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Resumo: A Doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é caracterizada como uma inflamação crônica 
do parênquima pulmonar e das vias áreas, responsável por desencadear uma resposta pró-inflamatória que 
estimula a liberação dos leucócitos e plaquetas. Uma das características importantes dessa síndrome é o 
aumento na contagem de polimorfonucleares (PMN), que muitas vezes são liberados na sua forma jovem 
apresentando alto nível de mieloperoxidade (MPO). A identificação destes é essencial para o entendimento 
das manifestações sistêmicas e das doenças associadas à DPOC. A fosfodiesterase-4 (PDE4) é uma enzima 
que catalisa o metabolismo dos nucleotídeos, especificamente o c-AMP e c-GMP expresso em inúmeras 
células e em doenças respiratórias. Alguns inibidores dessa enzima são utilizados no tratamento dessas 
doenças, destacando o Roflumilaste. O objetivo deste trabalho foi avaliar se o presente medicamento 
inibe a produção de espécies reativas de oxigênio pelos neutrófilos por método quimiluminescente com 
o Luminol, pois na inflamação, os agentes oxidantes da MPO são capazes de interferir nas funções das 
células e contribuir para agressões. Por isso a MPO tem sido utilizada como um biomarcador prognóstico, 
principalmente nas doenças inflamatórias agudas e crônicas e em doenças pulmonares. Os resultados 
demonstraram moderadas inibições do fármaco quanto à quimiluminescência dependente do luminol, 
demonstrando atividade antioxidante.

Effect of roflumilast on luminol chemiluminescence and the production of reactive 
oxygen species 
Abstract: Chronic obstructive pulmonary disease (DPOC) is characterized as a chronic inflammation of 
the pulmonary parenchyma and of the airways, responsible for triggering a pro-inflammatory response that 
stimulates the release of leukocytes and platelets. One of the important characteristics of this syndrome is 
the increase in the polymorphonuclear (PMN) count, which is often released in its young form presenting 
high level of myeloperoxidation (MPO). Identification of these is essential for understanding the systemic 
manifestations and of diseases associated with COPD. Phosphodiesterase-4 (PDE4) is an enzyme that 
catalyzes the metabolism of nucleotides, specifically c-AMP and c-GMP expressed in innumerable cells 
and in respiratory diseases. Some inhibitors of this enzyme are used in the treatment of these diseases, 
highlighting Roflumilaste. The objective of this work was to evaluate if the present drug inhibits the 
production of reactive oxygen species by neutrophils by chemiluminescent method with Luminol, because 
in the inflammation, the oxidizing agents of MPO are able to interfere in the functions of the cells and 
contribute to aggressions. Therefore MPO has been used as a prognostic biomarker, mainly in acute and 
chronic inflammatory diseases and pulmonary diseases. The results obtained were moderate inhibition 
of the drug for luminol dependent chemiluminescence, demonstrating antioxidant activity.
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Introdução
A Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica, desde indícios de sua descoberta, esteve relacionada a dois 

conjuntos de manifestações clínicas: o tipo bronquítico e o tipo enfisematoso. Estes grupos eram associados 
a personagens de Cervantes do livro “Dom Quixote de la Macha”, publicado em 1605. Dom Quixote 
pertencia ao grupo enfisematoso: era esquálido e dispneico, enquanto Sancho Pança representava o 
brônquico, destacando a presença de tosses crônicas. Com o passar dos anos e com o avanço tecnológico, 
a DPOC, de uma pneumopatia crônica e obstrutiva, transfigurou-se para uma doença sistêmica, 
relacionada principalmente, com as células inflamatórias, e envolvendo diversas manifestações clínicas 
extrapulmonares: anemia, depressão, e várias outras, que permitiram que a imagem de Sancho Pança e 
Dom Quixote deixassem, de forma romântica, a imagem da DPOC na literatura médica (OLIVEIRA, 2013).

