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RESUMO

Diminuigcées dos niveis de ferro e da degradacao do grupo heme estdo
associadas ao processo inflamatério ligado a resisténcia a insulina em

homens hiperglicémicos

Introducgao: Alteragdes na homeostase da glicose estdo associadas a alteragdes
na homeostase do ferro. Objetivo: Analisar as associagbes de variaveis
antropométricas, inflamatérias, regulatérias, metabdlicas e hematoldgicas, com
indicadores do status do ferro e niveis de HbA1c em homens hiperglicEmicos, no
intuito de identificar possiveis vinculos entre a quebra da homeostase da glicose
com a quebra da homeostase do ferro. Métodos: Um total de 79 homens (54
normoglicémicos e 25 hiperglicémicos) participaram deste estudo. O teste de
Mann-Whitney foi utilizado para a comparagdo dos grupos e a correlagdo de
Spearman para verificar as associacdes entre pares de variaveis. Resultados: O
grupo hiperglicémico apresentou valores significantemente maiores de HbA1c e
do Modelo de Avaliagcao da Homeostase na Resisténcia a Insulina (HOMA-IR),
mas valores menores dos niveis de ferro e do Modelo de Avaliagdo da
Homeostase da Insulina (HOMA-B). O aumento em HbA1c foi associado a
aumento da resisténcia a insulina e diminuigdo de ferro e da fragao de bilirrubina
nao-conjugada. Tanto a diminuicdo de ferro e da fragdo de bilirrubina nao-
conjugada como o aumento de HOMA-IR foram associados a aumento de
proteina C-reativa (CRP). Conclusao: As alteragdes na homeostase do ferro —
com diminuicdo dos niveis de ferro — e de eritrécitos — com diminuicdo na
degradacdo do grupo heme da hemoglobina — estdo associadas ao processo

inflamatorio vinculado a resisténcia a insulina.

Palavras-chave: Hiperglicemia; inflamacao; eritrécitos; hemoglobina glicada;

deficiéncia de ferro; estabilidade osmébtica.



ABSTRACT

Decreased iron levels and heme group degradation are associated with the

inflammatory process linked to insulin resistance in hyperglycemic men

Introduction: Changes in glucose homeostasis are associated with changes in
iron homeostasis. Objective: To analyze the associations of anthropometric,
inflammatory, regulatory, metabolic, and hematologic variables, with indicators of
iron status and HbA1c levels in hyperglycemic men, to identify possible links
between the glucose homeostasis breakdown and the iron homeostasis
breakdown. Methods: A total of 79 men (54 normoglycemic and 25
hyperglycemic) participated in this study. The Mann-Whitney test was used to
compare groups and Spearman's correlation to verify associations between pairs
of variables. Results: The hyperglycemic group showed significantly higher values
of HbA1c and the Model of Assessment of Homeostasis in Insulin Resistance
(HOMA-IR), but lower values of iron levels and the Model of Evaluation of Insulin
Homeostasis (HOMA-B). The increase in HbA1c was associated with increased
insulin resistance and decreased iron and unconjugated bilirubin fraction. Both the
decrease in iron and the unconjugated bilirubin fraction and the increase in HOMA-
IR were associated with increased C-reactive protein. Conclusion: Changes in the
homeostasis of iron - with decreased iron levels - and erythrocytes

- with decreased hemoglobin heme group degradation - are associated with the

inflammatory process linked to insulin resistance.

Keywords: Hyperglycemia; inflammation; erythrocytes; glycated hemoglobin; iron

deficiency; osmotic stability.
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INTRODUGAO

Um processo crénico de inflamag&o de baixo grau, principalmente quando
associado a sobrepeso e obesidade, contribui para a instalagdo do diabetes
mellitus tipo 2 (T2DM) (Lontchi-Yimagou, Sobngwi et al. 2013). De fato, niveis
aumentados de marcadores inflamatérios como Proteina C Reativa (CRP),
interleucina-6 e fator de necrose tumoral a (TNF-a) estdo associados a resisténcia
a insulina e, por sua vez, a exacerbacdo da inflamacdo na presenca de
hiperglicemia também contribui para as complicagdes de longo prazo do diabetes
(Berbudi, Rahmadika et al. 2020).

Entretanto, a hiperglicemia crbnica, caracteristica dessa doenca, também
esta associada ao desenvolvimento de suas complicagbes micro e
macrovasculares, como nefropatia (Flyvbjerg 2017), neuropatia (Vinik, Nevoret et
al. 2013) e retinopatia (Heng, Comyn et al. 2013). Dentre os varios mecanismos
associados a essas complicagdes, merece destaque a glicagdo de biomoléculas,
e dentre as biomoléculas glicadas merece destaque a hemoglobina,
particularmente a fracdo A1c (HbA1c), cujos niveis sanguineos se elevam
proporcionalmente & elevacdo da glicemia (lkeda and Shimazawa 2019). E por
isso que os niveis de HbA1c fornecem um critério adicional para avaliar o status
glicémico, o que é muito interessante no cenario do diabetes (Sacks 2012),
especialmente porque os niveis de HbA1c no sangue expressam 0s niveis
estacionarios de glicose sanguinea durante o periodo de meia-vida dos eritrocitos.
De fato, a Associacdo Americana para o Diabetes (ADA, do inglés American
Diabetes Association) recomenda como meta de bom controle glicémico a
manutencgao de niveis de HbA1c abaixo de 6.5% para evitar complicacdes futuras
da doencga (Association 2010).

Entretanto, outros fatores, como a deficiéncia de ferro, também afetam os
niveis de HbA1c (Soliman, De et al. 2017). De fato, o ferro desempenha papel
essencial no organismo. O ferro € um constituinte essencial do grupo prostético
heme de proteinas como a hemoglobina, a mioglobina e uma série de proteinas
da cadeia de transporte de elétrons que estdo também associadas a dindmica da

respiracdo, bem como a enzimas associadas ao metabolismo de xenobibticos
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(Chifman, Laubenbacher et al. 2014, Dev and Babitt 2017), dentre varias outras
proteinas conjugadas.

