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RESUMO

Introdugao: A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) ¢ uma doenga debilitante, que
apresenta inflamagao sist€émica e ¢ causada por agentes irritantes como a fumaca de cigarro. Os
pacientes com essa doenga apresentam uma redugdo do fluxo aéreo, que nao ¢ completamente
reversivel, e tem um declinio progressivo em sua qualidade de vida ao longo da progressao da
doenga. A DPOC tem sido associada a um aumento no estresse oxidativo do corpo, o que pode
alterar a estabilidade da membrana dos eritrécitos. Objetivos: O objetivo desse estudo foi
investigar a existéncia de associacdes entre a estabilidade da membrana de eritrocitos e
variaveis respiratorias, bioquimicas e hematologicas em pacientes com DPOC em
Oxigenoterapia Domiciliar Prolongada (ODP), comparado a voluntarios saudaveis. Material e
métodos: O estudo consistiu em uma populagdo de 145 homens, 74 do grupo controle e 71 com
DPOC em ODP. Testes hematologicos e bioquimicos foram feitos e a avaliagdo da estabilidade
osmotica de eritrocitos foi realizada. Adicionalmente, o teste de caminhada de 6 minutos foi
realizado e a fun¢do pulmonar foi testada por espirometria. Resultados: Os voluntarios com
DPOC apresentaram maior estabilidade de eritrocitos, tanto em condig¢des isotdnicas quanto
hipotonicas, em relagdo ao sangue, com menores niveis de hemoglobina e menores valores de
concentragdo de hemoglobina corpuscular média, assim como maiores niveis de volume
corpuscular médio e variacdo no tamanho de eritrocitos. O status de ferro e os niveis de
bilirrubina total e indireta, albumina, triglicerideos, colesterol total (C), VLDL-C e LDL-C
foram menores no grupo com DPOC, sugerindo uma tendéncia a méa-nutri¢do. A estabilidade
osmotica de eritrocitos foi inversamente correlacionada com indicadores de fungdo pulmonar,
indice de massa corporal e capacidade fisica nesse grupo. Conclusées: Individuos com DPOC
em ODP mostraram eritrocitos osmoticamente mais estaveis e heterogéneos, mas o aumento na
estabilidade osmotica foi associada a uma piora na fun¢do pulmonar, indice de massa corporal

e capacidade fisica.

Palavras-chave: Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC); Oxigenioterapia Domiciliar
Prolongada (ODP); Estabilidade Osmotica; Eritrdcito.



ABSTRACT

Introduction: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a debilitating and systemic
inflammatory disease caused by irritants such as cigarette smoke. Patients present airflow
reduction, which is not completely reversible and have progressive decreasing on life quality
during disease progression. COPD has been associated with an increase on body’s oxidative
stress which can modify erythrocyte’s membrane stability. Objective: The aim of this work is
to investigate the existence of associations between erythrocyte membrane stability and
respiratory, biochemical and hematological variables in patients with COPD in Long-Term
Oxygen Therapy (LTOT) compared to healthy volunteers. Material and methods: The study
population consisted of 145 men, 74 of the control group and 71 with COPD in LTOT.
Biochemical and hematologic tests and evaluation of the erythrocytes osmotic stability were
performed. Additionally, the six-minute walk test was applied and the pulmonary function was
tested by spirometry. Results: The volunteers with COPD presented erythrocytes with greater
stability both in isotonic and hypotonic conditions in relation to blood, concomitantly with
lower hemoglobin levels and lower values of mean corpuscular hemoglobin concentration, as
well as higher values of mean corpuscular volume and red-cell distribution width. Iron status
and blood levels of total and indirect bilirubin, albumin, triglycerides, total cholesterol (C),
VLDL-C and LDL-C were lower in the COPD group, suggesting a tendency to malnutrition.
The erythrocytes osmotic stability was inversely correlated with the indicators of lung function,
body mass index and physical capacity in this group. Conclusions: Individuals with COPD in
LTOT showed osmotically more stable and heterogeneous erythrocytes, but this increased
erythrocytes stability was associated with worsening of lung function, body mass index and

physical capacity.

Key-words: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD); Long-Term Oxygen Therapy
(LTOT); Osmotic Stability; Red Blood Cell (RBC).
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1 INTRODUCAO

A DPOC ¢ uma das principais causas de doenca e de morte em todo o mundo,
representando um custo econdmico e social significativo. No nucleo familiar, provoca
preocupacao, limita a vida social e o lazer; compromete o or¢amento e abrevia a vida. No campo
profissional, reduz a produtividade, antecipa a aposentadoria, ¢ ¢ causa de pagamentos de
pensdes e de beneficios. No Sistema Unico de Saude, motiva atendimentos frequentes em
prontos-socorros ¢ ambulatorios, sendo causa frequente de hospitalizagdes, o que provoca
despesas elevadas para governo e sociedade (Campos, 2004).

Pelo fato da DPOC frequentemente se desenvolver em tabagistas de meia idade com
longo tempo de exposi¢do, esses pacientes muitas vezes t€ém uma variedade de outras doencas
relacionadas ao tabagismo ou envelhecimento. A DPOC em si também tem efeitos
extrapulmonares (sistémicos) importantes que levam a condigdes de comorbidades.
Anormalidades nutricionais, perda de peso e disfuncdo do musculo esquelético sdo efeitos
extrapulmonares bem reconhecidos da DPOC e os pacientes tem alto risco para infarto do
miocardio, osteoporose, infec¢dao respiratoria, fraturas ésseas, depressao, disturbio do sono,
anemia e glaucoma (Gold, 2018).

Assim, esse trabalho se prop0s a investigar a estabilidade de membranas de eritrocitos
e os perfis hematologico, bioquimico, hormonal e funcional em pacientes com DPOC em ODP,
em comparagdo com individuos saudaveis. Isto se justifica, uma vez que a ocorréncia de danos
aos eritrocitos, em decorréncia do estresse oxidativo observado em pacientes com DPOC,
sobretudo aqueles com DPA, e de outras alteragdes presentes na doenca, deve afetar as trocas
gasosas e elevar a gravidade da doenca. Além disso, esse trabalho contém andlises inéditas, uma
vez que ndo ha na literatura atual estudos que verificaram a associagdo entre a estabilidade de

membrana de eritrocitos € a DPOC em ODP.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DOENCA PULMONAR AVANCADA (DPA)

A doenga pulmonar avangada (DPA) ¢ caracterizada pelo desenvolvimento de diversas
anormalidades estruturais e funcionais pulmonares e sistémicas com baixo potencial de
reversibilidade, a despeito do tratamento instituido. DPA ¢ definida como toda pneumopatia
cronica nao neoplasica na sua fase final. A maioria dos portadores de DPA ¢ constituida por
individuos idosos que apresentam funcao pulmonar e trocas gasosas bastante comprometidas.
Estas condi¢des determinam cronicamente limitacdo nas atividades de vida didria, impacto
negativo no estado mental e social, frequentes exacerbagdes da doenga e inumeras internagdes,
reconhecidos fatores de risco para maior morbi-mortalidade (Menezes et al., 2005; Gold, 2017).

Clinicamente, pacientes com DPA podem apresentar um ou mais dos seguintes sintomas
e sinais: dispneia, tosse, intolerancia aos esforcos, hipoxemia e/ou hipercapnia, desnutri¢ao e/ou
caquexia, ansiedade e/ou depressao (Sbpt, 2004).

As doencas pulmonares mais prevalentes que, em sua fase final, se enquadram na
definicdo de DPA, sao classificadas em obstrutivas, restritivas, vasculares e sindromes de
hipoventilagdo. As insuficiéncias respiratorias cronicas obstrutivas compreendem doenga
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), bronquiectasia e outras bronquiolites. Ja as restritivas
abrangem pacientes com doencas intersticiais e doencas neuromusculares. E nas doengas
vasculares pulmonares se encaixam pacientes com hipertensdo pulmonar primaria e secundaria,
e tromboembolismo pulmonar crénico (Selecky et al., 2005; Machado, 2006). Destas, a mais

importante ¢ a DPOC, uma vez que ha altas taxas de morbi-mortalidade (Jardim ez al., 2004).

2.2 DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA (DPOC)

A DPOC ¢ uma doenga respiratdria que pode ser prevenida e, apos diagnoéstico, se torna
tratavel, sendo caracterizada por sintomas respiratorios persistentes e limitagdo do fluxo aéreo
devido a anormalidades das vias aéreas e/ou alveolares, geralmente causadas por exposicao
significativa a particulas ou gases nocivos (Gold, 2018). A obstrucao do fluxo aéreo geralmente
¢ progressiva e esta relacionada a uma resposta inflamatdria anormal dos pulmdes a inalacao de
particulas e/ou gases toxicos, sobretudo a fumacga de cigarro (Gold, 2017). Embora na DPOC

haja comprometimento dos pulmdes, ela também produz consequéncias sistémicas
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significativas (exarcebagdes e comorbidades) que contribuem para a gravidade da doenca
(Gold, 2017).

A American Thoracic Society (ATS) define DPOC como “uma doenga caracterizada
pela presenga de limitagao do fluxo aéreo devido a bronquite cronica ou enfisema. A obstrugao
ao fluxo aéreo ¢ geralmente progressiva, podendo ser acompanhada pela hiperatividade das vias
aéreas, e ser parcialmente reversivel” (Ats, 1995). A European Respiratory Society (ERS) a
define como “redu¢@o maxima de fluxo expiratorio for¢ado e lento esvaziamento dos pulmdes,
a qual ¢ lentamente progressiva e geralmente irreversivel aos recursos médicos atualmente
disponiveis” (Siafakas et al., 1995).

O termo DPOC ¢ entendido como uma sindrome clinica englobando diferentes doengas,
variando de bronquite obstrutiva cronica, onde ha obstru¢do de pequenas vias aéreas, ao
enfisema, o qual é caracterizado pelo alargamento dos espacos aéreos e a destruigdo do
parénquima pulmonar, perda da elasticidade pulmonar, e o fechamento das pequenas vias aéreas
(Barnes, 2000; Wouters, 2005).

Os pacientes portadores de DPOC apresentam alteragdo da fungdo pulmonar, dispneia e
disfunc¢ao dos musculos esqueléticos periféricos. Esses fatores levam a intolerancia ao exercicio
e a piora progressiva do condicionamento fisico, chegando a limitar as atividades da vida diaria.
Isto pode provocar isolamento social, ansiedade, depressdao e dependéncia. Além disso, esses
pacientes normalmente apresentam alteracdes no peso € na composi¢dao corporal, fatores que
também podem colaborar para a sua limitacdo fisica. A incapacidade fisica, perda de
produtividade e piora da qualidade de vida agravam-se substancialmente com a progressao da
DPOC (Zanchet et al., 2005).

A DPOC ¢ o resultado da interagdo entre fatores genéticos e diferentes estimulos
ambientais, os quais incluem o tabagismo e a queima de biomassa. As exposigdes a poluentes
ambientais e profissionais, fatores genéticos, hiper-responsividade das vias aéreas,
determinados eventos perinatais e doencas da infancia, infecgdes broncopulmonares recorrentes
e fatores dietéticos também sdo fatores de risco para a DPOC (Fletcher e Peto, 1977; Gold et
al., 1996; Cheng et al., 2004).

Como principal fator genético tem-se a deficiéncia de alfa 1 antitripsina, que ¢ o
principal inibidor circulante das proteases (Pauwels et al., 2001), produzida principalmente
pelos hepatocitos. A principal fungdo desta ¢ inibir a elastase leucocitaria, enzima que, se ndo
for inativada, destrdi as proteinas do tecido conjuntivo pulmonar, causando lesao nos alvéolos

(Borges-Osorio e Robinson, 2013). Quanto aos fatores ambientais, temos a exposi¢do a
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poluicao atmosférica (tipo, quantidade e tempo de exposi¢cdo ao poluente), alergias, clima frio,
exposi¢ao ocupacional ao caddmio e a silica e tabagismo, entre outros (Wouters, 2005).