Foi descoberta na década de 60, e é definida como uma síndrome de inflamação crónica das vias 
aéreas e parênquima pulmonar, com participação de várias células e mediadores que desencadeiam uma 
resposta pró-inflamatória, que consequentemente conduzem a uma lesão (ALMEIDA, 2015; JARDIM et 
al., 2009) e é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, estando na grande 
maioria dos casos relacionada ao tabagismo (ZONZIN et al., 2017). Entre os principais fatores de risco 
desta doença, pode-se destacar o tabagismo, onde aproximadamente, 1 em cada 5 fumantes desenvolverá 
a doença, enquanto nos não fumantes 1 em cada 20. Sendo assim, o tabagismo está diretamente associado 
com a inflamação do pulmão, dificilmente reversível e a diminuição do transporte ciliar, sendo a tosse 
um fator de importância para a remoção de secreções traqueobrônquicas. (FURTADO, 2002). Outras 
possíveis etiologias são as modificações no ar consequentes da queima de biomassa e industrialização 
(RUFINO et al., 2013).Os gases da fumaça do tabaco desencadeiam um processo inflamatório crônico que 
provocam alterações nas estruturas do pulmão, principalmente nas vias aéreas pequenas. As primeiras 
células de defesa a migrar para o local da inflamação são os neutrófilos, seguidos dos macrófagos e 
linfócitos. Fibroblastos e células epiteliais também se deslocam para a inflamação (DA COSTA et al., 
2009; JUNIOR et al., 2014).

A resposta inflamatória é desenvolvida por um conjunto de elementos externos e por uma resposta 
individual. Ambos são capazes de determinar patologias, sintomatologias e pela evolução da doença. Os 
elementos externos estão ligados à inalação de partículas e gases tóxicos e inalação da fumaça do cigarro, 
que contribui para o aparecimento dos sintomas respiratórios e o acúmulo de partículas inaladas, enquanto 
os individuais estão relacionados com os fatores genéticos, principalmente a deficiência de α1-antitripsina, 
que é a causa da doença obstrutiva pulmonar crônica presente no público jovem (BAGATIN et al., 2006).

Os principais sintomas desta doença incluem: tosse, produção de catarro, e dispneiacrônica e progressiva, 
que é o mais característico. Ansiedade e depressão são consequências de pacientes, principalmente os 
idosos, que consideram natural a redução na atividade física, que agravam o quadro da dispneia (ZONZIN 
et al., 2017). 

Na parede das vias aéreas de tabagistas as principais células de defesas encontradas são os linfócitos 
T e os macrófagos, e na luz alveolar um predominante acumulo dos neutrófilos. Em consequência da 
concentração destes glóbulos brancos, tem-se o aparecimento de mediadores inflamatórios específicos que 
são a causa para da lesão estrutural da DPOC (DA COSTA et al. ,2009). As lesões estruturais da doença 
obstrutiva pulmonar crônica são resultado de um caldo inflamatório e oxidativo que envolve várias células, 
interleucinas e produtos oxidantes responsáveis por modificar as fibras elásticas e o músculo bronquiolar 
presentes na estrutura pulmonar (RUFINO et al., 2013).

Além das mudanças nas fibras elásticas e no músculo bronquiolar, outras mudanças patológicas são 
características na DPOC, que são distribuídas nas vias aéreas proximais, periféricas, no parênquima pulmo-
nar e na vasculatura pulmonar. A doença pulmonar obstrutiva crônica tem como principal característica 
uma resposta exagerada aos estímulos de mediadores inflamatórios. Os eosinófilos, por exemplo, são as 
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principais células que aparecem na asma, os linfócitos são células que também aparecem nesta sintoma-
tologia, enquanto os neutrófilos são os principais envolvidos na patogênese da doença (OLIVEIRA, 2013).

Na DPOC, devido às inflamações recorrentes (característico da doença) há alterações dos componentes 
celulares do pulmão, que faz com que as células inflamatórias aumentem: principalmente macrófagos, 
neutrófilos e linfócito CD8+, seguidos de um aumento excessivo de produtos oxidativos, o que facilita a 
colonização por microrganismos. A interação entre esses fatores faz com que haja um recrutamento de 
mais células pró-inflamatórias causando uma destruição periférica dos ligantes dos alvéolos, que facilitam 
uma possível fusão (RUFINO et al., 2006).

