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Resumo

O Processo de envelhecimento induz modificagdes imunoinflamatérias proprias, que vao, em
larga medida, condicionar as capacidades adaptativas do individuo as agressdes do meio que o
rodeia. A asma bronquica ¢ uma patologia com prevaléncia crescente em todos os paises
desenvolvidos e que afecta todos os grupos etarios. Tratando-se de uma doenga inflamatoria
cronica de etiologia multifactorial, interessa identificar os diferentes factores implicados na sua
etiopatogenia ou gravidade. O stress oxidativo em resultado da producdo acrescida de Espécies
Reactivas de Oxigénio-ROS ou da reducdo das defesas anti-oxidantes, esta aparentemente ligado
a longevidade das diferentes espécies animais e interfere na fisiopatologia da inflamagdo bronquica
cronica. A rotura deste equilibrio, em grupos etdrios mais avang¢ados, independentemente da
causa, tera repercussdo noutros 6rgdos ¢ sistemas, condicionando em larga medida, a qualidade
de vida do individuo afectado.

O objectivo deste trabalho ¢ avaliar a importancia dos varios mecanismos de defesa antioxidante
no processo de envelhecimento e na fisiopatologia da asma bronquica .

Foram seleccionados para o estudo um grupo A de 27 individuos sauddveis com uma média
de idades de 40.74+9.6 anos ¢ um grupo B de 103 idosos (com mais de 65 anos) com uma média
de idades de 75.8+6.8 anos. O grupo B, de idosos, incluia 41 individuos saudaveis com média de
idades de 78.8+7.0 anos que constituiam o grupo C e um grupo de doentes asmaticos com média
de idades de 72.34+5.0 anos que constituiam o grupo D.

No grupo A e B procedeu-se a determinagéo do Capacidade Antioxidante Total -TAS; Nos
grupos C e D procedeu-se a aplicagdo de inquérito clinico, testes cutaneos de alergia por picada,
determinagdo plasmatica de TAS, de Malonildialdeido- MDA, de Glutatido reduzido -GSH, de
Vitamina A e de Vitamina E e ainda determinag@o celular,no globulo vermelho-Gv, de Superédxido
dismutase-SDO, de MDA, de GSH, de Glutatido peroxidase—GIHx e de Vitamina E. No grupo D foi
ainda realizado estudo funcional ventilatério.

Os valores de TAS no grupo A foram de 1.0mM e no grupo B de 0.83mM.

No grupo D, os doentes estavam clinicamente estabilizados, com valores médios de VEMS
de 73.6 %, apresentando em 34% dos casos polissensibilizagdo, em 14% sensibilizacdo isolada
a acaros e em 8% a polen.

No grupo B os valores de MDA foram de 1.9 mM e correlacionaram-se directamente com a
idade.

Dos resultados laboratoriais nos grupos C e D destacam-se como mais relevantes e com
diferengas entre grupos estatisticamente significativas os seguintes: valores de TAS no grupo C,
0.92mM e no grupo D 0.78mM; valores de SDO no grupo C 829.0 U/gr hg e no D 669.2 U/gr hg;
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valores de GSH Gv no grupo C 15.6mmol/grhg e no grupo D 12.4 mmol/grh; valores de vitamina E Gv
no Grupo C 7.2 nmol/grhg e no Grupo D de 14.2 nmol/grhg.

O conjunto dos resultados confirmam o impacto do stress oxidativo em patologia respiratdria e
alérgica que sera particularmente importante entre a populagdo mais idosa.

Neste grupo etario o desequilibro entre agressdo oxidativa e capacidade residual de defesa sera
determinante na longevidade e na qualidade de vida.

A crescente informagdo disponivel sobre esta vertente etiopatogénica tem de ser integrada na

complexa atitude profilatica e terapéutica desta patologia.

Abstract

The ageing process cause immunologic and inflammatory changes that will determine the individual
ability to face external challenges throughout the all life. The bronchial asthma prevalence has been
increasing in all developed countries, in all age groups. Being a chronic inflammatory disease it is
important to identify different triggers involved in its severity. The oxidative stress as a result of Reactive
Oxidative Species-ROS, increased production or as a result of anti oxidant defence decrease is probably
associated with life longevity within different animal species and linked to pathophysiology of chronic
bronchial inflammation. The lost of oxidant and antioxidant equilibrium, mainly in older people will
affect other unrelated organs and global life quality.

The aim of this work is to evaluate the importance of different antioxidants defence mechanisms in
the ageing process and in the pathophysiology of bronchial asthma.

A group A of 27 health individuals, mean age 40.7+9.6years, and a group B of individuals older
than 65 years, mean age 75.8+6.8 years were studied. . This group included 41 aged health individuals,
group C, mean age 78.8+7.0 years and a group of asthmatic patients D, mean age 72.3 +5.0 years.

In A and C groups the TAS determination was performed; In C and D groups a clinical questionnaire
was applied, skin prick tests to common aeroallergens were done, and also determined serum values
of total antioxidant species-TAS, MDA, glutathione -GSH, Vit. A and Vit E. Finally superoxide dismutase-
SDO, Malonildialdeide-MDA,GSH,glutathione peroxidase-GIHx and Vit E cellular analyses was also
performed. D group patients did also lung function tests.

TAS group A values were1.0mM and group B were 0.83mM.

All patients of D group were stabilised with FEV1 values of 73.6 %, and 34% of D group cases was
pollysensitised, 14% had isolated sensitisation to mites and 8% to pollen grains.

In B group MDA values were 1.9 mM and were related to age.