Nesse sentido, a deficiéncia de ferro pode produzir alteragdes importantes
em indices hematologicos, como diminuigdo da hemoglobina corpuscular média
(MCH, do inglés mean corpuscular hemoglobin) e aumento da distribuicdo de
volume de eritrécitos (RDW, do inglés red cell distribuition width) (Bouri and Martin
2018).

Estudos anteriores verificaram que niveis mais altos de HbA1c estdo
associados a deficiéncia de ferro em individuos com ou sem diabetes e que com a
suplementagcao de ferros os niveis de Hb1Ac tendem a diminuir (Christy,
Manjrekar et al. 2014, Soliman, De et al. 2017, Intra, Limonta et al. 2019).
Entretanto, estes resultados sdo controversos, uma vez que ha estudos que
mostram nao haver alteragdes significantes nos niveis de Hb1Ac em individuos
sem diabetes e com deficiéncia de ferro (Kim, Bullard et al. 2010). Para complicar,
ha estudos mostrando associacédo de menores niveis de Hb1Ac em um grupo de
individuos anémicos quando comparado com um grupo controle de individuos
sem anemia (Sinha, Mishra et al. 2012).

Essa questdo foi bem explorada na revisdo sistematica de English et al
(English, Idris et al. 2015), a qual demonstrou que a anemia por deficiéncia de
ferro (IDA, do inglés iron deficiency anemia) pode levar a elevacado espuria de
HbA1c, embora a deficiéncia de ferro sem ocorréncia de IDA pode levar a
diminuicao de HbA1c. De fato, recentemente Cetinkaya et al. (2020) associaram a
IDA com diminuigdo nos niveis de HbA1 e normalizagao apds suplementacao de
ferro em uma populagéo sem diabetes (Cetinkaya Altuntas, Evran et al. 2020).

Essa heterogeneidade de resultados para a relagdo dos niveis de HbA1c
com os niveis de ferro talvez possa ser explicada pela influéncia de outros fatores.
De fato, o préprio diabetes promove um conjunto muito amplo e complexo de
alteragdes estruturais e funcionais inter-relacionadas de componentes das varias
células sanguineas (Szablewski and Sulima 2017). Uma analise das relagbes do
amplo conjunto de parametros sanguineos afetados pela glicemia com os niveis
de HbA1c e também de ferro deve contribuir para uma melhor compreensao da

questao.
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A glicagdo também eleva a agregagcdo das moléculas de hemoglobina e
leva a redugado da deformabilidade celular (Ye, Ruan et al. 2016). Além disso, a
glicacdo de proteinas do citoesqueleto também leva a diminuicdo na
deformabilidade (Kung, Tseng et al. 2009) e prejudica a ocorréncia das alteragdes
viscoelasticas necessarias para a passagem dos eritrocitos através de capilares
de pequeno didmetro (Mohandas and Gallagher 2008). A deformabilidade de
eritrécitos também € diminuida pela elevacao do teor de colesterol de membrana
(NM Weijers 2012) e pelo estresse oxidativo (McNamee, Horobin et al. 2018).
Eritrécitos menos deformaveis sdo mecanicamente mais frageis, o que requer sua
remogao da circulagao e aceleragao da eritropoiese.

Além daqueles fatores e, certamente, de muitos outros, é preciso
considerar a heterogeneidade associada aos padrdes de hiperglicemia, que vao
refletir diferentes momentos da histéria natural do diabetes, bem como os
antagonismos associados a fatores como a propria elevacdo da glicemia, que
também significa elevacdo da osmolaridade, o que aumenta a estabilidade de
eritrécitos (Lemos, Marquez-Bernardes et al. 2011).

Essa complexidade e heterogeneidade dos fatores associados a
hiperglicemia certamente poderia justificar as controversas relagbes entre os
niveis de ferro e HbA1c, bem como as alegag¢des de diminuigdo (Huang, Liu et al.
2018) e mesmo aumento (Wu, Lin et al. 2017) na meia-vida de eritrécitos em
voluntarios hiperglicémicos.

De todo modo, a compreensao da influéncia dos fatores relacionados a
relagao entre niveis de ferro e HbA1c, deve envolver o estudo de propriedades
como a estabilidade de eritrécitos.

De fato, em uma populagdo constituida por voluntarios diabéticos de
ambos os sexos, Knychala et al. (2020) associaram a diminui¢do nos niveis de
ferro a um aumento na variavel dX de estabilidade osmotica — a qual expressa a
amplitude da hipotonicidade necessaria para promocado de lise hiposmoética de
toda a populacdo de eritrocitos — concomitantemente a um aumento de RDW,
variavel que assim como dX expressa 0 aumento na variabilidade de volume das
células vermelhas do sangue (Knychala, Garrote-Filho et al. 2020).

Em mulheres hiperglicémicas, Batista-da-Silva (2020) associou a

diminuicdo nos niveis de ferro e o aumento em HbA1c a diminuicdo na

13



concentragéo intracelular de hemoglobina (MCHC), e também a diminuicdo de
MCHC a aumento nos valores de dX, de RDW e da razado bilirrubina nao
conjugada/bilirrubina total, o que significa uma desaceleragdo na degradacéo do
grupo heme. Além disso, aquele autor também demonstrou que essa diminuigdo
no catabolismo do heme ndo parece ser um processo associado somente a
diminuicdo nos niveis de hemoglobina, uma vez que a desaceleragdo do
catabolismo do heme foi também associada ao aumento no status inflamatério e
diminuicdo nos niveis de LDL-colesterol (Batista-da-Silva 2020).