A limitagdo do fluxo aéreo ¢ caracterizada pela reducao do fluxo expiratorio, detectada
por espirometria, com redugdo ndo totalmente reversivel do Volume Expiratério Forcado no
Primeiro Segundo (VEFi) e da relagdo VEFi/ Capacidade Vital Forcada (CVF) (Pessoa e
Pessoa, 2009).

No sentido de facilitar e estabelecer critérios diagndsticos, padronizar recursos
terapéuticos e estabelecer marcadores prognosticos, recomenda-se uma classificagdo simples
da severidade da doenca em quatro estagios. Este estadiamento depende: do grau da limitagao
do fluxo de ar conforme medido pela espirometria; das trocas gasosas, sendo a hipercapnia
(aumento de pressdo de didxido de carbono sanguineo) indicativo de reducao da sobrevida; da
faléncia respiratdria (pressao arterial de oxigénio menor de 60 mmHg com ou sem pressdo de
gas carbonico maior do que 50 mmHg, respirando ao nivel do mar); e das limitagdes

sintomaticas, onde o achado clinico de maior relevancia ¢ a dispneia (Tabela 1) (Gold, 2018).

Tabela 1: Classifica¢do espirométrica GOLD

Em pacientes com VEF;/CVF < 0,70
Classificacao Estadio da DPOC Valores de VEF;
segundo GOLD
GOLD 1 Leve VEF > 80%
GOLD 2 Moderado 50% < VEF; <80%
GOLD 3 Grave 30% < VEF; <50%
GOLD 4 Muito Grave VEF; <30 %

Fonte: GOLD, 2018 (Gold, 2018).

Atualmente, a classificagdo dos pacientes quanto a gravidade leva em consideracao:
sintomas; espirometria (avaliagdo da fun¢ao pulmonar), e riscos de exacerbacao. Existem varios
questionarios validados para avaliar os sintomas desses pacientes. O sintoma marcante, que leva
o paciente a procurar atendimento médico e causa limitacdo e ansiedade no paciente ¢ a
dispneia. Pacientes com doengas pulmonares descrevem dispneia como um esforgo grande para
respirar, sensagao de peso, fome de ar ou estar ofegante. Os questionarios que atualmente sao
recomendados pelo GOLD para quantificar o impacto da dispneia sdao: o mMRC — Anexo 1

(Modified British Medical Research Council dyspnea scale), o questionario CAT — Anexo 2
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(COPD Assesssment Test) e o St George Respiratory Questionnaire — Anexo 3 (SGRQ). O
mMRC funciona bem com outras medidas de nivel de satde e prevé risco de mortalidade futura

(Gold, 2018).

Tabela 2: Questionario mMRC

mMRC grau 0 |Eu s6 fico sem folego com exercicios intensos

mMRC grau 1 |Eu fico com falta de ar quando ando depressa ou subo uma ladeira

levemente inclinada

mMRC grau 2 |Eu ando mais devagar em terreno plano que as pessoas de mesma idade
por causa da falta de ar, ou eu preciso parar para respirar quando ando

normalmente

mMRC grau 3 (Eu paro para respirar apds andar em terreno plano uns 100 metros ou

apos alguns minutos

mMRC grau 4 |Eu sinto muita falta de ar para sair de casa ou sinto falta de ar ao me

vestir e despir

Fonte: GOLD, 2018 (Gold, 2018).

O CAT ¢ composto de oito perguntas que avaliam tosse, catarro, aperto no peito, falta
de ar, limitagdes nas atividades domiciliares, confianga em sair de casa, sono e energia. Para
cada item, o paciente escolhe apenas uma op¢ao de resposta, cuja pontuagdo varia de zero a
cinco. Ao final do teste, soma-se a pontuagdo de todas as respostas e, assim, avalia-se o impacto
clinico da doenca pulmonar conforme a pontuagdo de estratificagio do estudo de
desenvolvimento e validacao do CAT. Os resultados variam de acordo com a faixa dos escores
obtidos, classificados da seguinte forma em relagdo ao impacto clinico: 6-10 pontos, leve; 11-
20, moderado; 21-30, grave; e 31-40, muito grave (Gold, 2018).

No questionario SGRQ, um instrumento para avaliar a qualidade de vida, cada dominio
tem uma pontuacdo maxima possivel; os pontos de cada resposta sdo somados e o total ¢
referido como um percentual deste maximo. Valores acima de 10% refletem uma qualidade de
vida alterada naquele dominio. Altera¢des iguais ou maiores que 4% apos uma intervengao, em
qualquer dominio ou na soma total dos pontos, indica uma mudanca significativa na qualidade
de vida dos pacientes (Souza et al., 2000).

A relagdo dos sintomas, valores espirométricos, comorbidades e riscos de exacerbacgio

permitem uma avaliagdo e tracar o tratamento ideal para o paciente (Gold, 2018).


http://jornaldepneumologia.com.br/PDF/2000_26_3_4_portugues.pdf
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Fonte: GOLD, 2018 (Gold, 2018).

Para avaliar o risco de exacerbacdes deve-se determinar se o paciente esta inserido na

parte inferior da caixa (baixo risco) ou da parte superior da caixa (alto risco):

Pacientes do grupo A: baixo risco, menos sintomas. Pacientes com classificagdo
em leve ou moderado no estadio da DPOC, nenhuma ou 1 exacerbag¢ao no ano e
mMRC grau 0 ou 1 ou pontuagdo no CAT < 10.

Pacientes do grupo B: baixo risco, mais sintomas. Pacientes com classificagdo
em leve ou moderado no estadio da DPOC, nenhuma ou 1 exacerbag¢ao no ano e
mMRC grau > 2 ou pontuagdo no CAT > 10.

Pacientes do grupo C: alto risco, menos sintomas. Pacientes com classificagdo
em grave ou muito grave no estadio da DPOC, > 2 exacerbacao no ano e mMRC
grau 0-1 ou pontuacao no CAT < 10.

Pacientes do grupo D: alto risco, mais sintomas. Pacientes com classificacdo em
grave ou muito grave no estadio da DPOC,e > 2 exacerbagdao no ano e mMRC

grau > 2 ou pontuacao no CAT > 10.

Esta abordagem, combinada com uma avaliacdo de possiveis comorbidades, reflete a

complexidade da doenca pulmonar melhor do que a analise unidimensional de limitagdo que o
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fluxo aéreo, usado anteriormente para o estadiamento da doenga, e constitui a base para

tratamento (Gold, 2018).

2.2.1 Manifestacoes Sistémicas e Comorbidades

As manifestacdes sistémicas e comorbidades associadas @ DPOC relacionam-se com a
gravidade da doenca e podem incluir fraqueza muscular periférica, osteoporose, faléncia
cardiaca, depressdao e cancer (Sin e Man, 2003). Também podem aparecer alteragdes
hematologicas, como anemia e policitemia, se manifestando principalmente na presenca de
hipoxemia (Similowski et al., 2006), efeitos endocrinos, como osteoporose € caquexia, €
disfun¢do muscular.

Perda de peso e de massa muscular, assim como deplecdo de tecidos orginicos, sdo
frequentemente encontrados em doentes com DPOC. Essas alteragdes indicam pior progndstico
devido ao comprometimento da fun¢do muscular periférica e diminuicdo da capacidade de
exercicio, juntamente com a dispneia provocada pela obstrugdo parcial das vias aéreas (Poulain
et al., 2003). Eles também possuem uma diminui¢do da sua atividade fisica global, com
consequente piora progressiva da fun¢ao pulmonar. O progressivo quadro clinico associa-se a
inaptidao fisica e a inatividade, levando a piora da dispneia a esfor¢os fisicos cada vez maiores,
com grave comprometimento da qualidade de vida (Rodrigues et al., 2002).

Esses pacientes desenvolvem alteragcdes no perfil de aminoacidos no plasma e nos
musculos esqueléticos (Jagoe e Engelen, 2003). Concentracdes séricas mais baixas de
glutamato, glutamina e alanina foram achadas em pacientes enfisematosos com deplecio
nutricional (Schols et al., 1993). Além disso, os aminoacidos de cadeia ramificada apresentam-

se em baixas concentragdes plasmaticas nos pacientes com DPOC (Yoneda et al., 2001).

2.2.2 Diagnostico da DPOC

O diagnéstico da DPOC ¢ realizado com a presenca de um quadro clinico compativel
caracterizado por dispneia progressiva aos esforcos, tosse e expectoracdo, associado a
exposicao aos fatores de risco, sendo o principal deles o tabagismo. Faz-se entdo a espirometria,
onde a demonstragdo da limitacdo do fluxo aéreo ¢ dada pela relacio VEF/CVF < 0,70 pos-
broncodilatador (p6s-BD) confirmando assim o diagnostico (Neder e Nery, 2002). A

espirometria ¢ a medida acessivel mais bem padronizada, a mais reprodutivel e a mais objetiva
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para limitagao do fluxo aéreo. Os exames sao avaliados comparando-se os valores obtidos com
valores de referéncia com base na idade, altura, peso e género (Gold, 2018).

A avaliagdo diagnostica complementar pode ser realizada com radiografia simples de
torax em projecdo poOstero-anterior e perfil, hemograma, oximetria em repouso,
eletrocardiografia em repouso, ecocardiografia, e dosagem de alfa-1 antitripsina. Na avaliacao
complementar diagndstica inicial, aconselha-se também identificar comorbidades, verificar o
estado nutricional, avaliar sintomas psiquiatricos (especialmente depressdo) e demonstrar o

perfil de risco cardiovascular, frequentemente elevado nesses pacientes (Jardim et al., 2004).

2.2.3 Tratamento da DPOC

No tratamento deve-se verificar a gravidade da doenca, avaliando-se o nivel de
comprometimento da fungdo pulmonar, a intensidade dos sintomas e¢ da incapacidade, a
frequéncia das exacerbagdes e a presenga de complicagdes como insuficiéncia ventilatoria
hipercapnica e cor pulmonale (Jardim et al., 2004).

O tratamento da DPOC estavel consiste na cessagdo do tabagismo, reabilitacdo
pulmonar, vacinagdo antigripal e anti-pneumococica, uso de drogas broncodilatadoras
inalatorias, corticoides inalatorios, inibidores da fosfodiesterase-4 e oxigenoterapia domiciliar
prolongada (ODP) (Gold, 2018).

A terapia farmacologica ¢ usada para prevenir e controlar os sintomas, diminuir a
frequéncia e gravidade das exacerbagdes e melhorar a tolerancia ao exercicio. Nenhuma das
atuais medicagdes para DPOC tem demonstrado mudanga no longo declinio da funcao
pulmonar que € o controle da doenga (Gold, 2018). Os medicamentos mais utilizados no
tratamento da doenga sdo: broncodilatadores, os quais sdo os medicamentos mais importantes
na terapéutica da DPOC, podendo ser usados tanto na doenga estavel quanto na exacerbada;
corticoides sistémicos, que sdo recomendados nas exacerbagcdes da DPOC; e corticoides
inalados na doenca estavel, em algumas situagdes especificas (Oliveira, 2001).

A ODP ¢ considerada um tratamento ndo farmacologico fundamental para os pacientes
com DPOC. A manuten¢do de nivel minimo e estdvel de oxigénio no sangue ¢ de suma
importancia para a homeostase organica. A suplementacao de oxigénio melhora a sobrevida de
pacientes com hipoxemia cronica e sua prescri¢ao € preconizada nos consensos sobre o tema.
Os principais beneficios do oxigénio para o organismo sao a reducao do trabalho ventilatorio e

a melhora das fung¢des cardiovascular e muscular (Campos, 2006).
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Outro fator importante do oxigénio suplementado ¢ a reducao do estresse miocardico e
arritmias cardiacas além da manutencdo de niveis normais do hematodcrito, evitando a
policitemia secundaria devida a hipoxemia (Sbpt, 2000; Viegas Caa et al., 2000).

