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RESUMO

Correlacdes entre a Estabilidade Osmética da Membrana de Eritrdcitos e Indices

Hematologicos e Bioguimicos durante Tratamento com Estatina

Este estudo teve como objetivo analisar as correlagdes entre a estabilidade
osmotica da membrana de eritrocitos (OSEM) e os indices lipidicos e hematoldgicos em
uma populacédo de 19 voluntarios, em cinco diferentes momentos, durante oito semanas
de tratamento com estatinas. A OSEM foi derivada de uma curva tipica de fragilidade
osmatica, propriamente expressa pelos valores inversos do ponto intermediario (1/Hso) e
a variacdo na concentracdo de NaCl necessaria para produzir hemdlise total, uma vez
que estes dois parametros estdo diretamente relacionados com a OSEM. A OSEM foi
positivamente associada com o aumento dos niveis sanguineos de colesterol da
lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e colesterol total plasmatico (t-C), sendo que
0s niveis sanguineos de LDL-C se mostraram a variavel mais fortemente correlacionada
com os parametros de estabilidade. A OSEM também foi associada a um aumento dos
valores de distribuicdo de volume das células vermelhas no sangue (RDW), em
consequéncia da elevacdo dos valores de volume corpuscular médio (VCM) causada
pelos niveis sanguineos mais altos de LDL-C. A OSEM apresentou correlagdes inversas
com a contagem de eritrocitos (RBC), valores de hematdcrito e com o0s niveis
sanguineos de hemoglobina, em consequéncia do aumento dos niveis sanguineos de
colesterol a um ponto no qual a alta rigidez de membrana tornou as células mais
vulneraveis a ruptura mecénica causada pela tensdo de cisalhamento ou pela sua
passagem através de capilares de didmetro muito pequeno. A OSEM foi negativamente
associada com o0s niveis sanguineos de AST e ALT, provavelmente porque a
estabilidade in vitro reflete melhor o comportamento geral das membranas de outras
células do organismo do que o comportamento in vivo dos proprios eritrocitos. A
existéncia de uma associa¢do entre a OSEM e a habilidade prognostica do RDW em
processos inflamatorios pode ser suportada pela correlagdo positiva observada entre o0s
valores de 1/Hsg e a razdo N/L. Em resumo, 0s niveis sanguineos de LDL-C tém ampla
influéncia nos indices hematoldgicos em consequéncia de sua relacdo com a
estabilidade de membrana dos eritrocitos.

Palavras-chave: Colesterol, Eritrocito, Membrana, Razdo Neutrofilos/Linfécitos,
RDW, Estatinas
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ABSTRACT

Correlations between the Osmotic Stability of the Erythrocyte Membrane and

Hematological and Lipid Indices during Statin Therapy

This study aimed to analyze the correlations between the osmotic stability of the
erythrocyte membrane (OSEM) and hematological and lipid indices in a population of
19 volunteers, at five different moments during eight weeks of statin therapy. The
OSEM was derived from a typical osmotic fragility curve and properly expressed by the
inverse of its midpoint (1/Hsp) and the variation in the NaCl concentration necessary to
produce full hemolysis, since both these parameters are directly related with the OSEM.
The OSEM was positively associated with increase in the blood levels of LDL-C and t-
C, with the blood levels of LDL-C being the variable more strongly correlated with the
stability parameters. The OSEM was also associated with increased values of RDW, in
consequence to the elevation in MCV values caused by high blood levels of LDL-C.
The OSEM showed inverse correlations with the RBC count, hematocrit values and
blood levels of Hb, in consequence to increase in the blood levels of cholesterol to a
point in which the high membrane rigidity make those cells more vulnerable to the
mechanical disruption caused by shear stress or by their passage through small diameter
capillaries. The OSEM was negatively associated with the blood levels of ALT and
AST, probably because this in vitro stability reflects better the behavior of the general
membrane cells of the organism than the proper in vivo behavior of the proper
erythrocytes. The existence of an association between the OSEM and the prognostic
ability of RDW in inflammatory processes can be supported by the positive correlation
observed between 1/Hsp and the N/L ratio. In summary, the blood levels of LDL-C have
large influence on the hematological indices in consequence to changes in the stability

of the erythrocyte membrane.

Keywords: Cholesterol, Erythrocyte, Membrane, Neutrophil/Lymphocyte Ratio, RDW,
Statin
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1. INTRODUCAO

As membranas bioldgicas sdo estruturas vitais para a existéncia das células, pois
sdo elas que delimitam os espacos intra- e extracelular, garantindo a individualidade e
regulando a entrada e saida de moléculas e substancias através de sua permeabilidade
seletiva (Alberts, Brady et al., 2002; Alberts, Bray et al., 2007; Berg, Tymoczko et al.,
2008; Voet e Voet, 2013).

As membranas sdo compostas por lipideos, proteinas e carboidratos, que juntos
constituem uma estrutura fluida, classicamente descrita na literatura como mosaico
fluido, o que permite a livre difusdo lateral tanto de lipideos quanto de proteinas da
bicamada (Alberts, Bray et al., 2007; Nelson e Cox, 2008; Voet e Voet, 2013). O grau
de fluidez, propriedade extremamente importante para as fungbes das membranas,
depende intimamente de sua composicdo lipidica. Nas células animais, a fluidez da
membrana € regulada pela quantidade presente de moléculas de colesterol (Alberts,
Bray et al., 2007).

As membranas bioldgicas tém muitas propriedades, dentre as quais se destaca a
estabilidade. A estabilidade de membrana pode ser definida como a capacidade da
membrana em manter sua estrutura diante de agentes ou condi¢bes caotropicas. A
estabilidade € fundamental para a preservacdo das fungdes das membranas (Gouvéa-E-
Silva, 2006; Arvelos, 2007) e esta intimamente relacionada com a sua fluidez.

A estabilidade de membrana pode ser afetada por varios fatores, que
compreendem a concentracdo de solutos como sais, etanol e ureia, mas também de
fatores como temperatura, oxidacao, idade, composicdo e concentracdo sanguinea de
metabolitos como, por exemplo, o colesterol (Mascarenhas Netto, 2009).

Baixas concentracdes salinas promovem a entrada de agua nas células para
equilibrar a diferenca de concentracdo entre os meios intra- e extracelular. Se entrar
muita agua e o ganho de volume pela célula for muito grande, a membrana ndo suporta
e se rompe (Gouvéa-E-Silva, 2006; Arvelos, 2007).

Os eritrocitos, também chamados de hemacias ou glébulos vermelhos, séo as
unidades morfologicas da série vermelha do sangue. Sua forma discoide e circular com
cerca de 8 um de didmetro e sua estrutura biconcava S80 responsaveis por aumentar sua
area, com a finalidade de facilitar tanto o transporte quanto as trocas gasosas, assim
como sua flexibilidade, o que favorece a deformabilidade necessaria para passar por

vasos de pequeno calibre (Smith, Marks et al., 2007). Esta flexibilidade ou



deformabilidade do eritrocito estd diretamente relacionada com a fluidez de sua
membrana e consequentemente com a sua e resisténcia (Coopper, 1997).