The main lab results in groups C and D with statistical significance showed: TAS C group values
0.92mM e group D 0.78mM. The SDO values C group were 829.0 U/gr hg and D group 669.2 Ulgr hg.
GSH Gv C group were 15.6mmol/grhg and D group were 12.4 mmolgrhg ; Vitamin E Gv Group C were
7.2 nmolgrhg and Group D were 14.2nmolgrhg.

These results confirm the impact of oxidative stress in respiratory and allergic pathology mainly in
older population.

This reality is really important in elderly because it seems to be involved also both in life longevity
and life quality.

This knowledge must be considered in prophylactic and therapeutic decisions in these pathologies.

INTRODUCAO ser humano comega a envelhecer no dia em que

nasce e as modificagdes que ocorrem ao longo da

O processo de envelhecimento apresenta condi- sua vida sdo inevitavelmente resultado da sua her-
cionalismos e especificidade proprios que inter- anca genética modulada pelos condicionalismos do
essa desvendar no sentido de compreender as trans- ambiente que o rodeia. As diversas doengas que

formagdes decorrentes desta evolugdo natural. O ocorrem de forma cumulativa durante a vida hu-
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mana fazem parte dessa ac¢do modeladora presente
nos individuos idosos que sdo submetidos a estu-
dos de investigacgdo clinico-laboratorial nesta faixa
etaria.

O processo de imuno-senescéncia, com modifi-
cacdo na resposta imune e inflamatoria, reduzida
em algumas das suas vertentes e ampliada noutras
¢ a prova da complexidade evolutiva da natureza
humana.

O aumento da esperanga de vida permitiu retir-
ar ensinamentos sobre aspectos menos clarificados
de patologias cronicas com desenvolvimentos di-
versificados. Entre as mais bem estudadas desta-
cam-se as doengas cardiovasculares, neuroldgicas
e oncologicas que tém merecido particular atengdo
ja que, sdo as mais conotadas com idade mais
avancada e com o processo natural de viver.

A pesquisa de factores de risco para estas pato-
logias cronicas e evolutivas centrou-se entre out-
ros, no estudo dos processos de oxidagdo e mecan-
ismos de defesa anti-oxidante. A terminologia
“oxidante” ¢ aplicada de forma simplificada as Es-
pécies Reactivas de Oxigénio-ROS, e, de acordo
com trabalhos recentes, os radicais de oxigénio es-
tardo envolvidos no processo de senescéncia.

Ja em 1956 Harman defendeu a teoria da ocor-
réncia in vivo da geragdo endogena de radicais de
oxigénio, que teriam acg¢do nas principais bio-
moléculas — DNA, lipidios e proteinas. Esta teoria
adquiriu mais consisténcia com a identificagcdo em
1969 do enzima Superdxido Dismutase-SOD. A
mitocondria seria a principal fonte de oxidantes
endogenos decorrente do processo de produgdo de
energia e ja foi demonstrado que individuos com
maior longevidade tem uma menor producdo de
ROS.!

Existem sem duvida varios locais de produgao
de oxidantes quatro dos quais tem motivado par-
ticular atencdo: o transporte mitocondrial de elec-
troes, o metabolismo peroxidativo dos acidos gor-
dos, as reaccdes do citocromo P 450 e as células
fagociticas durante os “burst” respiratorio. Alem
destas fontes existe um elevado numero de enzi-
mas capazes de gerar oxidantes em condigdes nor-

mais e patologicas. Varios isoenzimas da sintetase
do oxido nitrico que estdo envolvidas na produgdo
de Oxido Nitrico-NO, fundamental em processos
de regulacdo vascular e na resposta imune podem
potenciar outras reaccdes oxidativas com caracter
destruidor.

Os alvos principais destes oxidantes enddgenos
sdo os lipidios, os acidos nucleicos e algumas pro-
teinas. Para fazer face as estas agressoes as células
estdo equipadas com um extenso repertorio de en-
zimas antioxidantes. A superoxido dismutase -
SDO, que inactiva o O2, a glutationa peroxidase -
GIPx e catalase, que actuando ambas sobre o
peroxido de hidrogénio-H202- e transformando-o
em H20 sdo “eliminadores” enzimaticos; O acido
ascorbico, vitamina E e glutationa reduzida (GSH)
fazendo parte das defesas ndo enzimaticas actuam
de maneira interligada e podem ter particular im-
portancia a nivel terapéutico. *

Daqui resulta que o metabolismo dos radicais
de oxigénio ¢ dindmico surgindo lesdo se cresce a
geragdo de agressdo oxidante ou reducdo da defesa
anti oxidante ou ainda se falha o processo de
reparagdo consequente.

A asma bronquica e uma doenca inflamatéria
cronica envolvendo as vias aéreas centrais e perife-
rias. Num elevado numero de doentes tem etiologia
alérgica e resulta de uma resposta exagerada aos
alergenos do ambiente. Neste processo estao envolvi-
dos diversos tipos celulares com uma inter-relagdo
estreita destacando-se com fundamentais o mastdci-
to o eosinofilo e o linfocito. A sua evolugao arbi-
traria determina um leque comportamental alargado
entre os periodos sintomaticos e de intercrise, com
quadros de remissdo completa, formas intermitentes
e formas continuadas de gravidade variavel.*

E sabido que a asma crénica, particularmente
nas suas formas mais graves, se auto-perpetua, por
condicdes inflamatorias locais que conduzem a
progressiva deterioragdo da fungdo respiratoria.