A normalizacdo da PaO, tem sido a base de ensaios, com o objetivo de prolongar a
sobrevida dos pacientes com DPOC e hipoxemia grave em repouso. Se nao for tratada, a hipdxia
pode progredir a hipoxia tecidual, o que tem efeitos adversos sobre a fungdo de 6rgao vital
(Sbpt, 2000). Hipoxemia pode induzir vasodilatagdo dos leitos vasculares periféricos, causando
um aumento da frequéncia cardiaca e débito cardiaco para resultar na melhoria da oferta de
oxigénio. Altos niveis de eritropoietina, em decorréncia da hipoxemia persistente, induzem
eritrocitose secunddria, numa tentativa de aumentar a capacidade de oxigénio, o que também
pode provocar o aumento da viscosidade do sangue. Todos estes mecanismos podem levar ao
deterioramento das fungdes cardiacas e conduzir a hipertensdo pulmonar, disfun¢do do
ventriculo direito, e policitemia secundéaria grave, levando a aumento significativo da
mortalidade (O'donnell ef al., 2001).

Estudos classicos constataram que o uso da ODP por mais de 15 h/dia em pacientes com
doengas respiratdrias cronicas aumenta a sobrevida de pacientes com hipoxemia grave (Nott,
1980; Mrc, 1981). Seu uso estd indicado em pacientes que, conforme (Gold, 2018), apresentam:

e Pa0>< 55 mmHg ou SatO; < 88%, com ou sem hipercapnia confirmada 2 vezes
ao longo de um periodo de 3 semanas, ou

e Pa0,=55a60 mmHg ou SaO>= 89%, com evidéncias de hipertensdo pulmonar,
ou policitemia (hematdcrito > 55%)

Conforme a literatura mundial, a oxigenoterapia domiciliar contribui para redugdo da
mortalidade, melhoria do estado funcional, ameniza a dispneia devastadora e melhora bastante
a qualidade de vida dos pacientes (Tanni Es et al., 2007).

A suplementagdo de oxigénio ndo s6 foi mostrada para controle da ventilagdo, mas
também na regulacdo do fluxo sanguineo pulmonar e modulagdo da expressdo de genes e na
atividade celular e interacao em todo o corpo (Stevenson et al., 2005). Estes efeitos sugerem
que os beneficios da oxigenoterapia em longo prazo podem exceder os efeitos metabdlicos e ter
um impacto sobre o refor¢o da remodelacdo ou reparacao do pulmao (Jardim et al., 2004; Tanni

Es et al., 2007).

2.2.4 Mecanismos Responsaveis pelas Alteracoes na DPOC
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Cavalcante e Bruin (2009) (Cavalcante e Bruinn, 2009) apontam quatro mecanismos
responsaveis pelas alteragdes observadas na DPOC: o estresse oxidativo (EO), a inflamagao, o

desequilibrio do sistema protease-antiprotease e a apoptose.

2.2.4.1 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando, através de mecanismos de defesa antioxidantes,
espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas e causam efeitos prejudiciais, como lesdo
de lipideos de membrana, proteinas e DNA (Macnee, 2001).

Hé uma relagdo direta do estresse oxidativo com os mecanismos responsaveis pela
manutengdo do quadro clinico bem como pela exacerbagdo da DPOC em ODP. Uma melhor
compreensdo da participagdo de biomarcadores oxidativos na doenga deve permitir o
desenvolvimento de novas estratégias de monitoracdo e tratamento da doenca (Barnes et al.,
2003).

Biomarcadores do estresse oxidativo estdo elevados no ar exalado e condensado, no
muco ¢ na circulagdo sistémica dos pacientes com DPOC. O estresse oxidativo aumenta ainda
mais nas exacerbagoes. Os oxidantes sdo gerados por fumaga de cigarro e outros particulados
inalados, e liberados de células inflamatorias ativadas como macrofagos e neutrofilos. Também
pode acontecer uma redu¢@o nos antioxidantes endogenos em pacientes com DPOC. O estresse
oxidativo tem vdrias consequéncias adversas nos pulmdes, incluindo ativacdo de genes
inflamatorios, inativagdo de antiproteases, hipersecrecao mucosa e estimulagdo do aumento da
exsudagdo plasmatica. E também responsavel por uma reducdo da atividade das histona-
deacetilases nos tecidos pulmonares dos pacientes com DPOC, o que pode levar a uma
expressao elevada de genes inflamatérios como também a redu¢do na acdo anti-inflamatoria
dos corticoides (Gold, 2018).

Os principais sitios e processos celulares geradores de oxidantes sdo a mitocondria, os
microssomos € 0s sistemas enzimaticos xantina/xantina oxidase e, em maior escala, NADPH
oxidase (Finkel e Holbrook, 2000; Park et al., 2009). No trato respiratorio, as principais fontes
endogenas de oxidantes sdo os macrofagos alveolares, as células epiteliais, as células endoteliais
e as células inflamatorias recrutadas, tais como neutréfilos, eosinofilos, monacitos e linfocitos
(Rajendrasozhan et al., 2008). J4 os oxidantes exdgenos sdo provenientes de poluentes
atmosféricos, tais como ozonio, dioxido de nitrogénio, diéxido de enxofre e, em especial, a

fumaga do cigarro (Rajendrasozhan et al., 2008).
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Os principais componentes do sistema antioxidante enzimatico sao a SOD (enzima
superoxido dismutase), a catalase e a glutationa-peroxidase (GPx), as quais agem no inicio da
cadeia de formacdo das espécies reativas, evitando o acumulo dos radicais O>" ¢ H2O». Os
antioxidantes ndo-enzimaticos incluem compostos produzidos in vivo, tais como a glutationa
reduzida (GSH), a ubiquinona, o acido urico e as proteinas de transporte de metais de transicao
(transferrina e ceruloplasmina), e compostos obtidos diretamente da dieta, tais como o
betacaroteno e as vitaminas C e E (Macnee, 2000; Vasconcelos et al., 2007). Ja os principais
antioxidantes do fluido do trato respiratério incluem a mucina, a GSH, o acido urico, proteinas
(especialmente albumina) e o acido ascorbico (Macnee, 2000).

O estresse oxidativo pode ser medido pela quantificagdo direta da produgao de oxidantes
ou, indiretamente, pela quantificacdo de produtos decorrentes da peroxidac¢do de lipideos
(lipoperoxidacdo) de membrana (Owen, 2005), resultante do desequilibrio entre agentes pro- e
antioxidantes (Lima e Abdalla, 2001; Kruidenier et al., 2003), tais como 8-isoprostano (8-iso0),
4-hidroxinonenal (4-HNE) e malondialdeido (MDA), no espaco alveolar, no ar exalado, no
escarro ou no sangue (Owen, 2005).

A peroxidagdo de fosfolipideos de membrana se caracteriza pela incorporacdo de
oxigénio molecular a um acido graxo polinsaturado, o que leva a degradacdo oxidativa, com
producdo de hidrocarbonetos e aldeidos de baixa massa molar, como o malondialdeido (MDA).
Essa alteracao afeta propriedades tipicas da membrana, como a permeabilidade, resultando em
perda da seletividade da troca idnica e liberacao de enzimas lisossomais hidroliticas, além da
formagdo de produtos citotoxicos que incluem o malondialdeido (MDA), o 4-hidroxinonenal
(4-HNE) e os isoprostanos (Lima e Abdalla, 2001). Decorrente a isso, pode haver degeneracao
estrutural de proteinas ou ativagdo de fatores proteicos que seriam responsaveis pelo

desenvolvimento de processos neoplasicos (Barnes, 2009).

2.2.4.2 Inflamagao

Em resposta ao estresse oxidativo, o processo inflamatorio esta aumentado por causa
dos pequenos episoddios de oxidagdo provocados pelos marcadores inflamatorios, como as
citocinas (IL-1, IL-6, IL-3 e TN-a), angiotensina II e os fatores de crescimento, sendo que em
condi¢des normais, as mesmas sdo apontadas como sinalizadores da resposta inflamatoria

(Barnes et al., 2003; Barnes, 2009).
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A maioria das inflamag¢des nos pacientes DPOCiticos acontecem nas vias aéreas
periféricas (bronquiolos) e no parénquima do pulmao. Os bronquiolos sdo obstruidos pela
fibrose e pela infiltracdo de macrdofagos e linfocitos T (Barnes, 2000).

O papel crucial do processo inflamatorio na patogénese da doenca ¢ indicado pela
associacao de uma resposta inflamatoria anormal dos pulmdes a particulas nocivas ou gases,
com a limitagdo das vias aéreas na DPOC (Wouters, 2005). No decorrer do processo
inflamatoério da DPOC, os neutréfilos e macréfagos liberam multiplas proteinases, as quais
destroem o tecido do parénquima pulmonar, resultando no enfisema e estimulando a secre¢ao

de muco (Barnes, 2000).

2.2.4.3 Desequilibrio do Sistema Protease-Antiprotease

Existem evidéncias persuasivas da existéncia de um desequilibrio entre as proteases, que
destroem os componentes do tecido conjuntivo dos pulmdes dos pacientes com DPOC, e as
antiproteases, que limitam a acdo daquelas proteases (Barnes et al., 2003). Varias proteases,
derivadas das células inflamatorias e células epiteliais, t€m sua concentragdo aumentada em
pacientes com DPOC. Ha evidéncias de que essas proteases possam interagir entre si.
Destruicdo por essas proteases da elastina, uma importante proteina presente no tecido
conjuntivo do parénquima pulmonar, ¢ uma caracteristica, possivelmente irreversivel, do
enfisema pulmonar (Gold, 2018). A ativagao de proteases pelas ROS leva também a reducao da

acao da alfa-1-antitripsina.

2.2.4.4 Apoptose

J& a apoptose nos portadores de DPOC, segundo Kanazawa e Yoshikawa (2005)
(Kanazawa e Yoshikawa, 2005), ¢ um mecanismo essencial para a manutencdo da estrutura
celular dos pulmdes, ou seja, de protecao. Porém, esse mecanismo sob o desequilibrio presente
do estresse oxidativo acarreta danos as células epiteliais dos pulmdes, favorecendo o
desenvolvimento do enfisema, bem como a ativa¢do de enzimas mitocondriais, principalmente

a caspase-3.

2.3 MEMBRANAS BIOLOGICAS
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2.3.1 Estrutura e Composi¢ao das Membranas Biologicas

Todas as células possuem uma membrana plasmatica, mas as células eucaridticas t€ém o
nucleo e organelas intracelulares também delimitadas por membranas (Campbell, 2000;
Mohandas e Gallagher, 2008). As membranas constituem uma barreira seletiva que possibilita
a ocorréncia dentro da célula de reagdes quimicas que ndo seriam possiveis no meio extracelular
(Alberts et al., 1997; Storry, 2000; Nelson e Cox, 2008).

As membranas biologicas sdo estruturas complexas compostas por lipideos, proteinas e
carboidratos (Singer e Nicolson, 1972). Elas formam a barreira que separa uma célula da outra,
garantindo a individualidade e permeabilidade seletiva de cada célula (Cullis e De Kruijff, 1979;
Nelson e Cox, 2008). As membranas biologicas tém uma estrutura trilaminar, sendo as ldminas
externas de natureza hidrofilica e a 1amina interna de natureza hidrofobica (Cooper, 1977).

Embora a membrana seja composta por diferentes classes de lipideos, os predominantes
sdo os fosfolipideos, podendo representar até 95% destes na membrana (Cooper, 1977), mas
também existem derivados de fosfolipideos como 4acidos graxos livres, mono- e di-acil-
glicerois. O colesterol também ¢ um importante lipideo encontrado nas membranas de células
eucarioticas (Cribier et al., 1993).