Esta dissertagédo objetiva investigar também as relagées da diminui¢cdo dos
niveis de ferro e aumento em HbA1c em uma populagédo hiperglicémica, porém
agora constituida exclusivamente por homens. Esta preocupagdo em estudar
isoladamente a populacdo masculina é bastante pertinente, em funcdo das
diferengcas hematolégicas amplamente conhecidas entre homens e mulheres. De
fato, Attard et al. (2015) encontraram diferengas bastante significantes na
estimativa da prevaléncia de pré-diabetes utilizando valores de HbA1c tanto entre
0S sexos como entre participantes sem e com deficiéncia de ferro (Attard, Herring
et al. 2015).
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OBJETIVO

Objetivo Geral

Investigar em homens hiperglicémicos as alteragbes presentes na
antropometria (peso, altura, indice de massa corporal, circunferéncia da cintura,
circunferéncia do quadril, circunferéncia do brago); insulinemia; resisténcia a
insulina (HOMA-IR); funcdo de células B pancreaticas (HOMA-B); glicemia;
hemoglobina glicada; perfil lipidico; marcadores de agresséo celular (aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e lactato desidrogenase); estado
inflamatdrio (Proteina C Reativa); creatinina; ureia; acido urico; bilirrubina indireta,
direta e total; status de ferro (ferro, ferritina, indice de saturacéo de transferrina e
capacidade de ligagao total de ferro); vitaminas B9, B12 e D; parametros e indices
hematoldgicos (eritrograma; leucograma e contagem de reticuldcitos); e

estabilidade osmotica de eritrocitos.

Objetivos especificos

Comparar os valores dos parametros estudados entre homens
normoglicémicos e hiperglicémicos.

Investigar as possiveis associagdes entre os parametros estudados,
especialmente aqueles que refletem a homeostase da glicose e do ferro e as

propriedades de eritrocitos.
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MATERIAL E METODOS

Populacao

Um total de 79 homens atendidos no Ambulatério de Clinica Médica do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia foram estratificados
nos grupos normoglicémico (glicose < 100 mg/dL, n= 25) e hiperglicémico (glicose
= 100 mg/dL, n = 54). No grupo normoglicémico, 5 dos voluntarios tiveram
diagndstico anterior de pré-diabetes (tempo de diagnéstico de 0.6 (0) anos e
glicemia de 95.1 (5.6) mg/dL). No grupo hiperglicémico, 25 voluntarios tiveram
diagndstico anterior de pré-diabetes (tempo de diagndstico de 0.6 (1.0) anos e
glicemia de 116.4 (20.8) mg/dL) e 17 de diabetes mellitus tipo 2 (tempo de
diagnostico de 0.6 (2.0) anos e glicemia de 145.1 (57.8) mg/dL). Individuos com
comprometimento cognitivo, eritrocitopatias hereditarias, histérico de abuso de
alcool e outras drogas foram excluidos do estudo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Uberlandia sob o registro # 56557516.0.0000.5152. Todos os voluntarios foram
atendidos no ambulatério do Hospital de Clinicas da UFU e assinaram termo de

consentimento livre e esclarecido.

Coleta das amostras de sangue

Amostras 20 mL de sangue foram coletadas por puncgao intravenosa, apos
jejum noturno de 8-12 horas, em dois tubos a vacuo contendo KsEDTA, para
determinacao das variaveis hematoldgicas e da estabilidade de eritrécitos, e em

dois tubos contendo gel separador, para as analises bioquimicas.

Determinacgao das variaveis hematolégicas e bioquimicas
Os exames de sangue de rotina foram realizados no Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da Universidade Federalde Uberlandia.
As contagens sanguineas foram determinadas usando um sistema
automatizado (Sysmex America Inc., modelo XN 3.000, Kobe, Japao). As
contagens de reticuldcitos foram realizadas visualmente. A taxa de sedimentagao
de eritrocitos (VHS) foi determinada em um sistema de analise automatizado

(Alifax SPA, Padova, Italia). A hemoglobina glicada (Hb1c) foi quantificada pelo

16



método de cromatografia liquida de alto desempenho (HLPC) (BIORAD D-10,
Hercules, CA, EUA).

Dosagens de colesterol total (t-C), HDL-colesterol (HDL-C), LDL-colesterol
(LDL-C), VLDL-colesterol (VLDL-C), triglicerideos (TGC), glicose (Glu) e proteina
C reativa (CRP) foram feitas em analisador automatico da Roche (Cobas 6000,
Toquio, Japao). A hemoglobina glicada (HbA1c) foi medida por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (BIORAD D-10, Hercules, CA, EUA).

Modelo de Avaliagao da Homeostase na Resisténcia a Insulina (HOMA-IR) e
Modelo de Avaliagdo da Homeostase na Fungao das Células g (HOMA-B)

Os valores de HOMA-IR, que é proporcional ao grau de resisténcia a
insulina, e de HOMA-B, que representa a fungao relativa das células B e é
expressa como porcentagem, foram calculados com a utilizagcdo das equagdes:
HOMA-IR = insulinemia de jejum x glicemia de jejum + 22,5 e HOMA-B = 20 x
insulinemia de jejum + (FPG - 3,5), onde a insulinemia e a glicemia de jejum s&o
dadas em mU/L e mmol/L, respectivamente (Matthews, Hosker et al. 1985,
Dullaart, Annema et al. 2012).

Avaliagao da forgca muscular

A forga muscular foi avaliada utilizando um dinamodmetro eletrénico de mao
(Camry Scale Store, modelo EH 101, City Industry, CA, USA), o qual estima a
forca de preensdo manual, dada em kg. Dois testes com intervalo de 1 minuto
foram realizados e a maior forca de preensdo manual que o individuo foi capaz de

manter por 3 segundos foi registrada.