Devido às alterações fisiopatológicas da DPOC, forma-se uma sequência de eventos na cascata infla-
matória: o aumento do número de neutrófilos, macrófagos e linfócitos com predominância do CD8, há 
uma grande concentração de substâncias próinflamatórias tais como: leucotrieno B4, interleucina (IL) 8, 
fator de necrose tumoral (TNF), entre outros e o estresse oxidativo causado pela inalação de oxidantes 
sofre aceleração. Consequentemente isso pode desencadear uma resposta inflamatória sistêmica, devido 
a estimulação do sistema hematopoiético, especificamente da medula óssea, com liberação de leucócitos 
e plaquetas. Há evidências também no aumento da contagem de leucócitos, principalmente os neutrófilos, 
alguns destes neutrófilos são liberados na sua forma jovem, que apresentam alto nível de mieloperoxidase, 
favorecendo ao desequilíbrio protease anti-protease. A identificação destes mediadores e participantes da 
cascata inflamatória na circulação sistêmica é essencial para o entendimento das manifestações sistêmicas 
e das doenças associadas à DPOC (RIBEIRO, 2008).

Nos portadores da doença pulmonar obstrutiva crônica, os neutrófilos apresentam respostas qui-
miotáticas aumentadas, e isso colabora para a que estes possam digerir o tecido conjuntivo, causando as 
lesões. Isso porque essas células acabam por expressar uma maior quantidade de moléculas de adesão 
(ALMEIDA, 2015).

A destruição pulmonar está diretamente ligada ao desequilíbrio entre as proteases e antiproteases, e 
devido a este fato o neutrófilo tem grande importância na patogênese desta destruição devido a liberação 
de suas enzimas neutrofílicas que resulta no aumento das proteases no pulmão (DA COSTA et al., 2009). 
O tabagismo tem como consequência o aumento do número de macrófagos de 5 a 10 vezes no pulmão, 
e este aumento contribui para as lesões das vias aéreas, devido às enzimas agressivas deste leucócito 
(ALMEIDA, 2015).

Os gases tóxicos consequentes do tabagismo causam agressões no pulmão e ele reage através de uma 
resposta inflamatória, onde é capaz de recrutar células de defesa, substâncias oxidativas, antioxidativas e 
mediadores imunitários liberados, estes responsáveis por interferir na função e na estrutura do parênquima 
pulmonar e das vias respiratórias. (RUFINO et al., 2007). A agressão pulmonar e a inflamação presentes 
na doença são, principalmente, pela exposição a partículas e gases inalados, porém pode ocorrer também 
pela deficiência da α1 antitripsina, que é uma proteína responsável por proteger a elastina pulmonar, que 
suporta as paredes dos alvéolos e também por neutralizar a elastase (proteína produzida pelos neutrófilos 
quando eles são atraídos para uma inflamação). A pessoa que apresenta deficiência desta proteína, não 
controla a elastase dos neutrófilos, onde consequentemente se rompe a elastina pulmonar (DARIO, 2016).

Essa enzima é liberada quando os leucócitos polimorfonucleares são ativados e sofrem degranulação 
em microcirculações coronarianas. Em pacientes que apresentam dores no tórax e insuficiência cardíaca, a 
mieloperoxidase se encontra em níveis altos e é um importante marcador no diagnóstico (ESPORCATTE 
et al., 2007).

A MPO está presente no conteúdo proteico dos neutrófilos, macrófagos, e monócitos, especificamente 
em maior quantidade nos neutrófilos. Ela forma um oxidante que tem o poder de eliminar os microrga-
nismos, o HOCl, que pode causar efeitos nocivos para a célula (QUADROS et al., 2013). 

Na inflamação, os agentes oxidantes da MPO são capazes de interferir nas funções das células e 
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contribuir para agressões, como a lesão tecidual. Por isso a MPO tem sido utilizada como um biomarcador 
prognóstico, principalmente nas doenças inflamatórias agudas e crônicas e em doenças pulmonares 
(NUSSBAUM et al., 2013). Os neutrófilos são as células que mais são afetadas na ativação pela MPO, que 
modulam a sinalização intracelular. Em uma inflamação os neutrófilos têm sua sobrevida prolongada, já 
que é o leucócito que tem um menor tempo de vida. Quando sofrem apoptose, eles são removidos pelos 
macrófagos, que facilita no combate da inflamação (KEBIR et al., 2018).