As proteinas estruturais € os lipideos da membrana se associam ao citoesqueleto
subjacente por interagdes proteina-proteina e proteina-lipideo (Bennett e Stenbuck, 1979;
Branton et al., 1981; Cohen, 1983; Marchesi, 1983; Chasis e Shohet, 1987), os quais sdo
essenciais para determinagcdo da deformabilidade e estabilidade da membrana (Chasis e
Mohandas, 1986).

A composicdo de uma membrana varia de acordo com a fung¢@o por ela desempenhada
(Storry, 2004). Quando se analisa as monocamadas interna e externa de uma mesma membrana
quanto ao conteudo lipidico, proteico e glicidico ainda pode ser encontradas variacdes em sua

composi¢do (Di et al., 2006).

2.3.2 Fluidez, Funcionalidade, Deformabilidade e Estabilidade das Membranas

Para se manter fisiologicamente ativa, a membrana deve apresentar um grau
intermediario de fluidez, a chamada fluidez critica de membrana, que se situa entre o estado
solido e liquido. A fluidez de membrana esté relacionada a natureza e concentracao lipideos em

seu nucleo hidrofobico. Uma maior quantidade de acidos graxos polinsaturados nos
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fosfolipidios aumenta a fluidez da membrana, pois enfraquece as ligacdes intermoleculares de
van der Waals. Ao contrario, uma quantidade maior de colesterol ird enrijecer a membrana,
devido a maior proporcao de anéis inflexiveis de colesterol (Cooper et al., 1975).

A deformabilidade ¢ a medida de extensdo da distor¢do que a membrana do eritrécito
pode sofrer quando submetida a uma pressao externa definida (Bernardino Neto, 2011); ela ¢
determinada principalmente por fatores geométricos, como a relacdo superficie-volume da
célula, e pela viscosidade do fluido intracelular (sobretudo pela presenca de hemoglobina)
(Tomaiuolo, 2014). Ja a estabilidade ¢ a capacidade da membrana de resistir contra a agdo de
fatores que podem comprometer sua estrutura e, consequentemente, suas fungdes (Bernardino
Neto, 2011).

E através da manutengdo de caracteristicas proprias das membranas, como fluidez e
estabilidade, que a célula suporta estresses externos e garante sua integridade e funcionalidade
(Garcia et al., 2005). Porém, um aumento excessivo na estabilidade ird prejudicar sua
funcionalidade (Pollard e Wyn Jones, 1979). Portanto, estabilidade e funcionalidade ndo sio
propriedades equivalentes, uma vez que uma maior estabilidade de membrana ndo coincide
necessariamente com a melhor funcionalidade (Abad ef al., 2010).

A estabilidade da membrana pode ser aumentada pela capacidade da propria célula em
aumentar a concentra¢ao de fosfolipidios com éacidos graxos saturados e de colesterol na dupla
camada lipidica. A producdo e concentracdo de solutos organicos de baixa massa molar,
denominados osmolitos, € outra estratégia celular de preservagdo da estabilidade celular
(Pollard e Wyn Jones, 1979; De Freitas et al., 2010; Tomaiuolo, 2014).

A estabilidade das membranas biologicas ¢ fundamental para o desempenho das fungdes
das células: a auséncia da integridade da membrana em células animais pode afetar a fisiologia
normal dessa célula e leva-la a morte (Mcneil e Steinhardt, 1997). Do mesmo modo, a fluidez
da membrana também ¢ essencial para que a célula permanega ativa, sendo que essa fluidez
precisa estar entre limites ideais para que a fun¢ao normal das células possa ser exercida (Garcia
et al., 2005).

A estabilidade de membrana também depende da intensidade e velocidade de
degeneracao de seus constituintes estruturais pelas agressdes advindas do ambiente e do proprio

metabolismo celular (Arvelos, 2011).

2.3.3 Eritrocito como Modelo de Estudo
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O eritrécito constitui um modelo muito utilizado para avaliagdo da estabilidade de
membranas, pelo fato da sua lise poder ser acompanhada pela liberacao de hemoglobina, que
pode ser quantificada por espectrofotometria na regido visivel do espectro (Marks e Johnson,
1958; De Freitas et al., 2013; Paraiso et al., 2017). Além disso, os eritrocitos sao também de
relativamente facil acesso e podem ser obtidos com baixo custo (Nelson e Cox, 2008).

O ambiente no qual o eritrocito ¢ encontrado ¢ um fator decisivo na determinagdo da
composi¢ao e na fluidez da membrana celular. Esse ambiente pode ser mudado em decorréncia
da dieta, atividade fisica e muitas doengas (Singer e Nicolson, 1972; Schick e Schick, 1985;
Martinez et al., 1996; Vaya et al., 2008).

A principal fung¢do dos eritrdcitos € transportar o oxigénio dos pulmdes para os tecidos
e auxiliar no transporte do didxido de carbono dos tecidos para os alvéolos pulmonares; para
isso, o dioéxido de carbono tem que se difundir para o interior do eritrocito (Wang e Popel, 1993;

Alberts et al., 1997; Tomaiuolo, 2014).

2.3.3.1 Estabilidade de Eritrocitos

Um teste muito usado, de baixo custo e elevada eficiéncia na avaliagdo da estabilidade
das membranas (Marks e Johnson, 1958; Mascarenhas Netto et al., 2014; Paraiso et al., 2017)
¢ a fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE).

A FOE pode ser definida como a resisténcia dos eritrocitos a hemolise contra solugdes
de 0 a2 0,9 g/dL de NaCl em agua destilada (Marks e Johnson, 1958; Walski ef al., 2014). O
controle do volume celular pela eliminagdo ativa de solutos ¢ um dos mecanismos pelo qual a
lise da membrana eritrocitaria ¢ evitada in vivo (Walski et al., 2014). As células, quando
suspensas em meio hipotdnico aumentam até atingir um volume critico de hemolise antes de
serem lisadas.

A fragilidade osmotica eritrocitaria expressa a habilidade das membranas em manter sua
integridade estrutural quando expostas a esse estresse hiposmotico (Aldrich e Saunders, 2001).
Nesse tipo de teste, o monitoramento da lise eritrocitaria pode ser feito convenientemente
mediante a leitura de absorbancia da hemoglobina liberada no meio em decorréncia da lise, com
a utilizacdo de espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado em 540 nm (Moeckel et
al., 2002; Walski et al., 2014).

A fragilidade osmoética in vitro ¢ dependente de: (1) caracteristicas do meio de

suspensdo, onde o pH e a tonicidade sdo controlados pelo teste de fragilidade osmotica; (2)
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numero total de constituintes osmoticos ativos, o qual determina o volume celular em qualquer
ambiente externo e (3) volume hemolitico critico, que ¢ considerado um parametro complexo,
pois ¢ dependente da quantidade e qualidade de fatores associados aos lipidios de membrana
(Suhail et al., 2010).

A medida que aumenta a concentracgio de agente caotropico ou diminui a tonicidade do
meio, aumenta a lise dos eritrocitos. A curva de lise gerada através da diminuigdo da tonicidade
do meio por decréscimo na concentragdo salina ¢ dada por uma sigmoide. A curva de regressao
sigmoidal da absorbancia gerada pela liberacdo de hemoglobina em func¢do da concentragao
salina possui um carater semelhante aos sistemas cooperativos saturdveis. A liberagao de
hemoglobina parte de um platd minimo estavel (Amin), que se refere ao valor estacionario
minimo de absorvancia, onde os niveis de hemoglobina livre no meio sdo usualmente bem
baixos. Como esta hemoglobina ¢ liberada no meio em condi¢des de salinidade equivalentes
aquela existente no sangue, Amin constitui o parametro de estabilidade de membrana que mais
representa a tendéncia de ocorréncia de hemdlise in vivo. Maiores valores de Amin significa
existéncia de eritrocitos menos estaveis, mesmo em condigdes isotonicas com o sangue. A
medida que a concentragdo salina no meio diminui, h& um aumento gradativo da lise
eritrocitaria, que, a partir de um determinado ponto sofre uma aceleragdo exponencial. Ao
atingir o ponto intermediario da curva, a liberagdo de hemoglobina sofre uma desaceleragao
hiperbolica, até atingir um platd maximo estavel (representado pela sigla Amax), que se refere
ao valor estaciondrio maximo de absorvancia (Penha-Silva ef al., 2007; Penha-Silva et al., 2008;
Bernardino Neto et al., 2013; De Arvelos et al., 2013; De Freitas et al., 2013). A variagdo na
concentracdo de sal (X) necessdria para promover a transicdo entre os valores de Amin € Amax
equivale a quatro vezes o valor do parametro dX. O ponto intermedidrio da concentragdo salina
em que hd 50% de lise dos eritrocitos presente no sistema € representado pela variavel Hso
(Bernardino Neto et al., 2013; Cunha et al., 2014).

O parametro dX ¢ diretamente proporcional a estabilidade, uma vez que quanto maior a
variagdo na concentracao salina para promog¢ao de hemolise (maior dX), maior ¢ a estabilidade
de membrana do eritrocito. Como a estabilidade de membrana ¢ inversamente proporcional a
fragilidade osmédtica, pode-se dizer que hd uma menor fragilidade osmotica dos eritrdcitos
quanto maior ¢ o valor de dX.

O parametro Hso € proporcional a fragilidade osmotica dos eritrocitos. Por isso, a
utilizacao de sua forma inversa, 1/Hso, ¢ que representa efetivamente a estabilidade osmotica

daquelas células.
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Como dX é efetivamente uma variavel de estabilidade osmotica de eritrocitos, as razoes
dX/Hso € dX/Amin, sdo diretamente proporcionais a estabilidade de membrana de eritrdcitos,
uma vez que Amin € Hso tem relagdes inversas com a estabilidade dessas células.

A estabilidade de eritrdcitos pode ser afetada por muitos fatores, tais como composi¢ao
da membrana, volume, tamanho e forma, tipo e quantidade de hemoglobina, viscoelasticidade
€ composi¢ao quimica e estrutural das membranas (Perk et al., 1964). Além disso, também
afetam a estabilidade de eritrocitos variacdes fisioldgicas (variagdes poOs-prandiais) ou
patolégicas (hemoglobinopatias, presenca de hematozodrios, uremia, cirrose, processos
autoimunes, hepatopatias e insuficiéncia renal) (Jain, 1973; Stasiw et al., 1977), dentre outros
fatores, como pequenas alteragdes no pH, temperatura, idade, quantidade de Oz e de CO> (Suess
et al., 1948) e varios tipos de drogas (Seeman, 1966; Aki e Yamamoto, 1991; De Freitas et al.,
2010).

A sensibilidade dos eritrocitos a concentracao de colesterol no meio extracelular
(Cooper et al., 1975; Schick e Schick, 1985) ¢ apoiada pelos estudos que revelaram a existéncia
de relagdo entre os niveis de colesterol plasmatico de pacientes com hipercolesterolemia
familiar e o aumento da concentracdo de colesterol na membrana de eritrocitos (Vaya et al.,
1993; Martinez et al., 1998; Michalska-Malecka et al., 2008; Spengler et al., 2008). Mudangas
no teor e natureza de acidos graxos também podem influenciar a fragilidade osmética de
membranas de células vermelhas sanguineas (Yajima, 1985; Caliskan et al., 2000; Mineo e
Hara, 2005).

A idade do eritrocito exerce influéncia tanto na fragilidade osmética de eritrocitos
(Bautista et al., 2003) quanto no padrdo de assimetria da membrana, uma vez que o
envelhecimento leva a alteracdes na composicdo em fosfolipideos (Rifkind ef al., 1983),
afetando propriedades elétricas da membrana e o equilibrio entre a célula e o meio (Mutus et
al., 2000).

Uma maior estabilidade dos eritrocitos contra estresse hipotonico e desnaturagdo por
etanol foi encontrada com o aumento da idade também de voluntarias humanas (Penha-Silva et
al., 2007).