Determinacgao da estabilidade osmética de eritrécitos

As solugdes de NaCl foram preparadas utilizando reagente de alta pureza
(99%) em agua ultrapura (Millipore Corporation, Sdo Paulo, Brasil). As medidas
de massa foram feitas usando uma balanga analitica (AND, modelo 870, Jap&o).
Para as medidas de volume foram utilizadas pipetas automaticas (Labsystems,
modelo Finnpipette Digital, Helsinki, Finlandia). Um banho termostatizado
(Marconi, modelo MA 184, Piracicaba, SP, Brasil) foi utilizado para incubagdes a
37 °C. As centrifugagbes foram realizadas em centrifuga com temperatura
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controlada (Hitachi Koki, modelo CF15RXIl, Hitachinaka, Jap&o). As leituras da
absorbancia foram realizadas em espectrofotometro digital (Hach, modelo DR
5000, Duseldorf, Alemanha).

O teste de estabilidade osmatica de eritrocitos (Penha-Silva, Firmino et al.
2007) foi realizado em série duplicada de minitubos contendo 1 mL de solugéo de
NaCl com concentracédo de 0.1 a 0.9 g/dL. Inicialmente, os minitubos foram pré-
incubados durante 10 minutos a 37 °C em banho termostatizado. Depois, 10 uL
de sangue foram adicionados a cada minitubo. Depois de serem fechados e
delicadamente agitados, os minitubos foram incubados por 30 minutos sob as
mesmas condi¢cdes. Finalmente, os minitubos foram centrifugados a 1600 x g
durante 10 minutos a 37 °C e os sobrenadantes foram utilizados para a leitura de
absorbancia a 540 nm.

Os graficos de absorbancia a 540 nm (As40) em fungédo da concentragéo de
NaCl (X) foram ajustados por regressao sigmoidal (Fig.1) de acordo com a

equacéao de Boltzmann:

A= ‘qmnx _‘qmiu +4
- 1 4 elX—Hgo)/dX min

(1),
em que Amax € Amin representam, respectivamente, os platés maximo e minimo de
As40, Hso € a concentragdao salina capaz de promover 50% de hemdlise e dX
representa um quarto da variagdo na concentracdo de NaCl responsavel por
promover a lise total dos eritrocitos. As variaveis, Ho e H1o0 representam a
concentragdes salinas onde a hemdlise inicia e termina, respectivamente. Para o
calculo de Ho e H1oo foram usadas as seguintes equagoes:

H,=Hgz+ 2dX (2)

H,p0=Hso —2 dX (3).

As variaveis Ho, Hso € H100 sdo proporcionais a fragilidade osmatica de
eritrocitos. Nesse sentido, menores valores Ho, Hso € Hioo indicam maior a
estabilidade osmotica de eritrocitos. Por outro lado, dX, assim como a razéo
dX/Hso, sdo diretamente proporcionais a estabilidade osmotica de eritrécitos. Ou
seja, quanto maior o valor de dX, maior é a estabilidade osmética de eritrécitos

(Bernardino Neto, Arantes et al. 2013).
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Anadlise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos
dados. A maioria das variaveis analisadas apresentaram distribuicdo n&o-
parameétrica e, por isso, foram expressas como mediana e intervalo interquartil. As
comparacgdes entre os grupos foram feitas com a utilizagdo do método de Mann-
Whitney. Além disso, a correlacdo de Spearman foi utilizada para verificar a
existéncia de associacbes entre as variaveis estudadas. As diferencas e as
correlagdes com valores de p < 0.05 foram consideradas significantes.

Todas as analises comparativas e de correlagao foram realizadas usando o
SPSS 21 (SPSS Inc, IBM, Chicago, IL, EUA).

O OriginPro 2016 (Microcal, Northampton, MA, EUA) foi usado para obter
parametros de estabilidade osmatica de eritrécitos utilizando rotina de regressao
nao-linear pela equagao de Boltzmann.

A matriz de correlagdo mostrada na Figura 2 foi construida utilizando R

(versao 3.6.1 com R studio 1.2.1335 e pacote de corregao).
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RESULTADOS

A Figura 1 representa uma curva tipica de dependéncia da quantidade de
hemoglobina liberada, estimada pela absorbancia a 540 nm, em funcédo da
concentracdo de NaCl do meio.

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas basais da populagdo de homens
normoglicémicos e hiperglicémicos estudados.

Em comparagdo ao grupo de homens normoglicémicos, o grupo de
homens hiperglicémicos apresentou valores significantemente maiores de
glicemia — que foi o critério usado para estratificacdo —, de HbA1c e do Modelo de
Avaliagdo da Homeostase na Resisténcia a Insulina (HOMA-IR), mas valores
menores dos niveis de ferro e do Modelo de Avaliacdo da Homeostase da Insulina
(HOMA-B), embora os niveis de insulina entre os grupos nao tenham sido
significantemente diferentes.

A Figura 2 apresenta os resultados da analise de correlacao de Spearman
entre cada par de variaveis estudadas do grupo de homens hiperglicémicos.
Algumas correlagbes merecem destaque.

Os niveis sanguineos de HbA1c aumentaram com o aumento da glicemia e
da resisténcia a insulina (HOMA-IR), mas também com a diminuigdo dos niveis
sanguineos de ferro e da razao entre bilirrubina indireta (IB) e bilirrubina total
(TB), o que associa o aumento em HbA1c com a tendéncia a anemia e a
diminuicdo da fragdo de bilirrubina ndo-conjugada, certamente em decorréncia da
desaceleragao do catabolismo do grupo heme, proveniente majoritariamente da
hemoglobina no organismo humano. De fato, a associagédo de maiores valores de
HbA1c com menores valores de MCH e MCV sustentam a associagdo da
elevacédo de HbA1c com tendéncia a anemia microcitica.

Diminuigdes nos niveis de ferro, mas também do indice de saturagao da
transferrina (TSI) foram observadas com o aumento da glicemia, associando a
quebra da homeostase do ferro a quebra da homeostase da glicose.