A mieloperoxidase é sintetizada na medula óssea durante a diferenciação das células mielóides, e é 
encontrada principalmente nos neutrófilos, sendo um dos principais constituintes de seus grânulos. Ela é 
liberada após ativação desta célula de defesa, para ajudar no combate de agentes microbianos. Porém ela 
pode reagir com o peróxido de hidrogênio, formar radicais livres e substâncias oxidantes que promovem 
danos oxidativos no organismo (ROMAN et al., 2008; PIRES, et al., 2012).

O luminol é um dos principais substratos utilizados nas reações de quimiluminescência porque pode 
ser oxidado por peróxido de hidrogênio, na presença de um catalisador, que irá originar a um peróxido 
reativo, resultando na emissão de luz, que é detectada através de luminomêtros (SANTOS et al., 1994).

De acordo com Jardim (2009), o tratamento da DPOC tem como objetivo amenizar os sintomas, com 
melhora da qualidade de vida, não deixando a doença progredir, com o intuito de evitar exacerbações 
e internações aumentando assim a sobrevida. O tratamento inclui broncodilatadores, antibióticos, 
corticosteroides, entre outros (JADIM et al., 2009).

Lançado no Brasil, e um dos principais medicamentos de escolha para tratamento da DPOC em 
pacientes com a doença avançada, é o roflumilaste. Ele age como anti-inflamatório inibindo a enzima 
fosfatiditilesterase -4 (PDE4), que eleva os níveis intracelulares da AMPc, que consequente inibe alguns 
dos mediadores inflamatórios (TNFa, IL-2, LTB4, entre outros), que são de extrema importância na 
patogenia da DPOC. A inibição dessas citocinas causa um relaxamento da musculatura lisa e uma 
broncodilatação, trazendo benefícios para o tratamento da doença. A inibição da PDE4 também é capaz 
de inibir a desgranulação dos neutrófilos (DA COSTA et al., 2013; HATZELMANN et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar se o Roflumilate inibe a produção de espécies reativas de oxigênio 
por método quimiluminescente com o Luminol.

Material e métodos
Equipamentos
As reações quimiluminescentes foram monitoradas em Luminomêtro: Synergy 2 – BioTek, realizadas 

na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araraquara.

Roflumilaste (Daxas ®)
Diluiu-se uma cápsula de Roflumilaste contendo 500 µcg em água e a partir de uma solução mãe 1,2 

µM, trabalhou-se com concentrações finais 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 n M.

Avaliação da inibição da produção de EROs com Mieloperoxidase Comercial. Ensaio 
de Quimiluminescência dependente do luminol (QLDLum)

A oxidação do luminol pode ocorrer tanto pelo sistema MPO/H2O2 (ação peroxidásica) como devido 
a reação luminol/HOCl com a formação de uma diazoquinona que posteriormente reage com H2O2 for-
mando aminoftalato eletronicamente excitado, que ao voltar para o estado fundamental emite luz (ALLEN 
2000), portanto a quimiluminescência dependente do luminol (QLDLum) é utilizada para detecção de 
todas as ERO formadas no “burst” oxidativo.

Para a realização dos testes as soluções empregadas na placa de leitura foram: tampão PBS-D, luminol 
(4 x 10 -4M), MPO comercial (Sigma), diluída como especificações do fabricante (10µL), a solução de 
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Roflumilaste em diferentes concentrações e H2O2 (4 x 10 -3M). O tempo de reação foi de 10 minutos e o 
volume final de reação 250 µL.

Análise estatística
Os resultados foram expressos como média e desvio padrão e comparados por análise de variância 

(Anova) seguido de teste-t de Student onde foi estabelecido o nível de significância de p<0,05. Todos os 
experimentos foram realizados no mínimo em triplicata.

