estudar a reaparação do DNA e suas respectivas vias comoforma de biomonitoramento em 

humanos estão em crescente popularidade. Isto reflete o emprego relativamente recente do 

entendimento das vias de reparação do DNA na manutenção da integridade genômica e 

prevenção de carcinogênese (COLLINS & FERGUSON, 2012). 
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2. Objetivo Geral 

 

Estudar a população com Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica-DPOC pela avaliação e 

quantificação de danos oxidativos e capacidade de reparação de DNA, bem como a relevância e o 

papel de polimorfismos genéticos em genes de reparação do DNA sobre o nível de dano no DNA. 

 

2.1 Objetivos Específicos:  

 Quantificar em sangue periférico dos portadores de DPOC e sujeitos controles os danos 

recentes no DNA; 

 Avaliar a susceptibilidade ao dano e capacidade de reparação do DNA, após tratamento 

com agente alquilante metilmetano sulfonato (MMS), dos portadores de DPOC e sujeitos 

controles; 

 Quantificar danos permanentes no DNA em células de mucosa oral dos portadores de 

DPOC e sujeitos controles; 

 Quantificar os níveis de dano lipídico em membrana celular dos portadores de DPOC e 

controles; 

 Identificar a presença de polimorfismos em genes de reparação de dano no DNA [Reparo 

por Excisão de Bases- XRCC1(Arg399Gln) e OGG1(Ser326Cys); Recombinação Homóloga- 

XRCC3(Thr241Met); Recombinação Não-Homóloga- XRCC4(Ile401Thr)] nos portadores de 

DPOC e sujeitos controles; 

 Avaliar a influência de polimorfismos genéticos em genes de reparação XRCC1 

(Arg399Gln), OGG1 (Ser326Cys), XRCC3 (Thr241Met) e XRCC4 (Ile401Thr) na modulação dos 

níveis de dano no DNA e evolução da doença nos portadores de DPOC. 
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DNA damage and oxidative stress in patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease. 
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Background: We aimed to assess the level of DNA damage and susceptibility to exogenous 

mutagens in peripheral blood cells of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) patients and 

healthy individuals by comet assay. Oxidative stress was also evaluated by means of 

thiobarbituric acid reactive species (TBARS) in blood plasma. Methods: Case-control study 

enrolling 51 COPD patients and 51 controls. Peripheral blood was used to perform the alkaline (pH>13) and 

neutral (pH=8.5) comet assay. For the assessment of susceptibility to exogenous DNA damage, the cells were 

treated with methylmethane sulfonate (MMS) for 1-hour or 3-hour at 37° C. The percentage of 

residual DNA damage after 3-h MMS treatment was calculated using the value of 1-h MMS 

treatment for each subject as 100%. Lipid peroxidation was evaluated by measuring TBARS in 

blood plasma. Results: DNA damage in patients was significantly higher than in controls as measured by the 

neutral and alkaline comet assay. Residual DNA damage detected after MMS treatment increased in 

patients, in contrast to controls, indicating higher susceptibility to alkylation damage and/or 

repair inhibition. High susceptibility to exogenous DNA damage in COPD patients correlates 

with high amount of TBARS and low forced vital capacity and expiratory volume. Conclusion: 

The positive correlation between increased susceptibility to exogenous DNA damage and 

TBARS levels in COPD patients suggests the possible involvement of oxidative stress in damage 

induction and/or repair inhibition. 

 

Keywords:  COPD, DNA damage, repair, comet assay, lipid peroxidation. 
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1. Introduction  

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a major cause of morbidity and 

mortality in countries with different levels of economic development, with smoking being 

recognized as the most important causative factor [1,2]. According to the World Health 

Organization (WHO) estimation, 80 million people in the world have moderate to severe COPD. 

It is estimated that in 2020 COPD will become the third leading cause of death worldwide [2].  

COPD is currently defined as a disease preventable and treatable disease characterized by 

airflow limitation, resulting from an abnormal inflammatory reaction to inhaled particles 

(smoking) and associated with co-morbidities  [2]. The pathology of COPD is multifactorial and 

results in significant systemic consequneces, often including systemic inflammation and 

oxidative stress [3,4]. The formation of reactive oxygen species (ROS) by the cigarette smoke 

and inflammatory cells, generated in the pulmonary epithelial tissue, has been associated with 

slowly progressive and irreversible decrease in forced expiratory volume in one second (FEV1), 

loss of muscle mass and muscle dysfunction [4,5]. The abnormal inflammatory response that 

causes these patterns of injury has already to be fully characterized, and it is likely that there are 

multiple pathways leading to impaired lung function [5]. Cigarette smoking provides the initial 

stimulus, which recruits inflammatory cells into the lung parenchyma increasing the 

inflammatory process and probably modulating some of the systemic effects of COPD [5,6,7]. 

Additionally, there is some evidence suggesting that the DNA damage/repair imbalance may 

contribute to increased risk of lung carcinoma in COPD [8,9].   

 Some of the many different compounds in cigarette smoke can react directly with cellular 

components to form radicals, while other procarcinogen substances must be activated to produce 

single- and double strand breaks into DNA [7,10]. However, only a small number of smokers are 

diagnosed with clinically relevant COPD, suggesting that COPD is the result of host–

environmental interaction, most probably genetically predetermined [11]. Some studies have 

reported markedly increased DNA damage levels in COPD patients that correlate with the 

smoking status [9,12,13]. The cellular processes of DNA damage induction and repair are 

fundamental for the maintenance of genome integrity, and the modulation of these processes can 

dramatically increase individual susceptibility to cancer [14]. The cellular and molecular 

mechanisms that facilitate the progression toward the disease or its evasion are unknown [11].  

Comet assay has been used in various studies to investigate the effect of ROS on DNA 

because it is a rapid, simple and sensitive technique for measuring DNA breaks and repair in 

single cells in connection with various diseases [15,16,17]. The present study was therefore 

designed to assess the level of DNA damage and the susceptibility to exogenous mutagens in 

peripheral blood cells of COPD patients and healthy individuals, evaluated by comet assay. The 

oxidative stress was also evaluated by means of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) in 

blood plasma. 

 

2. Materials and methods 

Fifty-one COPD patients, with a mean age of 65.33±8.91 years, treated at Santa Cruz 

Hospital by the Research Group for Health Rehabilitation, Santa Cruz do Sul, RS, Brazil were 

included in this study. COPD was diagnosed according to the Global Initiative for Chronic 

Obstructive Lung Disease guidelines-GOLD [2], using clinical history, physical examination, and 

presence of airflow obstruction, defined as a ratio of forced expiratory volume in one second 

(FEV1) to forced vital capacity (FVC) less than 70% of predicted value. The patients were 

grouped in relation to COPD stage as mild (8), moderate (16), severe (16) or very severe (11) and 

pharmacologic therapy [2]. The COPD patients were matched by gender, age and body mass index 
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(BMI) with 51 control individuals without pulmonary disease. The study protocol was approved by 

the Ethics Committee of UNISC, protocol number 2011/08. All individuals answered the 

personal health questionnaire and signed informed consent before the interview. Peripheral blood 

samples were collected from patients and control individuals at rest early in the morning.  

 

2.1 Obtaining sample 

The peripheral blood (10mL) samples were collected early in the morning from fasted 

COPD patients and controls into two tubes with EDTA, being one aliquot for the comet assay 

and the other aliquot to obtain blood plasma.  

 

2.2 DNA damage evaluation by comet assay  

The comet assay was performed under alkaline and neutral conditions according to the 

procedure of Singh and coworkers [18,19]. Aliquots of 10 µl freshly collected whole blood were 

mixed with 90 µl low melting (LMP) agarose (0.7% in PBS) and added to microscope slides pre-

coated with 1.5% agarose. The slides were then incubated in ice-cold lysis solution (2.5 M NaCl, 

100 mM EDTA, 10 mM Tris, 20 mM NaOH, pH 10.2, 1% Triton X-100 and 10% DMSO). After 

24 h at 4°C, the slides were removed from the lysis solution and placed in an electrophoresis unit 

filled with fresh electrophoresis buffer at 4°C. In the alkaline version of Comet assay (10 M 

NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13), 20 min of denaturation and 15 min electrophoresis time were 

used. For the neutral condition (3 M sodium acetate, 1 M Tris,  pH=8.5), the denaturation time of 

1 h and electrophoresis time of 1 h were used. In both versions of the comet assay, after 

electrophoresis, the slides were neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5) and washed in water. The 

samples were subjected to electrophoresis at the different batches and reference standards 

(positive/negative controls with known levels of damage) were included in each electrophoresis 

run. The slides were left to dry overnight at room temperature, then fixed and stained with silver 

nitrate in accordance to Nadin et al. [20]. For DNA damage evaluation, 100 cells per individual 

(50 cells from two coded slides) were analyzed blindly under optical microscopy at 100 × 

magnification. The cells were visually scored by measuring the DNA migration length and the 

amount of DNA in the tail into five classes, from undamaged – 0, to maximally damaged – 4, and 

a damage index (DI) value, which is an arbitrary score, was calculated for each sample [21]. 

International guidelines and recommendations for the comet assay consider that visual scoring of 

comets is a well-validated evaluation method [22,23]. Damage index thus ranged from 0 

(completely undamaged: 100 cells × 0) to 400 (with maximum damage: 100 cells × 4).  

 

2.3 Comet assay to assess the susceptibility to exogenous DNA damage 

For the assessment of susceptibility to exogenous DNA damage, whole blood cells were treated 

with methylmethane sulfonate (MMS; 8×10
-5

 M) for 1 h or 3 h at 37°C prior to slide preparation, 

and proceeded up the steps of the alkaline comet assay as described above. The percentage of 

residual DNA damage after 3-h MMS treatment was calculated using the value of 1-h MMS 

treatment for each subject as 100%.  
 

2.4 Lipid peroxidation 

Lipid damages were monitored by the formation of thiobarbituric acid reactive species 

(TBARS) during an acid-heating reaction, which has been widely adopted as a sensitive method 

for measuring lipid peroxidation. First, 1000 μL of 5% trichloroacetic acid were added to 250 μL 

of supernatants and centrifuged at 7000 g for 10 min. Then 1000 μL of sulfuric acid (3M) were 

mixed with 1000 μL of thiobarbituric acid solution. The reaction mixture was incubated in a 

boiling water bath for 15 minutes and cooled to room temperature. Then 3500 μL of n-butanol 
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was added and centrifuged at 7000 g for 5 minutes. The absorbance was read at 532 nm [24]. 

Results were expressed as nmol/g of protein. Total protein levels were evaluated using the 

Biureto Total Proteins kit from Labtest (Labtest Diagnostica S.A., Brazil). 

 

2.5 Statistical analysis 

The statistical analyses were performed using the Statistical Package SPSS 17.0 and p ≤ 

0.05 was considered statistically significant. The data are expressed as mean ± standard 

deviation. Categorical variables were compared using χ
2
 tests. Differences between values for 

control individuals and COPD patients were assessed using Mann-Whitney Test. The comparison 

among multiple groups was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) with post hoc 

Tukey’s multiple comparison tests. The correlations between the parameters studied were 

evaluated by Spearman’s test. 

 

3. Results 

The general characteristics of COPD patients and control group are shown in Table 1. The 

COPD patients and matched controls were similar in terms of age, gender, ethnicity, BMI and 

comorbidities, but differed regarding smoking status, number of cigarettes smoked per year and 

smoking duration was higher in COPD patients.  

 

Table 1 General and clinical characteristic in the COPD patients and control group. 

 COPD  

(n) 

Control  

(n) 

p value for  

Mann-Whitney test 

Subjects 51 51 - 

Age (years) 
a
 65.33 ± 8.91 63.61 ± 9.40  >0.05 

BMI (kg/m2)
 a
 25.75 ± 5.71 26.82 ± 3.89  >0.05 

Gender (male)
 
 30 28  >0.05 

Ethnicity (white) 45 50 >0.05 

Smoking Status
 

Never/ Former/ Current
 

 

5/ 34/ 12 

 

22/ 25/ 4 

 

χ
2
 0.000 

Cigarettes-year 
b
     

   Current smoking 8059 (3650-14600) 7026 (3650-10950) >0.05 

   Former smoking 10490 (1095-

25550) 

5621 (1095- 14600) 0.003 

Smoking Duration  

   >30 years 

 

36 

 

9 

 

χ
2 
0.000 

Comorbidities     

   SAH 14 11 - 

   Heart disease 9 2 - 

   Diabetes 7 1 - 

COPD Status 
c
 

   Mild  

   Moderate  

   Severe 

   Very Severe
   

 

8  

16  

16  

11 

 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

Pharmacologic Therapy  - - 

   Bronchodilators 48   

   Inhaled Corticosteroids 32   

   Oral Cortiscoteroids 3   
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   Combination Therapy 
d
 35   

n, sample number;
 a
Data are presented as mean ± SD; 

b
Median (minimum-maximum); BMI, Body Mass Index; 

SAH, Systemic Arterial Hypertension; 
c 

COPD Status by GOLD [2]; 
d 

Combination Therapy: 
 
Inhaled Corticosteriodes + 

Bronchodilators drugs. 

 

The pulmonary function and comet assay results are shown in Table 2. The damage index 

(DI) in the alkaline comet assay (detects single- and double-DNA strand breaks and alkali-labile 

sites) and in the neutral comet assay (detects double breaks) was significantly elevated in COPD 

patients in relation to the control group.  

 

Table 2 Pulmonary function, biochemical parameters and comet assay results in the COPD 

patients and control group. 

Characteristics COPD  

(n=51) 

Control  

(n=51) 

p  

Mann-Whitney  

FEV1 (% predicted)  42.90±19.03 86.14±11.72 0.000 

FVC (% predicted)  62.20±18.28 90.75±13.67 0.000 

FEV1/FVC (% predicted) 67.92±19.58 105.24±70.28 0.000 

TBARS (nmol/mg of protein)
a
 10.41±5.01 9.16±4.26 p>0.05 

Damage Index - 

Alkaline Comet Assay  

36.71±25.41 26.65±27.96 0.005 

Damage Index - 

Neutral Comet Assay  

47.53±32.45 37.49±38.05 0.047 

Data are presented as mean ± SD; FEV1, forced expiratory volume in one second; FVC,  

forced vital capacity; 
a
 Data for 49 COPD patients and 50 controls. 

 

The susceptibility to MMS-induced (8×10
−5

 M) DNA damage was measured after 1-h or 3-h 

of treatment. As shown in Fig. 1, the DNA damage index in the control group increased after 1 h 

of MMS treatment, and slightly decreased after 3 h, whereas DNA damage in COPD patients 

remained elevated following 3-h MMS treatment. To investigate these differences, we calculated 

the changes in DI after 3-h treatment in relation to the 1-h DI value for each person. This 

parameter, called residual DNA damage, showed that the DNA damage detected after 3-h 

treatment in controls decreased in relation to the 1-h value (Fig. 2), which could indicate repair 

process initiation. In contrast, the residual DNA damage in patients further increased, indicating 

higher susceptibility to alkylation damage. 
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Fig.1. Susceptibility to DNA damage after 1-h and 3-h of MMS (8×10-5 M) treatment in blood of COPD patients 

and healthy controls. Baseline damage (0h) in blood samples was estimated by means of alkaline comet assay 

without MMS. Data are presented as mean ± SD, controls—white bars, patients—gray bars. Statistical analysis was 

performed by one-way ANOVA with Tukey's multiple comparison test. 
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 Fig. 2. Residual DNA damage in blood cells of COPD patients and healthy controls following 3-h MMS treatment. 

The percentage of residual DNA damage after 3-h MMS treatment was calculated taking the value of 1-h MMS 

treatment for each subject as 100%. Data are presented as mean±SD; controls—white bars, patients—black bars. 

Statistical analysis was performed by Mann– Whitney U-test. 

The DNA damage index was compared between patients grouped according to the COPD 

severity as defined by GOLD [2]
 
(Fig. 3) and corticosteroids drugs currently (Fig. 4). The values 

of DNA damage after 3-h MMS treatment for patients with moderate, severe and very severe 

COPD were significantly higher than in the control group. However, no difference was observed 

between the different groups of patients with COPD.  
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 Fig. 

3. DNA damage index in alkaline Comet assay after 1-h or 3-h MMS treatment in patients grouped according to the 

COPD severity. Data are presented as mean±SD. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA with 

Tukey’s multiple comparison test. 