As modificagdes na resposta imune que ocor-
rem ao longo da vida resultam em padrdes de res-
posta aos antigénios que vao sendo progressiva-
mente modificados.’
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Os oxidantes podem ter um papel determinante
na patogenese de algumas doengas pulmonares e
bronquicas. Num ambiente naturalmente enrique-
cido em oxigénio os efeitos toxicos dos oxidantes
devem ser cuidadosamente contrabalangados pelo
diversos sistemas de defesa antioxidante de forma
a conservar normal a fun¢do celular a este nivel.

A infiltracdo celular decorrente do processo in-
flamatério que ocorre nas vias aéreas propicia a
producdo acrescida de proteases ¢ de oxidantes.

Estudos recentes demonstraram que os eosinofi-
los geram oxidantes através da Peroxidase eosinofili-
ca-EPO na asma desencadeada por contacto com
alérgeno. Os eosinodfilos podem ainda favorecer a
producdo de Espécies Reactivas de Nitrogénio- RNS,
como o NO que esta aumentado na asma com con-
sequente modificagdo oxidativa de proteinas. ©

Durante a activag@o eosinofilica o fagocito su-
jeita-se a um “bust” respiratério gerando O2 ¢ o
seu produto de dismutagcdo H202. Simultaneamente
sdo libertados os seus granulos secretorios incluin-
do a EPO.

O stress oxidativo ¢ uma situagdo em que existe
um aumento da exposi¢do a oxidantes associada ou
ndo a reducdo do aporte de antioxidantes.

No ambiente pulmonar do individuo saudavel
existe uma presenca importante de factores como o
glutatido, superoxido dismutase, catalase, vitami-
na A, C ¢ E ¢ ainda antioxidantes de baixo peso
molecular para dar resposta a oxidantes ambientais
e do metabolismo celular.

Se a agressdo oxidativa se torna dominante
surgem lesdes na funcdo de proteinas, lipidios e ADN
com inactivag@o das antiproteases e agressdo direc-
ta ao tecido conjuntivo. Os elementos oxidantes pro-
vocam elevagdo da resposta inflamatoria e recruta-
mento celular.

Existem evidencias varias de que a doenga atdpi-
ca tem vindo a aumentar. Considera-se atopia como
uma condicdo hereditdria com propensdo para
producdo de IgE que reage especificamente com
alérgenos, desencadeia sintomas do tipo imediato
e positiva testes cutaneos de hipersensibilidade por
picada’ . Estudos epidemioldgicos realizados na

populacdo geral indicam que se observa igualmente
um acréscimo importante das situacdes de asma
bronquica, que nos EUA se situa entre os 4,5 % e
0s 9 % no grupo etario com mais de 65 anos. %%

METODOLOGIA
Populacao

A populacdo escolhida para o estudo era cons-
tituida por 27 adultos saudaveis com 40,7+9.6, anos
de idade (Grupo A) ¢ 103 idosos (Grupo B), com
mais de 65 anos de idade, ndo fumadores seleccio-
nados a partir de uma populacio inicial de 250 in-
dividuos que frequentavam Centros de Dia (Grupo
C) ou Consulta de Imunoalergologia (Grupo D). O
Grupo C era constituido por 41 idosos saudaveis e
o Grupo D incluia 62 asmaticos idosos. Foram con-
siderados critérios de exclusdo a presenca de pato-
logia sistémica, nomeadamente autoimune ou neo-
plasica, diabetes, dislipidemias, patologia hepatica,
cardiaca ou renal e ainda historia de infec¢do nas
ultimas 6 semanas, ou de exposi¢do recente a fac-
tores ambientais de risco.

A asma foi definida de acordo com as Guide
Lines da Sociedade Americana Toracica, incluin-
do a recorréncia dos sintomas respiratdrios e a re-
versibilidade da obstru¢ao das vias aéreas. Nenhum
dos doentes asmaticos apresentava exacerbacao
recente ou modificacdo da medicagdo de base.

Nenhum doente cumpria corticoterapia sistémi-
ca e todos cumpriam corticoterapia inalada em doses
entre 250 e 500mg de diproprionato de beclometa-
sona diarios.

Exames Complementares

Todos os idosos foram sujeitos a observagao clini-
ca para confirmacao diagnostica e exclusdo de outra
patologia.

Foi igualmente realizado a todos os individuos
do grupo B um estudo analitico sumario que in-
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cluia analise bioquimica do sangue (glicose, crea-
tinina, transaminases, lipidios) ¢ hemograma para
complementar a informacao recolhida pela historia
clinica.

Os doentes do grupo D foram submetidos a es-
tudo de fungdo ventilatoria com realizacdo de es-
pirometria em espirometro Vitalograph Compact
para determinagdo do Volume Expiratério Méxi-
mo Segundo-VEMS. Para avalia¢do de reversibili-
dade além do estudo basal efectuou-se uma prova
de broncodilatagdo com 200 mg de salbutamol ina-
lado.

Foram realizados a todos os individuos inclui-
dos no estudo testes cutdneos de alergia por pica-
da-prick, aos aeroalergenios comuns (ALK-ABEL-
LO) e que incluia Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Lepidoglyphus destruc-
tor, Tyrophagus putrescenciae, Cladosporium her-
barum, Alternaria tenuis, Blatella germanica, Gato,
Cao, Dactylis glomerata, Phleum pratense, Poa
pratensis, Plantago lanceolata, Taraxacum offici-
nale, Parietaria judaica, Artemisia vulgaris,
Chenopodium album, Platanus, Quercus suber e
Olea europaea.

Como controlo positivo foi incluido cloridrato
de histamina(10mg/ml) e como controlo negativo
uma solucdo glicero-salina.