Em suma, a estabilidade de membrana pode ser afetada por vérios fatores, que incluem
agentes estabilizantes como os osmolitos, e agentes desnaturantes como os extremos de
temperatura (Cunha et al., 2007; Penha-Silva et al., 2008) e de pH (De Freitas et al., 2008) e
uma gama variada de solutos caotropicos.

Muitas outras variaveis do complexo sistema que ¢ o sangue humano também podem

influenciar na estabilidade de membrana de eritrocitos. Elevagdes na concentracao de
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homocisteina no sangue, por exemplo, estdo associadas com alteracdes na composi¢cao da
membrana em fosfolipideos e, consequentemente, em sua estabilidade (Mascarenhas-Neto,
2009). Alteracdes nas concentracdes plasmaticas de eletrélitos e albumina (Fonseca et al., 2010)
e nos niveis sanguineos de fatores nutricionais que afetam a eritropoiese, como ferro, folato e

cianocobalamina (Alves De Rezende et al., 2009; Toh et al., 2009) também devem ser citados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar a estabilidade de membranas de eritrocitos nos pacientes com DPOC em ODP

através de ensaios de fragilidade osmdtica em comparagdo com individuos saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os perfis hematologico, bioquimico, hormonal e funcional dos pacientes com
DPOC em ODP, para estabelecer possiveis relagdes com a estabilidade da membrana
de eritrocitos nessa doenga, em comparagao com individuos saudaveis;

e Avaliar a correlacdo entre estabilidade de membranas de eritrécitos e gravidade do

DPOC.
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ABSTRACT

Background: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a systemic inflammatory
disease caused by irritants such as cigarette smoke. The aim of the study was to evaluate the
erythrocytes osmotic stability in subjects with COPD in Long-Term Oxygen Therapy (LTOT)
compared to healthy subjects.

Methods: The study population consisted of 145 men, 74 of the control group and 71 with
COPD in LTOT. Biochemical and hematologic tests and evaluation of the erythrocytes osmotic
stability were performed.

Results: The volunteers with COPD presented erythrocytes with greater stability both in
isotonic and hypotonic conditions in relation to blood, concomitantly with lower hemoglobin
levels and lower values of mean corpuscular hemoglobin concentration, as well as higher values
of mean corpuscular volume and red-cell distribution width. Iron status and blood levels of total
and indirect bilirubin, albumin, triglycerides, total cholesterol (C), VLDL-C and LDL-C were
lower in the COPD group, suggesting a tendency to malnutrition. The erythrocytes osmotic
stability was inversely correlated with the indicators of lung function, body mass index and
physical capacity in this group.

Conclusions: Individuals with COPD in LTOT showed osmotically more stable and
heterogeneous erythrocytes, but this increased erythrocytes stability was associated with

worsening of lung function, body mass index and physical capacity.

Key Words: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD); Long-Term Oxygen Therapy
(LTOT); Osmotic Stability; Red Blood Cell (RBC).

In the world, Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is currently the fourth
leading cause of death, with a tendency to be the third cause in 2020(Gold, 2017). The most
severe cases of this disease usually require the use of Long-Term Oxygen Therapy (LTOT)
(Weitzenblum et al., 1985; Chaouat et al., 1999; Haidl et al., 2004).

COPD is a systemic inflammatory disease caused by irritants such as cigarette smoke.
In addition to chronic inflammation, the disease has been associated with an increase in the
body's oxidative stress (Bukowska et al., 2015; Zinellu ef al., 2016). Since erythrocytes, which
are the cells that transport oxygen through the body, are important targets of inflammatory and

oxidative aggression, this suggests that these cells are being affected in COPD.
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These aggressions are particularly exerted on constituents of the erythrocyte membrane,
which affects a membrane property called stability (De Arvelos et al., 2013; De Freitas et al.,
2013; Mascarenhas Netto et al., 2014; Paraiso et al., 2017). The erythrocyte membrane stability
can be evaluated by the osmotic fragility test, which consists of lysing these cells by exposure
to a medium with a hypotonic gradient (Marks e Johnson, 1958; Penha-Silva et al., 2007;
Paraiso et al., 2017).

Despite the great diversity of publications involving associations of erythrocyte
behavior with chronic degenerative diseases, no study has yet evaluated the osmotic stability of
erythrocytes in patients with COPD in LTOT. The present work aims to fill this gap by
investigating the existence of associations between erythrocyte membrane stability and
respiratory, biochemical and hematological variables in patients with COPD in LTOT

compared to healthy volunteers.

Methods

Study Design and Subjects

This study was previously approved by the Research Ethics Committee of the Federal
University of Uberlandia, with certificate #48509815.2.0000.5152, and registered in the
Clinical Trial platform of the US National Library of Medicine of NIH under number
NCT02732444.

This is a cross-sectional, observational study comparing 2 groups composed of male
subjects aged over 40 years: a group of patients with COPD in LTOT, composed of 71
individuals recruited from the Oxygen Therapy Outpatient Clinic of the Clinical Hospital of the
Federal University of Uberlandia (CH-FUU); and a control group, composed of 74 healthy
individuals (without heart disease and pneumopathy), non-smokers, recruited in the local
community of the city of Uberlandia (Figure 1).

Inclusion criteria for the COPD group were: FEV1/FVCpost-Bp ratio < 70%, partial
oxygen pressure (Pa0O2) < 55 mmHg or oxygen saturation (Sa02) < 88% at room air; or values
of PaO2 between 55-60 or SaO> < 90%, with evidence of pulmonary hypertension or
polycythemia. In both groups, those who used hypolipidemic drugs, such as statins and fibrates,
were excluded. In the specific case of volunteers with COPD, those who had an exacerbation
of their clinical condition in the last four weeks and who presented associated severe heart

disease were excluded.



39

Procedures

Biochemical and Hematologic Analyzes

Hematologic parameters were determined using Cell-Dyn 3700 automated analyzer
(Abbott), while the biochemical parameters were determined using the Cobas C501, C601
(Roche Diagnostics) and D-10 (Bio-Rad) analyzers. For the gasometric evaluations, an
automated gasometer Cobas B221 (Roche Diagnostics) was used. At the time of collection of
blood samples patients were fasted for 12 to 14 hours. All analyzes were performed at the

Laboratory of Clinical Analyzes of CH-FUU.

Evaluation of Erythrocyte Osmotic Stability

Increasing concentrations of NaCl (0-9%) were used to create an osmotic gradient in
which erythrocytes were incubated and lysis at each concentration was quantified by
spectrophotometry as described in the literature(Cunha et al., 2007; Penha-Silva et al., 2007;
Penha-Silva et al., 2008; Bernardino Neto et al., 2013; Rodrigues De Freitas et al., 2016;
Paraiso ef al., 2017). Each assay used a duplicate series of 15 tubes, each with 1 mL of saline
at its respective concentration, totaling 30 experimental points. After preincubation for 10 min
at 37 °C, the tubes received 20 puL of blood and were then gently stirred and incubated at 37 °C
for 30 min. The tubes were then centrifuged for 10 minutes at 1300 x g and their supernatants
had their absorbance values at 540 nm (4540) recorded for construction of the osmotic lysis
curve by plotting these absorbance values as a function of the salt concentration (X), using the
Boltzman equation:

A _ Amin — Amax
540 7 1 4 o (X—Hso)/dX

+ Amax

where Amin and Anax are the mean absorbance values at 540 nm (A4540) in the lower and upper
plateaus of the curve, respectively; Hso is the concentration of NaCl (X) in which there is 50%
hemolysis; and dX is the change in salt concentration required to bring the erythrocytes from
their basal state of lysis (4Amin) to 100% lysis (Amax). These statistical adjustments were made
using the software Origin 9.1 (Microcal, Northampton, MA, USA).

The parameter Hso is a measure of the osmotic fragility, since the higher the Hsy value,
the lower the erythrocyte osmotic stability. This is why the //Hso ratio effectively expresses the
erythrocyte osmotic stability(Bernardino Neto, 2011). But dX is a parameter of osmotic

stability, since higher dX values express greater erythrocyte stability.
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Pulmonary Function Testing by Spirometry

Lung function test was performed before and after the inhalation of 400 pg salbutamol
via metered aerosol in a computer-controlled spirometer system (CPFS-D USB™, MCG
Diagnostics Corporation, St. Paul, Minnesota). Airflow was measured using a Pitot tube
(PreVent Pneumotach™, MCG Diagnostics Corporation, St. Paul, Minnesota), which was
calibrated daily considering the temperature, humidity and barometric pressure of the location.
The volunteers completed at least three forced and slow acceptable expiratory maneuvers, with
at least two of them being reproducible, according to the criteria of the Brazilian Society of
Pulmonology and Tisiology (Culver et al., 2017). The variables measured were: forced vital
capacity (FVC), slow vital capacity (SVC), forced expiratory volume in the first second (FEV)
and inspiratory capacity (IC) in liters (L) and percentage of predicted value (% pred). The FEV;
and FVC values were used to generate the FEV/FVC ratio, which was given as a percentage.
For SVC and IC measurement, volunteers were instructed to inhale deeply to achieve the
presumed total lung capacity (TLC), and then slowly exhale until reaching the residual volume

(RV), with further deep inspiration.

Six-Minute Walk Test (6MWT)

The exercise capacity was inferred by the 6MWT in accordance with the guidelines
established by the American Thoracic Society (ATS) (Ats, 1995). Stopwatch, pulse oximeter,
heart rate monitor, sphygmomanometer and stethoscope were the equipment used in the test.

The tests were always performed by the same examiners, previously trained, in a track
of 30 meters, free of obstacles, with chairs positioned at each one of its extremities. Participants
were instructed to walk as fast as possible for six minutes, encouraged with standardized phrases
every minute. If necessary, individuals could rest, but with the timer remaining on, and under
instruction to continue the test as soon as possible, until the end of the sixth minute.

Vital signs (systemic blood pressure, heart rate and respiratory rate) level of dyspnea
(Borg scale) (Ats, 2002) and oxygen saturation were measured before, during and after the test.

The result of the 6MWT was used to generate a percentage value referring to the distance
that each patient should have covered (6MWTd), using the equation: obtained value +
predicted value x 100%, where the predicted value was calculated according to the equation
described by Enright e Sherril (Enright e Sherrill, 1998): distance walked in the 6MWT, given
in meters = (7.57 x height, given in cm) - (5.02 x age, given in years) - (1,76 x weight, given in

kg) - 309 m.
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Sampling Calculus and Statistical Analyzes

The sample size calculated for analysis using Student’s t-test or equivalent, with
statistical power of 0.8 and significance of 0.05, was 64 individuals in each group (Bussab e
Moretin, 2013).

The results obtained for each variable were analyzed for normality using the Shapiro-
Wilk test. The comparison between groups of the results of variables that presented normal
distribution was made using Student's t-test for independent samples. The comparisons of
variables with non-normal distribution were done using the Mann-Whitney test. Correlation
analyzes between pairs of variables with normal distribution used the Pearson test, but when at
least one of the variables had a non-normal distribution, the correlation analyzes were done
using the Spearman test. The significance level adopted in all analyzes was 0.05 and the
confidence interval was 95%. All analyzes were performed using SPSS 22 (IBM Inc., Chicago,
IL, USA).

Results

The results for the variables of anthropometric measurements, pulmonary function and
walking test of the control and COPD groups are shown in Table 1. The mean age of the
volunteers of both groups was similar, but the volunteers of the COPD group presented lower
weight, lower BMI and worse values of the lung function tests in relation to the control group,
as would be expected.

The results obtained for the erythrocyte stability, hematimetric and biochemical
variables are presented in Table 2.

Before presenting these results it is important to highlight that the chronic inflammatory
condition of the disease is consistent with the existence of higher WBC counts and higher levels
of CRP in volunteers with COPD.