Diminuicdes nos niveis de ferro, mas também de TSI, IB, TB e razéo IB/TB
e aumento na insulinemia e na resisténcia a insulina (HOMA-IR) foram associados
a um aumento nos niveis sanguineos de proteina C-reativa (CRP), indicando que
as quebras na homeostase do ferro — com diminui¢gao dos niveis de ferro e de TSI
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— e de eritrocitos — com diminui¢cao do catabolismo do heme — também estao
associadas ao processo inflamatério vinculado a resisténcia a insulina.

Elevacdes de HOMA-IR também foram associados a aumento nos niveis
de triglicérides (TGC), VLDL-colesterol (VLDL-C), alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), acido urico (UA), e ferritina, certamente em
decorréncia de implicacbes regulatérias (elevagbes de TGC e VLDL-C) e
vinculagdes inflamatorias (elevagdes de ALT, AST, UA e ferritina) da resisténcia a

insulina.
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Figura 1. Curva sigmoidal tipica de lise hiposmatica de eritrocitos humanos, com

definicdo dos parametros de estabilidade osmética A, A Ho, Hsg, Higo € dX.

max?
Os parametros H,, Hs, e H,( representam as concentragdes de NaCl necessarias
para obtencgao do inicio, 50% e 100% de hemodlise, respectivamente. O parametro
dX representa 1/4 do declinio na concentragcao de NaCl responsavel pela
transicado entre células integras, presentes em HO, onde a absorvéancia da

hemoglobina livre € minima (A,,), € células lisadas, presentes em H100, onde a

absorvancia da hemoglobina livre € maxima (A,y)-
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Tabela 1. Caracteristicas da populagao estudada.

Parametros Faixade Normoglicémicos Hiperglicémicos p
Referéncia (n=25) (n=54)
Idade (anos) 59 (15) 63 (15) 0.403
Peso (kg) 83 (10) 80 (24) 0.756
Altura (cm) 170 (7) 170 (9) 0.736
indice de Massa Corporal (kg/m?) 18.5-24.9 27. 77( .38) 28.6 (6.16) 0.237
Circunferéncia da Cintura (cm) <80 95 (17) 100.5 (21) 0.161
Circunferéncia do Quadril (cm) <0.85 100 (9) 102 (9) 0.306
Relagéo Cintura/Quadril <07 0.98 (0.11) 0.97 (0.07) 0.497
Circunferéncia do Brago (cm) 30.5(5.5) 31(5.5) 0.721
Forca (kg) > 24 39.65 (9.05) 37.45 (14.2) 0.794
Pressao Arterial Sistélica (mmHg) 120 120 (10) 120 (10) 0.231
Pressao Arterial Diastolica (mmHg) 80 80 (0) 80 (0) 0.447
Insulina (uU/mL) 2-23 10 (4.19) 11.94 (12.83)  0.114
HOMA-IR <215 2.31(0.66) 3.89 (3.71) 0.008
HOMA-B 167 - 175 116.1 (72.95) 72.34 (40.69)  0.001
Glicose (mg/dL) <99 92 (5.4) 119.2 (39.3)  <0.001
HbA1c (%) <56 5.55 (0.6) 6.1(1.9) 0.003
Triglicérides (mg/dL) <150 108.6 (68.7) 134.05(103.8)  0.065
Colesterol Total (mg/dL) <200 172 (52.3) 176.4 (70.6) 0.894
HDL-Colesterol (mg/dL) > 55 43.7 (13) 42.5(16.2) 0.864
LDL-Colesterol (mg/dL) <100 106 (47) 95 (49) 0.563
VLDL-Colesterol (mg/dL) <30 22 (13) 26.5 (20) 0.097
AST (U/L) 5-40 22.1(6.6) 20.6 (6.5) 0.576
ALT (U/L) 0-50 19.2 (8.2) 18.85(16.65)  0.291
LDH (UI/L) 120 - 246 193 (36) 183 (41) 0.591
Proteina C Reativa (mg/L) 5 0.16 (0.29) 0.22 (0.33) 0.573
Creatinina (mg/ dL) 05-11 1.03 (0.28) 1.02 (0.25) 0.386
Ureia (mg/dL) 13-43 33.1(11.5) 31.2(7.4) 0.566
Acido Urico (mg / dL) 6 5.55 (1.65) 5.7 (2) 0.987
Bilirrubina Direta (mg / dL) 0.1-04 0.22 (0.08) 0.22 (0.1) 0.475
Bilirrubina Indireta (mg / dL) 0.1-0.7 0.41(0.2) 0.38 (0.21) 0.541
Bilirrubina Total (mg / dL) 0.2-1.1 0.63(0.3) 0.58 (0.25) 0.500
Bilirrubina Direta/Bilirrubina Total - 0.35(0.06) 0.34 (0.06) 0.574
Bilirrubina Indireta/Bilirrubina Total 0.65 (0.06) 0.66 (0.06) 0.894
Ferro (mg/dL) 115.33 (47.21) 99.6 (38.28) 0.036
Ferritina (ng/mL) 11 - 306 190.45 (207 4) 265.85(292)  0.137
TSI (%) 20-55 38.39 (16.78) 34.06 (16.11)  0.072
TIBC (ug/dL) 250 - 425 297.86 (34.13)  293.64 (60.85) 0.673
Vitamina Bg (ng/mL) >54 10.63 (5.33) 10.91 (5.14) 0.246
Vitamina B12 (pg/mL) 211-91 403 (172.8) 397.15(160.6)  0.885
Vitamina D (ng/mL) > 30 33.14 (11.27) 33.07(10.35)  0.436
Hemoglobina (g/dL) 12-16 14.7 (1.6) 15.1 (2.3) 0.396
Hematdcrito (%) 36.0-47.0 42.2 (4.5) 43.65 (4.7) 0.198
RBC (milhdo/mm?) 4.00 - 5.60 4.8 (0.6) 5(0.7) 0.249
MCV (fL) 82.0-94.0 87 (7.9) 86.9 (6.4) 0.883
MCH (pg) 27.0-33.0 30.6 (2.4) 30.25 (2.3) 0.776
MCHC (mmol/L) 32.0-37.0 34.7(1.1) 34.4(1.4) 0.454
RDW (%) 11.0-16.5 13.2(0.9) 13(0.9) 0.812
indice de Reticuldcitos (%) 05-15 0.8(1.1) 1(1.3) 0.257
Contagem de Leucdcitos (10° células/L) 4.5-10.0 5.7 (1.6) 6.35(2.2) 0.248
Porcentagem de Linfécitos 20-40 31.8(8.5) 31.95 (12.5) 0.490
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Porcentagem de Mondcitos 3-10 8.6 (2.9) 8.65 (3) 0.992
Contagem de Plaquetas (10° células/L) 150 - 400 208 (63) 220 (87) 0.451
Volume Médio de Plaquetas (fL) 8.14-12.24 10.4 (0.5) 10.1 (1.4) 0.898
Anmin (AOD) - 0(0.01) 0.01(0.02) 0.314
Anmax (AOD) - 1.23 (0.16) 1.26 (0.16) 0.467
Ho (g/dL NaCl) - 2.46 (0.31) 2.53(0.33) 0.454
Hso (g/dL NaCl) - 0.44 (0.02) 0.44 (0.03) 0.548
H1o0 (9/dL NaCl) - 0.41(0.03) 0.41(0.03) 0.850
dX (g/dL NaCl) - 0.02 (0) 0.01(0) 0.169
dX/Hso (g/dL NaCl) - 0.03 (0.01) 0.03 (0.01) 0.195
dX/Amin (g/dL NaCl) - 1.23 (2.92) 1.09 (1.7) 0.941