A membrana do eritrdcito tornou-se a membrana mais estudada por causa de sua
relativa simplicidade, disponibilidade e facilidade de isolamento (Voet e Voet, 2013).
Essa célula constitui um bom modelo para estudo da estabilidade de membrana, pois
sua lise libera hemoglobina, que é facilmente detectada por espectrofotometria (Arvelos,
2007; Penha-Silva, Firmino et al., 2007; De Freitas, Netto Rde et al., 2008; Penha-
Silva, Arvelos et al., 2008; De Freitas, De Oliveira et al., 2010; De Freitas, Marquez-
Bernardes et al., 2013).

O tempo médio de vida de um eritrécito normal é de 120 dias, e embora o0s
eritrocitos presentes no sangue sejam constantemente renovados, o envelhecimento do
individuo parece estar associado a mudangas que certamente interferem no
comportamento de suas celulas sanguineas. Mulheres acima de 60 anos de idade, em
comparacdo com mulheres de 20 a 49 anos de idade, apresentaram um aumento na
estabilidade osmoética da membrana de seus eritrocitos em funcdo do aumento da
colesterolemia (Penha-Silva, Firmino et al., 2007).

A estabilidade da membrana dos eritrocitos também pode ser afetada pelo estado
nutricional e de satde do individuo. Entender os mecanismos pelos quais esse amplo
conjunto de variaveis podem afetar a estabilidade de membrana é uma tarefa da mais
alta relevancia, tanto para a caracterizacdo do estado de salde quanto de todas as
condicdes que podem afetar essas variaveis.

Essas variaveis incluem os indices hematoldgicos, especialmente do eritrograma,
e também as varidveis bioguimicas utilizadas na avaliacdo do estado de salde do
individuo (De Freitas, De Oliveira et al., 2010; Fonseca, Arvelos et al., 2010; Lemos,
Marquez-Bernardes et al., 2011; Bernardino Neto, De Avelar Jr. et al.,, 2013; De
Arvelos, Rocha et al., 2013).

A estabilidade osmdtica de eritrocitos € influenciada por fatores tais como o
volume, tamanho e forma da célula, tipo e quantidade de hemoglobina,
viscoelasticidade, composicdo quimica e estrutural da membrana (Perk, Frei et al.,
1964). O indice hematologico que tem uma relagdo mais ampla com todos estes fatores
¢ 0 RDW. Esta é certamente a razdo pela qual a estabilidade da membrana dos
eritrocitos foi associada a este indice hematoldgico (Bernardino Neto, De Avelar Jr. et
al., 2013; De Arvelos, Rocha et al., 2013; De Freitas, Marquez-Bernardes et al., 2013;

Mascarenhas Netto, Fabbri et al., 2014), o que é muito significativo, uma vez que 0



RDW tem uma capacidade preditiva do risco de morte por doenca cardiovascular (Patel,
Semba et al., 2010; Nishizaki, Yamagami et al., 2012; Tziakas, Chalikias et al., 2012;
Batool, Wang et al., 2013) e diabetes (Cauthen, Tong et al., 2012; Malandrino, Wu et
al., 2012).

As variaveis bioquimicas incluem os niveis de colesterol no sangue. O colesterol
€ um componente estrutural das membranas celulares, que sdo extremamente sensiveis
as mudancas no perfil lipidico (Cooper, 1977; Dwight, Mendes Ribeiro et al., 1996;
Caliskan, Caliskan et al., 2000; Uyuklu, Meiselman et al., 2007; Tziakas, Chalikias et
al., 2009). O colesterol plasmético pode ser dirigido para a membrana de eritrécitos
(Martinez, Vaya et al., 1996), o que diminui a sua fluidez (Cooper, 1977; Muller,
Ziegler et al., 1990; Dwight, Mendes Ribeiro et al., 1996) e altera as propriedades
funcionais da célula e as caracteristicas reoldgicas do sangue (Chabanel, Flamm et al.,
1983; Koter, Broncel et al., 2002).

O colesterol é um constituinte essencial das membranas bioldgicas (Murray e
Granner, 2012; Voet e Voet, 2013). Ele é sintetizado em muitos tecidos do corpo a
partir de acetil-CoA, e seu excesso é eliminado na bile, sob a forma de colesterol ou sais
biliares. Cerca da metade do colesterol do organismo é obtido com a alimentacédo e a
outra metade € obtida através de sintese enddgena (colesterologénese) (Botham e
Mayes, 2012). Apesar de essencial, sua deposi¢do excessiva na parede das artérias esta
associada as doencas cérebro-cardio-vasculares (Botham e Mayes, 2012; Voet e Voet,
2013).

Por ser insollvel em agua, o colesterol s6 consegue ser transportado na corrente
sanguinea se estiver conjugado a lipoproteinas plasmaticas, cujos quatro tipos principais
sdo quilomicrons, lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) (Botham e Mayes, 2012;
Nelson e Cox, 2012; Voet e Voet, 2013).

O excesso de colesterol no sangue, que € um fator de risco para o
desenvolvimento de aterosclerose (Bernstein, 1985; Gotto e Ahrens, 1985), também tem
sido associado com alteracfes na estabilidade de membrana do eritrocito (De Freitas,
De Oliveira et al., 2010; Bernardino Neto, De Avelar Jr. et al., 2013; De Arvelos,
Rocha et al., 2013; De Freitas, Marquez-Bernardes et al., 2013). Certamente esta
alteracdo estd associada com o teor de colesterol na membrana dessa célula, uma vez
gue a RDW foi associada ao teor de colesterol na membrana do eritrécito (Tziakas,
Chalikias et al., 2012).



A hipercolesterolemia ¢ um dos fatores de risco para a ocorréncia de um
acidente vascular cerebral (AVC) que esta entre as condi¢cBes mais letais do mundo,
atingindo anualmente 16 milhdes de pessoas, das quais seis milhdes vdo a Obito,
representando 38% dos Obitos de toda populacdo e constituindo o primeiro lugar no
ranking geral de 6bitos. S6 no Brasil o nimero anual de vitimas fatais por AVC chega a
quase 100 mil pessoas; foram 84.713 no ano 2000 e 99.726 em 2010. Atualmente, esta
doenca € a principal causa de mortes registradas no pais (Portal-Da-Saude, 2012).

A hipercolesterolemia pode ser causada por duas irregularidades metabolicas:
doenca genética, como a hipercolesterolemia familial, e dieta rica em colesterol
(Botham e Mayes, 2012; Voet e Voet, 2013).

Existem varias medidas que podem ser usadas para controlar a colesterolemia de
uma pessoa. A intervencdo terapéutica consiste na alteracdo da dieta do paciente, mas se
esta acdo for insuficiente, podem ser utilizados medicamentos, conjuntamente com o
controle dietético e a correcdo de outros fatores de risco (Rang, Dale et al., 2003;
Flérez, Armijo et al., 2004).

Quanto aos medicamentos, as estatinas estdo entre as principais classes de
medicamentos utilizadas clinicamente (Rang, Dale et al., 2003). Estudos mostram que
as estatinas reduzem significantemente os niveis plasmaticos do colesterol total e do
LDL-colesterol (Florez, Armijo et al., 2004; Jorge, Almeida et al., 2005). Os primeiros
efeitos sdo detectados logo na primeira semana, entretanto, o efeito maximo € atingido
entre 4 e 6 semanas apos o inicio do tratamento (Fl6rez, Armijo et al., 2004).