Regarding the membrane stability variables, the COPD group presented higher values
of dX and an Amin value that was 50% lower in relation to the control group. This higher value
of dX means that the erythrocytes of volunteers from the COPD group were osmotically more
stable in vitro, and the lower value of Amin means that their erythrocytes were more stable even
in isotonic conditions with blood.

Regarding the hematimetric variables, the volunteers of the COPD group presented

lower levels of hemoglobin and lower values of MCHC, besides higher values of MCV and
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RDW. In addition, COPD volunteers also had lower levels of iron, total iron binding capacity
(TIBC), ferritin, albumin, and total and indirect bilirubin.

As for the lipid profile, the volunteers in the COPD group presented lower values of
triglycerides, total cholesterol, VLDL-C and LDL-C, as well as higher levels of HDL-C in
relation to the control group.

The present study also investigated the existence of associations between all variables
studied. The statistically significant results of the correlation analyzes presented by the
erythrocyte stability variables of the group COPD volunteers were presented in Table 3.

The stability variable dX presented negative a correlation with Amin and a positive
correlation with RDW. Although not shown in Table 3, significant negative correlations were
observed between RDW and MCHC (p =-0.31), iron (p =-0.37) and transferrin saturation index
(p=10.33).

Significant negative correlations were also found between 1/Hso and FEV1 pre-Bp, FEV1
post-BD, FEV1/FVCpreBp € FEV1/FVCpostBD, as well as with the predicted percentage of 6MWT

(6MWT,req). A significant negative correlation was also observed between 1/Hso and BMI.

Discussion

The present study appears to be the first to evaluate the membrane stability of
erythrocytes in people with COPD in LTOT. This is very relevant, since it is the transport of
oxygen that can ensure or not the effectiveness of the results of lung function.

Two indicators of osmotic stability of erythrocytes revealed that volunteers in the COPD
group had erythrocytes more stable than those in the control group. These indicators were the
variables dX and Amin.

The largest value of dX in the COPD group indicates the need for a greater variation in
salt concentration to lyse the entire population of erythrocytes contained in the blood sample
used in the test. This shows the existence of erythrocytes osmotically more stable under the in
vitro conditions of the assay.

On the other hand, the lower Amin value in the COPD group indicates the occurrence of
lower initial lysis, under isotonic conditions with the blood. Among the membrane stability
variables, Amin is the variable that most closely approximates the in vivo behavior of
erythrocytes. This suggests that volunteers with COPD would have more stable erythrocytes

also in vivo.
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However, the presence of more stable erythrocytes in the blood of the volunteers with
COPD does not appear to be a physiologically desirable feature, due to other hematologic,
biochemical and respiratory changes concomitantly present in this group, since some of these
changes appear to be due to malnutrition.

The lower levels of iron and hemoglobin make a lot of sense with the lower MCHC
values. On the other hand, lower levels of total and indirect bilirubin suggest that lower levels
of hemoglobin would not be due to an increase in the rate of heme degradation, since total and
indirect bilirubin levels were lower in the COPD group. This suggests that the decrease in iron
and hemoglobin levels has a nutritional origin. On the other hand, the highest MCV values in
this group are suggestive of nutritional deficiency of folate and/or cobalamin. Indeed, although
there was no significant difference between the groups regarding serum vitamin B levels, the
folic acid levels were significantly lower in the COPD group. It is also important to emphasize
that the lower levels of albumin of these patients, in view of lower levels of hepatic function
indicators (total and indirect bilirubin) are also suggestive of protein malnutrition.

The lower values of triglycerides, total cholesterol, LDL-C and VLDL-C presented by
the COPD group suggest that malnutrition that volunteers with COPD tend to present is not
selective, since blood energy intake indicators are also declining in this population.

As higher values of Anin indicate the occurrence of increased lysis of erythrocytes under
isotonic conditions with blood, the negative correlation of dX with Amin means that volunteers
who had erythrocytes with greater membrane stability under in vitro conditions (greater dX)
also had lower lysis in isotonic conditions with blood (lower Amin). This should mean that the
enhanced stability of erythrocytes in vitro is associated with greater stability under conditions
equivalent to osmotic environment of erythrocytes in vivo. The lower values of iron and
hemoglobin, present concomitantly with higher MCV values, justify the lower MCHC values
in this group and certainly also the higher osmotic stability of erythrocytes. The lower the
hemoglobin concentration (MCHC), the lower is the osmotic pressure inside the cell and,
consequently, the greater is the resistance to lysis by hypotonicity (Hladky e Rink, 1978).

On the other hand, the positive correlation between dX and RDW shows that individuals
with more stable erythrocytes also had a greater volume variability of these cells. Once a rise
in RDW may be due to a reduction in iron levels (Buch ef al., 2011; Sultana et al., 2013), the
positive association observed between dX and RDW suggests that such increase in the
erythrocyte stability is not a necessarily desirable condition in this population. Indeed,
significant negative correlations were observed between RDW and MCHC, iron and transferrin

saturation index. This suggests that the tendency to have erythrocytes osmotically more stable
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in volunteers with COPD is associated with the tendency to present anemia. In fact, anemia is
a frequent alteration in COPD and has a great impact on the quality of life of these patients,
increasing health spending and the morbidity and mortality of the disease (Sarkar et al., 2015).

This positive association between dX and RDW deserves better appreciation, since an
increase in RDW was associated with the severity of COPD (Tertemiz et al., 2016). Another
cause of increase in the value of RDW is the decrease in deformability of erythrocytes. Less
deformable erythrocytes generally have irregular shapes (Meiselman, 1981) and do not return
to their original shape easily, creating erythrocyte populations of different sizes and
conformations. Indeed, some studies have shown lower erythrocyte deformability in COPD
(Santini et al., 1997; Coppola et al., 1999; Ugurlu et al., 2017). As in animal model, a
continuous reduction in deformability was associated with the progression of an inflammatory
response (Silva-Herdade et al., 2016), the lower deformability of erythrocytes described in
COPD may be due to the inflammatory condition of the disease, demonstrated in this study by
means of increased leukocyte count and CRP values.

In addition, another possible cause of change in RDW is the occurrence of change in
erythrocyte membrane composition. In fact, elevations in cholesterol and phospholipids,
together with reduced protein content, were reported in more severe cases of COPD, with
reduced protein content having been negatively correlated with FEV (Gangopadhyay et al.,
2012).

It is also possible that this hematologic change is related to the predominance of mature
erythrocytes in the circulation, since the problem group presented a borderline decrease in the
reticulocytes count. This indicates that erythrocyte turnover would be decreased in volunteers
with COPD. In fact, this is consistent with the decrease in total and indirect bilirubin levels,
which indicate a decrease in erythrocyte clearance (Memon et al., 2016), and with the lower
levels of iron, which means the existence of a restrictive condition to erythropoiesis (Cavill,
2002). Certainly, this predominance of more mature erythrocytes, which have less
deformability, impairs the adequate supply of oxygen to the tissues, worsening the clinical
condition of the patient with COPD, mainly in exacerbations of the disease (Ugurlu et al., 2017).

The idea that the increased osmotic stability of erythrocytes in the COPD group is not a
desirable characteristic can be confirmed by associations of a erythrocyte stability variable,
1/Hso, and physiological indicators of pulmonary function and physical ability. The significant
negative correlations observed between 1/Hso and FEV pre-BD, FEV1 post-BD, FEV1I/FVCpreBD €
FEV1/FVCyost-D, as well as with the predicted percentage of 6MWT (6MWTpeq) means that

volunteers with osmotically stable erythrocytes were the ones who had a worse lung evaluation
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and physical ability. On the other hand, the significant negative correlation also observed
between 1/Hso and BMI suggests the existence of an association of this greater osmotic stability
of erythrocytes with a poor nutritional condition, since the nutritional status exerts a great
influence on BMI, particularly in COPD.

The chronic inflammatory status of the disease (Fabbri e Rabe, 2007; Young Oh e Sin,
2012) generates a progressive physical disability (Nazir e Erbland, 2009; Gold, 2017), which
limits the chewing and use of food (Schols ef al., 1998; Schols, 2000), generating a catabolic
state that contributes to the weight loss (Agusti e Soriano, 2008; Barnes e Celli, 2009)
responsible for the reduction observed in the BMI of COPD group (Table 1). The decrease in
iron status and the levels of albumin, folic acid, TGC, t-C, VLDL-C and LDL-C, observed in
the COPD group in relation to the control (Table 2) are in agreement with the worsening of the
nutritional status of volunteers with COPD. This is very relevant because a nutritional status
characterized by low BMI and low blood levels of cholesterol and albumin is related to the poor
survival of patients with COPD in LTOT (Toth et al., 2004). In this sense, Rawal and Yadav
recently emphasized the need to incorporate nutritional management into COPD patient care,
since malnutrition is a risk factor for worsening quality of life and increased risk of disease
exacerbation (Rawal e Yadav, 2015).

A nutritional factor that deserves prominence in COPD is folate, since folate intake in
the diet of low-weight elderly with severe COPD generally does not reach daily
recommendations (Andersson ef al., 2007). Indeed, lower levels of folate, but not of cobalamin,
were found in volunteers with COPD from the present study. These results are consistent with
those reported by Fimognari et al, who found lower levels of folate and pyridoxine, but not of
cobalamin, together with higher levels of plasma homocysteine (Hcy) in volunteers with COPD
compared to a control group (Fimognari et al., 2009). Hcy is considered an indicator of
increased cardiovascular risk (Baszczuk e Kopczynski, 2014; Shenoy et al., 2014) and also a
possible predictor of a decline in pulmonary function (Kai et al., 2006; Nunomiya et al., 2013).
The use of Hcy in metabolism is dependent on the blood levels of pyridoxine, folate and
cobalamin; and that is why the deficiency of these nutritional factors leads to elevated levels of
Hcy (Gonzalez-Gross et al., 2007). In our study, blood levels of Hcy were not different between
groups, probably because, although smaller, folic acid levels were within the reference range
(Table 2).

In summary, this study demonstrated that individuals with COPD in LTOT exhibit
osmotically more stable and heterogeneous erythrocytes in relation to individuals without this

disease. This increased osmotic stability of erythrocytes occurred concomitantly with
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worsening in hematologic and biochemical indicators of malnutrition, and was statistically
associated with worsening of lung function and exercise capacity. As red blood cells act in
conjunction with the lungs in the distribution of oxygen and CO; elimination by the body, it is
very important to keep attention on nutritional indicators that affect the processes related to

homeostasis of these cells in the body, when dealing with patients with COPD.
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Captions of Figures

Figure 1. Flow chart of the volunteers’ recruitment process.

Figure 2. Boltzmann's sigmoidal curve used to describe the ratio of erythrocyte lysis, given by
absorbance at 540 nm, with NaCl concentration in a volunteer with CODP. Hso is the
concentration of NaCl capable of promoting 50% hemolysis; dX is the change in salt
concentration capable of promoting 100% hemolysis; Amin is the minimum absorbance
presented by the sample under isotonic condition with blood; and Amax is the maximum
absorbance associated with lysis of the whole erythrocyte population of the blood sample used

in the test.
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Table 1] Variables of anthropometric measures and pulmonary function of volunteers of control

and problem (COPD in LTOT) groups

Control COPD/LTOT p
Age (years) 70.4£10.6 72.5+10.0 0.181
Weight (kg) 70.0 (64.0-82.0) 69.0 (50.0-77.0) 0.003
Height (m) 1.66+0.07 1.65+0.08 0.479
BMI (kg/m?) 26.4 (24.3-29.7) 23.1(19.5-28.3) <0.001
6MWT (m) 509.24+90.4 284.4+126.9 <0.001
6MWTpred (%) 108.8+19.7 62.3+£27.0 <0.001
FEV1 pre-BD (%) 103.0 (90.0-111.0) 35.0 (26.0-50.0) <0.001
FEV1 post-D (%) 105.0 (91.0-112.0) 37.5 (30.0-54.0) <0.001
FVCpre-Bp (%) 97.0+12.3 67.34£19.2 <0.001
FVCpost-D (%) 95.9+11.7 71.6£20.6 <0.001
FEV1/FVCpresp (%) 79.0 (76.0-83.0) 40.0 (34.0-54.0) <0.001
FEV1/FVCpost-BD (%) 82.0 (77.0-85.0) 39.5 (34.0-56.0) <0.001
pO2 (mmHg) 82.6+9.8 56.1+12.2 <0.001
pCO2 (mmHg) 36.1 (34.8-39.0) 44 (38.1-50.8) <0.001
Sa0z (%) 96.1 (95.5-96.9) 88.2 (83.1-91.8) <0.001

*Values expressed as mean = SD for variables with normal distribution, and median (IQR) for

variables with non-parametric distribution.