 

The mean DI in patients treated with corticosteroids, which decrease the inflammation 

process, was also slightly lower (Fig. 4).  
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Fig.4. Damage Index in alkaline Comet assay in blood of COPD patients treated or not with corticosteroids. 

Statistical analysis was performed by Mann-Whitney Test, p=0.077. 

 

Table 3 shows the correlations between the parameters studied in patients and controls. In 

COPD patients, the basal DNA damage in comet assay correlated negatively with TBARS and 

the percentage of residual damage, in contrast to the control individuals that presented a positive 

correlation. Disease indicators FEV1 and FVC correlated negatively with the percentage of 

residual DNA damage, suggesting that patients with more severe COPD presented higher 

increment in DNA damage following 3-h MMS treatment. The basal DI in the alkaline and 

neutral comet assay in COPD patients correlated positively with FVC, suggesting that patients 

with severe and very severe COPD presented lower basal damage. Moreover, the DI after 3-h 

MMS treatment in patients correlated positively with TBARS, indicating that the enhanced 

susceptibility and/or repair inhibition could be related to oxidative stress. 
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Table 3 Correlations between the parameters analyzed in patients and controls. 

Parameters COPD CONTROLS 

 

 

Spearman’s 

rho 

p value Spearman’

s rho 

p value 

FVC- basal DI in neutral comet assay 0.283 0.045   

FVC- basal DI in alkaline comet assay 0.386 0.005   

DI following 3h MMS treatment – 

TBARS 

0.329 0.021   

TBARS- basal DI in alkaline comet 

assay 

-0.356 0.012   

% Residual damage- basal DI in 

alkaline comet assay 

-0.324 0.020   

% Residual damage- FEV1 -0.279 0.047   

% Residual damage- FVC -0.301 0.032   

FEV1- basal DI in neutral comet assay   -0.296 0.035 

FEV1- basal DI in alkaline comet 

assay  

  -0.305 0.030 

DI  following 1h MMS treatment – 

smoking cigarettes-year 

  0.472 0.010 

TBARS- basal DI in neutral comet 

assay 

  0.292 0.039 

% Residual damage- basal DI in 

alkaline comet assay 

  0.413 0.003 

% Residual damage- smoking 

cessation time  

  -0.405 0.045 

FEV1, forced expiratory volume in one second; FVC, forced vital capacity; DI – damage index; % Residual damage - 

calculated for DI after 3h MMS treatment for each subject taking the value of DI after 1h MMS treatment as 100%.  

 

In the control group, FEV1 correlated negatively with DI (alkaline and neutral Comet 

assay) and the susceptibility to DNA damage induction (1-h MMS treatment) correlated 

positively with smoking (cigarettes-year). Moreover, the percentage of residual damage 

correlated negatively with the smoking cessation time. 

 

4. Discussion 

Oxidative damage to DNA can have a great impact on human health, considering the 

growing recognition that such damage may both initiate and promote carcinogenesis. The 

pathogenesis of COPD leads to an increase in the oxidative burst in lungs and evidence suggests 

that this increase is implicated in pathogenic processes, such as damage to pulmonary cells, 

mucus hypersecretion, antiprotease inactivation and exacerbation of lung inflammation [2]. 

Recently, it has been suggested that the oxidative stress may extend beyond the lung to generate 

the systemic manifestation of COPD [13]. Our results, detecting increased DNA damage in 

COPD patients (Table 2), are in agreement with those by Ceylan et al. [12], who observed 

through the alkaline comet assay markedly increased levels of oxidative stress and DNA damage 

in peripheral blood cells of such patients. The authors have also found that the increase in DNA 

damage correlates with the use of biomass fuel for cooking and the smoking status. However, in 

our study, correlation between DNA damage with number of cigarettes smoked per year and 

smoking cessation time was observed only in the control group (Table 3). The studies about 
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smoker-induced DNA damage are contradictory and show that there is no difference between 

smokers and nonsmokers [25,26]. Others studies report unexpected negative results [27] and 

sometime smokers present lower DNA damage than non- smokers [28]. A few cigarettes per day 

may stimulate an adaptive response and a continued exposure to mutagens/carcinogens may 

induce resistance to further DNA damage [29]. More important is the cumulative smoking 

exposure [25] so we stratified our sample in heavy smokers (i.e  ≥ 30 cigarettes per day) e light 

smokers (i.e < 30 cigarettes per day) e non-smokers. Our results were equal to literature no 

significant difference was found among heavy smokers, only between non-smokers and light 

smokers (i.e COPD showed higher DNA damage). 

The relatively high basal DNA damage detected in our study for both patients and controls, 

which can be attributed to advanced age, presence of comorbidities in both groups, and current 

use of antihypertensive drugs. The high standard deviations for the DNA damage values in the 

comet assay found could reflect the great genetic heterogeneity of the groups. It is a critical 

aspect in human biomonitoring studies associated to physiological state and life style [13]. DNA 

damage and DNA repair seem to be closely associated with aging as a result of endogenous 

factors, lifestyle, occupational or environmental exposure [30]. Some atherosclerosis-related 

diseases, whose pathogenesis involves both inflammation and oxidative stress, lead to DNA-

damage induction [31] and could explain the higher basal DNA damage found in our study in 

patients and in matched controls [32].  

In our study, an enhanced susceptibility to the alkylating agent MMS that induced DNA 

damage was observed in COPD patients (Figure 1), especially in moderate, severe and very 

severe COPD (Figure3). The residual DNA damage caused by MMS treatment further increased 

in COPD patients, indicating the induction of persistent DNA damage, which could reflect DNA 

repair inhibition (Figure 2). In the control group the induced DNA damage was transient 

probably due to induction of DNA repair mechanism. 

Furthermore, the DI after 3-h MMS treatment positively correlates with the amount of 

TBARS in COPD patients, indicating that increased oxidative damage could be responsible for 

the elevated susceptibility to exogenous DNA damage. On the other hand, the increased DI could 

result from DNA damage accumulation as a result of delayed DNA repair process. Moreover, the 

observed negative correlation between the percentage of residual damage and basal DNA damage 

in patients (i.e. higher susceptibility to exogenous DNA damage, correlated with lower basal 

damage), which contrasts with the positive one observed in controls, could be attributed to DNA 

metabolism inhibition at toxic conditions. As the comet assay, in addition to the direct strand 

breaks in DNA, also detects strand breaks formed as intermediates during the DNA repair 

process, low basal DNA damage could indicate cell toxicity (i.e. chronic oxidative stress), 

leading to decrease in genotoxicity. Such a decrease in basal DNA damage in lymphocytes of 

patients with breast cancer (lower than in controls) was associated with repair inhibition and 

possible elimination of highly damaged cells by apoptosis [14]. It is important to point out that an 

increased apoptosis in COPD patients has been reported, which persists even after smoking 

cessation [33,34,35]. The reduced repair capacity among cancer patients and their relatives shows 

that such capacity can be genetically determined [36,37]. Moreover, cancer patients treated with 

irradiation only those with DNA repair defect developing secondary thyroid tumors [38]. 

Alternatively, DNA repair inhibition can be attributed to modulated repair signaling and/or 

inactivation of repair enzymes as a result of altered intracellular redox status by persistent 

inflammatory processes [9,14].  

 Inhaled corticosteroids are frequently used in moderate to severe COPD, in order to 

interrupt the inflammatory pathways and have shown to decrease the number of exacerbations 

and improve quality of life [2,39]. Glucocorticosteroids may have direct effects on oxidative 
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stress by decreasing the number and/or activity of cells involved in ROS production such as the 

number of neutrophils in COPD [40]. On the other hand, it has been shown that the 

administration of inhaled or intravenous corticosteroids in stabile COPD patient can suppress the 

ROS generation during treatment and decrease the DNA damage [41,42]. Our results also showed 

a decrease, although not significant, in the basal DNA damage in patients treated with 

corticosteroids (Fig. 4).  
In conclusion, our results showed that COPD patients presented significantly elevated basal 

DNA damage in peripheral blood cells, as detected by the comet assay, in relation to the control 

group. COPD patients were also more susceptible to exogenous DNA damage induction by MMS 

treatment. Moreover, the increased susceptibility in these patients positively correlated with the 

amount of TBARS suggesting the involvement of altered redox balance in the DNA damage 

accumulation, and probably in the etiology and pathogenesis of COPD. The evaluation of 

susceptibility to exogenous genotoxic agents in COPD patients, as detected by comet assay, 

could be useful as biomarker of the disease progression, considering the correlation found 

between this parameter and FVC and FEV1. 
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Abstract 

 

Background: This study aimed to assess the chronic effects of physical exercise on the level of 

DNA damage and the susceptibility to exogenous mutagens in peripheral blood cells of Chronic 

Obstructive Pulmonary Disease (COPD) patients. Methods: Case-control study enrolling 51 

COPD patients separated in two groups [group of physical exercise (PE-COPD; n=15); group of 

non-physical exercise (COPD; n=36)] and 51 controls. Peripheral blood was used to evaluate 

DNA damage by comet assay and lipid peroxidation by measurement of thiobarbituric acid 

reactive species (TBARS). The cytogenetic damage was evaluated by the buccal micronucleus 

cytome assay. Results: The residual DNA damage (induced by methyl 

methanesulphonatealkylating agent) in PE-COPD was similar to the controls in contrast to COPD 

patients where it was significantly elevated. TBARS values were significantly lower in PE-COPD 

than in COPD patients. COPD group showed elevated frequency of Nuclear Buds (BUD) and 

condensed chromatin (CC) in relation to PE-COPD and control group, which could indicate a 

deficiency in DNA repair and early apoptosis of the damaged cells. Conclusion: The physical 

exercise for COPD patients leads to significant decrease of lipid peroxidation in blood plasma, 

decrease of susceptibility to exogenous mutagenic treatment and decrease of BUD and CC 

formation.  

 

Keywords: COPD; DNA damage; oxidative stress; exercise. 
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Introduction 

The Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a major cause of morbidity and 

mortality in countries with different levels of economic development and it is estimated that in 

2020 the COPD will become the third leading cause of death all over the world [1,2]. COPD is 

currently defined as a preventable and treatable disease characterized by airflow limitation, 

resulting from an abnormal inflammatory reaction to inhaled particles from cigarette smoking 

and associated with co-morbidities [2]. The COPD is multifactorial and its pathology often 

includes systemic inflammation and oxidative stress [3,4].  

The formation of reactive oxygen species (ROS) by cigarette smoke and inflammatory 

cells, generated in the pulmonary epithelium, has been associated with slowly progressive and 

irreversible decrease in forced expiratory volume in one second (FEV1), loss of muscle mass and 

muscle dysfunction [3-5] and probably modulates some of the systemic effects of COPD (i e. 

skeletal muscles atrophy, osteoporosis, anemia and cachexia [5,6]. Some of the many different 

compounds in cigarette smoke can react directly with cellular components to form ROS while 

other carcinogens must be activated to produce single and double strand breaks into DNA [7,8].  

Additionally, evidence about the effect of exercise-induced systemic oxidative stress in 

COPD patients is still lacking especially about possible differential effects of exercise at different 

intensities [9]. Endurance physical training is a principal constituent of the pulmonary 

rehabilitation programs yielding clear beneficial effects on skeletal muscles and on relevant 

clinical outcomes. Improved skeletal muscle bioenergetics after training has been associated with 

decreased inflammation in healthy subjects and in other chronic conditions, but data in COPD 

patients remain controversial [9, 10]. This is a relevant aspect since the intensity and duration of 

the general exercise training are key factors that may predict outcomes such as muscle oxidative 

capacity adaptations as well as the potential development of oxidative stress [10]. 

Moreover, no studies are currently available that have evaluated the effect of exercise on 

oxidative stress and DNA damage in COPD patients. The cellular processes of DNA damage 

induction and repair are fundamental for the maintenance of genome integrity, and the 

modulation of these processes can dramatically increase individual susceptibility to cancer 

[11,12]. Comet assay has been used in various studies to investigate the DNA damage in 

connection with various diseases because it is a rapid, simple and sensitive technique for 

measuring DNA breaks and repair in single cells [13-15]. The cytogenetic damage evaluated by 

buccal micronucleus cytome assay (BMCyt) is a sensitive biomarker that is widely accepted for 

chromosome damage evaluation [16]. The buccal epithelial cells are the first barrier for the 

inhalation or ingestion route that can metabolize proximate carcinogens to reactive products. 

About 90% of the human cancers originate from epithelial cells. Therefore, oral epithelial cells 

represent a preferred target site for early genotoxic events induced by carcinogenic agents 

entering the body. 

We aimed to investigate if regular physical exercise can have some influence on the 

damage induction and DNA repair in COPD patients. The present study was therefore designed 

to assess the chronic effects of endurance physical exercise on the level of micronucleus 

formation in buccal mucosa and DNA damage in peripheral blood cells of COPD patients and 

controls, evaluated by comet assay. The oxidative stress was also evaluated by means of 

thiobarbituric acid reactive species (TBARS) in blood plasma. 

 

Materials and methods 

Fifty oneCOPD patients were included in this study, with average age of65.33±8.91years, 

treated at the Santa Cruz Hospital by Research Group for Health Rehabilitation, south Brazil. 
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COPD was diagnosed according to the Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease 

guidelines-GOLD [2], using clinical history, physical examination, and presence of airflow 

obstruction, defined as a ratio of forced expiratory volume in one second to forced vital capacity 

(FEV1/FVC) less than 70% of predicted value. The COPD patients were allocated into two 

groups: group of physical exercise (PE-COPD; n=15 e.g. pulmonary rehabilitation program) and 

group of COPD patients (COPD; n=36 e.g. only ambulatory care). At the beginning of the study, 

all participants of PE-COPD underwent pulmonary rehabilitation 2 times per week for 8 weeks 

(i.e. endurance physical training and education about the disease) [2]. The COPD patients were 

matched by gender and agewith 51 control individuals (e.g. general population) without previous 

pulmonary disease and with no evidence of airflow obstruction (FEV1/FVC > 70% and FEV1> 

80% predicted) [2]. The study protocol was approved by the Ethics Committee of UNISC, 

number 2011/08. All individuals answered the personal health questionnaire and signed informed 

consent before the interview.  

 

Blood collection 

Peripheral blood samples were collected at different time points from patients and control 

individuals, at rest, early in the morning, into two tubes with anticoagulant. One aliquot was used 

for the comet assay and the other aliquot to obtain blood plasma for the remaining analysis. The 

samples of all patients in the PE-COPD group were collected after at least 72-h without exercise 

to avoid the acute effect of exercise. 

 

DNA damage evaluation by comet assay 

The comet assay was performed under alkaline and neutral conditions [17,18]. Aliquots of 

10 µl freshly collected whole blood were mixed with 90 µl low melting point agarose (0.7% in 

phosphate buffer) and added to microscope slides pre-coated with 1.5% agarose. The slides were 

then incubated in ice-cold lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 20 mM 

NaOH, pH 10.2, 1% TritonX-100 and 10% DMSO).  After 24h at 4°C, the slides were removed 

from the lysis solution and placed in an electrophoresis unit filled with fresh electrophoresis 

buffer at 4°C. In the alkaline version of comet assay (10 M NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13), 20 

minutes of denaturation and 15 minutes electrophoresis time were used. For the neutral version of 

comet assay (3 M sodium acetate, 1 M Tris, pH=8.5), the denaturation time of 1-h and 

electrophoresis time of 1-h were used. In both versions of comet assay, after electrophoresis, the 

slides were neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5) and washed in water. Slides were dried overnight at 

room temperature, then fixed and stained with silver nitrate [19]. For DNA damage evaluation, 

100 cells per sample were analyzed by optical microscopy at 100× magnification. The cells were 

visually scored by measuring the DNA migration length and the amount of DNA in the tail into 

five classes, from undamaged – 0, to maximally damaged – 4, and a damage index (DI) value 

was calculated for each sample [19]. Damage index thus ranged from 0 (completely undamaged: 

100 cells ×0) to 400 (with maximum damage: 100 cells × 4). 