Os extratos alergénicos foram colocados na face
anterior dos antebragos a uma distancia de 3 cm
entre eles e entre as articulagdes adjacentes ¢ a pic-
ada realizada com lancetas metalicas tipo Morrow-
Brown aplicadas perpendicularmente a pele com a
profundidade de Imm (Prick Lancetter-Dome Hol-
lister Stier).

Ap6s 20 minutos foram efectuadas as leituras
dos didmetros médios das papulas em milimetros
sendo considerados positivos as com didmetro igual
ou superior ao do controlo positivo e pouco posi-
tivos com diametro igual a dois ter¢cos do controlo
positivo. Em todos os casos o didmetro da papula
nos testes positivos foi igual ou superior a 3mm.

Metodologia laboratorial

Uma amostra de 10 ml de sangue venoso, col-
hido com heparina sddica para tubo de polipro-
pileno, foi centrifugada a 3000 rpm, a 4° C, du-
rante 10 minutos para obtengdo do plasma, onde se
procedeu, em todos os individuos do Grupo B a
determinac¢do das concentragdes de Glutatido reduz-
ido (GSH), Malonildialdeido (MDA), Vitaminas A
e E e Capacidade Antioxidante Total (TAS).No
Grupo A foi apenas determinado a TAS. A frac¢ao
de eritrocitos foi lavada trés vezes com cloreto de
sodio 0,9 %, efectuando centrifugagdes a 3500 rpm
durante 10 minutos, a 4°C. O concentrado de hema-
cias foi aliquotado e congelado a —80°C, para pos-
terior quantificacdo, no Grupo B, de MDA, GSH,
Vitaminas A ¢ E e medi¢do das actividades en-
zimaticas da Glutatido peroxidase e da Superoxido
dismutase.

O doseamento de GSH plasmatico e eritrocitario
foi efectuado usando reagentes comercializados
pela Oxis International, Inc. sob a designacao “Bi-
oxytech GSH-400”, segundo método colorimétri-
co baseado na reac¢do com metilsulfato 4-cloro-1-
metil-7-trifluorometil-quinolium.

O MDA, no plasma e eritrocitos, ap6s hidrolise
acida na presencga de acido tiobarbiturico, foi quan-
tificado em sistema isocratico HPLC, Gilson, equi-
pado com coluna analitica Spherisorb 5 mm ODS2
(4.6 x 250 mm), detector UV-Vis e injector au-
tomatico de amostras, modelo 234, usando como
fase movel a mistura de 400 ml de metanol com
600 ml de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH
6.8, fluxo 1 ml/min, sendo a calibragdo efectuada
com 1,1,3,3-tetraetoxipropano.

O doseamento simultaneo das vitaminas lipos-
soluveis A e E foi efectuado por HPLC em fase
reversa pelo método descrito por Milne, 1986 e
modificado por Zaman, 1993. Os reagentes utiliza-
dos, adquiridos a Bio-Rad Laboratories GmbH, sdo
comercializados sob a designagao “Vitamin A/E by
HPLC”.

Para avaliacdo da capacidade antioxidante total
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do plasma foram utilizados reagentes da Randox
comercializados sob a designacdo “Total Antioxi-
dant Status”, segundo metodologia baseada na ca-
pacidade plasmatica de inibi¢do de formagdo do
catido radical ABTS" (2,2’-azino-di-[3-etilbenzo-
tazolina sulfonato]) de cor azul-esverdeada, cuja
absorvancia ¢ mensuravel a 600 nm.

A actividade enzimatica da glutatido peroxidase
(Glpx) eritrocitaria foi medida espectrofotometri-
camente de acordo com o método descrito por Pla-
gia ¢ Valentine em 1967, modificado por Wendel,
usando tert-butilhidroperoxido como substrato, sen-
do a formacao de glutatido oxidado (GSSG) moni-
torizada por quantifica¢do da oxidacdo do NADPH
aNADP" a 340 nm, tendo sido a variacdo de absor-
vancia registada em espectrofotometro UVIKON
UV-Vis termostatizado.

A actividade enzimatica da superdxido dismutase
(SOD) eritrocitaria foi avaliada usando o método de
McCord e Fridovich descrito por Flohé e Otting, com
base na inibi¢do da velocidade de reducio do citocro-
mo-C pelo radical superdxido gerado no sistema
xantina/xantina oxidase, onde a variacdo de absor-
vancia foi igualmente medida em espectrofotdmetro
UVIKON UV-Vis termostatizado.

A andlise estatistica dos diversos parametros ana-
lisados foi efectuada, por comparagdo das médias
registadas, através do teste de ¢ de Student, sendo
considerado significativos valores de p < 0,05.

RESULTADOS

No grupo controlo - Grupo A - com 27 individuos
com 40,7+9,6 anos de idade, 13 eram do sexo mas-
culino e 14 do sexo feminino. No Grupo B, con-
stituida por 103 idosos, com media de idade de
75,8+6,8 anos, 68 eram do sexo feminino e 35 do
sexo masculino. Este grupo B era constituido por
41 idosos saudaveis - Grupo C com média de idades
de 78,8+7,0 anose 62 asmaticos-Grupo D, com
média de idades de 72,3 +5,0 anos.

A observagao clinica foi compativel com a ine-
xisténcia de qualquer patologia associada. Os re-

sultados do estudo analitico sumario foram normais.
Nenhum dos doentes referia agravamento recente
das queixas respiratorias nem necessidade de re-
curso a urgéncia por crise nos 12 meses precedentes.