Abbreviations: COPD, chronic obstructive pulmonary disease; LTOT, long-term oxygen

therapy; BMI, body mass index; 6MWT, six-minute walk test; 6 MW Tpreq, percent (%) predicted

6MWT; FEV1 pe-Bp, forced expiratory volume in the first second before (pre) use of

bronchodilator (BD); FEV| post-BD, forced expiratory volume in the first second after (post) use

of BD; FVC ,re-BD, forced vital capacity before (pre) use of BD; FVC post-BD, forced vital capacity

after (post) use of BD; pO», oxygen partial pressure; pCO», partial pressure of carbon dioxide;

Sa0g, arterial oxyhemoglobin saturation.
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Table 2] Osmotic stability of erythrocytes, erythrogram and blood biochemistry of volunteers
of the control and problem (COPD in LTOT) groups*

Control COPD/LTOT p
dX (g/dL NaCl) 0.01 (0.01-0.02) 0.02 (0.01-0.02) <0.001
1/Hso (g/dL NaCl)! 2.3(2.23-2.39) 2.32(2.23-2.38) 0.472
Amin (abs) 0.02+0.01 0.01+0.01 0.01
Amax (abs) 1.26 (1.18-1.31) 1.24 (1.14-1.32) 0.321
RBC (million/mm?) 4.84+0.52 4.7+0.81 0.126
Hb (g/dL) 14.6 (13.7-15.5) 13.9 (13.1-15.1) 0.023
Ht (%) 41.534+3.98 41.98+6.34 0.815
MCH (pg) 30.3 (29.1-31) 29.9 (28.5-31.2) 0.257
MCYV (fL) 86.1 (83.2-88.3) 90.2 (86.8-93) <0.001
MCHC (g/dL) 34.96+1.14 33.22+1.33 <0.001
RDW (%) 12.9 (12.3-13.3) 13.8 (13.1-14.6) <0.001
Rte (%) 0.7 (0.4-1.2) 0.5 (0.3-1.1) 0.08
Plt (10°/mm?>) 209 (177-256) 226 (178-265) 0.222
MPV (fL) 10.4 (10-11) 10.4 (9.6-11.2) 0.569
WBC (10*/mm?) 6.3 (5.2-7.4) 7.4 (6.3-9.3) <0.001
Eosinophil (10°/mm?) 179.2 (113.5-336.8) 238.7(102.0-298.3)  0.112
tC (mg/dL) 183.95+35.6 171.57+34.99 0.033
TGC (mg/dL) 124.7 (96-189) 88 (75-117) <0.001
HDL-C (mg/dL) 39 (34-46) 45 (38-53.9) <0.001
LDL-C (mg/dL) 118 (98-134) 100 (82-119) 0.002
VLDL-C (mg/dL) 25 (19-38) 18 (15-24) <0.001
Glu (mg/dL) 103 (96-113) 98 (91-107) 0.023
Urate (mg/dL) 6.2 (5.3-7.6) 6.1 (5-7.1) 0.431
HSA (g/dL) 4.28 (4.13-4.4) 4.07 (3.89-4.25) <0.001
Fe (ng/dL) 105.43+28.86 89.25+34.96 0.002
TSI (%) 35.9 (28.46-46.03) 33.79 (24.91-43.27)  0.113
TIBC (ng/dL) 286.21+40.59 267.2+50.82 0.022
Ferritin (ng/mL) 240.8 (149.4-357) 190.2 (73.4-291.4) 0.042
B2 (pg/mL) 337.1 (267.7-471.7) 407.9 (286.7-556.6)  0.055
Folate (ng/mL) 11.48 (8.62-15.36) 7.96 (6.75-11.09)  <0.001
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Hey (micromol/L) 12.05 (9.98-15.05) 12.08 (9.63-16.26)  0.967
LDH (U/L) 174 (155-196) 183 (160-231) 0.09
HbAlc (%) 5.6 (5.3-5.9) 5.8 (5.3-6.3) 0.046
CRP (mg/dL) 0.16 (0.08-0.41) 0.52(0.18-1.17)  <0.001
{B (mg/dL) 0.6 (0.45-0.78) 0.49 (0.37-0.64) 0.018
dB (mg/dL) 0.21 (0.16-0.27) 0.18 (0.14-0.24) 0.057
iB (mg/dL) 0.39 (0.29-0.53) 0.31 (0.22-0.42) 0.008

*Values expressed as mean = SD for variables with normal distribution, and median (IQR) for
variables with non-parametric distribution.

Abbreviations: COPD, Chronic obstructive pulmonary disease; LTOT, long-term oxygen
therapy; Amax, absorbance at 540 nm associated with lysis of the entire erythrocyte population;
Amin, absorbance at 540 nm associated with the initial lysis of the erythrocyte population in
isotonic medium with blood; 1/Hso, inverse of NaCl concentration capable of promoting 50%
hemolysis; dX, variation in NaCl concentration responsible for total hemolysis; BMI, body
mass index; RBC, red blood cell; Hb, hemoglobin; Ht, hematocrit; MCH, mean corpuscular
hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; MCHC, mean corpuscular hemoglobin
concentration; RDW, red cell distribution width; Rtc, reticulocytes; Plt, platelets; MPV, mean
platelet volume; WBC, white blood cells; t-C, total cholesterol; TGC, triglycerides; HDL-C,
high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; VLDL-C,
very low-density lipoprotein cholesterol; Glu, glucose; Urate, uric acid; HSA, human serum
albumin; Fe, serum iron; TSI, transferrin saturation index; TIBC, total iron binding capacity;
B2, B12 vitamin; Folate, folic acid; Hcy, homocysteine; LDH, lactate dehydrogenase; HbAlc,
glycated hemoglobin; CRP, C-reactive protein; tB, total bilirubin; dB, direct bilirubin; 1B,

indirect bilirubin.
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Table 3] Pearson (r) or Spearman (p) coefficient values for the significant correlations observed
with erythrocyte membrane stability variables in volunteers with chronic obstructive pulmonary

disease in long-term oxygen therapy

RBC Stability Variable Other Variables rorp p
1/Hso (0) BMI (0) -0.33 0.005
6MWT (1) 0.25 0.035
OMWT pred % (1) -0.34 0.004
FEV1 pre-8D (0) -0.36 0.002
FEV1 post-BD (0) -0.35 0.003
FEV1/FVCprenp (0) -0.40 0.001
FEV1/FVCposcap (0) -0.39 0.001
FEV1/SVCpre-sp (0) -0.41 0.001
FEV1/SVCpost-ap (0) -0.37 0.003
pCO: (0) -0.24 0.041
HCO:s (1) -0.25 0.035
TGC (0) -0.29 0.014
VLDL-C (0) -0.29 0.015
B2 (0) 0.24 0.045
dX (0) Anmin (1) -0.42 <0.001
RDW (0) 0.32 0.007
Fe (1) -0.24 0.043
dB (0) 0.25 0.039
Amin (1) FEV1 pre-8D (0) 0.25 0.038
FEV1/FVCprenp (0) 0.25 0.039
FEV1/FV Cpost-ap (0) 0.24 0.050
pCO: (0) -0.24 0.041
HCO:s (1) -0.27 0.025

The digits 0 and 1 written in parentheses after the variable name indicate non normal and normal
distribution, respectively. Associations between pairs of variables with normal distribution were
analyzed by Pearson's correlation and described by the coefficient r. Associations involving one
or both variables with non-normal distribution were analyzed by Spearman's correlation and

described by the coefficient p.
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APENDICE 1 - MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
MODELO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada Estabilidade de
Membrana de Eritrocitos em Pacientes Portadores de Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica em Oxigenioterapia Domiciliar Prolongada, sob a responsabilidade dos
pesquisadores Flaviana Ferreira Gomes, Thiillio Marquez Cunha e Nilson Penha-Silva.

Nesta pesquisa nos estamos buscando entender se a estabilidade da membrana das
células vermelhas do sangue sofre alguma alteragdo nos pacientes com bronquite/ enfisema
pulmonar (DPOC), assim como se a gravidade da doenga se relaciona com ela e, faremos
comparagao com pacientes sem a doenga.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera aplicado pela pesquisadora
Flaviana Ferreira Gomes em consulta no Ambulatério de Oxigenioterapia, do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) e no Ambulatério Geral do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU)).

Na sua participacdo vocé€ passara por uma entrevista com a pesquisadora € por uma
coleta de aproximadamente 24ml de sangue venoso e 3ml de sangue arterial para realizagdo de
exames laboratoriais, assim como realizacdo do teste de capacidade de exercicio e funcao
pulmonar.

Hé um risco minimo de vocé ser identificado, uma vez que utilizamos codigos para
identificar os pacientes, ao invés de utilizar os nomes ou iniciais dos nomes. Esse procedimento
tem a finalidade de garantir que sua identidade ndo seja revelada e inviabilizar sua identificagdo
por terceiros ou pesquisadores ndo atuantes no projeto. Além disso, a equipe do estudo mantera
em sigilo todas as suas informacdes pessoais e seu historico clinico.

Vocé nao terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos consistem naqueles relacionados a coleta de sangue, que sdo quase nulos se
realizado com técnica adequada e material descartavel, como ocorrerd na pesquisa. Os exames
complementares serdo feitos por médicos especializados com competéncia e experiéncia para
avaliar corretamente os resultados dessas verificacoes. Os testes que envolvem esforco fisico
serdo executados com a presenca de pelo menos trés pessoas (sendo 1 médico), em ambiente

hospitalar adequadamente equipado e, com avaliagdo intensiva da dispneia e fadiga pelo
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paciente, a fim de também ndo oferecer risco significativo. A avaliacdo da estabilidade de
membrana de hemacias sera feita por coleta sanguinea e, esse procedimento oferece risco
minimo, uma vez que o material sera devidamente descartado como lixo laboratorial e ndo sera
utilizado para nenhum outro fim ou pesquisa. O paciente ndo tera seu tratamento ou terapia
alterada devido a pesquisa. Os beneficios seriam avaliar se no controle dessa estabilidade
poderia inferir sobre a gravidade da doenca e consequente melhor qualidade de vida para o
doente e, consequentemente, menor niimero de internagdes € menos custos hospitalares.

Vocé ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum
prejuizo.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Flaviana
Ferreira Gomes, agéncia transfusional — telefone 34 3218-2313 — ou Dr. Thulio Marquez Cunha,
UTTI adulto — 34 3218-2150, HC- UFU, Av. Para, 1720. Podera também entrar em contato com
o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av.
Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Monica — Uberlandia — MG,
CEP: 38408-100; fone: 34-3239-4131.

Uberlandia, ....... de ........ de 201.......

Flaviana Ferreira Gomes

Prof. Dr. Thulio Marquez Cunha

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente

esclarecido.