 

Detection of oxidized bases 

We performed the modified comet assay using specific enzymes to expose oxidative 

damage. The enzyme Formamidopyrimidine DNA Glycosylase (FPG) recognizes the common 

oxidized purine 8-oxo-7,8-dihydroguanine and ring-opened purines [20], whereas Endonuclease 

III (ENDO III) converts oxidized pyrimidines to strand breaks [21]. After lysis, the slides were 

washed for 5 minutes each in enzyme buffer (40 mM HEPES-KOH, 1 M KCl, 5 mM EDTA, 

2.5mg/mL bovine serum albumin fraction V-BSA, pH 8.0). The suspension was added to the 

slide, covered with coverslip and incubated for 45 (ENDO III) and 30 minutes (FPG) at 37°C. 
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Subsequent steps were the same as in the alkaline version of comet assay. 

 

Susceptibility to DNA damage 

For the assessment of susceptibility to exogenous DNA damage, whole blood cells were 

treated with the alkylating agent methyl methanesulphonate - MMS (8×10
-5

 M) for 1-h or 3-h at 

37°C prior to slides preparation. The percentage of residual DNA damage after 3-h MMS 

treatment was calculated using the value of 1-h MMS treatment for each subject as 100%. MMS 

is direct DNA alkylation agent widely used as positive control in genotoxicity testing.  

 

Measurement of lipid peroxidation 

Lipid peroxidation was monitored by the formation of thiobarbituric acid reactive species 

(TBARS) during an acid-heating reaction, which has been widely adopted as a sensitive method 

for measuring lipid peroxidation. First, 1000 μL of 5% trichloroacetic acid were added to 250 μL 

of supernatants and centrifuged at 7000×g for 10 min. Then 1000 μL of sulfuric acid (3M) were 

mixed with 1000 μL of thiobarbituric acid solution. The reaction mixture was incubated in a 

boiling water bath for 15 minutes and cooled to room temperature. Then 3500 μL of n-Butanol 

were added and centrifuged at 7000×g for 5 minutes. The absorbance was read at 532 nm [22]. 

Results were expressed as nmol/g of protein. Total protein levels were evaluated using the Biuret 

Total Proteins kit from Labtest (Labtest Diagnostica S.A., Brazil). 

 

Buccal micronucleus cytome assay (BMCyt) 

Buccal cell samples were collected and processed in accordance with Thomas et al. [23]. 

For each subject were prepared two tube containers for left cheek (LC) and right cheek (RC) 

cells, each containing 1000 μL of methanol. The cells were collected rotating a cytobrush 20 

times in a circular and spiral motion against the inner surface of the cheek wall. The head of 

cytobrush was placed into the respective buffer, thereby producing a cloudy suspension of buccal 

cells. The cell suspensions were stored at 4°C, until processing. Afterwards, the cells were 

centrifuged for 3 minutes at 315×g at room temperature. The supernatant was aspirate leaving 

approximately 300 µL of cell suspension and replaced with 500 µl of buccal cell fixation buffer. 

The cells were briefly vortexed and centrifuged again for 3 min at 315×g at room temperature. 

The supernatant was aspirated and the cells resuspended in another 500 µl of buccal cell fixation 

buffer. To further cellular disaggregation and slide preparations 5 µL of DMSO was added to 

each 100 µl of cell suspension. The fixed cells were hydrolyzed in HCl and stained according 

Feulgen method [23]. The scoring criteria for the distinct cell types and nuclear anomalies in the 

BMCyt assay were intended for classifying buccal cells into categories that distinguish between 

‘normal’ cells (Basal cell) and cells that are considered ‘abnormal’ on the basis of cytological and 

nuclear features, which are indicative of DNA damage (Micronucleated-MN; Nuclear Bud- 

BUD), cytokinesis failure (Binucleated-BI) or cell death (Condensed chromatin-CC; 

Karyorrhectic-KR; Pyknotic-PY; Karyolytic- KL). The 2,000 cells per sample were scored to 

determine the frequency of these cell types [23]. 

 

 Statistical analysis 

The statistical analyses were performed using the Statistical Package SPSS 18.0 and 

p<0.05 was considered statistically significant. Categorical variables were compared using χ
2
 test. 

The comparison among multiple groups was performed by one-way analysis of variance 

(ANOVA) with post hoc Tukey’s multiple comparison test and Kruskal-Wallis test with post hoc 

Dunn's Multiple Comparison test. The correlations between the parameters studied were 

evaluated by Sperman’s test. 
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Results 

The general characteristics of the COPD, PE-COPD and control groups are shown in Table 

I. The COPD patients and matched controls were similar in terms of age, gender, race and 

comorbidities but differed in relation to body mass index (BMI), smoking status, cigarettes 

smoked per year and smoking duration. The smoking-related variables werehigher in the COPD 

patients.  

 

Table I. General and clinical characteristic in the COPD patients and control group. 
Characteristic COPD 

(n=36)  

PE-COPD 

(n=15) 

Control  

(n= 51) 

*p value  

Sex 

   Male, n(%) 

   Females, n(%) 

   White Ethnicity, n(%) 

   Age (yeas)
a
 

   BMI (kg/m2)
a
 

 

21(58) 

15(42) 

32(89) 

65.36 ± 9.48 

26.88 ±5.61 

 

9(60) 

6(40) 

13(87) 

65.27 ± 7.65 

23.01 ± 5.14* 

 

28(55) 

23(45) 

50(98) 

63.61 ± 9.39 

26.81 ± 3.88 

 

NS 

NS 

NS 

NS 

0.025 

 

Smoking Habit 

   Cigarettes-year 
b
 

 

 

10698 (1095-25550)
#
 

 

 

7924 (1095-21900) 

 

 

5814 (1095-14600) 

 

 

NS 

   Smoking Status 
 

   Never/ Former/ Current
 

 

4/ 21/11
#
 

 

1/ 13/1 

 

22/ 25/ 4 

 

NS 

   Smoking Duration 

>30 years, n(%) 

 

27(84)
 #
 

 

9(64) 

 

9(31) 

 

NS 

 

Medications 

   COPD Drugs, n(%) 

 

 

33(92) 

 

 

15(100) 

 

 

- 

 

 

NS 

   Corticosteroid, n(%) 16(66) 20(74) - NS 

   Antihypertensive, n(%) 22(61) 5(32) 27(53) NS 

   Oxygen therapy, n(%) 7(20) 5(34) - NS 

 

Comorbidities 

 

26(71) 

 

19(70) 

 

38(74) 

 

NS 

SAH, n(%) 10 8 11 NS 

   Heart disease, n(%) 5 5 2 - 

   Diabetes, n(%) 4 4 1 - 

 

COPD Status 

   Mild, n(%) 

   Moderate, n(%) 

   Severe, n(%) 

   Very Severe,n(%)
 

 

 

7(20) 

10(28) 

12(33) 

7(19) 

 

 

1(6) 

6(40) 

4(27) 

4(27) 

 

 

- 

- 

- 

- 

 

 

NS 

NS 

NS 

NS 
a 
Data are presented as mean ± SD; 

b 
Median (minimum-maximum); BMI- Body Mass Index; SAH, Systemic 

Arterial Hypertension; * p˂0.05,COPD compared with the PE-COPD; 
# 
p˂0.05,COPD or PE-COPD compared 

with the control group. 
 

The pulmonary function and comet assay results are shown in Table II. The basal DI in the 

alkaline comet assay (detects single and double DNA strand breaks and alkali-labile sites) and in 

the neutral comet assay (detects DNA double strand breaks) was significantly elevated in PE-

COPD in relation to the COPD patients. Also, modified - comet assay (with FPG and ENDO III 

enzymes) showed significantly higher damage index in PE-COPD than in COPD and control 

group. 
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Table II. Pulmonary function and comet assay results in the COPD, PE-COPD patients and 

control group. 

Characteristics COPD  

(n=36) 

PE-COPD 

(n=15) 

Control  

(n=51) 

*p value  

FEV1 (% predicted)  41.78±18.60
#
 45.60±20.42

#
 86.14±11.72 NS 

FVC (% predicted)  60.28±19.34
#
 66.80±15.04

#
 90.75±13.67 NS 

FEV1/FVC (% 

predicted) 

69.11±20.23
#
 65.07±18.17

#
 105.24±70.28 NS 

Damage Index - 

Alkaline Comet Assay  

32.28±24.96 47.33±24.03
#
 26.65±27.96 NS 

Damage Index - 

1-h of MMS Treatment  

131.67±64.54 81.80±23.19* 103.12±60.38 0.019 

Damage Index - 

3-h of MMS Treatment 

190.47±105.17
#
 83.13±43.58* 60.61±61.45 0.000 

Damage Index - 

Neutral Comet Assay  

38.47±32.59 68.27±19.70* 37.49±38.05 0.001 

Damage Index - 

FPG Comet Assay 

37.78±26.05 71.60±23.61*
#
 39.78±23.60 0.001 

Damage Index - 

ENDOIII Comet Assay 

38.94±26.70 70.67±16.72*
#
 40.15±34.04 0.002 

Data are presented as mean ± SD; FEV1, forced expiratory volume in one second; FVC, forced vital capacity; * 

p<0.05,COPD compared with the PE-COPD; 
# 

p<0.05,COPD or PE-COPD compared with the control group. 

 

The DNA damage index after 3-h MMS treatment decreased in relation to the 1-h MMS 

treatment value in the control group (Table II). In contrast, the damage index at 3-h MMS 

treatment remained constant in PE-COPD and increased in COPD group in relation to the 1h 

value. To investigate these differences, the changes in DI after 3-h treatment in relation to the 1-h 

DI value were calculated for each person. This parameter, denominated residual DNA damage, 

showed that the DNA damage detected after 3-h treatment in PE-COPD does not increase in 

relation to the 1h value (considered as 100%) as observed in COPD patients (Figure 1). The 

residual DNA damage values were lower in control and PE-COPD group than in COPD group. 

COPD PE-COPD CONTROL
0

100

200

300
< 0.0001

< 0.0001

  Fig.1
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Fig. 1. Residual DNA damage in blood cells of patients and healthy controls following 3-h MMS treatment. The 

percentage of residual DNA damage after 3-h MMS treatment was calculated considering the value of 1-h MMS 

treatment for each subject as 100%. Data are presented as mean±SD, COPD patients—gray bars, PE-COPD 

patients—black bars and controls—white bars. Statistical analysis was performed by Kruskal-Wallis test with post 

hoc Dunn's Multiple Comparison test. 
 

As observed in the Figure 2, the PE-COPD group showed a significant decrease of TBARS 
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compared to COPD patients. Mean frequencies of basal buccal cells, cells with micronuclei 

(MN), Nuclear Buds (BUD) and condensed chromatin (CC) in patients and controls are shown in 

Figure 3. No difference was found for the frequency of MN, BUD and CC in PE-COPD group in 

relation to the control group, whereas increased BUD and CC formation was observed in COPD 

patients. Both COPD and PE-COPD groups showed increment of basal cells in relation to the 

control group, which is more pronounced in the physical exercise group. 
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Fig. 2. Concentration of TBARS in blood plasma of patients and healthy controls. Data are presented as mean±SD, 

COPD patients—gray bars, PE-COPD patients—black bars and controls—white bars. *p<0.001; COPD compared 

with the PE-COPD; 
# 

p<0.05,COPD and PE-COPD compared with the control group. Statistical analysis was 

performed by Kruskal-Wallis test with post hoc Dunn's Multiple Comparison test. 
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Fig. 3. Frequency of buccal cell types scored in the BMCyt assay of patients and healthy controls. Data are presented 

as mean±SD, COPD patients—gray bars, PE-COPD patients—black and controls—white bars.MN: Micronuclei; 

BUD: Nuclear Buds; CC: Condensed chromatin cells. 
# 

p<0.05,COPD and PE-COPD compared with the control 

group. Statistical analysis was performed by Kruskal-Wallis test with post hoc Dunn's Multiple Comparison test. 

 

The results of the comet assay and TBARS in the COPD groups stratified by disease 

status (Table III) do not show different pattern of the respective group before stratification. No 

significant difference was found in BMCyt analysis for COPD patients stratified by disease 

status, probably due to the small sample size. 
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Table III.DNA Damage and TBARS in the COPD and PE-COPD by Status diseases. 

DISEASESTATUS GROUP DAMAGE INDEX- COMET ASSAY                                                                                          TBARS
a
 

 

  NEUTRAL ALKALINE FPG ENDOIII RESIDUAL 

DAMEGE 

 

Mild and 

Moderated 

COPD  

(n=17) 

24.80±24.69 24.20±19.14 11.53±12.68 13.33±13.82 160.53±90.23 11.41±4.10 

 PE-

COPD 

(n=07) 

72.14±25.47 58.43±27.59 26,57±15.89 34.14±25.02 94.71±26.76 6.35±4.24 

 p value 0.024 0.028 0.022 NS NS 0.007 

        

Severe COPD  

(n=12) 

31.50±29.07 27.25±22.67 6.36±7.65 17.50±21.36 160.25±70.36 13.43±3.64 

 PE-

COPD 
(n=04) 

59.00±17.20 39.25±18.02 28.50±19.74 37.25±7.58 120.75±86.06 6.05±4.01 

 p value NS NS 0,004 0.049 NS 0.031 

        

Very Severe COPD 

 (n=07) 

55.50±24.88 40.17±31.30 28.50±27.07 13.00±16.22 196.00±68.02 10.85±4.98 

 PE-

COPD 
(n=04) 

74.50±4.50 36.00±17.32 45.25±31.71 39.50±27.76 104.75±38.42 8.47±5.69 

 p value NS NS 0,027 NS NS NS 

Data are presented as mean ± SD; 
a 
nmol/mg of protein; n, sample numbers; NS, not significant. 

 

The Table IV shows the correlations between the parameters studied in patients and 

controls.  

 

Table IV. Correlations between the parameters analyzed in patients and controls. 

Parameters COPD PE-COPD 

 

 

Spearman’s 

rho 

p 

value 

Spearman’

s rho 

p value 

FEV1/FVC – BUD -0.385 0.027 -0.385 0.210 

FEV1/FVC – KR -0.399 0.021 -0.611 0.016 

FEV1 – KR -0.277 0.119 0.527 0.043 

Basal DI in neutral comet 

assay- BUD 

0.360 0.039 0.524 0.045 

DI  following 3-h MMS 

treatment – KL 

-0.551 0.001 0.172 0.539 

% Residual damage- KR 0.528 0.002 0.183 0.514 
FEV1/FVC, Ratio of forced expiratory volume in one second to forced vital capacity; BUD, Nuclear Buds; KR, 

Karyorrhectic cells; KL, Karyolytic cells; DI, damage index; MMS, methyl methanesulphonate; % Residual 

damage,calculated for DI after 3-h MMS treatment for each subject taking the value of DI after 1-h MMS treatment 

as 100%. 
 

Disease indicators FEV1 and FEV1/FVC correlate negatively with the frequency of 

Karyorrhectic cells (apoptosis cells) in PE-COPD and COPD patients and with the frequency of 

BUD in COPD patients suggesting that patients with more severe COPD present an increment in 

cytogenetic damage and early cell death by apoptosis. The basal DI in the neutral comet assay 
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(detecting double-strand breaks) in COPD and PE-COPD patients correlates positively with BUD 

induction, suggesting thatthe kind of DNA damage occurred could progress to permanent DNA 

damage. Also, in COPD group the percentage of residual damage correlates positively with the 

frequency of KR cells reinforcing the induction of apoptosis in the pathogenesis of COPD. 

 

Discussion 

The pathogenesis of COPD leads to an increase in the oxidative burst in lungs and evidence 

suggest that this increase is implicated in pathogenic processes such as damage to pulmonary 

cells, mucus hypersecretion, antiprotease inactivation and exacerbation of lung inflammation [2]. 

Recently, it has been suggested that the oxidative stress may extend beyond the lung to generate 

the systemic manifestation of COPD [10]. Regular physical exercise, which has been proven to 

increase mean life span, could also serve as a stimulating stressor [24]. However, mounting 

epidemiological data have proven that exercise decreases the incidence of oxidative stress 

associated diseases [24]. Previous study showed that muscle oxidative stress levels would be 

increased in severe COPD only in the initial phase of adaptation to training (first 2 or 3 weeks), 

probably in the context of a transient antioxidant insufficiency. Indeed, abnormal adaptations to 

keeping redox balance have been reported in other series of COPD patients [10]. This argument 

is also consistent with existing literature data showing that long term exercise training programs 

facilitate physiological changes, decreasing the impact on systemic oxidative stress [10]. 