Abreviaturas: HOMA-IR, Modelo de Avaliagao da Homeostase na Resisténcia a Insulina (HOMA-
IR); HOMA-B, Modelo de Avaliagdo da Homeostase na Fungdo das Células f; HbAf1c,
hemoglobina glicada A1c; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa
densidade; VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa; ALT, alanina aminotransferase; AST,
aspartato aminotransferase; LDH, lactato desidrogenase; TSI, indice de saturacao da transferrina;
TIBC, capacidade total de ligagdo de ferro; MCV, volume corpuscular médio; MCH, hemoglobina
corpuscular média; MCHC, concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW, largura de
distribuicdo de volume de eritrdcitos; Amin, absorbancia a 540 nm associada a lise residual da
populacdo de eritrocitos; Amax, absorbancia a 540 nm associada a lise de toda a populacéo de
eritrocitos; Ho, concentragdo salina onde comega a hemodlise in vitro; Hso, concentragdo salina
capaz de promover 50% de hemdlise; H100, concentracédo salina onde termina a lise in vitro; dX,
variagao da concentracdo de NaCl responsavel pela hemdlise total.

* p <0,05 indica diferenca estatisticamente significante. Os valores sdo apresentados em mediana
(intervalo interquartil). O teste de Mann-Whitney foi usado para comparagéo entre os grupos.
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Figura 2. Valores do coeficiente rhé de Spearman para as correlagdes entre pares de parametros
do grupo hiperglicémico. Abreviagdes: HbA1c, hemoglobina glicada A1c; HOMA-IR, Modelo de
Avaliagdo da Homeostase na Resisténcia a Insulina; HOMA-B, Modelo de Avaliagdo da
Homeostase na Funcdo das Células B; TGC, triglicérides; HDL, lipoproteina de alta densidade;
LDL, lipoproteina de baixa densidade; VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa; AST,
aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; LDH, lactato desidrogenase; DB,
bilirrubina direta; 1B, bilirrubina indireta; TB, Bilirrubina Total; CRP, Proteina C Reativa; TSI, indice
de saturacdo da transferrina; TIBC, capacidade total de ligacdo de ferro; Ht, hematdcrito; RBC,
glébulos vermelhos; MCV, volume corpuscular médio; MCH, hemoglobina corpuscular média;
MCHC, concentracdo de hemoglobina corpuscular média; RDW, largura de distribuicdo de volume
de eritrécitos; Rtc, reticuldcitos; Amin, absorbancia a 540 nm associada a lise residual da populagéo
de eritrécitos; Amax, absorbancia a 540 nm associada a lise de toda a populagao de eritrécitos; Ho,
concentracao salina onde comega a hemdlise in vitro; Hso, concentragdo salina capaz de promover
hemolise de 50%; Hioo, concentragdo salina onde termina a lise in vitro; dX, variagdo da
concentracao de NaCl responsavel pela hemdlise total.
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DISCUSSAO

Em comparacédo aos homens normoglicémicos, os homens hiperglicémicos
apresentaram valores significantemente maiores de HbA1c e de HOMA-IR, além
de valores significantemente menores de HOMA-3, embora os niveis de insulina
entre os grupos nao tenham sido significantemente diferentes (Tabela 1). Esses
resultados eram esperados, uma vez que valores elevados de glicose estédo
associados as diferentes etapas da quebra da homeostase da glicose na histéria
natural do diabetes mellitus.

Além disso, nossos resultados revelaram a presengca de niveis
significantemente menores de ferro no grupo de homens hiperglicémicos (Tabela
1). Isso merece preocupagédo, uma vez que a fragdo glicada da hemoglobina
designada como HbA1c — a qual é usada na rotina clinica para avaliagédo dos
niveis estacionarios de glicose durante o periodo de meia-vida dos eritrocitos —
sofre a influéncia de eritrocitopatias como a IDA (Guo, Zhou et al. 2019).