Diversos estudos clinicos, controlados por placebo, demonstraram a eficacia das
estatinas e demonstram que todas as estatinas reduzem o LDL-colesterol ndo menos que
20-35% e essa reducdo pode chegar a até 60% dependendo da dose (Rang, Dale et al.,
2003; Florez, Armijo et al., 2004). Estudos mostram ainda que ndo ha grandes
diferencas entre o poder das diferentes estatinas (Jorge, Almeida et al., 2005).

Pesquisar os vinculos existentes entre os niveis sanguineos de colesterol com o
comportamento de membranas, sob a acdo de estatinas, que sabidamente declinam os
niveis de colesterol sanguineo, podera dar uma contribuicéo significante sobre as inter-
relacOes entre fatores de risco para a aterotrombose.

As correlagdes entre a estabilidade da membrana do eritrocito e os indices
hematologicos e bioguimicos tém sido estudadas na populacdo em geral e em
populacbes especificas sujeitas a grandes variacbes nos indices hematoldgicos e/ou

variaveis bioquimicas (Bernardino Neto, De Avelar Jr. et al., 2013; De Arvelos, Rocha



et al., 2013; De Freitas, Marquez-Bernardes et al., 2013; Mascarenhas Netto, Fabbri et
al., 2014).

Este tipo de estudo requer uma grande quantidade de observacdes, que, obtidas a
partir de uma populacdo composta de menor nimero de individuos em um estudo
pareado, permitem minimizar os efeitos das varidveis moduladoras externas. A reducéo
do impacto de variaveis potencialmente moduladoras permite uma maior seguranca para
fazer inferéncias sobre a populacdo em estudo.

A abordagem deste tema na populacdo em geral mostrou que os indices
hematol6gicos tém uma influéncia maior do que as variaveis bioquimicas sobre a
estabilidade da membrana do eritrdcito, porque eles podem manifestar, de forma direta,
as suas influéncias sobre o comportamento dos eritrécitos (Bernardino Neto, De Avelar
Jr.etal., 2013).

O estudo das inter-relagbes entre a estabilidade de eritrocitos e indices
hematoldgicos e bioquimicos em uma populacdo de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica, utilizando os resultados obtidos ao longo de oito semanas ap0s a intervencéo,
também mostrou a maior influéncia das variaveis hematoldgicas na estabilidade da
membrana do eritrécito (De Arvelos, Rocha et al., 2013). Como a cirurgia bariatrica
tem um profundo efeito ndo apenas sobre varidveis bioquimicas do sangue, mas também
nos indices hematoldgicos (Custodio Afonso Rocha, Ramos De Arvelos et al., 2012),
seria interessante analisar a influéncia de um procedimento que tem uma maior
influéncia sobre varidveis bioguimicas.

O desenho do presente estudo apresenta uma situagdo em que os individuos
estdo sujeitos a uma grande variacdo dos seus indices bioquimicos, particularmente dos
niveis de colesterol no sangue, como resultado da terapia com estatina. Assim, a
variancia nos lipideos sanguineos gerada em uma pequena populacdo, mas analisada em
varios momentos diferentes, permite a expansdo da populacdo com uma menor
variabilidade inter-individual. E dentro deste contexto que os resultados deste estudo
devem ser considerados.

Uma vez que a composicdo e o comportamento de eritrocitos estdo sob a
influéncia de fatores que também afetam outras células do sangue, € possivel que as
alteracdes nestas celulas também possam ser refletidas no comportamento dos
eritrocitos. Foi neste sentido que ao presente estudo também foi adicionada uma
variavel que pode ser derivada a partir do leucograma, a propor¢do de neutréfilos/

linfécitos (N/L), que tem uma relagdo conhecida com a inflamacéo (Horne, Anderson et



al., 2005; Patel, Ferrucci et al., 2009; Perlstein, Weuve et al., 2009; Muhmmed
Suliman, Bahnacy Juma et al., 2010; Van Kimmenade, Mohammed et al., 2010;
Zalawadiya, Zmily et al., 2011; Alkhouri, Morris-Stiff et al., 2012), fator envolvido
tanto na etiologia quanto no progndstico de doencas cardiovasculares. A inclusdo dessa
variavel faz sentido, pois as estatinas, que sdo amplamente utilizadas devido as suas
propriedades hipolipidemiantes (Blum, 1994; Martinez, Vaya et al., 1996; Sacks,
Pfeffer et al., 1996; Corsini, Bellosta et al., 1999; Kolovou, Katerina et al., 2008;
Nassief e Marsh, 2008; Wang, Liu et al., 2008), também tém uma reconhecida acao
anti-inflamatoria (Farnier e Davignon, 1998; Corsini, Bellosta et al., 1999; Blanco-
Colio, Tunon et al., 2003; Laws, Spark et al., 2004; Kinlay, 2005; Endres, 2006;
Kolovou, Katerina et al., 2008; Wang, Liu et al., 2008).



2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi pesquisar as correlacdes existentes entre estabilidade
osmotica da membrana de eritrocitos e indices lipidicos e hematologicos de pacientes

hipercolesterolémicos submetidos a tratamento com estatinas.



3. MATERIAL E METODOS

Populacado

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo 192/07). A populacdo estudada
consistiu em um total de 19 participantes, sendo 13 mulheres e 6 homens, com média de
idade de 43.4 + 10.7 anos. Os pacientes foram tratados com doses que variaram de 10 a
40 mg/dia de estatinas. Todas as analises consideradas neste estudo foram feitas antes
do inicio do tratamento e apds 15, 30, 45 e 60 dias de tratamento. Os critérios de
exclusdo foram o uso de medicamentos que afetariam o metabolismo lipidico e o

abandono do tratamento com estatinas.

Coletas de sangue

Apo6s jejum noturno (8-12h), amostras de sangue (4 mL) foram coletadas por
puncdo venosa em tubo evacuado (Vacutainer®, Becton Dickinson, Juiz de Fora, Brasil)
contendo 1,8 mg/mL K3EDTA (para determinacdo de hemograma e avaliacdo da
estabilidade da membrana dos eritrécitos) e em dois tubos sem anticoagulante (para

determinacéo de vitaminas do complexo B e as variaveis bioquimicas).

Determinacdo das variaveis hematologicas e bioquimicas

Os hemogramas foram obtidos utilizando um sistema automatizado de anélises
(Cell-Dyn 3700, Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL) e os perfis lipidicos obtidos com
um analisador bioquimico automatico (Architect C 8000, Abbott Diagnosticos).

Os valores de referéncia foram: eritrécitos (RBC) (mulheres, 4.1-5.1 x 108/mm?;
homens 4.5-5.3 x 105/mm?), hemoglobina (Hb) (mulheres, 12-16 g%; homens, 13-16
g%), hematdcrito (Ht) (mulheres, 36-46%; homens, 37-49%), volume corpuscular
médio (MCV) (mulheres, 78-102 fL; homens, 78-98 fL), hemoglobina corpuscular
média (MCH) (25-45 pg), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC)
(31-36%), variacdo de volume das células vermelhas (RDW) (11.5-15.5%), colesterol
da lipoproteina de alta densidade (HDL-C) (baixo < 35 mg/dL; bom > 35 mg/dL),
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) (6timo < 100 mg/dL; alto > 160
mg/dL), colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C) (< 40 mg/dL),
colesterol total (t-C) (6timo < 200 mg/d; alto > 239 mg/dL), triglicérides (TG) (6timo <
150; alto > 200 mg/dL), linfécitos (Lym) (20-45%), neutrdfilos (NEU) (40-80%),



alanina aminotransferase (ALT) (0-32 U/L), aspartato aminotransferase (AST) (0-32
U/L), acido folico (Bo) (4.2-19.9 ng/mL), cobalamina (B12) (197-866 ng/mL).