Our results showed increased DNA damage in PE-COPD patients (Table II), which 

disagree with the data reported by Mercken et al. [9]. These authors observed decrease in ROS-

induced DNA damage after sub-maximal exercise test following pulmonary rehabilitation. The 

phenomenon was attributed to an improved training status of the patients with COPD that 

increased exercise capacity and physical activity level after pulmonary rehabilitation [9]. Another 

study reported that the extent of DNA damage was dependent on the training status of the healthy 

participants, as trained participants had less DNA damage after exercise compared with untrained 

participants [25].  

Also, has been reported an exercise-induced DNA damage in athletes after exhaustive 

treadmill running or a marathon race, whereasno enhanced DNA damage was found in healthy 

control subjects after moderate exercise, not exceeding the anaerobic threshold [9]. Regarding to 

this aspect has been suggested that DNA damage after physical activity can only be detected in 

exercise protocols exceeding the proband’s anaerobic threshold [26], and the intensity of physical 

activity may determine unwanted metabolic changes. Light to moderate physical activity has 

been described as an inducer of transient redox unbalance [27]. In our study, PE-COPD practiced 

submaximal aerobic exercise in ergometer for lower limbs, 02 times per week, i.e. light to 

moderate physical activity. 

In the present study, the MMS-induced DNA damage was transient in control group, 

probably due to induction of DNA repair process. Interestingly, PE-COPD group showed 

decreased susceptibility to 1-h MMS treatment compared to COPD and control group. Moreover, 

the DNA damage in PE-COPD patients remains constant after 3-h MMS treatment suggesting 

that the observed low susceptibility may result from previously activated repair process. The 

residual damage caused by MMS treatment in the control group was also lower than in COPD 

patients, which could indicate ongoing repair process (Figure 1). For COPD group, the residual 

DNA damage further increased indicating the induction of persistent DNA damage that could 

reflect DNA repair inhibition. This DNA damage may be transient and repaired later [27] or the 

damaged cells could be eliminated by apoptosis. The high standard deviations for the DNA 

damage values in comet assay found in our study could be attributed to the great genetic 

heterogeneity, which is a critical aspect in human biomonitoring studies [28]. 
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The values of TBARS were significantly lower in PE-COPD than in COPD group 

indicating an adaptive cellular response to exercise-induced oxidative stress (Figure 2). These 

data are in agreement with Radak et al. [24] showing that regular exercise-induced adaptation 

attenuates the age-associated increase in the levels of 8-OHdG in muscle cells and increases the 

activity of DNA repair as well as a resistance against oxidative stress. Our results also showed 

decrease in residual damage and TBARS induction in PE-COPD in all disease stages in relation 

to COPD (Table III), suggesting an adaptive response induced by the physical exercise. In this 

context, the increased strand break formation, detected in all modalities of Comet assay in PE-

COPD in relation to COPD, could reflect DNA strand breaks formed as intermediates of 

increased repair activity in the PE-COPD. 

On the other hand, has been suggested that DNA damage detected in COPD patients is 

possibly not directly induced by reactive oxygen species but is mediated by a secondary factors 

[26]. This effect can be attributed to the differences in pulmonary ventilation between the 

maximal and sub-maximal exercise test [9]. As the ventilatory demands increase more during the 

maximal than sub-maximal exercise test, COPD patients tend to take more shallow breaths and to 

breathe with higher frequency, resulting in dynamic lung hyperinflation. This results in increased 

physiologic dead space ventilation with an attendant drop in alveolar oxygen partial pressure, 

causing hypoxia and DNA damage [9].  

For the first time, our study showed that the supervised physical exercise during pulmonary 

rehabilitation for COPD patients decreased the susceptibility to exogenous mutagens and 

systemic exercise-induced oxidative stress. The observed improvement could be attributed to 

exercise-induced adaptive responses involving a more efficient oxidative metabolism, an 

increased capacity of endogenous antioxidative systems, interference with the oxidative damage 

repair/eliminating systems, and modulation of redox- sensitive gene expression and protein 

assembly [9,24]. The ROS formation during exercise evokes specific adaptation, such as 

increased antioxidant capacity/oxidative damage- repairing enzyme activity, increased resistance 

to oxidative stress, and lower levels of oxidative damage. This specific adaptation seems to be 

systemic [24]. The effects of exercise could modulate the regulation of the DNA repair process. 

The adaptive mechanism is initiated by transcription factors, resulting in increased level of 

antioxidant enzymes, more effective repair and proteasome degradation of damaged proteins. The 

molecular adaptation then leads to an improved physiological function and enhanced resistance to 

oxidative stress [24]. 

The alteration of repair efficiency has already been reported in breast and lung cancers [29-

31]. In some cases, low basal DNA damage in comet assay could indicate toxic condition to the 

cells (i.e. chronic oxidative stress) leading to decrease in genotoxicity [29]. Such decrease in 

basal DNA damage in lymphocytes (lower than in controls) was associated with repair inhibition 

and possible elimination of highly damaged cells by apoptosis [29].  

The hypothesis of apoptosis induction is supported by the results obtained in this study in 

BMCyt assay (Figure 3) that showed higher frequency of BUD and CC in buccal cells of COPD 

patients, which could indicate a deficiency in DNA repair and early apoptosis of damaged cells. 

The presence of BUD cells suggests elimination of amplified DNA or DNA repair complexes 

from the nucleus, whereas CC cells are indicative of early stage of apoptosis [23]. Altered repair 

capacity in COPD patients is also evidenced by the enhanced susceptibility to MMS-induced 

DNA damage detected in our study by comet assay. 

The correlations observed between the comet assay and BMCyt assay data (Table IV) 

confirmed that the deterioration of pulmonary function correlates with increased frequency of 

Karyolytic cells (indicating death cell) and formation of cells with BUD (indicating less efficient 

DNA repair). Moreover, the BUD frequency in COPD patients correlates positively with the DI 
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in neutral comet assay, indicating the involvement of DNA double-strand breaks formation in this 

process. In conditions of repair inhibition the cells with DNA damaged could be eliminated by 

apoptosis. An increased apoptosis in COPD patients has been detected to persists even after 

smoking cessation [32] and disturbed balance between apoptosis and structural regeneration in 

lung cells contributes to the pathogenesis of COPD[33,34].  

In conclusion, our results showed that PE-COPD patients presented significantly elevated 

basal DNA damage in peripheral blood cells, as detected by the comet assay, in relation to the 

COPD and control group. However, PE-COPD patients were less susceptible to exogenous DNA 

damage induction by MMS treatment and did not presented elevated frequency of BUD and CC 

cells as noted in COPD patients. Furthermore, it is possible to conclude that physical exercise for 

COPD leads to a significant decrease of lipid peroxidation in blood plasma, decreased formation 

of BUD and CC buccal cells and more effective DNA repair.  
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Abstract  

Background: We investigated a potential link between genetic polymorphisms in genes XRCC1 

(Arg399Gln), OGG1 (Ser326Cys), XRCC3 (Thr241Met), and XRCC4 (Ile401Thr) with the level 

of DNA damage and repair, accessed by comet and micronucleus test, in 51 COPD patients and 

51 controls. Methods: Peripheral blood was used to perform the alkaline and neutral comet assay; and genetic 

polymorphisms by PCR/RFLP. To assess the susceptibility to exogenous DNA damage, the cells were 

treated with methyl methanesulphonate for 1-h or 3-h. After 3-h treatment the % residual damage 

was calculated assuming the value of 1-h treatment as 100%. The cytogenetic damage was 

evaluated by buccal micronucleus cytome assay (BMCyt). Results: COPD patients with the risk 

allele XRCC1 (Arg399Gln) and XRCC3 (Thr241Met) showed higher DNA damage by comet 

assay. The residual damage was higher for COPD with risk allele in the four genes. In COPD 

patients was showed negative correlation between BMCyt (binucleated, nuclear bud, condensed 

chromatin and karyorrhexic cells) with pulmonary function and some variant genotypes. 

Conclusion: The variant genotypes in XRCC1 (Arg399Gln), OGG1 (Ser326Cys), XRCC3 

(Thr241Met), and XRCC4 (Ile401Thr) modulate DNA damage and progression of COPD. 

 

Keywords:  COPD; DNA damage, DNA repair; genetic polymorphisms. 

 

1. Introduction 

 

Recently genetic association studies on chronic obstructive pulmonary disease (COPD) 

risk have focused on identifying effects of single nucleotide polymorphisms/haplotypes in 

candidate genes, among which DNA repair genes are increasingly studied because of their critical 

role in maintaining genome integrity [1]. Assays that measure DNA repair capacity suggest that it 

can vary widely among individuals. Previous investigations reported lower DNA repair capacity 

in COPD patients [1-2]. The finding supports the hypothesis that variants in DNA repair genes 

could affect COPD susceptibility. In general, functional studies are needed to elucidate the 

mechanisms by which genes are involved in the development of COPD, lung cancer, or both as 

well as to understand of damage recognition and mechanism of DNA repair.[2-3]. 

The DNA repair system consists of several distinct pathways, including the base excision 

repair (BER) pathway and double-strand break (DSB) repair process [4]. BER pathway is a DNA 

repair process which operates on small lesions such as oxidized or reduced bases, fragmented or 

non-bulky adducts, or those produced by methylating agents and still acting on bases deamination 

injury induced by environmental carcinogens or endogenous sources [1-2[5]. The genes encoding 

three key enzymes in this repair pathway are: 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1), 

apurinic/apyrimidinic endonuclease (APE1/APEX1), and the X-ray repair cross complementing 

group 1 (XRCC1). Ogg1 and Xrcc1 play a central role in the BER pathway. OGG1 catalyzes the 

removal of 8-hydrodeoxyguanine (8-OHdG), which has been considered as a key biomarker of 

oxidative DNA damage. The substitution of cysteine for serine at codon 326 (Ser326Cys) is 

associated with a significant reduction in the repair capacity [5]. Evidence has emerged to support 

that BER deficiency is an important contributing factor to cancer susceptibility, as shown in both 

animal models and human studies [1-2]. Hence, OGG1 and XRCC1 are suggested to exert 

combined effect on the development of COPD, and XRCC1 coordinates and stimulates the OGG1 

activity [5]. 

 Double-stranded breaks are repaired by two pathways: homologous recombination (HR) 

and non-homologous DNA end joining (NHEJ)[6]. NHEJ is an intrinsically error-prone pathway 

while HR results in an free error repair[7]. HR and NHEJ pathways may have overlapping 

functions to maintain chromosomal integrity in eukaryotes [8]. X-ray repair cross 
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complementing-3 (XRCC3) is involved in the homologous recombination pathway of DNA 

DSB-repair [9] and the role XRCC3 gene have been most extensively studied due to their 

influences in the individual sensitivity to radiation exposure and induction of DNA damage. The 

X-ray repair cross complementing-4 (XRCC4) gene functions in the repair of DNA double-strand 

is important too [10] and the XRCC4 inactivation is related to programmed cell death or 

apoptosis [4]. 

We aimed to investigate a potential genetic effects between genetic polymorphisms in 

genes XRCC1 (Arg399Gln), OGG1 (Ser326Cys), XRCC3 (Thr241Met), and XRCC4 (Ile401Thr) 

with their relation to the level of DNA damage and repair in COPD patients and controls. 

Accordingly, we intend to understand the role of genetic polymorphisms in the modulation of 

DNA damage and progression of COPD. 

 

2. Method 

 

Fifty-one COPD patients, treated at Santa Cruz Hospital by the Research Group for 

Health Rehabilitation, Santa Cruz do Sul, RS, Brazil were included in this study. COPD was 

diagnosed according to the Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease guidelines 

(GOLD) [11] using clinical history, physical examination, and presence of airflow obstruction, 

defined as a ratio of forced expiratory volume in one second (FEV1) to forced vital capacity 

(FVC) less than 70% of predicted value. The patientzs were grouped in according to COPD stage 

as mild, moderate, severe or very severe [12]. The COPD patients were matched by gender, age 

and body mass index (BMI) with 51 control individuals without pulmonary disease. The study 

protocol was approved by the Ethics Committee of the University of Santa Cruz do Sul, protocol 

number 2011/08. All individuals answered the personal health questionnaire and signed informed 

consent before the interview.  

 

2.1 Obtaining sample 

The peripheral blood (10 mL) samples were collected early in the morning from fasted 

COPD patients and controls into tubes with EDTA, and used to comet assay and genetic 

polymorphisms identification. Buccal cell samples were collected and processed in accordance 

with Thomas et al. [13]. For each subject were prepared two tubes for left cheek (LC) and right 

cheek (RC) cells, each containing methanol. The cells were collected rotating a cytobrush 20 

times in a spiral motion against the inner surface of the cheek wall. The head of cytobrush was 

placed into the tube respective with methanol.  

 

2.2 DNA damage evaluation by comet assay  

The comet assay was performed under alkaline (detects single- and double-DNA strand 

breaks and alkali-labile sites) and neutral (detects double breaks) conditions according to the 

procedure of Singh et al. [14] with the modifications by Tice et al.  [15]. Aliquots of 10 µl freshly 

collected whole blood were embedded in  90 µl of 0.75% low melting  agarose,  and after agarose 

solidified slides were placed in lyses buffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris; 10% 

DMSO; pH 10.0-10.5) containing freshly added 1% (v/v) Triton X-100 and 10% (v/v) dimethyl 

sulphoxide for maximum of 2 weeks. After treatment with lyses buffer slides and placed fresh 

prepared alkaline buffer solution (200 mM NaOH and 1 mM EDTA; pH > 13), for 20 min, and 

DNA submitted  of denaturation and 15 min electrophoresis time were used (0.90 V/cm and 

300mA). For the neutral condition (3 M sodium acetate and 1 M Tris;  pH=8.5), the denaturation 

time of 1-h and electrophoresis time of 1-h were used (0.5 V/cm and 12 mA) [16]. In both 

versions of the comet assay, after electrophoresis, the slides were neutralized with 0.4 M Tris (pH 
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7.5) and the DNA fixed and stained with silver nitrate in accordance to Nadin et al. [17]. Images 

of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two replicate slides) were analyzed for each 

individual using a conventional microscope. Two parameters were evaluated according Heuser et 

al. [18]. International guidelines and recommendations for the comet assay consider that visual 

scoring of comets is a well-validated evaluation method [15, 19]. Damage index thus ranged from 

0 (completely undamaged: 100 cells × 0) to 400 (with maximum damage: 100 cells × 4). 

 

2.3 Comet assay to assess the susceptibility to exogenous DNA damage 

For the assessment of susceptibility to exogenous DNA damage, whole blood cells were 

treated with methylmethane sulfonate (MMS; 80 µM) for 1-h or 3-h at 37°C prior to slide 

preparation, and proceded up the steps of the alkaline comet assay as described above. The 

percentage of residual DNA damage after 3-h MMS treatment was calculated using the value of 

1-h MMS treatment for each subject as 100%.  

 

2.4 Buccal micronucleus cytome assay (BMCyt) 

The cell suspensions were stored at 4°C, until processing. Afterwards, the cells were 

centrifuged and the supernatant was aspirated and added if more buccal cell fixation buffer. To 

further cellular disaggregation 5% of DMSO was added to each of cell suspension. The fixed 

cells were hydrolyzed in HCl and stained according Feulgen method [13]. The scoring criteria for 

the distinct cell types and nuclear anomalies in the BMCyt assay were intended for classifying 

buccal cells into categories that distinguish between ‘normal’ cells (Basal cell) and cells that are 

considered ‘abnormal’ on the basis of cytological and nuclear features, indicative of DNA 

damage (Micronucleated-MN; Nuclear Bud- BUD), cytokinesis failure (Binucleated-BI) or cell 

death (Condensed chromatin-CC; Karyorrhectic-KR; Pyknotic-PY; Karyolytic- KL). Two 

thousand cells per sample were scored to determine the frequency of these cell types [13]. 

 

2.5 DNA extraction and genotyping 

Genomic DNA was isolated from whole blood by the salting out method [20]. Four 

polymorphic markers were investigated by genotyping using the polymerase chain reaction 

(PCR) – restriction fragment length polymorphism (RFLP) method. In the Table I were show the 

primers pairs used, annealing temperature, fragment size and restriction enzyme of the genes 

studied [21-24]. All digestion were conducted with a total volume of 15 µL for 18 h at 37 °C and 

subsequently analyzed on a 3% agarose gel with ethidium bromide staining. 