Os testes de fung@o respiratoria realizados a to-
dos os doentes asmaticos revelaram obstru¢do bron-
quica moderada com valores médios de VEMS de
73,6 % do teorico previsivel apresentando, 18 doentes,
valores inferiores a 60 %.

De acordo com os testes cutaneos de alergia 14
doentes apresentavam reactividade cutidnea mo-
derada aos alergenos testados, com didmetros das
papulas inferiores 4 histamina e 36 apresentavam
reactividade cutanea marcada com diametro das
papula igual ou superior ao da histamina. 12 indi-
viduos asmaticos tinham testes cutaneos negativos.

A maioria dos doentes apresentava sensibiliza-
¢Oes multiplas, sendo 34% simultaneamente sen-
siveis a polen, acaros e outros alergenos. Em 14%
dos doentes foi observada uma sensibilizagdo iso-
lada a acaros ¢ em 8% a polen (Fig. 1).

Na amostra total de individuos idosos, Grupo
B, os valores médios encontrados no plasma para
os parametros relacionados com o processo de
agressdo e defesa oxidativa foram os seguintes:
26,4+8,6 mM para a vitamina E, 21,9+426,9 mM
para a Vitamina A, 246,0+147,7 mM para a GSH,
e 1,941,0 mM para a MDA.

A/P/Out
34%

8% A/Out
6%

Figura 1. Distribui¢do percentual dos padrdes de sensibili-
dade cutanea encontrados.
N: Negativo; A:Acaros; P:Polen; Out: Outros.
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Figura 2. Curva de regressdo obtida ente os valores de MDA
plasmatico e a idade P<0,05

No globulo vermelho (Gv) foram encontrados
valores de 732,6+240 U/gr hg (hemoglobina) para
a SDO, de 8,9+2,7 U/gr hg para o GIPx Gv, de
1,74+4,7 mmol/grhg, para o GSH Gv, de 34,9+16,2
nmol/grhg para o MDA Gv e de 10,9+8,Inmol/
/grhg para a Vit E Gv. Foi observada uma corre-
lagdo positiva entre os valores de MDA e a idade
(p<0,05) (Fig. 2). Nos outros parametros analisa-
dos ndo foi observada uma correlagdo estatistica-
mente significativa entre os valores encontrados e
a idade.

TAS

Figura 3. Valores de TAS em idosos saudaveis /Grupo C (0.92)
e em idosos asmaticos/Grupo D (0.78). Valores de TAS em con-
trolos saudaveis/Grupo A (1.07) e no grupo de idosos/Grupo
B (0.83).

O valor médio de TAS no grupo controlo-Grupo
A foi de 1,07+0,12mM e no grupo B de 0,83+
+0,17mM (p<0,05 )(Figura 3)

A analise comparativa dos dois grupos de idosos-
Grupos C e D, que foram estudados relativamente
a Capacidade Antioxidante Total revela valores in-
feriores para o grupo de asmaticos. O valor médio
de TSA ¢ de 0,78+0,18 mM para o grupo dos as-
maticos e de 0,92+0,10 mM para o grupo controlo,
sendo a diferenga observada entre grupos estatisti-
camente significativa(P<0,05) (Fig. 3).

Relativamente ao valor de GSH este foi préximo
nos dois grupos estudados, sendo de 246+140 mM
no grupo de asmaticos vs 245,0+160 mM no de sau-
daveis idosos. A mesma semelhanga foi observada
para a vitamina E com valor médio de 27,0 +8,8 mM
no Grupo D e de 25,5+8.4 mM no Grupo C.

O grupo de asmaticos analisados apresentavam
valores significativamente inferiores da MDA
1,0+0,7 mM quando comparados com os determi-
nados para o grupo controlo-2,8+0,29 mM

Para a vitamina A os valores encontrados na
populacdo asmatica de 1,8+0,5 mM sdo iguais aos
da populagdo saudavel, Grupo C, que foram tam-
bém de 1,8+0,5 mM

As determinagdes de antioxidantes em meio celu-
lar efectuadas em globulos vermelhos revelaram que
o valor médio de SDO observado no grupo de asmati-
cos idosos, Grupo D, era de 669,2+181,3 U/grhg
significativamente inferior ao dos idosos saudaveis,
Grupo C, que era de 829.0+253.7 U/grhg (P<0.05)
(Fig. 4)

Foram também observados valores signifi-
cativamente inferiores de GSH nos asmaticos idosos
de 12,4+4,6 mmol/grhg, Grupo D, comparativa-
mente aos do Grupo C de saudaveis idosos que fo-
ram de 15,6+4,4 mmol/grhg (p<0,05) Figura 5

Foi também estatisticamente significativa a di-
ferenga observada na vitamina E do globulo verme-
lho de asmaticos idosos, Grupo D de 14,2+9,3 nmol/
/grhg vs 7,2+43,9 nmol/grhg do Grupo C (p <0,05).

Os outros parametros analisados a nivel celular
foram proximos nos dois grupos estudados, nomea-
damente o GIPx com 9,24+2,9 U/grhg no Grupo D
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Figura 4. Valores de SDO em idosos saudaveis 829,0 U/grhg
e em idosos asmaticos 669,2 U/grhg

GSHGv

Figura 5. GSH nos asmaticos 12,4 mmol/grhg, Grupo D e no
Grupo C de 15,6 mmol/grhg

e 8,5+2,2 U/grhg no Grupo C e o MDA globular
com valores de 32,5+21,6 nmol/grhg no Grupo D
e de 37,5+4,1 nmol/grhg no Grupo C.