Segundo English et al. (2015), em sua revisdo sistematica, a IDA pode
levar a elevagao espuria de HbA1c, embora a deficiéncia de ferro sem ocorréncia
de IDA pode levar a diminuigao de HbA1c (English, Idris et al. 2015).

Em nosso estudo, niveis mais elevados de HbA1c foram observados nos
voluntarios hiperglicémicos com menores niveis de ferro (Figura 2), embora os
niveis de marcadores do status de ferro e os parametros do eritrograma
estivessem dentro da normalidade (Tabela 1), ou seja, sem evidéncia de IDA.

Entretanto, os aumentos nos niveis sanguineos de HbA1c com a
diminuicao dos niveis de ferro e da razéo entre bilirrubina indireta (IB) e bilirrubina
total (TB) (Figura 2) associam os valores elevados de HbA1c com a tendéncia a
anemia e a diminuicdo da fragdo de bilirrubina nao-conjugada, em funcado da
desaceleragao do catabolismo do grupo heme da hemoglobina, possivelmente
como uma resposta do organismo a diminuigdo dos niveis de ferro. Além disso, a
associagao de maiores valores de HbA1c com menores valores de MCH e MCV
sustentam a associagdo da elevacdo de HbA1c com tendéncia a anemia
microcitica (Figura 2).

Embora a tendéncia a elevagcao de HbA1c com a diminuicdo dos niveis de
ferro ser conhecida (English, Idris et al. 2015), os mecanismos que explicam esse
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fato ainda permanecem incertos. O estudo de Brooks et al. (1980) hipotetizou
que na deficiéncia de ferro ocorreria alteracdo na estrutura quaternaria da
hemoglobina e maior rapidez no processo de glicacdo da cadeia de globina
(Brooks, Metcalfe et al. 1980). Dado que o processo de glicagdo da hemoglobina
e irreversivel, os niveis de HbA1c nos eritrocitos aumentariam com o aumento da
idade da célula. Interessantemente, na deficiéncia de ferro a produgao de
eritrocitos diminui, o que levaria a aumento da idade média das células vermelhas
circulantes e, consequentemente, a aumento nos niveis de HbA1c (Sluiter, Van
Essen et al. 1980). Em individuos com hiperglicemia, particularmente, como é o
caso de nosso estudo, essa explicagdo carece de consenso diante das alegagdes
de diminuigdo (Huang, Liu et al. 2018) e mesmo aumento (Wu, Lin et al. 2017) na
meia-vida de eritrocitos. Porém, a associacdo da elevagao de HbA1c com a
desaceleragcao do catabolismo do grupo heme da hemoglobina sugere que a
meia-vida de eritrécitos possa de fato estar sendo estendida no grupo
hiperglicémico.

Outra possivel explicagao ¢ a ligagao do estado inflamatério de baixo grau
apresentado na obesidade com a deficiéncia de ferro (Wang, Fang et al. 2015).
Citocinas inflamatérias, como a interleucina-6, que esta associada a
superexpressao de hepcidina, levaria a diminuicdo da absorcdo de ferro por
enterocitos (Tussing-Humphreys, Pustacioglu et al. 2012).

Embora os paradmetros antropométricos € o marcador inflamatério aqui
utilizado, a CRP, nao tenham apresentado diferenga no grupo hiperglicémico em
relagdo ao normoglicémico, a diminuicdo nos niveis de ferro e o aumento na
resisténcia a insulina (HOMA-IR) (Tabela 1) foram associados a aumento nos
niveis sanguineos de proteina C-reativa (CRP) (Figura 2), indicando que a quebra
na homeostase do ferro também esta associada ao processo inflamatério
vinculado a resisténcia a insulina.

A relagéo da quebra da homeostase do ferro com o status inflamatdrio é
uma questao complexa que parece estar envolvida no proprio desenvolvimento do
diabetes tipo 2. Em sua revisao sistematica com meta-analise, Liu et al. (2020)
mostraram associacio de niveis elevados de ferritina com maior risco de diabetes
tipo 2 (Liu, Li et al. 2020). Isso n&o é surpreendente, uma vez que a ferritina é

considerada mais como um marcador de inflamagcdo do que um indicador do
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status de ferro em individuos com sobrepeso e/ou obesos, nos quais uma ferritina
elevada em consequéncia de uma inflamacédo subclinica pode até mesmo
mascarar uma deficiéncia subjacente de ferro (Khan, Khan et al. 2016). Porém o
estudo de Liu et al. também mostrou que a razdo entre o receptor soluvel de
transferrina e a ferritina foi inversamente relacionada com o risco de diabetes tipo
2 (Liu, Li et al. 2020). Uma vez que o receptor soluvel sérico de transferrina
frequentemente se liga a transferrina sérica no transporte de ferro do exterior para
o interior da célula, refletindo o armazenamento intracelular de ferro (Garcia and
Diaz-Castro 2013), isso faz sentido, pois a transferrina sérica também pode
induzir lipdlise nos adipdcitos, aumentando os niveis de acidos graxos livres, que
levariam a resisténcia a insulina e a por ultimo a prejuizo na fungao secretoria do
pancreas (Huth, Beuerle et al. 2015).

Como a diminuicdo na razdo |IB/TB, embora ndo tenha sido
significantemente diferente no grupo hiperglicémico em relacdo ao
normoglicémico, também foi associada a aumento nos niveis sanguineos de
proteina C-reativa (CRP), isto significa que a quebra na homeostase de eritrocitos
também esta associada ao processo inflamatério vinculado a resisténcia a
insulina.

No presente estudo, o grupo de hiperglicémicos apresentou uma pior
funcdo das células B pancreaticas, dado pelo valor significantemente menor da
mediana de HOMA-B em relagdo ao grupo de normoglicémicos (Tabela 1),
refletindo efeitos de longo prazo da glicotoxicidade, lipotoxicidade e agresséao
oxidativa, associados a hiperglicemia, sobre as células [ pancreaticas (Remedi,
Emfinger et al. 2016).