 

Table I. Amplification conditions, restriction enzymes annealing temperature and fragment 

size of the studied genes. 
Gene Primer sequence SNP 

 

 

AT 

(ºC) 

Restriction 

Enzyme 

Fragment 

sizes (bp) 

Reference 

OGG1 3’GTGGATTCTCATCGGTTCG 5’ 

5’CTGTTGCTGTCGAGAATGC 3’ 

Ser326Cys 58 Fnu4HI 672  [21] 

XRCC1 3’CAAGTACAGCCAGGTCCTAG 5’ 

5’CCTTCCCTCATCTGGAGTAC 3’ 

Arg399Gln 58 BcnI 268  [22] 

XRCC3 3’GCCTGGTGGTCATCGACTC 5’ 

5’ACAGGGCTCTGGACAGCTCACGTCAC 3’ 

Thr241Met 67 NcoI 552  [23] 

XRCC4 3’CTCAGAAGAAATTGTGTATGCT 5’ 

5’ACCACAAGCAAACTGTGTACAC 3’ 

Ile401Thr 52 BseMI 277 [24] 

SNP, single-nucleotide polymorphism; AT, annealing temperature in degrees Celsius; bp, bases pairs. 
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2.6 Statistical analysis 

The statistical analyses were performed using the Statistical Package SPSS 18.0. A 

statistically significant value was considered when p ≤0.05. Demographic data were presented as 

mean ± standard deviation. The Mann-Whitney U test was used to compare the means and the 

chi-square test to compare the proportions of categorical variables in the patients and controls. 

The distributions of genotypes for each polymorphic site were tested to match the Hardy-

Weinberg heredity equilibrium by the chi-square test. The comparison among multiple groups 

was performed using the nonparametric two-tailed Kruskal-Wallis test with the Dunn correction 

for multiple comparisons. 

   

3. Results 

 

The general characteristics of COPD patients and control group are shown in Table II. The 

COPD patients and matched controls were similar in terms of age, gender, ethnicity and BMI, but 

differed regarding pulmonary function (lower among COPD patients), smoking status, number of 

cigarettes smoked per year and smoking duration (higher among COPD patients).  

 

Table II. General and clinical characteristic in the COPD patients and control group. 
 COPD  

n=51 

Control  

n=51 

p value for  

Mann-Whitney test 

Gender (male)
 
 30 28  >0.05 

Ethnicity (white) 45 50 >0.05 

Age (years) 
a
 65.33 ± 8.91 63.61 ± 9.40  >0.05 

BMI (kg/m2)
 a
 25.75 ± 5.71 26.82 ± 3.89  >0.05 

FEV1 (% predicted)  42.90±19.03 86.14±11.72 0.000 

FEV1/FVC (% predicted) 67.92±19.58 105.24±70.28 0.000 

Smoking Status
 

   Never/ Former/ Current
 

 

5/ 34/ 12 

 

22/ 25/ 4 

 

χ
2
 0.000 

Cigarettes-year 
b
     

   Current smoking 8059 (3650-14600) 7026 (3650-10950) >0.05 

   Former smoking 10490 (1095-25550) 5621 (1095- 14600) 0.003 

Smoking Duration  

   >30 years 

 

36 

 

9 

 

χ
2 
0.000 

COPD Status 
c
 

   Mild  

   Moderate  

   Severe 

   Very Severe
   

 

8  

16  

16  

11 

 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

n, sample number;
 a
Data are presented as mean ± SD; 

b
Median (minimum-maximum); 

c 
COPD status by GOLD [11] ;  BMI, 

body mass index; χ
2
,
 
chi-square test. 

 

The damage index in the alkaline comet assay (COPD 36.71±25.41 vs Control 

26.65±27.96, p=0.005) and in the neutral comet assay (COPD 47.53±32.45 vs Control 

37.49±38.05, p=0.047) were significantly elevated in COPD patients. In the same lines, the 

percentage of residual DNA damage after 3-h MMS treatment was significantly higher in COPD 

compared to controls (COPD 145.69±74.11 vs Control 54.63±40.32, p=0.000). No statistically 

significant difference was measured between groups for BMCyt. 

No statistical difference was observed between COPD and control group for allelic 

frequency of the homozygous 399Gln XRCC1 (0.343 vs 0.314), 326Cys OGG1 (0.166 vs 0.200), 

241Met XRCC3 (0.461 vs 0.500), and 401Thr XRCC4 (0.132 vs 0.098) genotype. The 
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distribution of allelic frequencies in patients and controls was similar to that found in other 

population studies in relation to XRCC1 (Arg399Gln) [5, 25-26], XRCC3 (Thr241Met) [25], and 

XRCC4 (Ile401Thr) [27], but lower for OGG1 (Ser326Cys) [5]. Then, we evaluated the 

combination of variant genotypes according to the presence of the risk allele. The results are 

shown in the Table III. This table shows the effect of risk alleles of the repair genes in BER, HR 

and NHEJ on the level of different comet assay in COPD and control group. 

 

Table III. Comet assay effects in COPD and controls stratified by genetic polymorphisms in 

base excision repair (BER), homologous recombination (HR) and nonhomologous DNA end 

joining (NHEJ) repair genes.
 

 COPD CONTROL p* 

BER    

Subjects  n= 28 n=26  

XRCC1-Arg399Gln 

 

Heterozygous + homozygous 

risk allele (ArgGln+GlnGln) 

Heterozygous + homozygous 

risk allele (ArgGln+GlnGln) 

 

COMET ASSAY    

   DI Alkaline 37.29±27.84 21.04±24.45 0.005 

   DI Neutral 46.50±41.42 29.00±34.46 0.049 

   DI Residual 150.89±87.99 51.88±44.20  0.000 

    

Subjects n= 13 n=15  

OGG1- Ser326Cys Heterozygous + homozygous 

risk allele (SerCys+CysCys) 

Heterozygous + homozygous 

risk allele (SerCys+CysCys) 

 

COMET ASSAY    

   DI Alkaline 45.54±30.36 41.60±35.05 NS 

   DI Neutral 60.54±31.63 55.27±47.68 NS 

   DI Residual 142.38±92.56 56.00±34.98 0.001 

    

HR and NHEJ    

Subjects  n= 36 n=36  

XRCC 3-Thr241Met Heterozygous + homozygous 

risk allele (ThrMet+MetMet) 

Heterozygous + homozygous  

risk allele (ThrMet+MetMet) 

 

COMET ASSAY    

   DI Alkaline 36.56±24.67 22.50±23.49 0.009 

   DI Neutral 48.50±30.55
 

34.53±37.79 0.039 

   DI Residual 134.75±77.16 54.06±42.88 0.000 

    

Subjects  n= 11 n=07  

XRCC 4-Ile401Thr Heterozygous + homozygous 

risk allele (IIeThr+ThrThr) 

Heterozygous + homozygous  

risk allele (IIeThr+ThrThr) 

 

COMET ASSAY    

   DI Alkaline 36.64±23.80 22.36±24.10 NS 

   DI Neutral 47.36±28.15 36.43±37.30 NS 

   DI Residual 134.50±80.74 49.02±36.07 0.013 

Data are presented as mean ± SD; DI, damage index; NS, nonsignificant;* Kruskal- Wallis Test  

 

The DNA damage and residual damage were significantly higher in COPD patients 

presenting the variant genetic polymorphism in XRCC1 (Arg399Gln) and XRCC3 (Thr241Met) 

than in control group, as viewed by comet assay. The XRCC4 (Ile401Thr) and OGG1 

(ser326Cys) risk alleles seem to influence only the COPD patient’s residual damage induced by 

MMS alkylating agent. 

No significant difference was observed between groups regarding the frequency of 

micronuclei and nuclear anomalies by BMCyt assay. So, in order to understand the influence of 
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these genetic polymorphisms in the modulation of DNA damage and progression of COPD, we 

established a correlation between comet assay and BMCyt assay and pulmonary function in those 

carrying the risk allele (Table IV). 

 

Table IV. Correlations between polymorphisms in DNA repair genes, comet assay and 

BMCyt assay in COPD patients. 
Parameters XRCC1 

Risk allele 

(ArgGln+GlnGln) 

OGG1 

Risk allele  

(SerCys+CysCys) 

XRCC3 

Risk allele 

(ThrMet+MetMet) 

 

 

Spearman’s 

rho 

p value Spearman’s 

rho 

p value Spearman’s 

rho 

p value 

% Residual damage- basal 

DI in alkaline comet assay 

-0.497 0.007 - - - - 

% Residual damage- basal 

DI in neutral comet assay 

-0.495 0.007 - - -   - 

% Residual damage- BI - - - - 0.350 0.036 

% Residual damage- KR - - - - 0.444 0.007 

FEV1- basal DI in alkaline 

comet assay  

- - - - 0.336 0.045 

FEV1- CC -0.404 0.029 - - - - 

FEV1- KR -0.398 0.044 - - - - 

FEV1/ FVC- KR -0.441 0.024 - - -0.408 0.013 

FEV1/ FVC- BUD - - - - -0.357 0.032 

FEV1/ FVC- BI - - - - -0.328 0.051 

FVC- CC -0.428 0.029 -0.645 0.024 -0.343 0.041 

FVC- basal DI in alkaline 

comet assay 

- - - - 0.423 0.010 

PY- basal DI in neutral 

comet assay 

- - -0.643 0.024 - - 

PY- basal DI in alkaline 

comet assay 

- - -0.616 0.033 - - 

Basal cell- CC 0.442 0.032 - - - - 

Basal cell- MN - - - - 0.381 0.022 

Basal cell- BUD - - - - 0.467 0.004 

Basal cell- KL - - -0.666 0.018 -0.359 0.032 

FEV1, forced expiratory volume in one second; FVC, forced vital capacity; DI, damage index; % Residual damage - 

calculated for DI after 3h MMS treatment for each subject taking the value of DI after 1h MMS treatment as 100%; BI, 

Binucleated cells; KR, Karyorrhectic cells; CC, Condensed chromatin cells;  BUD, Nuclear Buds cells; PY, Pyknotic cells; 

MN, Micronuclei; KL, Karyolytic cells. Statistical analysis was performed by Spearman Correlation  test. 

 

The alkaline basal damage index in COPD patients correlated positively with CVF and 

VEF1. In contrast, negative correlation was found between the basal DNA damage and % residual 

damage for deficient in XRCC1 (Arg399Gln) repair. Disease indicators FEV1 and FVC correlated 

negatively with the nuclear anomalies (BUD nuclear, Binucleated, Condensed chromatin and 

Karyorrhectic cells) for both deficiencies in XRCC1 (Arg399Gln) and XRCC3(Thr241Met) 

repair.  

 

3. Discussion 

 

Our results, detected increased basal DNA damage in COPD patients with genetic 

polymorphisms XRCC1 (Arg399Gln) and XRCC3 (Thr241Met) (Table III). This data are in 

accordance with previous studies [4-5, 9]. The presence of the variant 399Gln in XRCC1 has been 

shown to be associated with higher levels of DNA adducts and higher sister chromatid exchange 



P á g i n a  | 78 

 

frequencies [5] as well as measurable reduced DNA repair capacity and increased risk of several 

types of cancers [4]. An association between the irradiation-specific DNA repair rate and the 

polymorphism in XRCC1 (Arg399Gln) has been reported in European population [28]. Genetic 

polymorphism XRCC3, which participates in DNA double-strand break repair by homologous 

recombination pathway, presents a Thr241Met substitution in exon 7, which was found to be 

associated with an increase in chromosome deletions using an in vitro cytogenetic challenge 

assay [4]. DNA strand breaks measured by the comet assay are non-specific indicators of 

transient DNA damage, reflecting equilibrium between damage formation and removal at the 

particular sampling time [9]. Thus, genetic differences in DNA repair genes, which modify the 

DNA repair capacity, may directly influence the level of DNA damage [9]. In contrast to our 

results, Vodicka [29] found no association between comet assay damage index and the XRCC1 

(Arg399Gln) and XRCC3 (Thr241Met) polymorphisms probably due XRCC1 (Arg399Gln) 

contribute partially to DNA repair capacity and the polymorphisms of other genes could play a 

role in detecting COPD risk (e.g. XRCC4 genetic polymorphisms which repairs DNA double-

strand breaks by non-homologous end joining [NHEJ] and the completion of recombination 

events) [10]. Also, XRCC1 (Arg399Gln) and OGG1 (Ser326Cys) are suggested to exert 

combined effect on the development of COPD (i.e.  among current/light smokers), and XRCC1 

coordinates and stimulates the OGG1 activity [5]. Results concerning different repair rates 

between nonsmokers and smokers are inconsistent and the influence of polymorphisms in repair 

gene has not been established yet [30-31]. 

DNA effects in the comet assay do not only measure DNA damage but also indicate the 

DNA repair capacity of the subjects studied. In our study an influence of XRCC1 (Arg399Gln), 

OGG1 (Ser326Cys), XRCC3 (Thr241Met), and XRCC4 (Ile401Thr) genetic polymorphisms on 

DNA repair was found in COPD patients compared to controls, as shown by residual damage 

(Table III). These results are in agreement with Hanssen-Bauer [32], which reported that 

polymorphic variants showed significant and reproducible differences in the pattern of % tail 

DNA compared to the XRCC1 Arg/Arg after MMS treatment; initially lower tail. The differences 

in the repair profiles of the XRCC1 variants after MMS treatment could be explained by reduced 

recruitment of these XRCC1 and interacting proteins to sites of DNA damage, reduced ability to 

make complexes or interact with DNA glycosylases, and/or reduced efficiency of excision of 

damaged bases or resolution of strand break intermediates [32]. XRCC1 and XRCC4 proteins are 

physically bound in mammalian cells with DNA Ligase III and DNA Ligase IV, respectively 

[33]; XRCC2 and XRCC3 genes, members of an emerging family of Rad51- related proteins, 

have been shown to play an essential role in maintaining chromosome stability in mammalian 

cells [33]. The XRCC3 gene is a family member of Rad51-related genes involved in HR and has 

been associated with a higher incidence of DNA damage [34].  

The correlations found in our study showed that the disease progress characterized by 

higher frequency of cell abnormalities indicatives of cytokinesis defect and/or DNA repair and 

apoptotic cell death (i.e. Bi, BUD, CC, KR cells) (Table IV). This is the first study to investigate 

the differences in cellular and nuclear morphology aiming identify potential biomarkers 

associated with DNA damage, chromosomal instability, cell death, and regenerative potential in 

COPD patients. Previous studies showed the persistent inflammation in COPD patients leads to 

higher acetylation of histone resulting in increased transcription of proinflammatory genes, 

steroid resistance, DNA damage, genomic instability and premature aging [35-36]. Possibly, 

chromosomal aberrations that directly reflect inappropriate repair of (induced) DNA damage are 

better suited than comet assay effects for the determination of repair capacities in our study. The 

higher frequency of condensed chromatin, karyorrhectic, pyknotic and karyolitic cells are 

indicative of cell death [13]. The apoptosis acts as a surveillance mechanism, eliminating the 
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buccal cells with genetic damage [13]. Similar results were found in studies with subjects 

exposed to pesticides indicating chromosomal rearrangement [27]. Other study has demonstrated 

a relationship between genetic susceptibility and biomarkers in occupationally exposed 

populations [37]. Oxidative stress also damages the DNA repair pathways, such as double-strand 

break, base excision repair, and nucleotide excision repair, which further cause DNA damage. 

The cellular senescence and inflammation will form a positive feedback to compromise normal 

cellular homeostasis [36]. 

With our results, it is possible to assume an increase in the cancer risk analyzing the 

correlations that we found between pulmonary function and BMCyt because elevated binucleated 

cell ratio may be an indicative of higher aneuploidy rate which, in turn, is associated with an 

increased risk of cancer. The mechanism triggering nuclear bud formation is unknown but may 

be related to the elimination of amplified DNA or DNA repair complexes [13, 38-39]. So, in this 

time, the BMCyt could be used as a biomarker of monitoring in COPD patients. 