Avaliando apenas os 62 doentes idosos com
asma bronquica, do Grupo D, relativamente aos

parametros que apresentaram diferengas estatisti-
camente significativas comparativamente ao Grupo
C, foi possivel observar que a presenga de intensa
reactividade aos aeroalergenos testados condicio-
nava valores mais elevados de MDA plasmatico e
mais reduzidos de SDO, embora as diferengas ob-
servadas ndo fossem estatisticamente significativas
(Quadro I).

A reducdo de GSH ¢ da Vitamina E determina-
das no globulo vermelho era significativamente
mais marcada nos asmaticos alérgicos (p<0,05)
(Quadro II).

Ainda relativamente aos 62 idosos com asma
bronquica, do Grupo D, comparando parametros de
antioxidantes e de MDA entre os 18 doentes que
apresentavam valores de funcdo ventilatoria mais
comprometida (VEMS < 60%) e os restante doentes
do grupo observaram-se valores semelhantes. Ape-
nas os valores de vitamina E eram significativa-
mente inferiores nos doentes com fungdo venti-
latoria mais reduzida (Quadro III).

Outros valores encontrados para os doentes com
VEMS>60% e com VEMS <60% (GSH:
233,1+149,9mM vs 247,0+139,0 mM; GIPx Gv
8,8+2,3 vs 9,443,7U/gr hg; GSH Gv: 11,6+4,8 vs
12,4+4,0 mmol/gr hg; MDA Gv: 28,6+18,2 vs
32,4+26,4 nmol/gr hg) apresentavam ainda valores
muito aproximados.

A vitamina E no globulo vermelho apresenta
valores superiores de 17,4+11,2 nmol/gr hg nos
doentes que apresentavam valores de VEMS mais
reduzido comparativamente aos que tinham valores
mais aproximados da normalidade, de 10,8+7,2

Quadro I. Valores comparativos entre idosos asmaticos do Grupo D (n=62), com
testes cutdneos fortemente positivos (n=36) e com testes cutaneos negativos (n=12).
Nao foram incluidos na analise comparativa 14 asmaticos com reactividade cutinea

moderada aos alérgenos testados.
Nﬂ

Testes positivos 36

Asma (+++)

Testes negativos 12

MDA TAS SDO
1,240,9  0,78+0,2  617,9+182,1
0,76+0,4  0,78+0,2  722,7+274,4
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Quadro II. Valores comparativos com diferengas estatisticamente
significativas entre idosos asmaticos do Grupo D (n=62), com testes
cutaneos fortemente positivos (n=36) e com testes cutdneos negativos
(n=12). Nao foram incluidos na analise 14 asmaticos com reactividade
cutanea moderada aos alérgenos testados.

Testes positivos

(+++)

Testes negativos

N* GSH Gv VITE Gv

36 11,844,3  11,98+7,4
12 15,2439 22,1+11,4
p<0,05 p<0,05

Quadro III. Valores comparativos entre idosos asmaticos do Grupo D (n=62) relativamente a parametros de

fung@o ventilatoria.

N# MDA
VEMS > 60% 44 1,2+0,9
Asma
VEMS < 60% 18 0,94+0,5

TAS SDO VIT E VIT A
0,81+0,2  623,0+182,1 28,9+8,4 1,7+0,4
0,7740,2  643,1+145,5 23,2+8,6 1,9+0,5

sendo essa diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05)

DISCUSSAO

O presente estudo constitui uma analise simul-
tanea da interferéncia dos antioxidantes no proces-
so de envelhecimento e na fisiopatologia da asma
bronquica no idoso. Procede ainda a caracteriza-
¢do desta entidade clinica num grupo etario mais
avancado analisando, nomeadamente, pardmetros
como o padrdo de sensibilizagdo e o grau de obs-
trugdo bronquica.

Com efeito a percentagem de atopia entre os
asmaticos idosos pode variar de 13% até cerca de
40 %>%1112 A sensibilizagdo ndo difere da que ¢

frequentemente reportada noutras idades e inclui
os seguintes grupos de alergenos : acaros, fungos,
arvores, gramineas, arbustos e¢ faneras’. Estes
doentes arbitrariamente seleccionados a partir de
uma consulta de imunoalergologia revelaram pa-
drdes de reacgdo intensa a um significativo grupo
de alergenos. A maioria estava polisensibilizado,
reconhecendo os grupos de alergenos mais fre-
quentes da regido e encontrava-se num periodo es-
tavel da doenga apresentando valores médios de
funcao ventilatoria pouco reduzidos relativamente
aos tedricos previsiveis para a idade, sexo e consti-
tuicdo fisica.

De facto os asmaticos idosos sdo mais alérgicos
que a populagdo geral do mesmo grupo etario em-
bora a reactividade cutdnea e o valor de IgE ten-
dam a diminuir com a idade.””’Em individuos pre-
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dispostos parece assistir-se a uma aquisi¢do pro-
gressiva de sensibilizacdo eventualmente menos ex-
uberante, mas de repercussdo patologica nao des-
prezivel.

Estes doentes, correctamente medicados, cum-
priam corticoterapia inalada e estariam, na sua
maioria, clinicamente estabilizados, sem obstrucdo
significativa das grandes vias aéreas.

Neste trabalho foi observada um aumento claro
dos niveis de malonildialdeido (MDA), um produ-
to de peroxidagdo lipidica nas idades mais avanga-
das, independentemente da existéncia de patologia
bronquica. Outros autores t€ém referido estes aumen-
tos de malonildialdeido a medida que a idade
avanca, que se acompanham da redugdo de vitami-
na E e estd associado ao processo de envelhecimen-
to. 14,15

A objectivagdo do efeito oxidante quando asso-
ciada a um decréscimo de factores antioxidantes
plasmaticos, surge como a concretizagdo da rotura
do equilibrio que ocorre durante o processo de en-
velhecimento. No presente trabalho foi evidente e
estatisticamente significativa a correlag@o entre os
valores de MDA plasmatico e o percurso etario.