Avaliacdo da estabilidade osmdtica da membrana de eritrocitos

A estabilidade osmdtica dos eritrocitos foi feita utilizando o teste de fragilidade
osmatica. Tubos em duplicata (Eppendorf, Hamburg, Alemanha), contendo 1.5 mL de
0.1-0.9 g.dL"* NaCl, foram pré-incubados por 10 min a 37 °C em banho termostatizado
de agua (Marconi®, modelo MA 184, Piracicaba, SP, Brasil) e depois da adi¢io de 10
pL de sangue total, eles foram homogeneizados e novamente incubados durante 30 min
a 37 °C. Em seguida, os microtubos foram centrifugados a 1600 x g por 10 min em
centrifuga Hitachi Koki® (modelo CF15RXII, Hitachinaka, Jap&o) e seus sobrenadantes
foram submetidos a leitura de absorvancia a 540 nm em espectrofotbmetro UV-VIS
(Shimadzu®, modelo UV1650TC, Jap&o).

A dependéncia entre a absorvancia a 540 nm (Asso) € a concentracdo de NaCl
(X) foi ajustada para uma linha de regressdo sigmoidal de acordo com a equacdo de

Boltzmann (Figura 1):

Arrin - Arrax
Asyo = 1+ eHso)/dX + Ay (1)

onde Amin € Amax representam respectivamente os valores médios de Asao nos platds
minimo e 0 maximo da sigmoide; Hso é a concentracdo de NaCl capaz de promover
50% de hemolise e dX é a variacdo na concentracdo de NaCl responsavel pela lise
completa dos eritrécitos.

A estabilidade osmotica dos eritrécitos foi apropriadamente expressa pelos
valores de 1/Hso e dX, uma que vez que ambos apresentam relacdes diretas com a

estabilidade osmoética da membrana de eritrocitos.
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Andlises estatisticas

A existéncia de distribuicdo normal dos dados foi avaliada pelo uso do teste de
D'Agostino-Pearson. As comparacdes dos dados experimentais entre 0s cinco
momentos do estudo foram feitas utilizando ANOVA, com pos-teste de Tukey, para os
dados que apresentaram distribuicdo normal, e Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn
para dados que ndo apresentaram distribuicdo normal. As correlagdes bivariadas
lineares entre os parametros de estabilidade e as variaveis hematoldgicas e bioquimicas
foram consideradas significantes quando p foi menor que 0,05. Todas as analises foram
realizadas com a ajuda do software OriginPro 9 (MicroCal®, Northampton, MA, EUA).

Os resultados também foram avaliados por analise de correlacdo candnica (CC),
com o uso do software Genes (Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Brasil). A CC é
um método multivariado de andlise de dados que busca verificar a existéncia e a
intensidade das correlagGes entre os grupos de varidveis. As correlagBes canonicas
foram avaliadas utilizando cargas e pesos candnicos. Quanto maior a magnitude dos
pesos candnicos dos parametros que constituem o grupo de variaveis independentes
(aqui consideradas como as variaveis hematoldgicas e bioquimicas), mais fortes sdo as
correlacBes entre estas variaveis e as variaveis que constituem o grupo de variaveis
dependentes (aqui consideradas os parametros de estabilidade 1/Hso e dX). Variaveis
cujos pesos apresentam o mesmo sinal tém correlagfes diretas, mas aquelas cujos pesos
apresentam sinais opostos tem correlacdes inversas. As cargas canbnicas podem ser
interpretadas como cargas fatoriais, de tal modo que quanto maior a magnitude da carga
candnica de uma variavel, maior é a comunalidade (variancia compartilhada) entre esta
variavel e a variavel estatistica canénica. Por meio das cargas canénicas, é possivel
avaliar a contribuicdo relativa de cada uma das variaveis individuais em cada funcéo

canonica.
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4. RESULTADOS

As coletas de sangue foram realizadas em um total de 39 pacientes, dos quais 8
tiveram apenas uma coleta, 2 tiveram duas coletas, 5 tiveram 4 coletas e 24 tiveram 5
coletas cada, totalizando 152 coletas de sangue, das quais apenas 90 coletas foram
consideradas para este estudo. As demais coletas foram excluidas, pois em algum
momento do estudo o paciente deixou de tomar a estatina.

A Tabela 1 mostra os pardmetros hematoldgicos, bioquimicos e de estabilidade
em cinco diferentes momentos do tratamento com estatinas (antes e depois de 15, 30, 45
e 60 dias de tratamento). Os niveis de LDL-C apresentaram reducdes significantes no
segundo e quarto momentos de estudo, enquanto que t-C e a relacdo N/L diminuiram
significantemente em todos 0s quatro momentos apds o inicio do tratamento. O indice
hematol6gico RDW apresentou uma diminuicdo limitrofe na ultima fase do periodo de
oito semanas consideradas neste estudo.

A Tabela 2 mostra os parametros hematologicos e bioquimicos que se
correlacionaram com pelo menos um dos parametros de estabilidade. Com excecéo do
RDW e da relacdo N/L, os parametros hematoldgicos mostraram correlagcdes negativas
com 1/Hso e/ou dX. Em relagdo aos parametros bioquimicos, os niveis de HDL-C, LDL-
C e t-C apresentaram correlagdes positivas com 1/Hso e/ou dX.

A Tabela 3 mostra os resultados da analise de correlacBes candnicas entre 0
grupo de parametros de estabilidade e do grupo formado pelos indices hematologicos
(grupo 1) que apresentaram correlagéo significativa bivariada com pelo menos um dos
parametros de estabilidade (Tabela 2). A maior carga canonica obtida para dX indica
que este é o parametro de estabilidade que mais contribui para o grupo de variaveis
dependentes, ou seja, dX é a variavel mais importante na derivacao de varidvel canénica
que representa o grupo de variaveis dependentes. Por outro lado, o alto valor da carga
candnica obtida para a hemoglobina (Hb) indica que a Hb é o indice hematologico que
mais contribui para o grupo de varidveis independentes, ou seja, € a varidvel mais
importante na derivacdo da varidvel candnica que representa o grupo de variaveis
independentes deste grupo. Com excecdo do RDW, todos os indices hematoldgicos
mostraram correlagdo inversa com os parametros de estabilidade.