However, there are some factors that should be taken into consideration, as the limited 

database. The sample size may not have been large enough to detect certain differences and there 

are other genetic polymorphisms that could also influence the repair capacity and consequently 

the risk for COPD and other repair pathways could also influence repair efficiency. Finally, this 

investigation suggests that basal DNA damage increases, analyzed by Comet and BMCyt assays, 

in COPD patients with variant genotypes in XRCC1 (Arg399Gln) and XRCC3 (Thr241Met). In 

addition, the induced DNA damage by MMS increases in COPD patients with variant genotypes 

in XRCC1 (Arg399Gln), OGG1 (Ser326Cys), XRCC3 (Thr241Met) and XRCC4 (Ile401Thr) 

showing impairment of DNA repair in modulating the damage. Some variant genotypes seem to 

be related to an increase in Bi, BUD, CC, KR cells, suggesting their possible influence on the 

background levels of this cytogenetic biomarker and progression of COPD. 
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Na condição de síndrome, a DPOC tem uma etiologia complexa com inúmeros fatores de 

riscos genéticos e ambientais tais como o tabagismo, as doenças respiratórias recorrentes na 

infância, a exposição à biomassa, a etnia e o gênero. Ainda assim, nenhum desses fatores 

demográficos pareceu relevante quando analisados em nosso contexto (Tabela I, CAPÍTULO I), 

com exceção do status e carga tabágica que foi significativamente maior nos portadores de 

DPOC. 

Encontrar o tabagismo como pivô central na patogênese da DPOC não é surpresa. O fumo 

ainda é o fator de risco mais importante em todo o mundo para o desenvolvimento da DPOC 

(MANNINO & BUIST, 2007; FISCHER et al., 2011), especialmente em países onde a população 

não se utiliza de queima de biomassa em seu dia-a-dia. A fumaça do cigarro contém 

aproximadamente 4.700 compostos altamente reativos, perfazendo em torno de 10
15-17

 moléculas 

oxidantes (RAHMAN, 2011).  

Nesse sentido, a fumaça do cigarro tem efeitos contrastantes sobre o epitélio pulmonar, 

atuando como agente pró-inflamatório e danoso, além de ser imunossupressora. Ao mesmo 

tempo, os componentes particulados do condensado estimulam a fagocitose (pelos macrófagos e 

das células ciliadas), que por sua vez liberam quimiocinas capazes de recrutar outras células com 

linfócitos e neutrófilos (constituindo o componente pró-inflamatório). Entretanto, deve-se 

reassaltar que esse efeito aparentemente benéfico nada mais é do que uma resposta imunitária 

para a defesa do tecido pulmonar contra uma potencial lesão e não deve ser interpretada como um 

benefício do ato de fumar. Em indivíduos saudáveis, se o agente agressor (nesse caso os 

componentes da fumaça do cigarro) não estivesse presente, esse recrutamento de células 

inflamatórias não ocorreria. Os componentes da fumaça do cigarro também podem inibir a 

proliferação celular, bem como modificar quimicamente componentes da cascata de sinalização, 

afetando sobrevivência, resposta e diferenciação celular, e diminuindo a eficiência de diversos 

efetores constituindo o componente imunossupressor (STAMPFLI & ANDESON, 2009). 

No quesito caracterização populacional, uma diferença fundamental destacou-se nos 

hábitos tabágicos e sua ligação com o desenvolvimento da DPOC em nosso estudo: a duração do 

tabagismo superior a 30 anos comparada ao perfil dos controles (Tabela I, CAPÍTULO I). 

Resultados semelhantes foram observados no estudo realizado em São Paulo, como parte do 

projeto Platino onde, ao invés de indicar o hábito de fumar em si como fator de risco, o tempo de 

tabagismo e a quantidade de cigarros fumados pareceram ser mais relevantes à probabilidade do 

desenvolvimento da doença (SOUSA et al., 2011).  
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Embora o tabagismo desencadeie uma resposta inflamatória nos pulmões dos fumantes, 

esta resposta não é interrompida mesmo diante da cessação do ato tabágico naqueles que 

desenvolvem a DPOC. Isso sugere que em fumantes onde a DPOC se desenvolvem exista uma 

regulação anormal da resposta inflamatória nos pulmões (MACNEE & TUDER, 2009). 

Independente disso, a cessação do tabagismo, ainda que seja intermitente, é muito importante 

para reduzir o declínio da função pulmonar e diminui o risco de exacerbações antes que o dano 

irreversível já instalado se agrave (EKLUND et al., 2012). 

Quanto à idade, ainda existem controvérsias se o envelhecimento é um fator de risco 

independente para o desenvolvimento da DPOC. A idade média dos portadores de DPOC do 

nosso estudo (65.33 ± 8.91 anos, Tabela I, CAPÍTULOI) vem ao encontro da literatura onde se 

observa uma maior prevalência da doença nos sujeitos com idade entre 60 e 70 anos. Ainda não 

está claro se esse aumento da prevalência é devido ao declínio natural da capacidade pulmonar, 

ou se reflete simplesmente um período maior de exposição a outros fatores de risco (GOLD, 

2011). O que se sabe é que qualquer indivíduo acima de 40 anos apresenta risco de desenvolver a 

DPOC, sendo que os sujeitos com idade avançada têm maior risco de complicações e aumento da 

morbidade por essa doença. Além disso, a DPOC em pessoas idosas está associada com o estado 

de saúde deficiente, que não pode ser previsto pelo teste de função pulmonar (CAZZOLAA et al., 

2008).  

O gênero como fator de risco é outro alvo de discussão. Enquanto muitos estudos ainda 

relatam uma probabilidade superior de desenvolver DPOC associada com o gênero masculino, 

especialmente na Europa (AFONSO et al., 2011), o que tem se visto nos países emergentes e nos 

Estados Unidos é que o gênero feminino tem suplantado o masculino como fator de risco (SIN et 

al., 2007). Esse fato não pode ser explicado unicamente pelo aumento do tabagismo entre as 

mulheres fumantes tendo em vista que em termos populacionais, a contribuição do tabagismo 

para o desenvolvimento da DPOC foi estimado em 70% a 80% para homens e 70% para 

mulheres (TORRES & GODOY, 2004). Embora a DPOC seja subdiagnosticada, observa-se que 

o diagnóstico da doença é ainda mais frequente em homens do que em mulheres (STEPHENS & 

YEW, 2008; SOUSA et al., 2011). Contudo, embora a tendência de risco aumentado associado 

com o gênero masculino ainda seja a regra no Brasil, o presente estudo não mostrou diferenças 

entre a distribuição de ambos os gêneros entre as classes (casos e controles, CAPÍTULO I). 

O mesmo ocorre com a etnia na amostra avaliada, que parece não influenciar o desfecho 

DPOC deste estudo. Considerada por muito tempo uma doença de homens caucasianos velhos, 
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nos EUA a mortalidade da DPOC está subindo muito rapidamente entre as mulheres e entre os 

Africano-Americanos (CAZZOLAA et al., 2008). Os caucasianos têm apresentado menor perda 

de função pulmonar, por maço fumado/ ano, sugerindo que mulheres de origem Africano-

Americano são realmente mais suscetíveis aos efeitos nocivos do fumo em comparação para 

outros grupos de homens e mulheres. (CAZZOLAA et al., 2008). Embora uma das maiores 

investigações sobre prevalência da DPOC na América Latina, associe afro-descendência à 

DPOC, outros alegam que essa associação é simplesmente um reflexo da segregação 

socioeconômica à qual essa etnia minoritária é submetida em muitos países (especialmente 

aqueles com histórico colonial) a um maior consumo de tabaco (SCHMIDT et al., 2011; SOUSA 

et al., 2011). Ainda assim, é importante ressaltar que os afro-descententes são sub-representados 

nesta amostragem. 

Os portadores de DPOC deste estudo apresentaram um índice de massa corporal (IMC) 

entre eutrófico e sobrepeso (Tabela I, CAPÍTULO I), uma vez que o estado nutricional é 

considerado adequado se o valor calculado do IMC situar-se entre dois pontos de corte: 18,5 e 25 

kg/m
2
 (II Consenso Brasileiro sobre Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica - DPOC, 2004). A 

associação entre o IMC e a mortalidade em pacientes que sofrem de DPOC tem sido um assunto 

de interesse por décadas. Recentemente mostrou-se que os pacientes com excesso de peso ou 

obesidade apresentaram um efeito protetor contra a mortalidade por DPOC, sendo que a 

justificativa para esta relação é pouco esclarecida até o momento. O que se tem evidência na 

literatura é a relação de risco entre o baixo IMC com a baixa sobrevida nos portadores de DPOC, 

decorrente de várias razões, tais como fraqueza muscular diafragmática, diminuição da função 

pulmonar e inflamação sistêmica (CAO et al., 2012). 

A distribuição dos parâmetros de função pulmonar é bastante típica, retratando o efeito 

devastador da DPOC sobre a capacidade respiratória dos pacientes estudados. Fica claro que os 

pacientes apresentam em média valores de VEF1 bem inferioresquando comparado aos controles, 

classificando 84% dos pacientes entre os estadiamentos moderado e muito severo. Isso significa 

que os portadores de DPOC estudados são doentes sintomáticos e clinicamente limitados pela 

doença. Esse fenômeno se deve à dificuldade de fazer o diagnóstico na fase inicial da doença que 

frequentemente é assintomática, causando uma sub-representação das fases iniciais da DPOC 

dentre os pacientes estudados (GOLD. 2011). A DPOC é uma doença subdiagnosticada, porém 

obter o seu diagnóstico é importante, uma vez que foi demonstrado que a cessação do tabagismo 

é mais comum entre os pacientes com diagnóstico (EKLUND et al., 2012). 
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Pode-se ver também no CAPÍTULO I que a presença de comorbidades foi bastante 

semelhante em ambos os grupos nesta investigação, ainda que os pacientes com DPOC sejam 

mais propensos a elas. É preciso ressaltar que a DPOC não é apenas uma doença dos pulmões, ela 

apresenta manifestações sistêmicas relevantes e tratar as comorbidades também é muito 

importante (GOLD, 2011; DECRAMER et al., 2012). As manifestações sistêmicas da DPOC 

incluem alterações osteomusculares, psicológicas e nutricionais, além daquelas sociais. Outras 

comorbidades da DPOC incluem complicações cardiovasculares, hipertensão pulmonar, apnéia 

obstrutiva do sono e câncer de pulmão (TACK, 2009; GOLD, 2011). Sabemos que a DPOC e 

doença cardiovascular (DCV) muitas vezes podem coexistir, bem como a DCV (dentre elas a 

hipertensão arterial sistêmica-HAS) pode estar presente em até 69% dos pacientes com DPOC, 

aumentando a sua mortalidade (TACK, 2009; FORD et al., 2012). 

Conforme esperávamos, apresença de comorbidades somada à severidade da obstrução das 

vias aéreasdos portadores de DPOC deste estudo foi determinante para o uso corrente de 

medicação. O baixo índice de VEF1 é um guia usual para determinados tratamentos, 

convencional ou não, cuja terapêutica é determinada predominantemente pelos sintomas e 

alterações clínicas (GOLD, 2011). A terapia farmacológica apropriada pode reduzir os sintomas 

da DPOC, diminuir a frequência e severidade das exacerbações, incrementar o status de saúde e 

tolerância aos exercícios físicos. Até o momento, não existem medicações que consigam, 

efetivamente, modificar o tempo de declínio da função pulmonar. Cada regime de tratamento 

farmacológico precisa ser aplicado de forma específica e individualizado ao paciente, guiado 

pela severidade dos sintomas, risco de exacerbações, disponibilidade da droga e principalmente 

resposta do paciente (GOLD, 2011). 

A terapia combinada, broncodilatadores (94% dos sujeitos) e costicosteróides (69% dos 

sujeitos), foia eleita para os pacientes deste estudo. Broncodilatadores e corticosteroides, 

principalmente os inalados, são tratamento padrão amplamente utilizado no manejo dos pacientes 

com DPOC (SADOWSKA et al., 2007). A influência dos esteroides sobre processos 

inflamatórios tem sido estabelecida, entretanto a sua eficácia na DPOC permanece controversa 

(TONELLO & POLI, 2011). Os possíveis mecanismos de modulação da inflamação pelos 

corticosteroides não foram completamente elucidados. Algumas hipóteses são defendidas tais 

como: efeito inibidor direto sobre a produção de ERO; diminuição dos produtos de peroxidação 

lipídica e consequente diminuição da carga oxidante; aumento da atividade da glutationa 

peroxidase, superóxido dismutase e da catalase. A questão está em saber a dose correta para 
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desempenhar um papel na modulação da resposta ao estresse oxidativo decorrente da inflamação 

excessiva e crônica do DPOC (SADOWSKA et al., 2007; TONELLO & POLI, 2011). 

ERO podem danificar todos os tipos de biomoléculas e o dano oxidativo a proteínas, 

lipídios e DNA pode ser concomitante. O alvo primário do estresse oxidativo depende do tipo 

celular, natureza do estresse (radicalar ou não), o local de sua geração (intra ou extracelular), a 

proximidade com a fonte geradora e a severidade do estresse (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

2007). A geração de ERO próxima de membranas ricas em ácidos graxos poli-insaturados 

(PUFAs) inicia a peroxidação lipídica (FRITZ & PETERSEN, 2011). Essas ERO tem uma meia 

vida mais longa e podem difundir-se para outras áreas mais distantes causando danos em outros 

lipídios, DNA e proteínas. 

Os processos de inflamação exacerbada, agravado pelo do tabagismo, levam à formação de 

um ambiente propício para a peroxidação lipídica e carbonilação proteica. Diversos trabalhos 

identificaram um aumento de peroxidaçãoe carbonilação proteica em pacientes com DPOC e 

fumantes, nível ainda mais elevado nas exacerbações (NADEEM et al., 2005; HANTA et al., 

2006; VIBHUTI et al., 2007; GUMRAL et al., 2009; VIBHUTI et al., 2010), enquanto outros 

não foram tão conclusivos (CIENCEWICKI et al., 2008; MESIA-VELA et al., 2008; SKYBA et 

al., 2009; TORRES-RAMOS et al., 2009).A princípio, os resultados desta tese foram mais 

condizentes com os trabalhos não conclusivos. Os níveis de peroxidação lipídicaencontrados 

neste trabalho foram bem semelhantes entre DPOC e controles, mesmo quando estratificados por 

idade, estadiamento da doença, hábitos tabágicos e sexo (dados não apresentados no CAPÌTULO 

I). 

A literatura reporta que indivíduos com idade entre 45 e 59 anos apresentam uma 

concentração média de TBARS de 4,72 nmol/Ml (JUNQUEIRA et al., 2004; ANDREAZZA et 

al., 2005). Entretanto, portadores de DPOC, devido às alterações decorrentes do processo 

inflamatório e do estresse oxidativo, apresentam exposição crônica dessas proteínas às ERO 

(MERCKEN et al., 2005; TORRES-RAMOS et al., 2009). A ativação de células imunitárias por 

citocinas pró-inflamatórias levam à superprodução de ERO, o que conduz a um aumento nos 

níveis de peroxidação lipídica e provoca a perda de fluidez da membrana biológica 

(TANRIKULU et al., 2011). Trata-se de danos à circulação de proteínas concomitante com o 

estresse oxidativo intracelular (TORRES-RAMOS et al., 2009). 

Quando os resultados desta pesquisa foram estratificados levando em consideração a 

prática de exercício físico (Figura 2, CAPÍTULO II), foi possível observar uma diminuição dos 
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níveis de TBARS no grupo DPOC que praticava exercício, comparado aos portadores de DPOC 

sedentários e controles. Curiosamente, a literatura indica que o exercício normalmente causa um 

aumento destes marcadores, principalmente o exercício físico intenso e prolongado (POWERS & 

JACKSON, 2008; FOGARTY et al., 2011). De fato, embora esse seja um fato bem conhecido, 

não se aplica para todo o tipo de exercício. O exercício físico regular proporciona ao indivíduo 

uma melhora no equilíbrio redox, pois estimula a transcrição de enzimas de defesa antioxidante 

primária (como CAT e SOD) e enzimas de reparação, criando assim um saldo positivo para o 

paciente (MERCKEN et al., 2005; SIU et al., 2011).  