Resultados e discussão
Ensaio de QLDLum com MPO comercial. Efeito supressor do Roflumilaste
O efeito supressor do fármaco Roflumilaste sobre a quimiluminescência do luminol com MPO obtida 

de neutrófilos humanos e consequentemente, sobre a produção das ERO, está demonstrado nas Figuras 
1 a 6 e Tabela 1. Em todas as concentrações foi observada uma inibição moderada quanto à quimilumi-
nescência dependente do luminol, mas não se observou diferenças significativas entre os grupos (Figura 
7). Como demonstrado pelo cálculo de regressão linear, essa inibição foi independente da concentração 
do medicamento.

Figura 1- Cinéticas representativas da emissão de luz do sistema MPO/H2O
2/Luminol (curva vermelha)  

presença de Roflumilaste 0,1 nM (curva azul).
A1 \ C1

Time

RL
U

0:00:00 0:01:00 0:02:00 0:03:00 0:04:00 0:05:00 0:06:00 0:07:00 0:08:00 0:09:00 0:10:00 0:11:00
60000

70000

80000

90000

100000

110000

120000

130000

140000

150000

56908239,500 RLU.s
51782909,500 RLU.s

Fonte: Dados de pesquisa, 2018.
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Figura 2 - Cinéticas representativas da emissão de luz do sistema MPO/H2O
2/Luminol (curva vermelha) 

e na presença de Roflumilaste 0,2 nM (curva azul).
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Fonte: Dados de pesquisa, 2018.

Figura 3 - Cinéticas representativas da emissão de luz do sistema MPO/H2O
2/Luminol (curva vermelha) 

e na presença de Roflumilaste 0,3 nM (curva azul).
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Fonte: Dados de pesquisa, 2018.
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Figura 4 - Cinéticas representativas da emissão de luz do sistema MPO/H2O
2/Luminol (curva vermelha) 

e na presença de Roflumilaste 0,4 nM (curva azul).
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Fonte: Dados de pesquisa, 2018.

Figura 5 - Cinéticas representativas da emissão de luz do sistema MPO/H2O2/Luminol (curva vermelha) 
e na presença de Roflumilaste 0,5 nM (curva azul).
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Fonte: Dados de pesquisa, 2018.
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Figura 6 - Efeito da solução contendo o princípio ativo Roflumilaste em diferentes concentrações sobre 
a inibição da produção de ERO na quimiluminescência do luminol com MPO comercial obtida de neu-

trófilos humanos.
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Fonte: Dados de pesquisa, 2018.

Figura 7- Relação entre a concentração do princípio ativo Roflumilaste e a quimiluminescência do lumi-
nol com MPO comercial obtida de neutrófilos humanos.

Fonte: Dados de pesquisa, 2018.
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Tabela 1 - Percentagem da Inibição da quimiluminescência (QLum) induzida por Roflumilaste.

Concentração (nM)

0,1 (nM) 0,2 (nM) 0,3 (nM) 0,4 (nM) 0,5 (nM)

Roflomilaste 16,9 ± 8,19 8,5 ± 24 23,7 ± 20 20,2±9,4 15,5±24

*Valor apresentado como média ± desvio padrão.

Fonte: Dados de pesquisa, 2018.

A DPOC é uma doença sistêmica relacionada com células inflamatórias e manifestações clínicas extra-
pulmonares. A principal célula inflamatória envolvida é o neutrófilo, que devido ao aumento da liberação 
de proteases nas vias aéreas, as anti-proteases não dão conta de proteger as fibras elásticas do pulmão, e 
ocasionam o enfisema pulmonar, que é uma das manifestações clínicas da DPOC (MEIRELLES, 2009).

Um dos melhores medicamentos para o tratamento da DPOC em pacientes com a sintomatologia 
avançada é o Roflumilaste, nome comercial: Daxas. O principal efeito do medicamento é a inibição da 
PDE4, que eleva os níveis intracelulares da AMPc, que consequentemente inibe alguns dos mediadores 
inflamatórios (TNFa, IL-2, LTB4, entre outros), que são de extrema importância na patogenia da DPOC. 
A inibição dessas citocinas causa um relaxamento da musculatura lisa e uma broncodilatação, trazendo 
benefícios para o tratamento da doença. A inibição da PDE4 também é capaz de inibir a desgranulação 
dos neutrófilos (HATZELMANN et al., 2010).