Para alguns autores o Estado Antioxidante To-
tal - TAS ¢ o parametro de eleicdo para andlise da
capacidade antioxidante e constitui-se como um
indicador privilegiado para avaliacdo de grupos e
de patologias. Para os seus defensores ¢ possivel
que a redugdo isolada de um indicador seja com-
pensada pelo aumento de outro, num equilibrio
dindmico ndo completamente detectavel por deter-
minagdes isoladas e por isso incompletas. Da ac¢ao
das Espécies Reactivas de Oxigénio, ROS, sobre
as principais biomoléculas podera resultar dis-
funcao e morte celular ou uma resposta adaptativa,
em grande medida condicionada pela capacidade
antioxidante individual, que permitira a sobrevivén-
cia da célula.

Considerando o grupo de idosos na globalidade,
grupo B o valor encontrado para o TAS de
0,83+0,17foi muito inferior ao do grupo etario mais
jovem, referido com controlo, grupo A e que era de
1,0740,12 concordante com a redugdo de defesas

que ocorrem neste ponto com o decorrer da idade.

Sendo a asma uma doenga caracterizada pela
inflamacdo cronica das vias aéreas as células in-
flamatoérias e epiteliais geram ROS que se correla-
cionam com a gravidade da doenga'®!”. Os asmati-
cos tem ainda valores elevados de Oxido Nitrico e
outras Espécies Reactivas Nitrogenadas-RNS nas
vias aéreas devido ao aumento do NO sintetase
pelas células epiteliais. Mas apesar de um claro
aumento do stress oxidativo e nitroxidativo nas vias
aéreas dos asmaticos as enzimas antioxidantes ce-
lulares ndo se encontram habitualmente elevadas.
1819 No presente trabalho foi observada uma redugdo
significativa do GSH celular dos asmaticos, sendo
ainda mais acentuada entre os asmaticos alérgicos,
enquanto a Vitamina E celular registava aumentos
significativos, estes privilegiando a asma nao alér-
gica. Estas variagdes podem corresponder a défi-
ces que funcionam como factores de agravamento
ou resultarem fundamentalmente do consumo ori-
ginado pela resposta ao processo de agressao con-
tinuada. Nestes dados podem estar objectivados
fendmenos de compensagao celular locais. No plas-
ma os valores de Vitamina E ndo diferiram signifi-
cativamente entre idosos asmaticos ¢ ndo asmati-
cos. Parece pois que a capacidade antioxidante desta
vitamina e o seu papel protector ndo serd muito efec-
tiva desenvolvendo-se a sua acc¢do tendencialmente
compensatoria, preponderantemente na membrana
celular. De igual modo, no presente trabalho, o GSH
plasmatico ndo se apresenta como desempenhando
uma ac¢ao preponderante na fisiopatologia da asma,
remetendo-se a importancia da sua intervencao para
as ac¢oes desenvolvidas ao nivel da membrana ce-
lular.

No Homem as células epiteliais do trato respi-
ratorio segregam antioxidantes para o meio ex-
tracelular. Antioxidantes como glutationa, o acido
urico, vitaminas C e E presentes no fluido de reves-
timento do epitélio pulmonar tém fungdes de defe-
sa relativamente a agressdo continuada do meio.
Estes antioxidantes sdo consumidos de acordo com
exposicdo e tempo, limitando a oxidagdo de mac-
romoleculas como lipidios proteinas e carbo-hidra-
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tos 2°. De acordo com alguns autores os asmaticos
terdo um decréscimo selectivo de SDO, conser-
vando a catalase ¢ a glutationa peroxidase-GIPx va-
lores sobreponiveis a populagdo normal.'®?! Neste
grupo de asmaticos idosos foi observado uma
redugdo estatisticamente significativa de SDO, con-
cordante alids com o papel primordial que a SDO
desempenha no processo inflamatério bronquico.

Sabe-se ainda que a expressdo de mRNA da glu-
tationa peroxidase - eGIPx em células epiteliais
bronquicas de asmaticos estd aumentada e que ocor-
rem variagdes rapidas do GSH apds exposi¢do a
ROS. Com efeito pode ocorrer uma rapida indugao
do GSH intracelular como resposta ao stress oxi-
dativo ap6s uma deplegéo transitoria do GSH 5222,
Outra forma de resposta protectora consiste na im-
portagdo para o interior celular do GSH expelindo
a sua forma oxidada. '***** . Neste estudo os va-
lores de GIPx sdo muito proximos entre os idosos
independentemente de serem saudaveis ou terem
patologia obstrutiva bronquica. Parece assim que
este mecanismo de defesa pode estar parcialmente
frenado nos doentes mais idosos. Niveis fisiologi-
cos de GSH potenciam a ac¢do dos ROS na ex-
pressdo de eGIPx, mas a expressdao exagerada de
SDO previne a indugdo de GIPx, sugerindo a im-
portancia de uma analise dinanica para uma com-
pleta interpretagcdo deste equilibrio.