Outra questão importante fundamenta-se nas alterações oriundas do exercício físico regular 

que podem servir como um estímulo estressor e dessa forma provocar respostas adaptativas com 

consequente diminuição do estresse oxidativo (RADAK et al., 2008). O processo de adaptação 

envolve a ativação do sistema antioxidante, incremento da atividade enzimática do sistema de 

reparo oxidativo, resistência aumentada para o estresse oxidativo e baixos níveis de dano no 

DNA. Isso cria um sistema que se assemelha a Hormese: fenômeno caracterizado por uma 

“baixa dose de estímulo” e uma “alta dose de resposta”. Ressalta-se ainda que essas alterações 

acontecem de forma sistêmica e respondem muito diferentemente a suplementação de oxigênio 

durante o exercício físico (RADAKet al., 2008). 

Outra observação importante, e que poderiam contribuir para a diminuição dos marcadores 

de peroxidação lipídica, é que este subgrupo que pratica exercício físico frequenta um programa 

reabilitação pulmonar regularmentee, dessa forma, recebe acompanhamento médico, nutricional 

e fisioterapêutico mais cuidadoso, tendo a oportunidade de controlar melhor a sua doença e as 

comorbidades associadas. 

Nossos resultados oriundos do ensaio cometa versão alcalina e neutra (Tabela II, 

CAPÍTULO I) revelam que os portadores de DPOC apresentam elevado dano basal no DNA, 

comparados aos controles, bem como a ocorrência de maior dano do tipo quebra em fita dupla no 

DNA. Especulando-se sobre a etiologia destes danos, dois fatores precisam ser levados em 

consideração, ou seja, os hábitos tabágicos destes pacientes e as próprias manifestações da 

DPOC. Estudos sobre o dano no DNA induzido pelo tabagismo apresentam resultados 

contraditórios e revelam que não existe diferença entre fumantes e não fumantes (MARINI, 2004; 

CASELLA et al., 2006). Outros estudos reportam resultados negativos, tais como fumantes 

apresentam baixo dano no DNA quando comparados aos não fumantes (BARALE et al., 1998; 

SPEITet al., 2003). 
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Indivíduos que fumam poucos cigarros/dia, e tem uma exposição contumaz parasubstâncias 

mutagênicas/carcinogênicas do cigarro, podem ter uma resposta adaptativa de resistência ao dano 

induzido no DNA (BONASSIet al., 2003). Então, o mais importante poderia  ser a exposição 

cumulativa ao tabagismo e não quantidade de cigarros fumados (CASELLA et al.,2006). Nesse 

sentido, nós estratificamos os nossos resultados do ensaio cometa, paraportadores de DPOC e 

controles,em fumantes pesados (≥ 30 cigarros/dia), fumantes leves (< 30 cigarros/dia) e não 

fumantes. Nenhuma diferença foi vista no índice de dano, estratificado para fumantes pesados, 

nos pacientes DPOC e nos sujeitos controles, desta tese. Em contrapartida, os portadores de 

DPOC do subgrupo fumantes leves e não fumantes apresentaram maior dano no DNA quando 

comparados aos subgrupos da mesma categoria dos sujeitos controles (CAPÍTULO I).  

De qualquer forma, o hábito de fumar pode alterar a frequência de danos e mutações no 

DNA, para além dos danos ocorridos, como consequência do metabolismo basal (KIM et al. 

2004; HOEIJMAKERS, 2009). Vale ressaltar ainda que a faixa etária dos sujeitos deste estudo 

enquadra-se como adulta avançada e o envelhecimento, por si só, é capaz deaumentar o dano no 

DNA, seja pelo acúmulo de dano não reparado ou pela falha dos sistemas de reparação do 

organismo (HOEIJMAKERS, 2009). 

Estudos prévios que utilizaram o ensaio cometa para detecção de dano no DNA em 

portadores de DPOC revelaram diferentes valores de índice de dano (CEYLANet al., 2006; 

MALUF et al., 2007). No estudo de Ceylan et al. (2006),o dano no DNA foi significativamente 

maior em portadores de DPOC de origem tabágica (ID= 120,50±59,48) comparados a DPOC por 

inalação de biomassa (ID= 97,71±45,88) e controles (ID= 60,55±37,34). Maluf et al. (2007) 

também detectaram um maior índice de dano no DNA dos portadores de DPOC (ID= 

26,84±19,61) da região metropolitana de Porto Alegre, comparado aos controles (ID= 

7,25±7,57). Na presente tese, os valores médios do índice de dano no DNA, versão alcalina e 

neutra (Tabela II, CAPÍTULO I), variaram bastante quando comparado aos estudos acima 

citados. Neste aspecto, os estudos foram semelhantes, ou seja, é possível observar altos valores 

de desvio padrão para os resultados dos ensaios cometa, o que pode ser atribuído à alta variação 

interindividual dos sujeitos, característicos dos estudos de biomonitoramento em humanos.  

Nossos resultados também revelam que na DPOC o dano do tipo quebra em fita dupla do 

DNA é mais frequente (Tabela II, CAPÍTULO I). A base do dano oxidativo e quebras do tipo 

simples no DNA são os mais frequentes tipos de danos causados por ERO, podendo ocasionar 

morte celular e instabilidade genômica. O acúmulo de dano oxidativo e quebras em fita simples 
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podem ser a maior causa para a produção de quebras do tipo em fita dupla do DNA (LAN et al., 

2004). Recentemente, Aoshiba et al. (2012) constatarama ocorrência de dano no DNA em 

portadores de DPOC em decorrência da presença de quebras duplas e 8-OHdG nesses indivíduos.  

Dois achados importantes desta pesquisa são referentes aos fatores que podem modular o 

índice de dano no DNA na DPOC: o uso de corticosteroides (Figura 4, CAPÍTULO I) e a prática 

de exercício físico regular (Tabela II, CAPÍTULO II). A média do índice de dano no DNA, 

avaliado pelo ensaio cometa alcalino, dos pacientes com DPOC e tratados com corticosteroides 

foi sensivelmente mais baixa do quea identificadanos pacientes que não fazia uso desse fármaco. 

O tratamento com esteroides inalatórios ou intravenoso diminuem a função e/ou até levam a 

supressão de uma variedade de células inflamatórias, incluindo aquelas capazes de gerar ERO. 

Neste sentido, o uso corrente destas medicações leva a uma diminuição na liberação de ERO 

como já foi observado em exalado respiratório de portadores de DPOC (STOLAREK et al., 

2010).  

No que se refere à prática de exercício físico e seu efeito sobre o nível de dano no DNA, 

nosportadores de DPOC que praticavam exercício físico foi detectado elevado índice de dano 

DNA, conforme mensurado nesta investigação pelo ensaio cometa, versões alcalina, neutra, 

modificada com enzimas específicas de reconhecimento de dano oxidativo FGP e ENDOIII 

(Tabela II, CAPÍTULO II), quando comparados aos DPOC sedentários e controles. Este tópico já 

foi discutido anteriormente quando nos reportamos à resposta adaptativa das células frente às 

demandas e alterações oriundas do exercício físico regular como o que é realizado pelos sujeitos 

em questão (MERCKEN et al., 2005; POWERS & JACKSON, 2008; RADAK et al., 2008; 

FOGARTY et al., 2011;SIU et al., 2011). 

O exercício físico regular poderia servir como estímulo estressor capaz de reduzir o estresse 

oxidativo dos DPOC, entretanto, adaptações anormais têm sido reportadas nestes pacientes em 

decorrência do status de treinamento a que são submetidos os sujeitosversus a demanda 

ventilatória (NIESS et al., 1996; MERCKEN et al., 2005, RADAKet al., 2008; MERGENER et 

al., RODRIGUEZ et al., 2012).Para o DPOC, o aumento da demanda ventilatóriadurante a 

prática de exercício físico é limitado pela obstrução das vias aéreas, com consequente piora da 

hiperinsuflação pulmonar e hipoxemia. A hipóxia alveolar por sua vez induz a um incremento na 

produção de superóxido, aumento na produção de H2O2 e desencadeia a vasoconstrição pulmonar 

hipóxica (STOLAREK et al., 2010). Diante de tal situação, é bastante frequente a suplementação 

do oxigênio durante o exercício físico em pacientes que dessaturam abaixo de 90% (GOLD, 
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2011). O uso corrente de oxigênio suplementar, como forma terapêutica, não é livre de risco e 

quando administrado em dose suprafisiológica pode gerar mais estresse oxidativo, agravando a 

inflamação das vias aéreas, podendo contribuir para dano tecidual e no DNA bem como a 

progressão da doença (WU et al., 2002; KENT et al., 2011). Esses fatores associados podem ser 

o agente causal do elevado índice de dano no DNA no subgrupo de portadores de DPOC que 

praticam exercício físico observados nesta pesquisa. 

Os resultados deste estudono que se refere ao dano induzido por agente alquilante MMS e a 

cinética de reparação do DNA apóstratamento em 1 e 3 horas, interpretados como % de dano 

residual, revelaram maior susceptibilidade ao dano no DNA e provável deficiente e/ou inibição 

da reparação nos portadores de DPOC comparados aos controles (Figuras 1 e 2, CAPÍTULO I). 

Resultado semelhante foi observado em um estudo com pacientes portadores de câncer de mama. 

Nesse estudo, os pacientes apresentaram um dano continuado no DNA após 3 horas de indução 

de dano com indução com H2O2 e MMS, enquanto os sujeitos controles revelaram diminuição do 

dano (AGNOLETTO et al., 2007).Nesse contexto, entendeu-se que a susceptibilidade ao dano 

e/ou a capacidade de reparação dos pacientes com câncer de mama estava alterada. A resposta 

das células a danos no DNA e sua capacidade de reparação do DNA para manutenção da 

estabilidade genômica são a chave molecular para eventos de iniciação e progressão do câncer de 

pulmão e outras doenças pulmonares (TAKABATAKE et al., 2009). 

A capacidade do ensaio cometa para identificar fenótipos associados com disfunção da 

reparação de lesões induzidas no DNA por agente mutagênico, bem como para identificar 

pessoas e pacientes em risco de desenvolvimento de câncer está estabelecida (AGNOLETO et al., 

2007;COLLINS & AZQUETA, 2012; HASPLOVÁet al., 2012).Em condições de inibição de 

reparação, células com DNA danificado pode sobreviver ao dano persistente ou ser eliminadas 

pela via da apoptose(TORRES-RAMOS et al., 2009). O aumento da apoptose já foi identificado 

previamente como patogênese da DPOC, bem como já foi reportada a persistência da apoptose 

após a cessação do tabagismo nos doentes (DEMEDTS et al., 2006; RENNARD et al,. 2006; 

ADCOCKet al., 2011). A partir dessas informações, essa resposta (apoptose) poderia ser 

interpretada como um fator etiológico causado por um mecanismo de defesa exacerbado, uma 

vez que a apoptose não pode ser considerada patológica, mas fisiológica. Porém, até que ponto e 

estágio da doença o organismo responde as agressões da DPOC através da apoptose? Sabe-se, 

que necrose é o verdadeiro evento de morte celular patológica, podendo ser investigada e 

diferenciada da apoptose facilmente a partir de análises histológicas, por exemplo. 
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No CAPÍTULO II (Tabela II e Figura 1) desta tese nós observamos um efeito positivo do 

exercício físico regular sobre o dano residual nos portadores de DPOC, indicando melhor 

eficiência da reparação do DNA neste subgrupo. Contraditoriamente, portadores de DPOC 

sedentários apresentaram maior dano residual, maior número de anomalias celularesidentificadas 

pelo BMCyt, tais como, broto nuclear (defeito citocinético) e cromatina condensada (morte 

celular precoce por apoptose). Esses achados ratificam que portadores de DPOC sedentários 

apresentam deficiência na reparaçãodas células danificadas que por sua vez estão sendo 

eliminadas pela via da apoptose como mecanismo de defesa secundário. 

A decisão das células de encaminhamento para apoptose, frente a um dano não reparado, 

ainda não é bem elucidada. Entretanto, acredita-se que a reparação ineficiente do DNA seja o 

responsável pelo encaminhamento das células danificadas para morte por apoptose (BASSI, 

2008). O incremento daapoptose celular em portadores de DPOC ocasiona um rápido declínio da 

função pulmonar, principalmente em pacientes mais velhos e com DPOC em estágio avançado 

(DEMEDTS et al., 2006). Embora os mecanismos de reparação celular sejam extremamente 

eficientes, a sensibilidade da estrutura cromossômica permite a atuação de agentes mutagênicos o 

que pode provocar alterações irreversíveis e levar à formação de uma neoplasia (CARRARD et 

al., 2007; RAMIREZ & SALDANHA, 2002). 

Neste trabalho, nenhuma diferença foi encontrada entre as frequências de micronúcleos 

para pacientes e controles, nem mesmos no subgrupo de pacientes que praticam exercícios 

regulares. Uma hipótese provável para a ausência de diferenças na frequência de micronúcleos 

entre os dois grupos é que as células que foram muito danificadas sofrem apoptose, sendo 

eliminadas das contagens. 

Ainda que o micronúcleo de esfoliado bucal seja um método em crescente aceitação devido 

ao sua facilidade de execução e por não ser um procedimento invasivo, é escasso o número de 

estudos que empregam essa técnica. Ainda é difícil encontrar um panorama epidemiológico 

completo sobre os fatores de risco que podem influenciar a clastogênese que culmina na 

formação de micronúcleos. Aplicada em um tecido altamente proliferativo como o epitélio bucal, 

torna-se mais eficiente no biomonitoramento em diversos casos, visto que é o sítio mais precoce 

de eventos genotóxicos induzidos por elementos carcinogênicos inalados ou ingeridos 

(HOLLAND et al., 2008). Isso torna sua aplicação neste estudo ainda mais relevante, levando-se 

em conta a estreita ligação da DPOC com o tabagismo. 

Existe uma grande variação interindividual (de até 17 vezes) na ocorrência de micronúcleos 
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e isso pode ser reflexo de fatores genéticos ou da ação de agentes genotóxicos não identificados 

(CARRARD et al., 2007). Estudos entre populações humanas expostas a carcinógenos 

ambientais relataram associações positivas entre o nível de lesões cromossômicas e o risco de 

câncer (MAJER et al., 2011; VAN LEEUWEN et al., 2011).  

Os fumantes, em média, apresentam quase o triplo de frequência de micronúcleos em 

comparação com não fumantes. No entanto, outras publicações não relatam diferença entre 

fumantes e não fumantes bem como entre homens e mulheres. Assim, o envolvimento potencial 

do tabagismo, gênero e idade sobre a frequência de micronúcleos em células bucais merece mais 

pesquisas. A maioria dos estudos, que descrevem um aumento significativo de micronúcleos, 

relaciona esse aumento ao risco de câncer de boca e foram realizadas em subgrupos de indivíduos 

com hábitos de vida específicos (KASHYAP & REDDY, 2012). 

Sendo assim, o potencial individual de susceptibilidade para o rápido declínio da função 

pulmonar em portadores de DPOC pode ser atribuído às variâncias genéticas que podem inferir 

na reparação do DNA. As lesões ao DNA causadas pela exposição a substâncias exógenas, 

agentes tóxicos, presença de comorbidades e até mesmo o exercício físico, em geral são 

reparadas através de vias de reparação específicas e responsáveis pela manutenção e integridade 

do DNA.  

Então, como é regulado o reparo no DNA na DPOC? Uma alta capacidade de reparação do 

DNA determina um baixo nível de dano no DNA? Qual a influência de polimorfismos genéticos 

em genes de reparação sobre os níveis de dano no DNA na DPOC? 

Algumas respostas para as questões acima foram discutidas no CAPÍTULO III desta tese. 