Participante da pesquisa (nome completo)
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ANEXO 1 — QUESTIONARIO MODIFICADO DO BRITISH MEDICAL RESEARCH
COUNCIL (mMRC) PARA AVALIAR A GRAVIDADE DA DISPNEIA

QUESTIONARIO MODIFICADO
DO BRITISH MEDICAL RESEARCH COUNCIL (mMRC)
PARA AVALIAR A GRAVIDADE DA DISPNEIA (Bestall et al., 1999)

Grau 0 Eu sinto falta de ar com exercicios intensos []

Grau 1 Eu fico com falta de ar quando ando depressa ou subo uma ladeira []

levemente inclinada

Grau 2 Eu ando mais devagar em terreno plano que as pessoas de mesma idade []
por causa da falta de ar, ou eu preciso parar para respirar quando ando

normalmente

Grau 3 Eu paro para respirar apds andar em terreno plano uns 100 metros ou []

apos alguns minutos

Grau 4 Eu sinto muita falta de ar para sair de casa ou sinto falta de ar ao me vestir [ ]

e despir

Modificado GOLD 2013 (Gold, 2013).



ANEXO 2 - COPD ASSESSMENT TEST (CAT)

COPD Assessment Test (CAT)

Como estd a sua DPOC (Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica)?
Faca o Teste de Avaliacao da DPOC (COPD Assessment Test™-CAT)

Esse questionario ird ajuda-o e ao seu profissional da salide a medir o impacto que a DPOC (Doenga Pulmonar

Obstrutiva Cronica) causa no seu bem estar e o no seu dia a dia.As suas respostas e a pontuagao do teste podem
ser utilizadas por vocé e pelo seu profissional da salde para ajudar a melhorar o controle da sua DPOC e a obter
o maximo beneficio do tratamento.

Para cada um dos itens a seguir, assinale com um (X) o quadrado que melhor o descrever presentemente.
Certifique-se de selecionar apenas uma resposta para cada pergunta.

Por exemplo: Estou muito feliz

OXOOOO

Estou muito triste

PONTUAGAO
R 6 =%
wnstemorose (O Tenmotoseotampaiod
\_ Y J
.
' N N\
Nao tenho nenhum catarro OOOOOO O meu peito esta cheio de
(secregao) no peito catarro (secregao)
-
.l
{ { N\
Nao sinto nenhuma O O O Sinto uma grande pressao
pressao no peito no peito
\. y € J
.
s ™\
Na&o sinto falta de ar Sinto bastante falta de ar
quando subo luma ladeira OOOOOO quando subo uma ladeira ou
ou um andar de escada um andar de escada )
.
Nao sinto hi R & h
e e Sinto-me muito limitado nas
mitagdo nas minhas h idade
stiicladis Wi cnsa minhas ativi S em casa
< .
il
r N
Sinto-me confiante para Nao me sinto nada cnnﬁante\ (
sair de casa, apesar da OOOOOO para sair de casa, por causa
minha doenga pulmonar da minha doenga pulmonar )
.l
~
Nao durmo profundamente 1 (
Durmo profundamente O OOOOO devido & minha doenca
ulmonar
= y
.
N\ )
Tenho muita energia Nao tenho nenhuma energia
(disposicao) O OOOOO (disposicao)
" 7 G J
~
" (
PONTUAGAO
O teste de Avaliagio da DPOC (COPD Assessment Test) e o logotipo CAT é uma marca comercial de
grupo de empresas GlaxoSmithKline. TOTAL
©2009 GlaxoSmithKline. Todos os direitos reservados. . >

Fonte: GOLD 2018 (Gold, 2018).
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ANEXO 3 - QUESTIONARIO DO HOSPITAL SAINT GEORGE SOBRE
PROBLEMAS RESPIRATORIOS (SGRQ)

QUESTIONARIO DO HOSPITAL SAINT GEORGE
SOBRE PROBLEMAS RESPIRATORIOS (SGRQ) (Souza et al., 2000)

Este questionario nos ajuda a compreender até que ponto a sua dificuldade respiratdria

o perturba e afeta a sua vida.

Nos o utilizamos para descobrir quais os aspectos da sua doenca que causam mais

problemas.

Estamos interessados em saber o que vocé sente e ndo o que os médicos, enfermeiras e

fisioterapeutas acham que vocé sente.
Leia atentamente as instrugdes.
Esclarega as duvidas que tiver.

Nao perca muito tempo nas suas respostas.

Parte 1

Nas perguntas abaixo, assinale aquela que melhor identifica seus problemas

respiratorios no ultimo ano.

A) Obs.: Assinale um so quadrado para as questoes de 01 a 08:

maioria | varios | alguns s6 com nunca
dos dias | diasna | diasno | infecgdes
da semana més | respiratérias

semana | (2-4 dias)

(5-7 dias)
e Durante o ultimo ano tossi - . . . -
e Durante o ultimo ano tive catarro O O O O 0
e Durante o ultimo ano tive falta 0 O O O 0

de ar
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e Durante o ultimo ano tive U
“chiado no peito”

5) Durante o ultimo ano, quantas vezes vocé teve crises graves de problemas respiratorios:

Mais de 3 3 2 1 Nenhuma
N U] N U U
6) Quanto tempo durou a pior dessas crises?
(passe para a pergunta 7 se ndo teve crises graves)
1 semana ou mais 3 ou mais dias 1 ou 2 dias menos de 1 dia
N [ [ ]

7) Durante o ultimo ano, em uma semana considerada como habitual, quantos dias bons (com

poucos problemas respiratorios) vocé teve:

nenhum dia

1 ou 2 dias

3 ou 4 dias

quase todos os dias

todos os dias

U

U

]

N

4

8) Se vocé tem “chiado no peito”, ele é pior de manha?

Parte 2

¢ Seciol

Nao

Sim

[]

[]
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A) Assinale um s6 quadrado para descrever a sua doenga respiratoria:

¢ 0 meu maior me causa muitos me causa alguns | ndo me causa nenhum
problema problemas problemas problema
[] [] 0 []

B) Se vocé ja teve um trabalho pago, assinale um dos quadrados:

(passe para a Se¢do 2, se vocé ndo trabalha)

— minha doenga respiratéria me obrigou a parar de trabalhar i

— minha doenga respiratdria interfere (ou interferiu) com o meu trabalho l

normal ou ja me obrigou a mudar de trabalho

— minha doenga respiratéria ndo afeta (ou ndo afetou) o meu trabalho l

¢ Secio 2
As perguntas abaixo referem-se as atividades que normalmente t€ém provocado falta de ar em

vocé nos ultimos dias.

Assinale com um “x” no quadrado de cada pergunta abaixo, indicando a resposta Sim ou Ndo,

de acordo com o seu caso:

Sim Nao
— Sentado/a ou deitado/a U il
— tomando banho ou vestindo H il
— caminhando dentro de casa O 0
— caminhando em terreno plano O 0
— subindo um lance de escada O O
— subindo ladeiras O O




— praticando esportes ou jogos que impliquem esforgo O

fisico
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Secao 3

Mais algumas perguntas sobre a sua tosse e a sua falta de ar nos ultimos dias. Assinale com um

“x” no quadrado de cada pergunta abaixo, indicando a resposta Sim ou Ndo, de acordo com o

seu caso:
Sim Nao
— minha tosse me causa dor 0 O
— minha tosse me deixa cansado ll l
— tenho falta de ar quando falo O 0
— tenho falta de ar quando dobro o corpo para frente Hl O
— minha tosse ou falta de ar perturba meu sono 0 U
— fico exausto/a com facilidade 0 0
B) Secao 4

Perguntas sobre outros efeitos causados pela sua doenca respiratoria nos ultimos dias. Assinale

ey,

com um “x” no quadrado de cada pergunta abaixo, indicando a resposta Sim ou Ndo, de acordo

com O S€u caso:

Sim Nao
— minha tosse ou falta de ar, me deixam envergonhado/a em publico U O
— minha doenca respiratoria é incoveniente para a minha familia, U O
amigos ou vizinhos
— tenho medo ou mesmo panico quando nao consigo respirar O 0
— sinto que minha doenga respiratéria escapa ao meu controle 4 O
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— eu ndo espero nenhuma melhora da minha doenga respiratdria 4 O

— minha doenga me debilitou fisicamente, o que faz com que eu U O
precise da ajuda de alguém

— fazer exercicio ¢ arriscado para mim 0 O

— tudo o que faco, parece ser um esfor¢o muito grande U 0

¢ Secio 5

[}

A) Perguntas sobre a sua medica¢do. Assinale com um “x” no quadrado de cada pergunta

abaixo, indicando a resposta Sim ou Ndo, de acordo com o seu caso:

(passe para a Se¢do 6 se ndo toma medicamentos)

Sim Nao
— minha medicagdo néo estd me ajudando muito O i
— fico envergonhado/a ao tomar medicamentos em publico O l
— minha medicagdo me provoca efeitos colaterais desagradaveis O l
— minha medicacdo interfere muito com o meu dia a dia O O

Secao 6

As perguntas seguintes se referem as atividades que podem ser afetadas pela sua doenga

[

respiratdria. Assinale com um “x” no quadrado de cada pergunta abaixo, indicando a resposta

Sim se pelo menos uma parte da frase corresponde ao seu caso; se ndo, assinale Ndo.

Sim

Nao

levo muito tempo para me lavar ou me vestir

[
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— demoro muito tempo ou ndo consigo tomar banho de O O
chuveiro ou na banheira

— ando mais devagar que as outras pessoas, ou tenho que O O
parar para descansar

— demoro muito tempo para realizar as tarefas como o Hl O
trabalho da casa, ou tenho que parar para descansar

— quando subo um lance de escada, vou muito devagar, ou Hl 0
tenho que parar para descansar

— se estou apressado ou caminho mais depressa, tenho que Hl U
parar para descansar ou ir mais devagar

— por causa da minha respiracdo, tenho dificuldade para fazer O O
atividades como: subir ladeiras, carregar objetos subindo
escadas, dangar, praticar esporte leve

— por causa da minha respiragdo, tenho dificuldades para fazer l O
atividades como: carregar grandes pesos, fazer “cooper”,
andar muito rapido ou nadar

— por causa da minha respiracdo, tenho dificuldade para fazer O O

atividades como: trabalho manual pesado, correr, andar de

bicicleta, nadar rapido ou praticar esportes de competicdo

¢ Secio 7

[

Assinale com um “x” no quadrado de cada pergunta abaixo, indicando a resposta Sim ou

Nao, para indicar outras atividades que geralmente podem ser afetadas pela sua doenga

respiratéria no seu dia a dia:

(ndo se esqueca que Sim s6 se aplica ao seu caso quando vocé ndo puder fazer essa atividade

devido aos seus problemas respiratorios).

Sim

praticar esportes ou jogos que impliquem esfor¢o fisico
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— sair de casa para me divertir O O
— sair de casa para fazer compras O 0
— fazer o trabalho da casa 0 0
— sair da cama ou da cadeira O 0

o A lista seguinte descreve uma série de outras atividades que o seu problema respiratério pode
impedir vocé de realizar (pretendemos apenas lembra-lo das atividades que podem ser

afetadas pela falta de ar).

— passear a pé ou passear com o seu cachorro

— fazer o trabalho doméstico ou jardinagem

— ter relagdes sexuais

— iraigreja, bar ou a locais de diversdo

— sair com mau tempo ou permanecer em locais com fumaga de cigarro

— visitar a familia e os amigos ou brincar com as criangas

Por favor, escreva qualquer outra atividade importante que seu problema respiratério pode

impedir vocé de fazer:

_(C) Assinale com um "x" somente a resposta que melhor define a forma como vocé é afetado

pela sua doenga respiratdria:

— ndo me impede de fazer nenhuma das coisas que eu gostaria de fazer 0
— me impede de fazer uma ou duas coisas que eu gostaria de fazer U
— me impede de fazer a maioria das coisas que eu gostaria de fazer 0
— me impede de fazer tudo o que eu gostaria de fazer N

Obrigado por responder o questionario. Antes de terminar verifique se vocé respondeu a todas

as perguntas.