A Tabela 4 mostra os resultados da andlise de correlacdo canénica entre as
variaveis de estabilidade e os pardmetros bioquimicos (grupo 2) que apresentaram uma

correlacdo bivariada significativa com pelo menos um dos parametros de estabilidade
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(Tabela 2). A maior carga canfnica obtida para 1/Hso indica que esta variavel é o
pardmetro de estabilidade que mais contribui para o grupo de variaveis dependentes
neste modelo. Por outro lado, o alto valor da carga can6nica obtida para o LDL-C indica
que esta variavel é o parametro bioquimico mais importante no calculo da variavel
canbnica que representa 0 conjunto de variaveis independentes deste grupo. As
variaveis lipidicas deste grupo apresentaram correlacfes diretas com as varidveis de

estabilidade.
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Tabela 1. Comparacdo de parametros hematologicos, bioquimicos e de estabilidade dos
voluntarios nos 5 diferentes momentos do estudo

Variaveis Mediana (Desvio Interquartilico)
19 29 39 49 59

n=19 n=19 n=19 n=19 n=14
1/Hso* 2,200 (0,104) 2,136 (0,140) 2,195(0,087) 2,159 (0,056) 2,182 (0,122)
dX 0,015 (0,007) 0,014 (0,003) 0,013 (0,004) 0,015 (0,002) 0,015 (0,002)
dX/Hso 0,033 (0,018) 0,031 (0,009) 0,029 (0,010) 0,034 (0,005) 0,033 (0,057)
A; (AOD) 0,927 (0,133) 0,832 (0,110) 0,842 (0,114) 0,869 (0,107) 0,883 (0,107)
A; (AOD) 0,006 (0,013) 0,004 (0,008) 0,004 (0,007) 0,002 (0,007) 0,001 (0,004)
Hb (g/dL)* 14,7 (1,5) 14,4 (1,9) 14,4 (1,7) 14,7 (1,6) 14,0 (2)
Ht (%)* 45,2 (4,3) 44,4 (5,6) 43,9 (3) 44,1 (3,5) 42,3 (4,9)
RBC (x10%/uL)* 4,91 (0,58) 4,86 (0,6) 4,94 (0,6) 4,93 (0,27) 4,88 (0,64)
MCV (fL)* 92,4 (7,5) 92,5 (5,8) 90,5 (7,7) 89,7 (6,3) 89,2 (4,7)
RDW (%) 14,2 (4,5) 12 (3,9) 12 (3) 12 (2) 11,5 (1)
MCH (pg)* 30 (1,8) 30,1 (1,5) 29,8 (2,8) 30,2 (2,) 30,05 (3,5)
MCHC (g/dL) 32,5 (1,6) 32,2 (1,5) 32,7 (1,8) 32,9 (1,7) 33,15 (2,3)
PIt (x10%/uL)* 266 (51) 241 (49) 244 (28) 237 (63) 236 (59)
Glu (mg/dL) 82 (23,4) 86 (16) 86 (11) 84,5 (20) 82 (11)
HSA (g/dL) 4,45 (0,3) 4,4 (0,29) 4,4 (0,37) 4,43 (0,44) 4,4 (0,37)
TG (mg/dL) 225 (158) 185 (198) 190 (151) 162 (172) 182 (137)
VLDL-C (mg/dL) 45 (31,6) 37 (39,6) 38 (30,2) 32,4 (34,4) 35,8 (18)
LDL-C (mg/dL)  128,9(44,9) 82,4(19,8)°  81,8(509)! 90,5 (44,5)¢ 87,1 (38)
HDL-C (mg/dL) 54 (19,4) 57,8 (19,4) 55,6 (24,3) 56,8 (26,7) 55,5 (15)
t-C (mg/dL) 237 (31) 185 (45)¢ 183 (59)¢ 175 (47)8 185 (35)¢
WBC ( x10%/uL) 6,2 (2,3) 6,8 (2,1) 6,1 (2,6) 6,8 (1,8) 6,75 (2,5)
LYM (%) 37 (12,1) 37 (9,8) 37(7) 36 (10) 33,5(8)
NEU (%) 50 (9) 54,8 (10,4) 51 (8) 51 (14) 53 (13)
N/L 1,33(0,61)  0,69(0,31)° 0,74 (0,24)8 0,68 (0,28)¢ 0,63 (0,28)8
AST (U/L) 20,5 (9) 20 (8) 20 (6) 21,5 (8) 21 (6)
ALT (U/L) 22 (14) 22 (18) 19 (19) 22,5 (11) 20 (12)
LDH (U/L) 197,5 (50) 197 (33) 206 (53) 199,5 (45) 211 (44)
CPK (U/L) 103 (71) 138 (181) 123,5 (85) 130 (143) 151 (101)
CK-MB (U/L) 15,35 (8,2) 17,2 (8,8) 16,2 (6,6) 17,2 (8) 18,1 (7,7)
B9 (ng/mL) 10,2 (5,3) 9,6 (3,7) 10,2 (3,4) 11,3 (4,2) 10,05 (3,4)
B12 (ng/mL) 416,7 (335,3) 461,5(289,3) 421(214,4)  383,3(232,1) 4435 (176)

*Parametros com distribuicdo normal (teste de D’ Agostino-Pearson)

SDiferenca estatisticamente significante (p<0,05) e *diferenca limitrofe em comparagdo com o 1°
momento do estudo (ANOVA com pés-teste de Tukey para dados com distribuicdo normal; Kruskal-
Wallis com p6s-teste de Dunn para dados sem distribui¢cdo normal)



Tabela 2. Matriz de coeficientes de correlacdo de Spearman (p) entre os pares de variaveis estudadas (n=90)

14

1/Hso dX Hb Ht RBC MCV RDW MCH MCHC N/L AST ALT HDL-C LDL-C tC Bo B2
1/Hso 1.000
dXx 0.238*  1.000
Hb -0.282* -0.381* 1.000
Ht -0.378* -0.255* 0.860*  1.000
RBC -0.378* -0.158 0.628* 0.753* 1.000
MCV 0.140  0.040 0.065 0.061 -0.540* 1.000
RDW -0.082 0.283* -0.109 0.133 0.017 0.281* 1.000
MCH 0.145 -0.165 0.344* 0.056 -0.423* 0.765* -0.102 1.000
MCHC 0.052 -0.394* 0,510 0.056 0.010 0.000 -0.560* 0.582* 1.000
N/L 0.238* 0.163 0.080  0.155 0.053 0.232* 0.217* 0.043 -0.090 1.000
AST -0.130 -0.212* 0.269* 0.248* 0.292* -0.158 -0.062 -0.042 0.115 -0.244* 1.000
ALT -0.093 -0.317* 0.391* 0.354* 0.333* -0.149 -0.175 0.023 0.225* -0.212* 0.761* 1.000
HDL-C 0.187% 0.282* -0.393* -0.316* -0.264* 0.113 0.151 -0.096 -0.323* 0.294* -0.412* -0.514* 1.000
LDL-C 0.517* 0.263* -0.143 -0.156 -0.307* 0.266* 0.061 0.171 -0.095 0.180 -0.206% -0.259* 0.220* 1.000
t-C 0.375* 0.177%  0.089 0.034 -0.112 0.191% 0.001 0.220* 0.058 0.351* -0.197% -0.210* 0.275* 0.691* 1.000
Bo -0.219* -0.111 0.343* 0.286* 0.183° 0.156 -0.067 0.181% 0.167 0.098 0.086 0.115 -0.313* -0.025 -0.184% 1.000
Bz 0.088 0.208* -0.031 -0.004 0.030 0.076 0.088 -0.031 -0.147 0130 0.148 0.083 0.017 -0.048 -0.015 0.210* 1.000