Neste momento nós investigamos a potencial ligaçãoentre polimosfismos genéticos em genes de 

reparação (XRCC1 Arg399Gln, OGG1 Ser326Cys, XRCC3 Thr241Met e XRCC4 Ile401Thr) e o 

nível de dano no DNA em portadores de DPOC e controles. A amostragem foi reagrupada 

conforme a combinação de genótipo variante de acordo com a presença do alelo de risco de cada 

gene estudado individualmente. Os resultados revelaram que o dano basal do DNA, pelo ensaio 

cometa alcalino e neutro, foi significativamente mais elevado em pacientes DPOC com genótipo 

variante polimórfico em XRCC1 (ArgGln+GlnGln) e XRCC3 (ThrMet+MetMet). O dano 

residual, resultante do dano induzido por agente alquilante MMS, também foi significativamente 

mais elevado nos portadores de DPOC com genótipo variante polimórfico em 

XRCC1(ArgGln+GlnGln), OGG1 (SerCys+CysCys), XRCC3 (ThrMet+MetMet) e 

XRCC4(IIeThr+ThrThr).  
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Apesar da influência destespolimorfismos sobre os resultados do ensaio cometa, nenhuma 

alteração foi observada na frequência de micronucleos e outras anomalias celulares analisadas 

pelo BMCyt (CAPÍTULO III). Convém ressaltar que nos resultados do BMCyt, observou-se uma 

correlação negativa entre os indicadores de progressão da DPOC (FEV1e FVC) e as anomalias 

celulares (broto nuclear, células bnucleadas, células com cromatina condensada e cariorréticas) 

para os sujeitos deficientes em OGG1 (relativo a cromatina condensada),em XRCC1 e XRCC3 

(todas as anomalias celulares citadas). Esses achados reforçam a hipótese que na DPOC a 

deficiência na capacidade de reparação do DNA, decorrente dos polimorfismos genéticos 

estudados, influencia no erro de replicação do DNA e na morte celular por apoptose com 

consequente progressão da doença e risco de desenvolvimento de câncer. 

A apoptose atua como mecanismo de vigilância e proteção do DNA, mediantea eliminação 

das células com material genético danificado (THOMASet al., 2009). Resultados similaresforam 

encontrados em outros estudos, porém com sujeitos expostos ocupacionalmente a pesticidas (DA 

SILVAet al., 2012a; DA SILVAet al., 2012b). 

OGG1 e XRCC1 tem papel central na via de reparação por excisão de bases (BER). OGG1 

cataliza a remoção da 8-hidrodesoxoguanina (8-OHdG), a qual tem sido considerada um 

biomarcador chave de dano oxidativo no DNA. A substituição de uma cisteínapor uma serinano 

códon 326 (Ser326Cys) está associada com uma redução significante na capacidade de reparação 

(YANG et al., 2009). A evidência suporta que há um incremento do risco de DPOC entre 

fumantes correntes leves que possuem polimorfismos em OGG1(Ser326Cys)e em XRCC1 

(Arg399Gln)decorrente do decréscimo da atividade de BER. Então, OGG1 e XRCC1 parecem ter 

efeito combinado sobre o desenvolvimento da DPOC, pelo fato de XRCC1 coordenar e estimular 

OGG1 (YANG et al., 2009). 

Reparação do DNA é realizada por uma série de proteínas que apresentam várias funções, 

dependendo do tipo de dano ocorrido no DNA (BASSI, 2008). Quebras em dupla fita do DNA 

representam uma ameaça particular para a integridade genômica e podem levar para a morte 

celular. Um processo mais conservador de reaparação de quebras duplas é a recombinação 

homóloga na qual as extremidadessão reparadas pela informação da cromátide irmã intactas. O 

gene XRCC3 é umdos membros relacionados que participa da recombinação homóloga e o 

polimorfismo genético em XRCC3 (Thr241Met) tem sido associado com aumento de dano no 

DNA (BASSI, 2008). Os nossos resultados relativos ao aumento da frequência de células 

binucleadas conforme a progressão da doença, nos permitem assumir que os portadores de DPOC 
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com  genótipo variante em XRCC3 (Thr241Met) tem risco elevado no desevolvimento de câncer 

(Tbaela IV, CAPÍTULO III). 

Apesar da recombinação não homóloga ser a via de reparação mais frequente para quebras 

duplas no DNA, sua acurácia é menor que a reparação feita por recombinação homóloga e 

frequentemente ocorre perda de fragmentos (nucleotídeos) do sítio danificado. Para deficiência 

na recombinação não homóloga dois polimorfismos em XRCC4 foram reportados, incluindo 

XRCC4 (Ile401Thr), porém as consequências funcionais desta variação são pouco esclarecidas 

(BASSI, 2008). Parca atenção tem sido voltada para a avaliação de reparação de DNA em 

portadores de DPOC. Frequentemente a deficiência na reparação do DNA e sua relação com 

polimorfismos genéticos em genes de reparaçãotêm sido associada ao acúmulo de dano no DNA, 

em exposição ambiental e outrasdoenças (BASSI, 2008; DA SILVA et al., 2012a; DA SILVA et 

al., 2012b). 

Mas qual seria então o mecanismo de lesão oxidativa e dano no DNA dos portadores de 

DPOC em questão? Levando em consideração os resultados obtidos nesta tese e aqueles descritos 

na literatura, propusemos na Figura 9 um modelo sobre o mecanismo de lesão oxidativa e dano 

no DNA dos portadores de DPOC estudados. 
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Figura 9. Mecanismos lesão oxidativa e dano no DNA dos portadores de DPOC. (A) O 

Tabagismo é o pivô central no desenvolvimento da DPOC com efeito local imediato sobre o 

epitélio pulmonar. Os componetes químicos da fumaça do cigarro estimulam o recrutamento 

celular pulmonar, acentuando a resposta inflamatória dos pulmões com consequente aumento na 

produção de ERO e nos níveis de peroxidação lipídica; (B) Em decorrência destes achados, os 

portadores de DPOC apresentam elevados índices de dano endógeno e exógeno no DNA. O dano 

endógeno (basal) no DNA pode ser diminuído pelo uso corrente de costicosteriodes; (C) O 

dano exógeno do DNA, aquele induzido por agente alquilante metilmetano sulfonato (MMS), 

reflete a susceptibilidade ao dano e/ou a capacidade de reparação deste DNA frente a um agente 

mutagênico. Portadores de DPOC são mais susceptíveis ao dano e/ou apresentam diminuição na 

eficiência da reparação do DNA, que pode ser modulada pela prática de exercício físico. 

Portadores de DPOC que praticam exercício físico regularmente apresentam menores níveis de 

peroxidação lipídica, menor susceptibilidade ao dano induzido e/ou melhor eficiência na 

reparação do DNA;  (D) A presença de variantes genotípicas polimórficas de XRCC1 

(ArgGln+GlnGln), OGG1 (SerCys+CysCys), XRCC3 (ThrMet+MetMet) e XRCC4 

(IIeThr+ThrThr) também exerce influência negativamente a reparação do DNA em portadores de 

DPOC, como consequência estes sujeitos tem elevado dano residual; (E) Devido a presença 

destes polimorfismos genéticos e o comprometimento de mecanismos de reparação, pode ocorrer 

erro de replicação do DNA e/ou morte celular programada (apoptose) que farão com que ocorra a 

progressão da DPOC. Nesse curso, a presença de variante genotípica polimórfica em XRCC3 
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(ThrMet+MetMet), responsável pelo reparo de quebras em fita dupla no DNA, eleva o risco de 

desenvolvimento de cãncer conforme a progressão da doença. 
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Os processos de danos bem como resposatas a estes danos no DNA em portadores de 

DPOC são complexos e interagem entre si. O entendimento do mecanismo pelo qual isto 

acontece é a chave para novos insights na prevenção e tratamento da DPOC. Neste sentido, esta 

tese apresenta as seguintes conclusões: 

 Portadores de DPOC apresentam elevado dano basal no DNA, conforme 

detectado pelo ensaio cometa versão alcalaina e neutra em células de sangue periférico, quando 

comparados aos sujeitos controles; 

 Portadores de DPOC foram mais susceptíveis aos danos exógenos no DNA 

induzidos pelo agente alquilante MMS e/ou apresentam deficiência da reparação do DNA para 

dano induzido; 

 O incremento da susceptibilidade a danos exógenos induzidos por MMS 

correlacionaram-se positivamente com TBARS sugerindo alteração do balanço redox na 

acumulação de dano no DNA e provavelmente na etiologia e na patogênese da DPOC; 

 A avaliação da susceptibilidade para agentes genotóxicos exógenos em portadores 

de DPOC, como detectado pelo ensaio cometa, poderia ser um biomarcador usável na progressão 

da doença considerando a corelação vista entre este parâmetro e a função pulmonar (capacidade 

vital forçada e volume expiratório forçado no 1ºsegundo); 

 Portadores de DPOC que utilizam de corticosteróides apresentam um decréscimo 

no dano basal do DNA quando comparado aos DPOC que não utilizam este fármaco, porém sem 

significância estatística; 

 A prática de exercício físico regular por portadores de DPOC (EF-DPOC) 

incrementa significativamente o dano basal no DNA em relação aos controles e DPOC que não 

praticam exercício físico, como verificado pelo ensaio cometa. Entretanto, estes pacientes (EF-

DPOC) apresentaram menor peroxidação lipídica em plasma sanguíneo, menor susceptibilidade 

e/ou melhor eficiência da reparação do DNA para dano exógeno induzido por agente alquilante 

MMS, seguido de baixa frequência na formação de anomalias celulares (broto nuclear e 

cromatina condensada) analisadas pelo ensaio BMCyt; 

 Portadores de DPOC que não praticam exercício físico regular tem maior dano 

residual e elevada frequência de células com anomalias do tipo broto nuclear e cromatina 

condensada, indicando deficiência na reparação do DNA e morte celular precoce por apoptose 

respectivamente; 

 O efeito de polimorfismos em genes de reparaçãosobre o nível de dano no DNA, 
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avaliado pelo ensaio cometa, mostraram que a presença de variante genotípica XRCC1 

(ArgGln+GlnGln) eXRCC3 (ThrMet+MetMet) influenciam na elevação do dano basal no DNA, 

bem como XRCC1 (ArgGln+GlnGln), OGG1 (SerCys+CysCys), XRCC3 (ThrMet+MetMet) e 

XRCC4(IIeThr+ThrThr) influenciaram na elevação do dano residual; 

 Portadores de DPOC que possuem variante genotípica polimórfica XRCC1 

(ArgGln+GlnGln), OGG1 (SerCys+CysCys), XRCC3 (ThrMet+MetMet) apresentaram um 

incremento na frequência de anomalias celulares (cromatina condensada, cariorréticas células, 

broto nuclear, binucleadas) conforme a progressão da doença, indicando que a deficiência na 

reparação do DNA leva a morte celular por apoptose, como mecanismo de eliminação das 

células danificadas; 

 Portadores de DPOC que possuem variantes genotípicas polimórficas XRCC3 

(ThrMet+MetMet) apresentaram um incremento na frequência de anomalias celulares (células 

combroto nuclear e binucleadas) conforme a progressão da doença, indicando que a deficiência 

na reparação do DNA leva ao erro de replicação e instabilidade cromossômica. 
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Outros experimentos serão conduzidos para caracterizar da fisiopatogenia da DPOC, tais 

como, medida de atividade de enzimas de estresse oxidativo (SOD, CAT, GPx) do material 

biológico que está congelado, além da avaliação de polimorfismo em outros genes conforme 

descrito na tabela 1. 

 

Tabela 1. Vias, genes, polimorfismos que serão estudados, com primers e enzimas de restrição. 

Função Gene 

 

Fragmento 

Polimor-

fismo 

Primers Enzima de 

restrição Foward Reverse 

BER 
OGG1 

 

672pb 
Ser326Cys 

GTTCCGTGTGAAGGAGGA

G 

CTTGGAGGTGCTGCCTAT

G 
Fnu4HI 

BER 
XRCC1 268pb Arg399Gln 

CAAGTACAGCCAGGTCCT

AG 

CCTTCCCTCATCTGGAGT

AC 
Bcnl 

NER 
XPD 436pb Asp312Asn 

CCT CTC CCT TTC CTC 

TGT TC 

CAG GTG AGG GGG ACA 

TCT 
StyI 

Recombinação 

Homóloga 
XRCC3 552pb Thr241Met 

GCCTGGTGGTCATCGACT

C 

ACAGGGCTCTGGAAGGCA

CTGCTCAGCTCACGCACC 
NcoI 

Recombinação 

Não Homóloga 
XRCC4 

 

277pb 
Ile401Thr 

CTCAGAAGAAATTGTGTA

TGCT 

ACCACAAGCAAACTGTGT

ACAC 
BsrDI 

Metabolismo de 

xenobióticos 
CYP1A

1 

 

204pb 
Ile462Val 

GGCTGAACCTTAGACCAC

ATA 

GAACTGCCACTTCAGCTG

TCT 
BsaI 

Metabolismo de 

xenobióticos 

CYP2E

1 

 

495pb 
-1053pb ou  

CCA GTC GAG TCT ACA 

TTG TCA 

CCC TCT TCC ACC TTC 

TAT GAA 
RsaI 

Neutralização de 

carcinógenos GSTP1 176pb Ile105Val 
ACCCCAGGGCTCTATGG 

GAA 

TGAGGGCACAAGAAGCC

CCT 
BsmAI 

Neutralização de 

carcinógenos GSTM1 
 

215pb 

Ausência/ 

Presença 

GAACTCCCTGAAAAGC 

TAAGC 

GTTGGGGCTCAAATATAC

GGTGG 
--------- 

Neutralização de 

carcinógenos GSTT1 
 

480pb 

Ausência/ 

Presença 

TTCCTTACTGGTCCTCACA

TCTC 

TCACCGGATCAGGCCAGC

A 
---------- 

Neutralização de 

ERO 
GPX1 338pb Pro198Leu 

TGTGCCCCTACGGTA 

CA 

CCAAATGACAATGACACG

G 
ApaI 

Neutralização de 

ERO 
CAT1 185pb C-262T 

AGAGCCTCGCCCCGCCG 

GACCG 

TAGAGCTGAGAAAGCAT 

AGCT 
SmaI 

Neutralização de 

ERO 
SOD2 110pb Ala16Val 

ACCAGCAGGCAGCTGGCG

CCGG 

GCGTTGATGTGAGGTTCC

AG 
HaeIII 

Fonte: Laboratório de Imunogenética da UFRGS. 

 

Além disso, os resultados do nosso estudo podem tornar-se mais robustoà medida que 

incrementarmos o n amostral de forma que possamos detector diferenças entre portadores de 
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DPOC conforme estadimaneto da doença, carga tabágica, uso de fármacos e outros tratamentos 

adicionais. 
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controlar os desfechos relacionados aos processos patológicos e trazer benefícios à qualidade de vida. Este grupo se caracteriza pelo 

desenvolvimento de projetos de pesquisa associados às ações de extensão, cujo enfoque principal é a reabilitação cardiorrespiratória e 

metabólica. A investigação nesta área de conhecimento é importante, uma vez que se observa o aumento da morbi-mortalidade em 

decorrência das doenças crônico-degenerativas e a elevação da expectativa de vida da população brasileira e mundial. As intervenções 

interdisciplinares têm se mostrado eficazes ao controlar os desfechos relacionados a estes processos patológicos e trazem benefícios à 

qualidade de vida. A abordagem multidisciplinar e interdisciplinar, envolvendo a Educação Física, Farmácia, Fisioterapia, Medicina, 

Nutrição e Psicologia, visa mapear os problemas dos indivíduos e tratá-los de forma coletiva, com intuito de prevenir, amenizar ou 

reabilitar estes sujeitos e, dessa forma, melhor inserí-los na sociedade..  

Grande área: Ciências da Saúde / Área: Fisioterapia e Terapia Ocupacional.  

Grande Área: Ciências da Saúde / Área: Farmácia.  

Grande Área: Ciências da Saúde / Área: Medicina.  

Setores de atividade: Cuidado À Saúde das Pessoas; Educação; Políticas, Planejamento e Gestão em Saúde.  

Palavras-chave: aptidão física; doença cardiopulmonar; Equipe de assistência ao paciente; pesquisa interdiciplinar; qualidade de vida; 

Reabilitação. 

 

3. 

Aspectos físico-funcionais do envelhecimento e dos portadores de distúrbios cardiorrespiratórios e metabólicos 

 

Objetivo: Analisar os efeitos do envelhecimento e dos distúrbios cardiovasculares, respiratórios e metabólicos na aptidão física e na 

qualidade de vida e as suas relações com os aspectos clínicos, psicológicos e nutricionais destes pacientes..  

Grande área: Ciências da Saúde / Área: Fisioterapia e Terapia Ocupacional.  

Grande Área: Ciências da Saúde / Área: Educação Física.  

Grande Área: Ciências da Saúde / Área: Nutrição.  

Setores de atividade: Cuidado À Saúde das Pessoas; Nutrição e Alimentação; Políticas, Planejamento e Gestão em Saúde.  

Palavras-chave: aptidão física; distúrbio; doença cardiopulmonar; idoso; pesquisa interdiciplinar; qualidade de vida. 
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