As espécies reactivas de oxigénio t€ém um papel
de agressdao mas estdo igualmente envolvidas em
diversas reac¢Oes de defesa da célula. Niveis ele-
vados destes antioxidantes podem provocar rotu-
ras nestes equilibrios com consequéncias impre-
visiveis e indesejaveis

Os eosinofilos tem um papel crucial na defesa
inata do hospedeiro. O seu recrutamento e activagao
constitui uma caracteristica da asma, nomeada-
mente apds provocagdo alergénica. Estas células
estdo equipadas com um potente arsenal proteico e
enzimatico destinados a provocar lesdo aos seus
alvos biologicos. O “burst” respiratorio dos eosi-
nofilos humanos produz entre trés a dez vezes mais
02 que o produzido por um numero correspondente
de neutréfilos. A EPO amplifica o potencial oxi-

dante do H202 gerado de forma a criar potentes
oxidantes reactivos. ****As Espécies Reactivas de
Nigénio - RNS- geradas irdo exercer uma ac¢ao
importante na modifica¢do de proteinas que ocorre
no tecido bronquico conforme observado em teci-
dos de biopsia ou em LLBA de asmas graves®. De
facto verificou-se no presente trabalho uma redugéo
significativa do TAS dos doentes asmaticos tal com
havia sido observado na populacdo idosa e que test-
emunha de forma mais global a capacidade de in-
tervencdo das defesas antioxidantes e dos ROS na
patogenia da asma.

Os antioxidantes lipossoliveis actuam na rotura
de cadeias oxidantes eliminando os radicais peroxil
e assim prevenindo a propagacdo do processo de
peroxidac¢ao lipidica %6.0 retinol funciona como um
factor chave para a conservacdo da diferenciagdo
celular do epitélio broncoalveolar. Uma dieta rica
em beta carotenos e em vitamina E, assim como
valores séricos mais elevados destes dois elemen-
tos podem relacionar-se com uma prevaléncia
reduzida de dispneia e de bronquite cronica, ndo se
observando contudo obtenc¢do de qualquer efeito
protector para esta patologia, com o suplemento
adicional destas vitaminas®” Neste grupo de asmati-
cos idosos foram observados valores vitamina A
plasmatica semelhante entre asmaticos e saudaveis,
ressaltando destes dados o caracter protector pou-
co constante que as vitaminas assumem na defesa
antioxidante.

Os valores de MDA no grupo de doentes asmati-
cos idosos ndo estd aumentado relativamente ao
grupo controlo como vem referido em alguns tra-
balhos. Contudo os estudos realizados nesta pato-
logia nao incluiam idades tdo avancadas e este
parametro € susceptivel de ser fortemente condi-
cionado pelo factor idade conforme foi discutido
acima e ¢ claro no presente trabalho. Determinagdes
realizadas no laboratdrio onde foi desenvolvido este
estudo, incidentes sobre individuos saudaveis com
média de idades de 63,1 anos encontraram valores
inferiores as do grupo de asmaticos idosos e as dos
saudaveis idosos do presente trabalho.(dados ain-
da ndo publicados) reforcando a implicagdo que a
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idade tem neste indicador biolégico. Por outro lado,
o grupo de asmaticos incluidos no estudo estava
medicado com corticoterapia inalada e clinicamente
bem controlado de acordo com os valores médios
de fungdo ventilatoria. A administragdo de doses
correctas de farmacos antiasmaticos, nomeada-
mente a associacdo preconizada de proprionato de
fluticasona e de salmeterol respectivamente nas
doses de 500 ¢100mg/dia durante um més corrige
parcialmente as diferencas positivas de malonildi-
aldeido comparativamente aos controlos e aos as-
maticos ndo tratados tanto no soro como no liquido
de lavagem bronco-alveolar. Esta reversao parcial
¢ susceptivel de ser objectivada na fungdo respi-
ratoria®. Apesar de ndo ter sido possivel encontrar
diferencas estatisticamente significativas, com-
parando o grupo de asmaticos idosos com sensibi-
lizagdo alergénica intensa com o dos asmaticos nao
alérgicos encontram-se, nos primeiros, valores mais
aumentados de MDA e valores ainda mais reduzi-
dos de SDO. Neste trabalho com a metodologia
utilizada ndo foi possivel estabelecer uma corre-
lacdo entre fungdo ventilatoria reduzida e indica-
dores de desequilibro oxidativo, a ndo ser a redugdo
da vitamina E plasmatica nos doentes com fungao
pulmonar mais comprometida.

As Espécies Reactivas de Oxigénio e o Stress
Oxidativo estdo envolvidos no envelhecimento e
em processos com ele relacionados, nomeadamente
com a HTA, deméncia e arteriosclerose. A asma
bronquica, mesmo quando aparentemente contro-
lada, pode estar associada a uma redugdo das defe-
sas antioxidantes e condicionar um agravamento
adicional destas patologias degenerativas. Nas vias
aéreas a lesao do epitélio devido a agressao alergéni-
ca ¢ a accdo de mediadores inflamatérios conduz
ao influxo de proteinas e inflamagdo reaccional, esta
potenciada pela agressdo oxidativa. A reducdo da
Capacidade total antioxidante tera um papel deter-
minante na patogénese da asma, particularmente no
individuo idoso. Acresce ainda que, a intervengdo
significativa de algumas espécies antioxidantes
como o superoxido dismutase e o glutatido peroxi-
dase actuando num equilibrio dindmico e em per-

manente mutacdo constituem de facto, factores de
agressdo numa idade problematica e que tudo indi-
ca devera constituir a curto prazo uma parcela im-
portante da populagdo geral®. A investigacdo cres-
cente, dirigida ao esclarecimento da importancia
fisiopatologica que estes marcadores assumem con-
duzira, necessariamente, a uma revisao no concei-
to de profilaxia, de intervengdo terapéutica e de
monitorizagdo nesta patologia.
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