*Correlagdes estatisticamente significantes (p<0.05)
§ Correlages limitrofes (0.05<p<0.10)
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Tabela 3. Cargas e pares candnicos determinados entre os parametros de estabilidade
(1/Hso and dX) e as varidveis do grupo 1

Pares canbnicos

Primeiro Segundo
r 0,5051 0,3926
Significancia <0,0001* 0,0066*
Variéveis dependentes
1/Hso 0,4787 0,8780
dXx 0,9666 -0,2562
Variaveis independentes
Hb -0,8280 -0,2360
Ht -0,6540 -0,6392
RBC -0,4803 -0,7587
RDW 0,1454 0,3055
MCHC -0,6777 0,6257

Hb, hemoglobina; Ht, hematdcrito; RBC, células vermelhas do sangue; RDW,
distribuicdo de volumes das células vermelhas do sangue; MCHC, concentracdo de
hemoglobina corpuscular média

*p < 0,05 indicando correlagdes estatisticamente significantes
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Table 4. Cargas e pares candnicos determinados entre os parametros de estabilidade
(1/Hso and dX) e as varidveis do grupo 2

Pares Canonicos

Primeiro Segundo
r 0,6307 0,3372
Significancia <0,0001* 0,1189
Variéveis dependentes
1/Hso 0,9167 -0,3996
dXx 0,6061 0,7954
Variaveis independentes
AST -0,3076 -0,3536
ALT -0,3282 -0,7154
HDL-C 0,4265 0,4428
LDL-C 0,8427 -0,2210
t-C 0,6022 -0,1968
Bo -0,3567 0,0962
B2 0,2499 0,4195

HDL-C, colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-C, colesterol da lipoproteina de baixa
densidade; t-C, colesterol total; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; Bo,
vitamina Bg; By, vitamina B1,

*p < 0,05 indica a existéncia de correlacGes estatisticamente significantes
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Fig 1. Curva tipica de fragilidade osmotica, com ilustracdo do significado dos
parametros dX e Hso, que apresentam relagdes direta e inversa, respectivamente, com
a estabilidade de membrana do eritrécito. Relagbes diretas com a estabilidade de
eritrocitos podem ser convenientemente estabelecidas com o uso do dX e 1/Hso. Um
aumento em dX pode ocorrer com a migra¢do da curva para a esquerda (A), direita (B)
ou para ambas direc¢des.
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Fig 2. Relagdo entre estabilidade osmética e funcionalidade com a fluidez de
membrana de um eritrécito. Estabilidade osmética e funcionalidade nao sao
propriedades coincidentes. A funcionalidade do eritrécito no do meio sanguineo
depende de sua habilidade de se deformar para passar através de capilares de
didametro muito pequenos. Os eritrécitos podem ser osmoticamente mais estaveis (in
vitro) com uma menor fluidez, embora possa significar uma maior vulnerabilidade a
lise mecanica dentro dos vasos sanguineos (in vivo).



19

5. DISCUSSAO

Estabilidade de membrana do eritrécito e niveis sanguineos de colesterol

Para discutir adequadamente os resultados do presente estudo é necessario ter
em mente todos os antagonismos que associam estabilidade e funcionalidade de uma
membrana bioldgica, por um lado, e sua composicdo lipidica e fluidez, por outro. As
relacGes entre estabilidade e funcionalidade com composicéo lipidica e fluidez estdo
longe de serem lineares e coincidentes.

O teor de colesterol na membrana do eritrécito varia de acordo com o nivel de
LDL-C, devido a difuséo de colesterol livre desta lipoproteina para a membrana celular,
num processo que constitui um mecanismo importante para controlar sua fluidez
(Cooper, Arner et al., 1975; Cooper, 1977; Cooper, Durocher et al., 1977; Cooper,
Leslie et al., 1978; Meurs, Hoekstra et al., 2005). Na medida em que esta inclusdo de
colesterol na membrana contribui para alcancar a sua fluidez critica, este processo leva a
estabilizacdo dessas células e, certamente, a um aumento de seu tempo de permanéncia
no sangue, com 0 consequente aumento nas populacdes de células sanguineas. A
inclusdo adicional de colesterol na membrana para um ponto além da fluidez critica leva
a uma estabilizacdo adicional dos eritrécitos, apesar da fluidez critica estar na regido de
fluidez onde a membrana atinge o seu pico de funcionalidade. Assim, a membrana pode
perder fluidez e torna-se mais rigida com uma maior estabilidade, mas com perda
discreta de funcionalidade. Isso acontece porque a estabilidade e a funcionalidade sédo
propriedades que ndo sdo necessariamente coincidentes (Fig. 2), como, aliés, ocorre
com outros complexos bioldgicos (Fields, 2001). Assim, um aumento da estabilidade
ndo significa necessariamente uma vantagem, uma vez que ndo estd sempre associada
com a fluidez critica da membrana. A estabilidade dos eritrocitos ndo tem uma
dependéncia linear continua com o teor de colesterol na sua membrana celular e, em
consequéncia, com os niveis sanguineos de LDL-C e colesterol total. Em populagdes
cujos niveis de colesterol sdo consideravelmente mais elevados, outra implicacdo da
difusdo de colesterol na membrana celular se manifestard. Insercdo de excesso de
colesterol na membrana, muito além do pico de estabilidade, produz um efeito adverso
sobre a estabilidade da membrana de eritrocitos. Certamente, este tipo de situag&o seria
a base da ocorréncia simultanea de hipercolesterolemia e de anemia “spurr-cell”
(Cooper, Leslie et al., 1980) ou anemia hemolitica (Akahane, Furuhama et al., 1986) em

animais experimentais alimentados com uma dieta rica em colesterol. De fato, uma
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menor estabilidade de membrana de eritrocitos foi associada a niveis muito elevados de
colesterol plasméatico em uma populacdo de mulheres com esclerose multipla, mas ap6s
tratamento com estatinas foi observado um aumento significativo na estabilidade de
membrana dessas células em decorréncia da diminuicdo do teor de colesterol plasmatico
(De Freitas, De Oliveira et al., 2010). Isto significa que deve haver um limiar na
dependéncia da estabilidade de membrana de eritrocitos com os niveis de nHDL-C,
associado a uma inversdo no perfil da dependéncia da estabilidade de membrana dos
eritrocitos com os niveis sanguineos de nHDL-C (Fig. 2).

Outro aspecto a ser considerado na anélise dos resultados do presente estudo é o
significado da estabilidade osmatica em relacdo a estabilidade mecanica dos eritrocitos.
Sob as condicdes controladas de osmolaridade do sangue humano, a estabilidade in vivo
é mais propriamente relacionada com a estabilidade mecéanica. In vivo, eritrocitos com
membranas menos rigidas apresentam maior deformabilidade e sdo mais resistentes a
estresse mecanico. Com esta maior deformabilidade, o eritrocito é capaz de passar mais
facilmente através dos capilares de pequeno diametro (Bransky, Korin et al., 2007;
Korin, Bransky et al., 2007; Mohandas e Gallagher, 2008). No entanto, in vitro, as
células com membranas menos rigidas sdo mais vulneraveis ao aumento da
hipotonicidade do meio. Isso acontece porque esses eritrécitos sdo menos resistentes a
expansdo do volume que sofrem quando sdo expostos a um ambiente hipotdnico
(Cooper, Arner et al., 1975; Lee, Kim et al., 2004).