E possivel que a deficiéncia de ferro também tenha ligagdo com a piora da
funcdo das células B pancreaticas. O ferro parece ser fundamental para a
secrecao normal de insulina por estas células, mas seu mecanismo nesse
processo ainda n&o é conhecido (Backe, Moen et al. 2016, Fu, Zhou et al. 2017).

Entretanto, em nosso estudo, a diminuicdo dos niveis de ferro nao foi
associada a alteragbes em HOMA-B (Figura 2), embora o aumento em HOMA-3
(Tabela 1) tenha sido associado a diminuicdo de TIBC e aumento de ferritina
(Figura 2), indicando associagao da secrec¢ao de insulina a homeostase do ferro.

De fato, associagao positiva moderada tem sido descrita entre niveis de insulina e
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de ferritina (Van Campenhout, Van Campenhout et al. 2006, Bonfils, Ellervik et al.
2015). E possivel que tal elevacdo de insulina com o aumento nos niveis de
ferritina nao reflita efetivamente uma influéncia dos niveis de ferritina na secrecao
de insulina, mas sim nos mecanismos subjacentes a resisténcia a insulina. Pelo
menos € isso que sugere a associacao positiva entre ferritina e HOMA-IR
observada em nosso estudo (Figura 2).

Ademais, as associacoes de valores elevados de HOMA-IR com niveis
elevados de triglicérides (TGC), VLDL-colesterol (VLDL-C), alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), acido urico (UA), e
ferritina, certamente sdo decorrentes de implicagdes regulatorias (elevagdes de
TGC e VLDL-C) e vinculagbes inflamatérias (elevagdes de ALT, AST, UA e
ferritina) da resisténcia a insulina.

Embora os parametros de estabilidade osmoética de eritrécitos ndo tenham
sido significantemente diferentes entre os grupos, algumas correlagées merecem
mengao. A correlagdo positiva entre dX e RDW (Figura 2), por exemplo, que
indica aumento da estabilidade osmdtica com o aumento da heterogeneidade de
volumes dos eritrécitos, como observado por Knychala et al. (Knychala, Garrote-
Filho et al. 2020) e por Batista-da-Silva (Batista-da-Silva 2020). De fato, o RDW
aumentaria devido ao aumento do numero de eritrécitos menores e com menor
teor de hemoglobina em decorréncia da diminuicdo dos niveis de ferro, resultando
em aumento da estabilidade osmdtica (Batista-da-Silva 2020, Knychala, Garrote-
Filho et al. 2020). Além disso, as correlacdes positivas de dX e dX/H50 com a
razdo IB/TB (Figura 2) indicam elevacdo da estabilidade osmoética com a
diminui¢cado da degradagao do grupo heme da hemoglobina.

Dentre os aspectos fortes deste estudo, destacamos a analise de um
amplo conjunto de variaveis que podem ser afetadas ou exercer influéncia diante
da histéria natural do diabetes. Dentre os aspectos fracos do estudo, destacamos
o tamanho limitado da amostra estudada.

Em face dos resultados aqui apresentados, € importante destacar que
embora a tendéncia a deficiéncia de ferro esteja associada a maiores niveis de
HbA1c, esses niveis podem ser regularizados com suplementagdo desse mineral

(English, Idris et al. 2015, Rajagopal, Ganapathy et al. 2017, Urrechaga, Research
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et al. 2018), o que seria desejavel antes do estabelecimento de diagnosticos de
pré-diabetes e diabetes (Ng, Cooke et al. 2010).

Muito além dessa preocupacédo diagnostica, a avaliagdo de indicadores da
homeostase do ferro e de inflamacdo devem constituir uma preocupacao
constante na pratica clinica, dado o seu envolvimento na fisiopatologia do
diabetes tipo 2 e das doencgas cerebrocardiovasculares, uma vez que eles podem
ser relevantes no estabelecimento de estratégias de prevengdo e na analise de
risco dessas doencas (Justi, Tatsch et al. 2019). Dentre esses indicadores, é
importante considerar os préprios parametros do eritrograma. De fato, um
trabalho recente mostrou que o produto da contagem de eritrocitos pelo valor do
hematdcrito pode ser usado como um novo indicador de alteracdo no estado da

glicemia de jejum (Feng, Chen et al. 2020).

30



CONCLUSAO

No presente estudo, os homens hiperglicémicos, que apresentaram
maiores concentracdes plasmaticas de Hb1Ac, maior resisténcia a insulina e pior
funcdo das células B pancreaticas, caracteristicas que refletem a histéria natural
do diabetes mellitus tipo 2, apresentaram também menores niveis de ferro.

O aumento dos niveis sanguineos de HbA1c foi associado a aumento da
resisténcia a insulina e da glicemia e diminuicao dos niveis de ferro e da fragao de
bilirrubina n&o-conjugada, certamente em decorréncia da desaceleracdo da
degradagao do grupo heme da hemoglobina.

A diminuicao dos niveis de ferro, mas também da fragdo de bilirrubina nao-
conjugada, e o aumento na resisténcia a insulina (HOMA-IR) foram associados a
aumento nos niveis sanguineos de proteina C-reativa (CRP), indicando que as
alteragdes na homeostase do ferro — com diminuicdo dos niveis de ferro — e de
eritrocitos — com diminuigdo na degradacdo do grupo heme da hemoglobina —
também estdo associadas ao processo inflamatério vinculado a resisténcia a
insulina.

De todo modo, independentemente dessas implicagdes patofisiolodgicas, os
resultados deste estudo revelam que a utilizagdo da hemoglobina glicada para
diagndstico e monitoramento do diabetes deve considerar o status de ferro do

individuo.
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