Hatzelmmann e cols (2010) realizaram uma série de estudos pré-clínicos “in vitro” e “in vivo” para 
entender melhor o modo de ação funcional de roflumilaste na DPOC. “In vitro”: demonstrou-se que o 
roflumilaste afeta as funções de vários tipos de células, incluindo neutrófilos, monócitos / macrófagos, 
células T CD4 + e CD8 +, células endoteliais, células epiteliais, células musculares lisas e fibroblastos e 
consequentemente tem-se redução das crises de tosses e função pulmonar melhorada. “In vivo”: Atenua 
os principais mecanismos de doenças relacionadas à DPOC, como a inflamação pulmonar induzida pela 
fumaça do tabaco, mau funcionamento mucociliar, remodelamento fibrótico e enfisematoso do pulmão, 
estresse oxidativo, remodelação vascular pulmonar e hipertensão pulmonar (HATZELMANN et al., 2010).

Neutrófilos de indivíduos que fumam tem mais MPO dos que os não fumantes e os níveis de MPO são 
elevados no escarro de pacientes com DPOC, junto com 3-clorotirosina que é um produto da atividade 
da MPO. Portanto saber se um determinado medicamento é inibidor da MPO pode ser muito importante 
para o tratamento da doença.

A MPO é uma enzima presente principalmente nos grânulos de neutrófilos, mas está presente tam-
bém nos monócitos e macrófagos. Na presença de peróxido de hidrogênio catalisa vários substratos com 
a formação de ácido hipocloroso, oxigênio singlete, radical hidroxil, cloraminas e espécies reativas de 
nitrogênio.  

A fumaça do cigarro produz peróxido de hidrogênio e MPO presente em maior quantidade nos indiví-
duos fumantes pode podem usar este peróxido para formar ácido hipocloroso, que é um potente oxidante, 
causando lesão tecidual (BAGDAGE et al., 1970; DELAMAIRE et al., 1995 e 1997; GALLACHER et al., 
1995; MARHOFFER et al., 1992; SATO et al., 1997; WILSON et al.,1986). 

Conclusão
O Roflumilaste inibiu a quimiluminescência do luminol, e esta não foi dependente da concentração 

do medicamento, demonstrando atividade antioxidante. No presente trabalho, demonstramos que o 
Roflumilaste inibiu a quimiluminescênica do luminol, ou pelo sequestro do ácido hipocloroso ou pela 
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inibição da MPO, mas somente com os nossos dados não conseguimos responder estas questões. A 
quimiluminescência dependente do luminol (QLDL), é um método sensível de estudo de alterações na 
produção de espécies reativas de oxigênio, mas é pouco específico no que se refere à espécie reativa que 
está oxidando o luminol (BAGDAGE et al., 1970; DELAMAIRE et al., 1995 e 1997; GALLACHER et al., 
1995; MARHOFFER et al., 1992; SATO et al., 1997; WILSON et al.,1986). 

Portanto as perguntas a serem respondidas e perspectivas futuras são:
• a produção das espécies reativas de oxigênio, envolvidas diretamente (HOCl) na oxidação do 

luminol estaria prejudicada? Nesse caso, o Roflumilaste estaria agindo sobre a mieloperoxidase?
• O Roflumilaste estaria funcionando como “scavengers”de HOCl?
Posteriormente a meta é avaliar os melhores mecanismos envolvidos na supressão da QLDL pelo 

Roflumilaste. Um dos testes a ser executado será o teste do TMB (tetrametilbenzidina), que é um teste 
bastante específico devido à propriedade única do HOCl de reagir com taurina formando taurina-clora-
mina. A alta concentração de taurina e a constante de reação entre este composto com o HOCl faz com 
que a taurina seja o principal alvo do HOCl formado pelo sistema enzimático do neutrófilo (FOLKES et 
al, 1995). Nessas condições experimentais, a adição de qualquer substrato é capaz de afetar a produção 
de HOCl por três diferentes mecanismos: a) competindo com taurina pelo HOCl; b) reagindo com tau-
rina-cloramina; c) competindo com cloreto pelo composto I da MPO. Outro teste será avaliar a atividade 
da enzima MPO também com TMB que é muito mais sensível (MARQUEZ; DUNFORD, 1998).
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