Quanto aos resultados do presente estudo, foi certamente a diminuicdo esperada
em t-C e LDL- C durante o tratamento com estatinas (Levy, Leibowitz et al., 1992;
Broncel, Marczyk et al., 2007) (Tabela 1) que gerou a variabilidade necesséaria para a
deteccdo da correlacdo detectada entre essas variaveis e 0s parametros de estabilidade.

As correlagBes bivariadas positivas entre LDL-C e ambos os parametros de
estabilidade (dX e 1/H50), bem como entre t-C e 1/H50, sugerem que os voluntarios
deste estudo tinham niveis de LDL-C e t-C cujo aumento foi ainda associado a um
aumento na estabilidade osmética de eritrdcitos. Essa conclusdo é fortalecida pelo fato
das analises de correlacdo candnica terem mostrado que LDL-C e t-C, nessa ordem,
terem sido as varidveis que tiveram as melhores correlagbes com as variaveis de
estabilidade. Niveis mais altos de LDL-C aumentam o teor de colesterol da membrana e
uma membrana de eritrdcitos com maior teor de colesterol é mais rigida (Menchaca,
Michalek et al., 1998; Vaya, Camara et al., 2010; Fornal, Korbut et al., 2011) e
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osmoticamente mais estavel, embora uma elevacdo excessiva no teor de colesterol de

membrana venha a favorecer mesmo a lise hipotonica de eritrdcitos (Fig. 2).

Estabilidade de membrana do eritrocito e RDW

Entre os varios parametros hematoldgicos avaliados, o RDW foi o Unico que
teve correlagdo positiva com a estabilidade, e, particularmente, com a varidvel dX.
Como o RDW é um indicador da variabilidade do volume dos eritrocitos (Batool, Wang
et al.,, 2013), isto significa que o aumento da heterogeneidade da populacdo de
eritrécitos esta associada com a predominancia de células osmoticamente mais
resistentes.

O parametro estabilidade dX, de forma semelhante ao RDW, reflete a
variabilidade entre os eritrocitos. No entanto, no caso de dX, a fonte de variabilidade é a
estabilidade da membrana de eritrdcitos. Eritrocitos menos estaveis sdo lisados mesmo
sob uma menor diminuigdo da tonicidade do meio, o que desloca a curva de fragilidade
osmotica para a direita. Por outro lado, os eritrocitos mais estaveis requerem uma maior
hipotonicidade para sofre lise, 0 que desloca a curva de estabilidade para a esquerda. O
deslocamento da curva de fragilidade concomitantemente para a esquerda, devido ao
menor nimero de células estaveis, e para a direita, na presenca de eritrocitos mais
estaveis, resultam em um aumento do valor de dX (Fig. 1). Assim, quanto maior for a
heterogeneidade na estabilidade osmética de eritrécitos, maior serd o valor de dX.

A relacdo direta entre 0 RDW e a estabilidade da membrana, por um lado, e a
associagdo direta de estabilidade da membrana com os niveis sanguineos de LDL-C, por
outro lado, sugerem que o aumento do RDW é devido ao aumento dos niveis de
colesterol nesta lipoproteina. Isto faz todo o sentido, a luz do fato de que o aumento do
RDW foi associado ao aumento do teor de colesterol na membrana do eritrocito
(Tziakas, Chalikias et al., 2008; Tziakas, Chalikias et al., 2012; Lippi, Sanchis-Gomar
et al., 2013). E importante destacar que estas correlagbes sdo consistentes com a
reducdo com significAncia limitrofe do RDW no ultimo momento da terapia com
estatina (Tabela 1).

Estes resultados indicam que o aumento na estabilidade osmatica de eritrocitos
deve ser pelo menos um dos mecanismos das quebras homeostaticas que associam
elevados valores de RDW a um mau progndstico para 0 paciente em processos
inflamatdrios (Ozturk, Unal et al., 2013), estresse oxidativo (Semba, Patel et al., 2010),

doencas cardiovasculares (Cavusoglu, Chopra et al., 2010; Patel, Semba et al., 2010;
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Cauthen, Tong et al., 2012; Tziakas, Chalikias et al., 2012) e diabetes (Malandrino, Wu
etal., 2012; Veeranna, Zalawadiya et al., 2012).

Estabilidade de membrana do eritrocito, MCV e vitaminas do complexo B

Embora os valores de MCV ndo tenham mudado significantemente apds o
tratamento em compara¢do com 0 momento inicial, os valores de MCV mostraram uma
correlagéo positiva com os niveis sanguineos de LDL-C.

Como os niveis elevados de LDL-C significam maior teor de colesterol na
membrana do eritrdcito, as alteracbes no MCV seriam resultado de diferencas no
contetdo de colesterol nesta membrana celular. Isso faz muito sentido, uma vez que
elevacdes de RDW foram associadas com um elevado teor de colesterol na membrana
do eritrocito e 0 RDW representa a variacdo percentual relativa dos valores de VCM.
De fato, a forma que o eritrocito apresenta depende de sua composicdo de membrana. A
troca de anfifilico cénico para um anfifilico cilindrico na membrana do eritrocito foi
associada com alteracdo na forma bicdncava desta célula para uma estrutura convexa
(Christiansson, Kuypers et al., 1985).

As deficiéncias de vitaminas Bg e B12 sdo causas de macrocitose, caracterizadas
por aumento do indice hematol6gico conhecido como MCV. No entanto, ndo houve
correlacdo significativa entre os valores deste indice hematoldgico e o0s niveis
sanguineos daquelas vitaminas. Mas 0s niveis de vitamina Bi> mostraram uma
correlacdo positiva significativa com a variavel de estabilidade dX, enquanto a vitamina
Bo apresentou correlacdo negativa significativa com 1/Hso (Tabela 2). Além disso, é
importante notar que os niveis de vitamina Bg mostraram uma correlacdo negativa
significativa com os niveis de t-C. A existéncia de correlacdo negativa entre acido folico
e LDL-C foi relatado por outros autores (Semmler, Moskau et al., 2010) e atribuida a
retencdo de acido folico na celula, com uma diminuicdo em seus niveis plasmaticos.
Este mecanismo pode explicar a correlagdo negativa entre By e 1/Hso, mas ndo a
correlagéo positiva entre Bio e dX. A explicagdo para esta correlacdo pode estar no fato
de que a vitamina B2 contribui para a liberagdo de eritrécitos maduros e estaveis em

detrimento de seus precursores imaturos e menos estaveis.

Estabilidade de membrana de eritrdcitos, contagem de RBC e hematdcrito
As varidveis de estabilidade osmotica 1/Hso e/ou dX mostraram correlagdes

bivariadas inversas com a contagem de eritrocitos, valores de hematocrito e niveis
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sanguineos de Hb. Estes resultados foram confirmados pela anélise de correlagdo
candnica, com dX sendo a variavel de estabilidade mais influenciavel e Hb, Ht e RBC
as variaveis hematoldgicas que foram mais (negativamente) associadas, nesta ordem,
com a estabilidade de membrana do eritrocito. A origem desta associacdo € 0 aumento
nos niveis de colesterol no sangue, fator que foi associado ao aumento na estabilidade
de membrana dos eritrocitos e diminuicdo na contagem de células vermelhas,
hematocrito e niveis sanguineos de Hb (Tabela 2).

A primeira vista isso pode parecer paradoxal, mas a explicacdo deste paradoxo
estd na diferenca entre os significados de fragilidade osmotica e fragilidade mecéanica.
Também é importante lembrar que os niveis iniciais de colesterol no sangue dos
participantes deste estudo foram considerados como potencialmente patoldgicos ou
mesmo patologicos, devido ao estabelecimento da terapia com estatina. Isto significa
que os niveis sanguineos de colesterol foram relacionados com teores téo elevados de
colesterol na membrana do eritrécito que isto ja ndo significava um impacto positivo
sobre a sua funcionalidade, de tal maneira que os eritrécitos, que estavam mais rigidos,
eram mais vulneraveis a ruptura mecanica causada pela tensdo de cisalhamento ou pela
passagem através dos capilares de pequeno didmetro. Por isso as contagens mais baixas
de RBC e os valores mais baixos de hematocrito e dos niveis sanguineos de Hb, foram
associados com o aumento da estabilidade osmotica da membrana do eritrdcito. A
correlacdo bivariada negativa observada entre as contagens de globulos vermelhos e os

niveis de LDL-C reforgcam essa constatacao.

Estabilidade de membrana dos eritrocitos e relacdo N/L

A existéncia de uma associacao entre a estabilidade de eritrécitos e a capacidade
de prognostico do RDW em processos inflamatorios, sugeridas pela correlagdo positiva
observada entre dX e RDW, pode ser sustentada pela correlacdo positiva que foi
observada entre 1/Hsg e relacdo N/L (Tabela 2). Um aumento na relacdo N/L tem sido
usado como um marcador de inflamagdo para predizer a gravidade da doenca em
pacientes com esteatose, cancer (Halazun, Hardy et al., 2009; Guthrie, Charles et al.,
2013; Lee, Oh et al., 2013) e doencas cardiacas (Halazun, Hardy et al., 2009; Guthrie,
Charles et al., 2013; Lee, Oh et al., 2013).

A significancia observada nesta correlagdo indica que o comportamento das
células vermelhas e brancas do sangue esta sob a influéncia de fatores homeostaticos
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comuns e que o comportamento das células vermelhas do sangue expressam de alguma

forma as alteracGes associadas com as células brancas.

Estabilidade de membrana do eritrocito e niveis sanguineos de AST e ALT

Como a estabilidade osmotica de eritrocitos estd associada a niveis sanguineos
de LDL-C, que por sua vez ird influenciar a composi¢do da membrana das células do
organismo em geral, certamente, a estabilidade da membrana do eritrécito também ira
refletir o comportamento dessas outras células. A estabilidade osmotica pode ser mais
estreitamente relacionada com a estabilidade destas células, uma vez que ndo estaria
sujeita a lise por atrito ou passagem através dos vasos sanguineos, tal como o0s
eritrocitos. E é certamente por isso que a maior estabilidade das células vermelhas do

sangue foi negativamente associada com os niveis sanguineos de AST e ALT.
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6. CONCLUSOES

As conclusdes obtidas neste trabalho sdo derivadas da variabilidade nas
concentragfes dos lipideos séricos promovida pelo tratamento com estatina e pela
propria variabilidade da populacdo estudada.

O aumento dos niveis sanguineos de LDL-C e t-C foram associados
positivamente com o aumento da estabilidade osmatica dos eritrécitos, com 0s niveis
sanguineos de LDL-C sendo a variavel que mais influenciou as variaveis de
estabilidade.

O RDW foi a unica variavel hematoldgica que foi positivamente correlacionada
com a estabilidade de eritrocitos, e particularmente com a varidavel dX. O aumento no
RDW ¢ devido a elevacdo nos valores de MCV causados por niveis sanguineos
elevados de LDL-C.

A estabilidade osmdtica de eritrécitos mostrou correlacdo inversa com a
contagem de eritrocitos, com os valores de hematdcrito e com o0s niveis sanguineos de
hemoglobina, em consequéncia de aumento nos niveis sanguineos de colesterol até um
ponto em que a alta rigidez de membrana tornou as células mais vulneraveis a ruptura
mecanica causada pela tensdo de cisalhamento ou por sua passagem através dos
capilares de pequeno diametro.

A maior estabilidade osmoética das células vermelhas do sangue foi
negativamente associada com o0s niveis sanguineos de ALT e AST, provavelmente
porque a estabilidade in vitro reflete melhor o comportamento de membrana das células
do organismo de uma maneira em geral do que o comportamento in vivo dos proprios
eritrocitos.

A existéncia de uma associacao entre a estabilidade de eritrocitos e a capacidade
de progndstico da RDW em processos inflamatorios pode ser sustentada pela correlagdo

positiva observada entre 1/Hso e a relagdo N/L.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa intitulada “Influéncia do uso de
estatinas sobre a estabilidade de membranas de eritrécitos em pacientes com
hipercolesterolemia”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Dr. Elmiro Santos Resende, Dr.
Nilson Penha Silva, Dr. Carlos Henrique Alves de Rezende, Ana Fldvia Mayrink Gongalves e
Oliveira, Valmir de Freitas Costa e Leticia de Ramos Arvelos.

Nesta pesquisa nds estamos buscando estudar os efeitos dos niveis sanguineos de
colesterol e homocisteina sobre a estabilidade de membranas de eritrécitos humanos.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelo pesquisador Ana Flavia
Mayrink Gongalves e Oliveira e pelo pesquisador Valmir de Freitas Costa.

Na sua participacdo vocé deverd doar amostras de sangue em cinco momentos: no
inicio de seu tratamento e apds 15, 30, 45 e 60 dias apds inicio de seu tratamento com
estatina. Sendo que em cada dia serdo coletados 3 tubos do seu sangue que serd analisado no
Laboratério Central de Analises Clinicas da UFU e no Laboratério de Biofisicoquimica do
Instituto de Genética e Bioquimica da UFU. Esta coleta serd realizada em sua residéncia ou em
outro local indicado por vocé e também podera ser feita no Laboratério de Andlises Clinicas da
UFU mediante sua disponibilidade de ir até Ia no dia de coleta. Vocé devera estar em jejum nos
dias de realizagdo das coletas. O material utilizado na coleta é estéril e descartdvel, ndo
colocando em risco a sua saude.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdao
publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé ndo tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar da pesquisa.

Os riscos consistem em eventualmente ocorrer tontura ou desmaio, associado a algum
receio ou susto em face do procedimento, mas caso isso ocorra, vocé serd atendido
prontamente. Os beneficios dos resultados da pesquisa poderdo trazer informacgdes Uteis para
a prevencgao de doencgas degenerativas.

Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum
prejuizo ou coagdo.

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

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com:
Laboratério de Biofisicoquimica, Universidade Federal de Uberlandia, Av. Para, 1720 Bloco 2E,
Sala 231, Campus Umuarama, Uberlandia, MG, CEP 38408-100; telefone 34-3218-2203, ramal
23; ou com os pesquisadores Ana Flavia (9141-7944) ou Valmir (9811-7922). Podera também
entrar em contato com o Comité de Etica em 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, telefone 34-32394131.

Uberlandia, de de 201 _.

Assinatura do pesquisador

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido
devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa



