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RESUMO

A hepcidina—codificada pelo gene HAMP—atua no controle da
absorcdo, circulagdo e armazenamento de ferro no organismo. Estudos
sugerem que os estoques de ferro celular influenciam no curso e
progressdo da infeccdo pelo virus HIV-1. Portanto, foi avaliado, a
influéncia da hepcidina no metabolismo do ferro em 199 individuos
portadores do virus HIV-1; bem como, verificou-se a frequéncia das
variantes, ¢.251A>G e ¢.212G>A do gene HAMP em 191 individuos
HIV-1 e 100 individuos soronegativos para HIV-1, através da técnica de
PCR em tempo real. A concentragdo de hepcidina foi determinada por
ELISA. O valor de referéncia estabelecido para hepcidina foi
correlacionado com bhiomarcadores do metabolismo do ferro, com o
hemograma, leucograma e marcadores de infeccdo pelo HIV-1. A
mediana da concentracdo de hepcidina em individuos saudaveis foi de
235,5 pg/L e o intervalo de referéncia estabelecido entre 114—477 pg/L.
As concentracdes séricas de hepcidina foram semelhantes entre o grupo
de individuos soronegativo 235,5(114—477) ug/L e grupo ART-naive
274(128—409) pg/L, enquanto que nos grupos fazendo uso da TARV a
concentracdo foi elevada, INNTR/INTR com 444 (124—580) ug/L e
INTR/IP com 412(185—548) pg/L. No grupo ART-naive a concentragdo
de hepcidina teve uma correlagdo com a concentracao de ferro (r=0,278;
p<0,05), com a carga viral (r=0,259; p<0,05) e com 0 nimero de LT-
CD4+ (r=0,280; p<0,05). Nos grupos INNTR/INTR a concentracdo de
hepcidina correlacionou-se negativamente com o nimero de neutréfilos
segmentados (r=-0,379; p<0,05) e com 0 himero de mondcitos (r=-0,443;
p<0,05). Cerca de 18,6% (37) dos individuos portadores do virus HIV-1
apresentaram anemia ferropénica. A menor concentra¢do de ferro foi
encontrada no grupo ART-naive (75+27ug/dL), quando comparado aos
demais grupos INNTR/INTR= 82435 pg/dL e INTR/IP= 88+40 ug/dL)
(p< 0,05). A frequéncia do alelo AG da variante c.251A>G foi de 47,7%
em individuos portadores do virus HIV-1 quando comparado aos
individuos soronegativos para HIV-1, foi de 39,0%. O gendtipo AG foi
relacionado ao aumento da concentracdo sérica de hepcidina, tanto em
individuos soronegativos quanto em individuos portadores do virus HIV-
1. De acordo com os resultados obtidos, a concentracdo sérica de
hepcidina influencia no metabolismo do ferro de individuos HIV-1 e
contribui para o desenvolvimento de alteracdes hematoldgicas.
Palavras-chave: AIDS, ferro, gene HAMP, hepcidina, HIV-1,
inflamagéo.






ABSTRACT

The hepcidin protein, synthesized in the liver and encoded by the HAMP
gene, acts to control the absorption, circulation and storage of iron in the
body. Different studies have suggested that cellular iron stores influence
the course and progression of human immunodeficiency virus type-1
(HIV-1) infection. In this context, the influence of hepcidin on iron
metabolism in 199 HIV-1 virus carriers was evaluated; as well as the
frequency of variants, ¢.251A> G and ¢.212G> A, of the HAMP gene in
191 HIV-1 individuals and 100 HIV-1 seronegative individuals were
verified by real polymerase chain reaction. Serum hepcidin concentration
was determined by enzyme immunoassay. A reference value for hepcidin
was established in order to correlate the serum concentration of hepcidin
with biomarkers of iron metabolism, with the blood count, leukogram and
markers of HIV-1 infection. The median serum hepcidin concentration in
healthy subjects was 235.5 pg /L and the reference range established was
between 114-477 pg/L. Serum hepcidin concentrations were similar
between the 235.5 (114-477) pug/L seronegative group and the ART-naive
274 (128-409) pg/L group, whereas in the groups taking antiretroviral
therapy the concentration was elevated, NNRTI/INTR with 444 (124-
580) pg/L and INTR/IP with 412 (185-548) pg/L. In the ART-naive
group, the serum concentration of hepcidin had a correlation with iron
concentration (r = 0.278, p <0,05), viral load (r = 0.259, p <0,05) and
CD4+ (r =0.280, p <0,05). In the NNRTI/ NRTI groups, serum hepcidin
concentration was negatively correlated with the number of segmented
neutrophils (r = -0.379, p <0,05) and monocyte numbers (r = -0.443, p
<0,05). About 18.6% (37) individuals with HIV-1 virus had iron
deficiency anemia. The lowest iron concentration was found in the ART-
naive group (75 +27 pg/dL), when compared to the other NNRTI/INTR
groups = 82 =35 pug / dL and INTR / IP = 88 + 40 pg / dL) 0,05). The
frequency of the AG allele of the ¢.251A> G variant was 47.7% in HIV-
1 virus-infected individuals compared to HIV-1 seronegative individuals,
which was 39.0%. The AG genotype was related to increased serum
hepcidin concentration, both in seronegative individuals and in HIV-1
virus carriers. According to the results, the serum concentration of
hepcidin influences the iron metabolism of HIV-1 individuals and
contributes to the development of hematological alterations

Keywords: AIDS, iron, HAMP gene, hepcidin, HIV-1, inflammation.
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1. INTRODUCAO

As desordens relacionadas ao metabolismo do ferro envolvem
alteragdes genéticas e fisioldgicas entre hepcidina e a via de modulacéo
do gene HAMP com prejuizos ao organismo, podendo ocorrer sobrecarga
ou deficiéncia de ferro (KRAUSE et al.,, 2000; PARK et al., 2001;
NEMETH et al.,, 2004; 2014). O excesso intracelular de ferro e a
hiperferremia, contribuem para a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), através da reacdo de Fenton, danificando as membranas
celulares e os tecidos, principalmente o tecido cardiaco, o endécrino e o
hepético (KAISER et al., 2009).

O ferro acumulado favorece a patogénese e desenvolvimento de
doencas que causam imunossupressdo, tendo como exemplo a infecgdo
pelo virus HIV (Human Immunodeficiency Virus) e o0s agravos
relacionados a doenca de Aids (Acquired immunodeficiency syndrome),
por microrganismos oportunistas e modificagbes no metabolismo do
individuo (DRAKESMITH et al., 2012).

Conguanto, a acentuada sintese de hepcidina, diminui a formacéao
de hemoglobina (Hb), limitando a formacéo de precursores eritroides,
com reducdo dos estoques de ferro, e posterior progresso de um quadro
anémico. Individuos infectados pelo virus HIV, no decorrer da doenga,
desenvolvem anemia de doencga crénica (ADC) ou anemia de inflamacéo
(Al), com alteracdes hematoldgicas, decorrentes do tratamento utilizado
e/ou através da acdo do virus nos progenitores eritrdides e na medula
Ossea. Tais alteracdes manifestam-se, com um quadro clinico de
leucopenia, trombocitopenia e diminuicdo na producdo de eritrocitos
(FLEMING et al., 2008; DE FALCO et al., 2013).

O ferro é necessario para a producdo de células e manutencéo da
vida, porém o organismo humano ndo apresenta meios de controle da
absorcéo e eliminacdo de ferro. Sendo atribuido a hepcidina, a funcéo de
reguladora do metabolismo do ferro, por atuar no duodeno, através do
bloqueio dos estoques de ferro, inibindo a movimentacéo de ferro através
da ferroportina (Fpn) (GANZ, 2011). Dessa forma, as reservas de ferro
sistémico, a concentracdo elevada de transferrina no plasma, a atividade
eritropoiética, mediadores inflamatérios e hipéxia modulam a sintese de
hepcidina (PIPERNO et al., 2011).

A concentracdo de ferro plasmatico é o principal indutor do gene
HAMP para a transcricdo de mRNA (messenger ribonucleic acid) de
hepcidina no tecido hepatico (RAMOS et al., 2011; PAK et al., 2006;
KUHN et al., 2015; GULEC et al., 2017). Estudos tem demonstrado que
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alteracGes nesse gene, interferem diretamente no metabolismo do ferro,
por alterar as concentragbes séricas de hepcidina (GANZ, 2011,
PIETRANGELO etal., 2015; GOZZELINO et al., 2016).

As células mononucleares (CMN) sdo 0s principais reservatorios
de ferro no sangue periférico e esses estoques de ferro sdo modulados pela
concentracao sérica de hepcidina. Essas células, estdo expostas & infeccéo
pelo HIV-1 por apresentarem co-receptores CCR5 (Chemokine (C-C
motif) receptor type 5) e CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4).
Apos a fusdo do capsideo viral do HIV-1 e integracdo do genoma viral,
comega 0 processo de replicagdo do virus, o qual requer ferro em varias
etapas da formacdo do virion até as particulas virais maturas
(DRAKESMITH et al., 2008; NEKHAI et al., 2013; SHANKARAN et
al., 2017).

O aumento de hepcidina sérica, em conjunto com concentracdes
elevadas de ferritina, contribuem para a replicacdo do virus HIV-1 e
favorecem as coinfecgBes, como tuberculose, infeccdes pelo virus da
hepatite B e C, por protozodrios, fungos e no desenvolvimento de
neoplasias (MINCHELLA et al., 2014; AHMED et al., 2016; CUSTER
etal., 2018).

O estado inflamatério decorrente da Aids no organismo, induz a
transcricdo de hepcidina. Existem controvérsias sobre o papel da
hepcidina no metabolismo do ferro em individuos HIV-1, uma vez que,
quando descrita no ano de 2000, a hepcidina era classificada como
proteina de fase aguda, fazendo parte da imunidade inata, como uma j3-
defensina. Brevemente, as defensinas sdo pequenos peptideos catibnicos,
com atividade contra bactérias, fungos e virus envelopados, como o HIV-
1 (WILSON et al., 2013; HOLLY et al., 2017). Todavia, alguns autores
sugerem que a hepcidina auxilia na replicacdo viral, por alterar o
metabolismo do ferro, e mantendo os estoques de ferritina aprisionados
em células que o virus HIV-1 infecta. Essa retencdo de ferro celular
favorece a replicacio acentuada do virus durante a infec¢éo aguda e, na
infeccdo cronica, mantem o virus no estado de laténcia (XU et al., 2010;
KUMARI; HUANG et al., 2016; KUMAR et al., 2014).

Até a presente data é correto afirmar que a hepcidina regula o
metabolismo do ferro e que em situacBes de estresse e inflamacéo,
encontra-se elevada, bem como faz parte da imunidade inata, sendo que
uma situacéo pode ser decorrente da outra. E neste caso, contribuir para
replicacdo do virus HIV-1. Este trabalho visa relacionar o eixo hepcidina-
ferro em individuos portadores do virus HIV-1, a fim de compreender a
relacdo entre HIV-1 e hepcidina e estabelecer um valor de referéncia para
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a concentracdo sérica de hepcidina, uma vez que ndo ha um valor de
referéncia universal, devido as variacdes entre individuos e etnias.
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2. JUSTIFICATIVA DA PROPOSTA

A moderna terapia antirretroviral, HAART, permite uma maior
sobrevida e uma melhor qualidade de vida aos individuos portadores de
HIV-1, ao controlar efetivamente a replicacdo viral, diminuindo
consideravelmente o estado de imunossupressdo. O grande desafio €
buscar alternativas que propiciem uma remissdo completa da replicagdo
viral, ou ainda, seu controle de maneira menos prejudicial ao individuo
soropositivo, uma vez que o uso da terapia antirretroviral traz alteracfes
danosas ao organismo.

A relacdo entre o status de ferro e a infeccdo pelo HIV-1 é
complexa. Disturbios do metabolismo de ferro tém sido associados como
preditores de progressdo de morbimortalidade em portadores do virus
HIV-1 e com a doenga de Aids. A hipdtese mais aceita é de que elevadas
concentracdes de ferro em células da medula 6ssea, cérebro, figado e
macréfagos associam-se a um aumento da transcricdo do virus HIV-1,
contribuindo com a progressdo da doenca, com a deficiéncia do sistema
imune, com o aumento de infeccbes oportunistas e do indice de
mortalidade.

A regulacéo fisiologica das concentracdes de ferritina intracelular
em células mononucleares do sague periférico (CMN-SP) envolve a
ligacdo da hepcidina a ferroportina. Com isso, a expressdo e/ou
concentracdo de hepcidina circulante pode afetar a replicacdo viral do
HIV-1 ao controlar a disponibilidade de ferro intracelular, elemento
indispensével para a transcri¢do do HIV-1, uma vez que 0s processos de
replicacdo viral ocorrem nessas células. Nesse contexto, a melhor
compreensdo do mecanismo de controle de ferro pela hepcidina em
CMN-SP e sua capacidade de afetar a replicagdo viral do HIV-1, pode ser
uma nova alternativa para o controle da replicacdo do HIV-1 e para o
desenvolvimento de alteracfes hematoldgicas relacionadas a infec¢do
pelo HIV-1 e ao desenvolvimento da doenca de Aids, bem como, pela
utilizacdo da TARV.

2.1 HIPOTESE

A concentracdo elevada de hepcidina em individuos portadores do
virus HIV-1, auxilia na replicacdo viral do HIV-1, através da modificacéo
de biomarcadores do metabolismo do ferro, contribuindo para o
surgimento das alteraces hematologicas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 INFECQAO PELO VIRUS HIV, SINDROME DA
IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)

O surgimento de indmeros individuos identificados com sarcoma
de Kaposi e pneumonia por Pneumocystis jiroveci (antes referido como
Pneumocystis carinii) — doencas relacionadas a imunodeficiéncia — em
meados de 1981 nos Estados Unidos da América (EUA), com etiologia
transmissivel, infecciosa e desconhecida, foi caracterizada como
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (CDC,1982).

Nos anos seguintes, em 1983, foi descrito o virus HIV-1, sendo
inicialmente denominado HTLV-III (Human T-lymphotropic virus) nos
EUA e LVA (lymphadenopathy associated virus) na Franca, e em 1986,
foi descrito o HIV-2. Desde entdo, foi padronizado pelo Comité
Internacional de Taxonomia de virus (ICTV- International Committee on
Taxonomy of Viruses) como virus da imunodeficiéncia humana
(GONG,1984).

Desde o seu surgimento nos EUA até os dias atuais, a infeccdo pelo
HIV acomete cerca de 36,7 milhfes de pessoas no mundo, sendo que a
cada ano aproximadamente 1,8 milhGes de novas infeccOes sdo
diagnosticadas. Deste total cerca de 53% dos individuos portadores de
HIV tem acesso a terapia antirretroviral (TARV). No Brasil, cerca de
830.000 pessoas vivem com HIV, deste total, 64% dos individuos
recebem a TARV do Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2017).

No Brasil, a TARV é oferecida a qualquer individuo portador do
virus, independente do seu estado imunoldgico, desde 2013. Esta medida
foi adota para conter o aumento de novas infeccfes no pais. Mesmo assim,
a epidemia proporcionada pelo HIV continua crescendo, principalmente
entre jovens, na faixa etaria entre 14 e 24 anos de idade, com
aproximadamente 48.000 novas infec¢Bes sendo notificadas anualmente
(UNAIDS, 2017).

Embora 0Orgdos governamentais e ndo governamentais facam
campanhas a fim de diminuir as taxas de infec¢fes pelo virus HIV, a
epidemia é crescente e da-se, principalmente, em decorréncia da forma de
infeccdo, com énfase, a sexual, podendo ocorrer através de secrecoes
vaginas, sémen, sangue, transmissao vertical e leite materno. A natureza
bioldgica e genética do virus contribui positivamente para a infeccéo e o
desenvolvimento da doenca de Aids (BRASIL, 2017; BUTLER et al.,
2007).
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O HIV pertencente a familia Retroviridae, e faz parte do grupo dos
lentivirus citoplasmaticos ndo oncogénicos. Os retrovirus sdo virus que
tém seu material genético constituido de RNA e apresentam a enzima
transcriptase reversa (TR), que € capaz de transformar o RNA viral em
cDNA (DNA complementar). Este cDNA ¢ inserido pela enzima
integrase ao DNA da célula infectada do hospedeiro para comecar o ciclo
viral (BARBER et al., 1990).

A estrutura do virus, (Figura 1), compde uma camada externa, o
envelope, composto por lipideos e as glicoproteinas 120 (gp120) e 41
(gp41). Agpl20 é amais externa, e responsavel pela ligagdo do virus com
as células hospedeiras, estando ligada a proteina transmembranar gp41.
Internamente, encontra-se a proteina 17 (p17). A estrutura interna do HIV
é 0 cerne ou capsideo viral, constituido pela proteina p24, que envolve o
material genético viral, composto por duas fitas de RNA senso positivo
(ssRNA), as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease
(FRANKEL et al., 1998).

A base genética do virus engloba, trés genes importantes. O gene
gag, que codifica as proteinas do core viral, a p17, p24, p6 e p7. O gene
pol, que transcreve as enzimas protease, integrase e transcriptase reversa.
E o gene env, que codifica as proteinas do envelope, a gp120 e a gp41. O
HIV-1 apresenta genes adicionais que codificam as proteinas reguladoras
Tat, Ver, Vif, Vpr, Vpu e Nef (VAN LINT et al., 2013).

Apos a internalizacdo do virus, a infeccdo pelo HIV-1 é dividida
em fase aguda e fase avancada. Em individuos ndo tratados, estima-se que
0 tempo médio entre contégio, a infeccdo e o aparecimento da doenca
esteja em torno de dez anos. A infeccdo aguda compreende as primeiras
semanas da infeccdo pelo HIV, até o aparecimento de anticorpos anti-
HIV, a soroconversdo, pode demorar de 4 a 8 semanas, formando
diariamente cerca de 107 particulas virais (MIRO et al., 2011).

As manifestagbes clinicas sdo denominadas de Sindrome
Retroviral Aguda (SRA), e incluem febre, adenopatia, faringite,
exantema, mialgia, cefaleia, nduseas, vomitos, diarreia, perda de peso,
Ulceras orais, dentre outros. Nesse estagio, a contagem de linfécitos T-
CD4+ (LT-CD4+) decresce de 1000 para 500 células/mm?
aproximadamente, a sorologia é negativa, € o diagnostico pode ser
realizado através da deteccdo do RNA do HIV através de técnicas de
biologia molecular (MACNEAL et al., 2006; BRASIL, 2017).
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Figura 1. Estrutura do virus HIV-1
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Na figura esta demostrado a imagem gréafica do virus HIV-1 com os seus elementos
constitucionais. As proteinas que formam capsideo, p24 e a p17 que forma a matriz
viral. Externamente, encontra-se as glicoproteinas gp120 e gp41, essenciais para a
ligacdo do virus as células LT-CD4+. No interior do virus, encontra-se o material
genético viral, composto por duas fitas simples de RNA senso positivo, e as enzimas
virais, protease, integrase e a transcriptase reversa. A ilustragdo refere-se a ampliacdo
de regides gendmicas do RNA viral. As moléculas de RNA que codificam os genes
virais possuem cerca de 10 Kb. Da esquerda para a direita, esta destacado o loci do
gene gag, em seguida do gene pol, gene nef, gene tat e o gene env. Flanqueando os
genes encontram-se as regides 5° LTR e 3” LTR. Adaptado de Robbins et al., (2004).

A proxima fase da doenca é denominada de laténcia clinica. Nesse
estagio, aparecem alteracBes hematol6gicas, anemia normocrémica e
normocitica, leucopenia e plaquetopenia e a contagem de LT-CD4+
permanece acima de 350 células/mm?3. A imunossupresséo grave ocorre
quando os LT-CD4+, situam-se entre 200 e 300 células/mm3. Abaixo de
200 células/mm?, observa-se o desenvolvimento de miocardiopatias,
nefropatias, neuropatias, infeccdes oportunistas, e neoplasias definidoras
da Aids (SILICIANO et al., 2011).

3.1.1 Replicacéo do HIV e ferro

Apobs o contato com o organismo humano, o virus HIV procura
meios de reproducdo para disseminar-se. Para que tal evento ocorra, €
necessario a entrada do virus ao ambiente intracelular. A infeccéo pelo
HIV é marcada pela acentuada deplecdo de linfocitos CD4+, sendo estes,
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essenciais a defesa imunoldgica, porém células de linhagem monocitica
também sdo afetadas. Essas células sdo acometidas pois possuem a
molécula CD4 e os receptores de quimiocinas—familia de receptores
acoplados a proteina G— CCR5 (linfocitos) e CXCR4
(mondcitos/macréfagos) (MOORE et al., 1997).

A fusdo do HIV-1 a célula hospedeira comega com a interagao
entre a glicoproteina gp120, a molécula CD4 e um correceptor de entrada
(CCR5 ou CXCR4). Apo6s, 0 RNA viral é transcrito em DNA, pela enzima
transcriptase reversa. Este passo é depende de ferro, uma vez que para
ocorrer a  transcricdo reversa, é necessario dNTPs
desoxirribonucleotideos fosfatados), e a enzima ribonucleotideo redutase,
possui um sitio de ligacdo dependente de ferro ndo-heme (SANVISENS
etal., 2016; 2011).

Apobs a etapa de transcricdo, é necessario que o DNA viral seja
integrado, pela enzima integrase ao genoma do hospedeiro. Em seguida,
o fator nuclear kappa B (NF- kB) liga-se a regido terminal 5> LTR (Long
terminal repeat) do DNA e medeia a transcricdo dos genes virais. As
regides LTRs sdo encontradas nas extremidades de moléculas de DNA
retroviral, flanqueando genes funcionais. O ferro ativa 0 NF-kB gerando
EROS, que ativam a IkB quinase (IKK), levando a migragdo do NF-kB
para o ndcleo (STROUD et al., 2009; SACHDEVA et al.,2013).

Para que ocorra a transcricdo eficiente do genoma do HIV, é
necessario que ocorra um complexo entre a proteina Tat, CDK9 e a ciclina
T1. A proteina Tat € uma proteina transativadora, ou seja, produz ou gera
determinadas proteinas com funcdes especificas a sobrevivéncia do virus.
O complexo Tat/CDK9/Ciclina T1 promovem a transcri¢cdo completa do
genoma viral, formando os RNAs do HIV. Quando a concentragdo de
ferro intracelular é reduzida ou escassa, ndo ocorre a formacdo do
complexo, uma vez que, a ligagdo do complexo a regido TAR
(transactivation responsive region) no genoma viral é dependente de
ferro (MBONYE et al., 2013; MALINA et al., 2016; PAPARIDIS et al.,
2017).

Apos a formagéo do RNA viral, 0 mesmo permanece no nucleo,
sendo necessario a exportacdo para o citoplasma da célula. Essa
exportacdo é necessaria, pois, caso 0 RNA permaneca no nicleo celular,
0s genes virais podem ser codificados e expressos, impedindo a formacéo
de novas particulas virais. A exportacdo nuclear é mediada ap6s a
formacdo do complexo Rev/elF5a/HY. A proteina Rev do HIV migra
para o nucleo e liga-se em uma regido do RNA mensageiro, RRE (Rev



33

response elemento) impedindo a degradacdo do RNA (MANCONE et al.,
2017).

A proteina Rev ativa o elF5a (eukaryotic initiation factor 5A). O
elF5A é um complexo citoplasméatico do hospedeiro essencial para a
viabilidade celular, fazendo parte do metabolismo de RNAm, de
mecanismos traducionais e transporte nlcleo-citoplasma. Esse fator é a
Unica proteina descrita que contém o residuo de aminoacido hipusina
(HY). Sendo esse residuo, necessario para sua fungdo. O HY é derivado
de modificagdes pos-tradugdo de um residuo de lisina. Essa rea¢do ocorre
através da acdo de duas enzimas que utilizam ferro como cofator, a
hipusina sintetase e a desoxi-hipusina hidroxilase (DOHH,
deoxyhypusine-hydroxylase). Ao inibir a sintese de HY blogueia-se a
replicacdo de HIV-1 (CACERES et al., 2016; HOQUE et al., 2009; 2017).

A (ltima etapa para a formacédo completa do virus HIV, o virion,
que requer ferro € a montagem das proteinas do capsideo derivadas do
gene Gag. Para que a maturagdo ocorra, é necessario a proteina ABCE1
da célula hospedeira, uma ATPase dependente de ferro. Nas células
infectadas com HIV-1, a proteina ABCE1 é encontrada na periferia
celular perto de virions completos ou em desenvolvimento. Sua funcéo é
regular a maturacdo completa do capsideo alterando a atividade da
protease do HIV até a fase final de brotamento (MANCONE et al., 2017).
A Figura 2 ilustra a replicagdo do HIV-1 dependente de ferro.
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Figura 2. A utilizagao do ferro para a replicacéo do virus HIV-1
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Podemos citar cinco etapas principais em que o ferro é utilizado na replicagdo e
sobrevivéncia do HIV-1, demonstrados na figura. a) A utilizacéo de ferro pela enzima
ribonucleotideo redutase na sintese de nucleotideos. b) O ferro intracelular, gera
espécies reativas de oxigénio, ativando a via NF-kB, o qual migra para o nucleo,
auxiliando a transcri¢do do genoma viral. c) A proteina Tat fosforila a proteina ciclina
TI, que forma um complexo com a proteina CDK9, a formagao deste complexo é
dependente de ferro. d) O complexo elF5A-REV é responsavel pela exportacdo do
RNA mensageiro viral para o citoplasma, este processo ¢ dependente de ferro. e) A
Gltima etapa dependente de ferro, é a maturagdo do capsideo que necessita das
proteinas ABCE1 humanas, dependentes de ferro. Fonte: figura adaptada e cedida
pelo autor Drakesmith et al., (2008).
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3.1.2 HIV-1 e inflamagdo

A infeccdo pelo virus HIV-1 promove uma desregulagdo no
sistema imune inato e humoral. A ativacédo de linfocitos CD8+ citotdxicos
com atividade antiviral modula a evolugdo da doencga, juntamente com a
carga viral. Embora a carga viral plasmética diminua ap6s a fase de
infeccdo aguda e com o tratamento antirretroviral, o sistema imune
permanece ativado no estagio crénico da Aids. A produgdo acentuada e
desregulada da interleucina-15 (IL-15), aumenta a proliferacdo de células
LT-CD8+, com deple¢do de LT-CD4+ (NASI et al., 2018).

Atualmente o desafio no tratamento da Aids é a inflamacéo crénica
e as doencgas originadas devido a ativagdo constante do sistema imune.
Durante a progressao da doenca ocorre um aumento na concentragao de
citocinas, como TNF-a, que provoca morte celular, ativagdo constante do
sistema complemento, aumento de IL-1f, IL-6, proteina C reativa (PCR),
dimero D. Em concentracGes fisioldgicas, elas sdo benéficas, porém em
excesso, alteram a producédo de precursores eritrides e outras linhagens
celulares (VIGANO et al., 2015).

3.1.3 Alteracdes hematoldgicas em individuos portadores de HIV-1

A hematopoiese refere-se a formacao e desenvolvimento de células
sanguineas na medula éssea. A infeccdo pelo virus HIV-1 altera o
microambiente medular, dificultando a proliferacdo e diferenciacéo
celular. Em determinados individuos portadores do virus HIV-1 pode-se
encontrar anemia, devido ao aumento da eritrofagocitose durante a
infeccdo aguda e pela baixa disponibilidade de ferro dos macréfagos
medulares a eritroblastos, bem como, pela a¢do do virus no nicho
hematopoiético. Outras alteragdes incluem pancitopenia, distirbios
linfoproliferativos e malignidades (COSBY et al., 2007; PASCUTTI et
al., 2016).

A pancitopenia é caracterizada pela diminuicdo acentuada de todas
as linhagens celulares. Percebe-se com a progressdéo da doenca,
diminuicédo de célula da linhagem mieléide, responsaveis por fungdes de
mediacéo e ativacdo do sistema imune inato. A neutropenia é frequente,
acompanhada de infecgdes por microrganismos bacterianos gram-
positivos (OTITI-SENGERI et al., 2018).

A terapia antirretroviral altamente ativa (HAART, highly active
antiretroviral therapy), que traz uma combinacdo de diferentes
medicamentos para tratamento de HIV/AIDS, também promove
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alteracdes hematoldgicas. Alguns medicamentos sdao mielossupressores,
e podem, em alguns casos, causar aplasia da medula, como por exemplo,
a zidovudina (AZT) (SHl et al., 2014; KOKA et al., 2004; Ll etal., 2017).

Individuos infectados pelo HIV-1 apresentam quadros
hemorragicos, ou tendéncia a sangramentos devido a trombocitopenia,
definida por contagem de células plaquetérias inferior a 150x10%/mm?,
Estudos descrevem que cerca de 4-24% de casos de infeccéo pelo HIV
apresentam trombocitopenia, mesmo realizando tratamento. A
trombocitopenia € considerada um preditor independente de
morbimortalidade entre o grupo infectado pelo HIV, devido ao aumento
do risco de hemorragia, ocorrendo nas mucosas, na pele, nos tecidos
moles e em regiBes intracranianos (TAREMWA et al., 2015).

3.1.4 Anemia em individuos HIV-1

A deficiéncia de ferro (DF) e a anemia ferropénica (ADF) sdo
situacBes clinicas distintas, embora sejam frequentemente utilizadas
como sinénimos. Capellini et al., (2015) define "A deficiéncia de ferro é
uma condicdo relacionada a salde em que a disponibilidade de ferro é
insuficiente para atender as necessidades do organismo e que pode ser
apresentada com ou sem anemia”.

Na deficiéncia de ferro as reservas de ferro estdo reduzidas
(ferritina <12 pg/L), mas o seu fornecimento para a eritropoiese é
mantido. A ADF ocorre quando ndo existe ferro disponivel para a
eritropoiese, caracterizando uma diminui¢do na sintese de hemoglobina.
Quando a ADF ¢ desenvolvida de forma lenta e progressiva, torna-se bem
tolerada ao organismo, dificultando seu diagndstico (CHENG et al.,
2011).

A anemia ¢ definida como uma deficiéncia de glébulos vermelhos
e o teor de hemoglobina (Hb) inferior a 12g/dL em individuos do género
feminino e 13g/dL em individuos do género masculino. A causa mais
frequente do desenvolvimento da anemia € deficiéncia de ferro, porém, a
deficiéncia de folatos, de vitamina B12, perda de sangue cronica por parte
do trato gastrointestinal, insuficiéncia renal ou mielossupresséo, também
podem causar anemia (WHO, 2001).

A deficiéncia de ferro em individuos portadores de HIV/AIDS esta
a associada a ineficiéncia da entrega de ferro dos mondcitos aos
eritroblastos na medula o¢ssea. Outro fator que favorece o
desenvolvimento da deficiéncia de ferro é o blogueio dos estoques de
ferro nas células medulares, dificultando a eritropoiese. Sendo que a
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retencdo dos estoques de ferro favorece a replicacdo do virus na medula
6ssea, uma vez que, foi encontrado DNA pro-viral em células estaminais
com concentragdo de ferro normal e/ou aumentada (SULLIVAN et al.,
1998).

A anemia da doenca cronica ou anemia da inflamag&o refere-se a
producgdo prejudicada de eritrdcitos associados a doengas inflamatorias
cronicas, incluindo céancer, infecgdo cronica ou doengas autoimunes.
Dados recentes indicam que a anemia também pode ocorrer em situacoes
de inflamacdo grave e aguda, ou com sinais inflamatdrios persistentes que
ocorrem na obesidade, envelhecimento e insuficiéncia renal. A anemia da
inflamacéo é definida por baixa concentragio de ferro sérico (<60 pg/dL)
com ferritina sérica normal ou elevada (>12 ng/mL) e saturacdo de
transferrina em torno de 15% (CHENG et al., 2011).

O quadro clinico da anemia, estabelecido na Al, em individuos
com HIV/AIDS ¢é devido a producéo de citocinas como IL-1B, INF-y e
TNF-o que influenciam negativamente a eritropoiese, inibindo a
producdo de eritropoietina (EPO). Além disso, quando a concentracéo de
eritropoietina diminui, hd um aumento na sintese hepatica de hepcidina.
Outras proteinas e peptideos infamatérios que influenciam a alteracédo do
metabolismo do ferro através da modulacdo da expressdo de hepcidina
sdo interleucina IL-6, IL-1B, IL-22 e INF-y e TNF-a. Essas citocinas
atuam sobre o gene HAMP através da ativacdo da via de sinalizacdo JAK-
STAT (D’ANGELO et al., 2013). Essa via de sinalizacdo sera abordada
adiante.

Devido a intensa producdo de mediadores inflamatdrios, a
concentracdo sérica de hepcidina € alta, restringindo a mobilizagéo de
ferros de ferritina em enterdcitos e hepatdcitos e dificultando o
fornecimento de ferro por macréfagos na medula 6ssea para gerar novos
precursores eritroides. Devido a este fato, a ferritina sérica é elevada e a
transferrina apresenta-se diminuida (FRAENKEL et al., 2015;2017).

A incidéncia da anemia aumenta com a progressao da doenca de
Aids. A anemia é encontrada em cerca de 3% dos individuos com infeccéo
assintomatica pelo HIV, aproximadamente em 12% dos individuos com
contagem de LT-CD4+ inferiores a 200 células/mm?3 e em torno de 37%
em individuos com a doenca de Aids sem tratamento. Entretanto, mesmo
com a utilizagdo da TARV em torno de 35% dos portadores de HIV/AIDS
desenvolvem anemia em algum momento do decorrer da doenca
(VISHNU et al., 2015).
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3.2 PEPTIDEO HEPCIDINA

A molécula hepcidina (“Hep” origem hepética; “cidin” atividade
antimicrobiana) foi descrita ano 2000, sendo caracterizada como um
peptideo antimicrobiano atuando em parte na imunidade inata, por
apresentar atividade imunolégica de p-defensina. Inicialmente chamada
de LEAP-1 (Liver-Expressed Antimicrobial Peptide), foi isolada de
ultrafiltrados de sangue humano e da urina na sua forma ativa, como um
peptideo rico em cisteinas. Em seguida, foi descrito sua origem, que
inicialmente acreditava-se ser exclusivamente hepéatica (KRAUSE et al.,
2000; PARK et al., 2001).

Todavia, sabe-se hoje que outras células como adipdcitos,
macréfagos, linfocitos, neutrofilos, células B pancreaticas, células renais
e neurdnios também produzem hepcidina (SOW et al., 2007; KULAKSIZ
etal., 2008; BEKRI et al., 2008; PIGEON et al., 2001). Acredita-se que a
producdo extra-hepatica de hepcidina auxilia na imunidade contra agentes
patogénicos, tais como fungos, bactérias gram-negativas e alguns
parasitas, enquanto a hepcidina hepatica atua no metabolismo do ferro.
Porém, existe controvérsias sobre essa hipdtese (AGORO et al., 2016; HO
etal., 2017).

A producdo de hepcidina fisiologicamente ativa da-se através de
estimulos especificos em hepatécitos, no qual é originado inicialmente
uma molécula imatura, sem atividade biol6gica denominada pré-pro-
hepcidina, contendo 84 amino&cidos. Essa molécula, sofre uma clivagem
proteolitica, dando origem a pro-hepcidina inativa, composta por 64
aminoécidos. Logo ap6s, a enzima furina, clivaa molécula em uma regido
especifica NHy, para originar a hepcidina biologicamente ativa, composta
por 8 residuos de cisteina, ligados por 4 pontes bissulfeto contendo 25
aminoéacidos (KRAUSE et al., 2000; PARK et al., 2001; PIGEON et al.,
2001; VALORE et al., 2008).

A molécula ativa de hepcidina degrada-se na por¢do N-terminal,
originando moléculas compostas por 20, 22, e 24 aminoacidos, na regido
em que ocorre a ligagcdo entre hepcidina e ferroportina. Os peptideos
menores mostram uma perda progressiva de regulacéo da ferroportina,
com actmulo de ferritina intracelular (NEMETH et al., 2006).

3.2.1 Metabolismo do ferro: renovacéo e equilibrio

O ferro é um dos metais necessarios a manutencdo da vida. Faz
parte de varias reacdes bioquimicas, atua como cofator em determinadas
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enzimas, é necessario para a sintese de DNA, é um elemento primordial
na cadeia respiratoria, porém, a fungdo mais importante é o transporte de
oxigénio. O ser humano adquire ferro através da eritrofagocitose e da
dieta (BRANNON et al., 2017).

A reciclagem de eritrocitos senescentes fornece cerca de 90-95%
do ferro necessario para as fungdes fisioldgicas e para a eritropoiese
(KNUTSON et al., 2005; KOSKENKORVA-FRANK et al., 2013). Os
enterdcitos presentes no duodeno e na porgdo proximal do jejuno
absorvem cerca de 1 a 10mg de ferro proveniente da alimentagdo, para
manter os estoques de ferro (EVSTATIEV et al., 2016).

O ferro oriundo de alimentos, pode ser heme ou ndo-heme. Na
membrana citoplasmatica dos enterdcitos, estdo presentes as enzimas
redutases férricas apicais, como a enzima citocromo b duodenal (dCytB).
A dCytB promove a reducéo do ferro do estado férrico (Fe*), ndo-heme,
ao seu estado ferroso (Fe*’), heme, e consequente mobilizacdo do ferro
ferroso através do transportador de metal divalente tipo-1 (DMT-1).
Sendo que o ferro heme é internalizado pela proteina transportadora de
heme-1 (HCP-1) para as células, onde é armazenado na forma de ferritina
(KRISHNAMURTHY et al., 2007; MUNOZ et al., 2010; GULEC et al.,
2014).

Quando a concentracdo sérica de ferro esta baixa, ocorre a
mobilizacdo dos estoques de ferro através da ferroportina para o meio
extracelular. O ferro liberado estad em seu estado ferroso e para que ocorra
a ligacdo com a transferrina sérica, deve ser oxidado ao seu estado férrico,
uma vez que apenas o Fe*? se liga a transferrina (CHEN et al., 2010).

A transferrina é a principal proteina transportadora de ferro no
plasma, e o distribui ao organismo. A reacdo de oxidacdo de Fe*® — Fe?*
ocorre através da acdo de enzimas oxidases: hefaestina, presente nos
enterdcitos, a ceruloplasmina, presente nos hepatdcitos e no plasma, e o
zyklopen na placenta (WANG et al., 2011; VASHCHENKO et al., 2013).

Fisiologicamente, cerca de 30% da transferrina é saturada com
ferro. O estado de saturacdo reflete na quantidade de ferro circulante
disponivel as funcbes bioldgicas. A saturacéo de transferrina inferior a
15% indica hipoferremia e acima de 45% hiperferremia, situagdo ocorrida
na hemocromatose. A dosagem da saturacdo de transferrina em
laboratério clinico é um dos marcadores necessarios para avaliar o
metabolismo do ferro (KLEVEN et al., 2018; AZEVEDO et al., 2018).

A reciclagem de ferro pelos macréfagos ocorre através da
fagocitose de eritrdcitos senescentes, da fagocitose da hemoglobina e do
grupo heme proveniente da hemdlise intravascular. Uma vez
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internalizado no macréfago, o grupo heme sofre acdo da enzima heme
oxigenase (HO) e libera o ferro no estado ferroso, que pode ser exportado
para 0 meio extracelular pela ferroportina ou armazenado em forma de
ferritina (SOE-LINS et al., 2009; ORIGASSA et al., 2013).

A maior concentracdo de ferro no organismo é armazenada na
forma de ferritina ou hemossiderina, no figado, no bago, no duodeno, na
medula dssea e em outros 6rgdos. A molécula de ferritina é composta por
24 subunidades com um formato em “concha” esférica, a qual acomoda
cerca de 4.000 atomos de ferro. A ferroportina medeia o efluxo dos
estoques de ferro, sendo regulada negativamente pela hepcidina
(NEMETH et al., 2009; HENTZ et al., 2010; WANG et al., 2011). A
figura 3 ilustra 0 metabolismo do ferro, absor¢do, armazenamento e
distribuicéo aos tecidos.

Figura 3. Metabolismo do ferro regulado pela hepcidina
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A hepcidina é sintetizada no figado, através de estimulos provenientes do ferro
circulante no sangue, absorvido da dieta e da eritrofagocitose. O ferro absorvido é
armazenado sob a forma de ferritina. Quando é necessario fisiologicamente, o ferro é
deslocado para 0 meio extracelular, através da proteina transmembranar ferroportina,
sendo distribuido ao organismo pela transferrina. A hepcidina liga-se a ferroportina
bloqueando-a e impedindo a movimentacdo dos estoques de ferro. Fonte: Adaptado
de REICHERT et al., 2017; 2018.



41

As dosagens dos marcadores do metabolismo do ferro séo
utilizadas para monitoramento e diagndstico de anemias carenciais,
sobrecarga de ferro e alteragbes bioquimicas e genéticas que envolvam a
sintese do grupo heme e de hemoglobina. A avaliagdo laboratorial
consiste na dosagem do ferro sérico, proveniente da dieta e da
eritrofagocitose (FIBACH; BRISSOT et al., 2017).

A dosagem de ferritina plasmatica, reflete na quantidade de ferro
armazenado no interior das células. Porém, a ferritina é considerada uma
proteina de fase aguda, podendo estar elevada durante processos
infecciosos e doencas inflamatorias graves, gerando um resultado
duvidoso. Para contornar tal problema, faz-se a mensuracdo de outros
marcadores do metabolismo do ferro. Outro pardmetro analisado é a
capacidade total de ligacéo ao ferro (CTLF) (NAIRZ et al., 2016).

O ferro liga-se fortemente a proteinas plasmaticas, porém com
preferéncia pela transferrina. A quantidade de transferrina no sangue
depende da fungdo hepatica e do estado nutricional do individuo. Em
condicBes normais, cerca de 1/3 dos locais de ligacdo da transferrina estéo
saturados com ferro. Isso significa que 2/3 da capacidade de ligagdo
permanecem vazios. As analises de transferrina, capacidade total de
ligacdo do ferro, capacidade ndo saturada de ligacdo do ferro e saturacao
da transferrina avaliam essencialmente a mesma coisa, a capacidade do
sangue de transportar o ferro e correlacionam-se com suas reservas (ASIF
et al.,2016).

3.2.2 Ferroportina: receptor de hepcidina

A ferroportina é uma proteina transmembranar, constituida de
dimeros formados por monémeros, presente em hepatdcitos, enterécitos,
macréfagos, no baco e na medula dssea, que regula a quantidade de ferro
presente no meio extra e intracelular. A hepcidina regula a ferroportina
através de estimulos originados pela concentracdo de ferro sérico. A
ligagdo do peptideo maduro de hepcidina a ferroportina conduz a ligacéo
da tirosina-quinase Jak2 a cada monémero de ferroportina (NEMETH et
al., 2004; 2006).

Apos a ligacdo entre Jak2 e ferroportina, ocorre a autofosforilacéo
da Jak2, que fosforila, em seguida, a ferroportina. A ferroportina
fosforilada liga-se a hepcidina, e ambas sdo internalizadas por cavidade
revestidas por clatrina no interior da célula. Uma vez internalizadas, os
fosfatos sdo removidos e a ferroportina é ubiquitinada no aminoéacido
lisina 253. A ubiquitinagdo é necessaria para a entrada da ferroportina nos
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corpos multivesiculares, que por fusdo com lisossomas proporciona a
degradagdo da ferroportina. Uma mutacdo no residuo 253 ndo
impossibilita a internalizagdo da ferroportina, porém diminui sua
degradagdo (KAPLAN et al., 2011).

3.3 REGULACAO GENICA DA HEPCIDINA

O gene HAMP est4 localizado no cromossomo 19, na posicéo
013.12, apresenta 3 éxons e 2 introns. O éxon final codifica 0 MRNA da
hepcidina. A modula¢do da transcricdo génica de hepcidina, ocorre
devido a varios fatores, dentre os quais, destacam-se as concentracoes
séricas de ferro e transferrina, mediadores inflamatorios, estimulos
provenientes da eritropoiese, bem como, a hipoxia tecidual e o estresse
oxidativo (KIM et al., 2015; WANG et al., 2017).

Sabe-se que as vias de modulacéo intracelular do gene HAMP séo
sensiveis e de facil ativacdo, portanto, uma concentracdo minima de ferro
circulante, ou sendo absorvido pelo enterdcitos duodenais, é suficiente
para 0 aumento da transcricdo de hepcidina nos hepatdcitos. Dentre
alguns fatores que modulam a transcricao deste gene, destaca-se o teor de
ferro e transferrina circulantes. A principal via ativada pela concentragdo
de ferro é a via BMP/SMAD (BMPs : Bone morphogenetic proteinse;
SMAD: mothers against decapentaplegic) (CASANOVAS et al., 2009).

A proteina HFE atua na regulagdo da transcricdo de hepcidina
através de sua interacdo com o receptor de transferrina (TfR). A HFE é
deslocada do TfR1 como consequéncia das altas concentragfes do
complexo de transferrina-ferro [Tf-Fe*] para promover sua interacéo
com o receptor de transferrina 2 (TfR2). HFE e TfR2 ligam-se ao co-
receptor de BMP, a proteina hemojuvelina (HJV), e ativam a transcri¢éo
do gene HAMP induzindo a via de sinalizagdo BMP/SMAD
(MIYAZAWA et al., 2002). Esta interacdo provoca a fosforilacdo do
receptor BMP ativado, promovendo uma cascata de sinalizacio
intracelular, por se ligarem a um complexo de receptores treonina/serina
quinase tipo | e tipo Il (BABITT et al., 2007).

O receptor BMP tipo Il ativado ativa o receptor BMP tipo I, que
em seguida, transmite o sinal para o receptor regulador de SMAD, (R-
SMAD), fosforilando o SMAD-1, SMAD-5 e SMAD-8. Dessa forma,
ocorre a formacgdo de um complexo de transcri¢cdo envolvendo o fator
SMAD-4. O complexo ativado se desloca para o nicleo, a fim de regular
a transcricdo génica (LIN et al., 2007). O SMAD-4 e a proteina
matriptase-2 (TMPRSS6) atuam como supressores da ativagdo da via
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BMP/SMAD. A matriptase-2 interage com a proteina hemojuvelina,
fragmentando-a em hemojuvelina solivel (HJVs), que bloqueia a
ativagdo da via BMP/SMAD (MLECZKO-SANECKA et al.,2010; De
FALCO etal., 2013).

A segunda via de sinalizacdo JAK (Janus kinase)/STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription) é induzida através de
estimulos inflamatorios, de acordo com a figura 4 (PARK etal., 2001). A
regulacdo do gene HAMP atraves da via JAK/STAT inicia quando
ligantes especificos atuam sobre os receptores JAKs gerando uma
multimerizacdo de suas subunidades (RAWLINGS et al., 2004).

A IL-6 liga-se a seu receptor, o qual é formado por duas
subunidades, uma subunidade alfa (IL-6-R) e outra subunidade beta
(gp130). Quando a IL-6 liga-se a IL-6-R ocorre uma dimerizacdo da
gp130, que recruta a JAK citoplasmatica para fosforilar a proteina gp130.
Apos a fosforilagdo, proteinas STATs (STAT 1 e STAT 3), se ligam a
gp130 e se autofosforilam, em seguida migram para o nicleo em sitios de
transcricdo especificos do gene HAMP, promovendo o aumento da
transcricdo do mRNA de hepcidina nos hepatécitos (FLEMING, 2007;
PIETRANGELDO et al., 2007).

Figura 4. Regulacdo do gene HAMP através de estimulos inflamatérios e
concentragdo de ferro
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A figura ilustra a expressdo de hepcidina, por estimulos inflamatorios através da
ativacdo da via JAK/STAT. A concentragdo de ferro sérico aumenta a concentragdo
das proteinas BMPs, que apds, se ligam a seus receptores ativando a via SMAD. A
concentragdo de transferrina sérica estimula a transcricdo de hepcidina por
mecanismos ainda ndo comprovados. A transcri¢cdo do gene HAMP da origem a pro-
hepcidina, que apos clivada pela enzima furina, origina a hepcidina biologicamente
ativa. A proteina TMPRSS6 e HJV atuam inibindo a transcrigdo de hepcidina pela via
SMAD. Fonte: Adaptado de REICHERT et al., 2017.
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3.3.1 Variagdes polimorficas do gene HAMP

De maneira geral, uma alteragdo genética € classificada de acordo
com a sua frequéncia populacional. Considera-se mutagéo, quando a
frequéncia de um determinado alelo na populacdo estudada for menor que
1% (<1%), e é considerado um polimorfismo quando a frequéncia alélica
for superior a 1% (>1%) (KWOK et al., 2000).

A localizagdo de uma variante alélica em um gene determina se a
alteracdo pode ou ndo ser considerada relevante clinicamente. Alguns
polimorfismos podem estar presentes em regides intronicas e ndo alterar
a funcdo do gene. Outros podem estar localizados em sequéncias
codificantes dos proprios genes e resultar em proteinas variantes
diferentes que, por sua vez, levam a diferencas distintivas em populagdes
humanas. Outros ainda estdo em regifes reguladoras e também podem ter
efeitos sobre a transcricdo ou a estabilidade do mMRNA (SAUER et al.,
2002).

Os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs, single nucleotide
polymorphisms) sdo os mais frequentes. Um locus caracterizado por um
SNP geralmente tem apenas dois alelos, que correspondem a duas bases
diferentes que ocupam uma localizacdo especifica no genoma. As
principais variantes polimdrficas descritas do gene HAMP tém sido
associadas ao agravo e a modulacdo da sobrecarga de ferro na
hemocromatose hereditéria, principalmente do tipo B, ou hemocromatose
juvenil (L1U et al., 2016; KAWABATA et al., 2018).

Alguns polimorfismos ocorrem em associagdo com outros
polimorfismos de genes diferentes e quando combinados, aumentam a
patogenicidade. Os polimorfismos do gene HAMP geralmente
encontram-se associados a outros genes que codificam proteinas
relacionadas ao metabolismo do ferro. A exemplo, é a combinacéo do
polimorfismo do gene HFE ¢.845G> A; p.C282Y com o polimorfismo da
regido promotora do gene HAMP nc.-1010C> T e nc.-582A> G. quando
associados, a concentracdo sérica de ferritina é superior a 300 pg/L, e a
hepcidina ndo é transcrita (SILVA et al., 2014).

As alteragBes genéticas do gene HAMP, também estdo associadas
a deficiéncia de ferro, e ao desenvolvimento de anemias graves. Uma
mutacdo no gene TMPRSS6, que codifica a proteina maptriptase-2,
diminui a concentracdo sérica de hepcidina. A anemia desenvolvida é
microcitica e hipocrémica, com teor de hemoglobina inferior a 9g/dL.
Conhecida como IRIDA (Iron-refractory iron deficiency anemia), ou
anemia ferro refrataria, o individuo desenvolve anemia por deficiéncia de
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ferro, porém néo responde ao tratamento com ferro oral ou parenteral.
Devido ao aumento na concentragdo sérica de hepcidina o ferro néo €
absorvido nos enterdcitos duodenais e também n&o é internalizado nas
células (NICOLAS et al., 2002; HEENEY et al., 2014; CAPRA et al.,
2017; SAL etal., 2016; PINTO et al., 2017).

O gene HAMP apresenta vérias regides polimdrficas. As variagdes
génicas foram descritas no ano de 2010, por meio do projeto HapMap.
Brevemente, este projeto foi elaborado a fim de mapear e descrever as
alteragBes genéticas presentes na populagdo, em uma varia¢do superior a
1%. Esse processo de mapeamento de 1000 genomas, visa facilitar os
estudos clinicos relacionados a polimorfismos, sendo que, uma vez
descritos, faz-se necessario apenas correlaciona-los com fendtipos
clinicos (ANTAO et al., 2010; ZHANG et al., 2015; BUCHANAN et al.,
2012).

Muitos estudos tém demostrado a funcdo clinica de determinados
SNPs que nao estejam relacionados com o excesso do acimulo de ferro.
Dentre os quais, destaca-se a variante ¢.251A>G (rs7251432) presente no
intron 1 do gene HAMP, que foi associada a um aumento da concentragéo
de ferritina e sobrecarga de ferro (MILET et al.,2007). Porém alguns
autores ndo conseguiram descrever a associacao deste polimorfismo com
concentracGes séricas de ferro (HUANG et al.,2008; FAIRWEATHER-
TAIT etal., 2013; CHEN et al.,2016).

A variante ¢.212G>A (rs104894696), na qual ocorre a alteracdo da
carga do aminoacido 71, presente entre a terceira e quarta cisteina da
molécula hepcidina, residuos 70 e 72, foi associada a sobrecarga de ferro
branda. Esta alteracdo neutra a acida, no final da primeira folha B da
molécula, é susceptivel de ser funcionalmente significativa, por ser a
regido de interagdo entre hepcidina e ferroportina (MERRYWEATHER-
CLARKE et al., 2003). Além disso, os polimorfismos do gene HAMP
(rs7251432 e rs2293689) estavam significativamente correlacionados
com o risco de desenvolvimento da doenca de Kawasaki (HUANG et al.,
2017).

Outros polimorfismos do gene HAMP foram descritos, porém
ainda ndo tém estudos de correlagdo ou significado clinico. Os
polimorfismos ¢.251A>G e ¢.212G>A estdo representados na figura 5 e
foram escolhidos para serem analisados neste trabalho, devido a sua
localizacdo no gene, na regido que codifica a molécula completa da
hepcidina.
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Figura 5. llustracdo do gene HAMP e suas regides polimorficas
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A seta amarela, a esquerda, indica a localizagdo no gene HAMP no cromossomo 19,
regido q13.12. A figura central representa o gene completo, da esquerda para a direita,
esta representado em azul, o éxon 1, éxon 2 e éxon 3, as regifes entre 0s éxons, sdo
as intrénicas. As regides destacadas em verde representam a localiza¢do das variantes
estudadas. O quadro em azul, destaca a sequéncia peptidica completa da molécula
hepcidina. A sequéncia destacada em vermelho faz parte do peptideo maduro de 25
aminodcidos, e a regido destacada em rosa, refere-se a regido da molécula que se liga
a ferroportina. Fonte: Adaptado de Ganz, (2011) e GIRELLI (2016); e elaborado pela
Autora.

3.4 HEPCIDINA, FERRO E HIV-1

Diferentes estudos sugerem que os estoques de ferro celular
influenciam no curso e progressdo da infeccdo pelo HIV-1 em humanos.
Elevadas concentragBes de ferro estdo associadas com aumento da
mortalidade e com o aumento da carga viral do HIV-1, elevando
significativamente a predisposi¢do para infecces oportunistas, além de
alterar a resposta imune e o grau de imunodeficiéncia (GORDEUK et al.,
2006; MCDERMID et al., 2007). Em estudos, Debebe et al. (2007 e
2011) mostraram que a remocéo de ferro através do uso de quelantes de
ferro em cultura celular, influenciou na replicagdo do HIV-1 ao inibindo
sua transcrig&o.

Por sua vez, Xu et al. (2010) sugeriram que a hepcidina e o efluxo
de ferro mediado pela ferroportina poderia afetar a regulagdo da
transcri¢do do HIV-1. O aumento dos estoques de ferro foi associado com
uma rapida progressdo da infeccdo pelo HIV-1 em portadores de



47

talassemia maior que fizeram suplementacdo de ferro por via oral e, em
individuos HIV-1 positivos que apresentavam polimorfismos da
haptoglobina. Sendo que elevadas concentracBes de ferro em mondcitos
medulares estdo associadas a uma correlagdo inversa de sobrevida em
individuos portadores do virus HIV-1 (GORDEUK et al., 2001).

Estudos em populacdo de individuos soropositivos para HIV-1
mostraram que em mulheres com HIV-1 sem diagnostico de anemia, altas
concentragBes de ferritina estavam associadas a um aumento da carga
viral, sugerindo que elevados estoques de ferro poderiam influenciar na
infeccdo pelo HIV-1 (RAWAT et al, 2008), assim como altas
concentragbes de ferro mostraram-se como um fator preditivo de alta
mortalidade em adultos infectados (MCDERMID et al., 2007).

Por sua vez, em estudo realizado in vitro com cultura de células da
linhagem CEM T, Traoré et al. (2004) mostraram que o excesso de ferro
poderia estar associado com um aumento da replicacéo viral, e que 0 uso
do quelante de ferro desferrioxamina propiciou uma reducdo da
replicacdo viral. Ainda, o uso dos quelantes deferoxamina e deferiprona
inibiram a replicacdo viral em macrofagos e linfécitos de sangue
periférico humano de individuos soropositivos para o HIV-1
(GEORGIOU et al., 2000; HERINGTON et al., 2007).

Outros estudos sugerem que a relagéo entre hepcidina e a anemia
de doenca cronica, aumentam o risco de coinfecgles, principalmente a
tuberculose em individuos HIV-1, estando associada a mortalidade
(KERKHOFF et al., 2016). E que a concentracdo sérica de hepcidina
correlaciona-se negativamente com o nimero de LT-CD4+, sendo um
indicador de mau progndstico (ARMITAGE et al., 2016; MINCHELLA
etal., 2014 WISAKSANA et al., 2013).

Como descrito anteriormente, a hepcidina apresenta um papel
central na regulacdo do metabolismo de ferro, controlando o efluxo
intracelular de ferro através de sua ligagdo com a ferroportina em
enterdcitos, macréfagos/monacitos, linfécitos, dentre outras células, em
um mecanismo de feedback negativo. Contudo, a compreensdo do papel
da hepcidina no controle do metabolismo do ferro, e 0 seu impacto sobre
a replicagdo viral do HIV-1 em individuos soropositivos permanecem
desconhecidos.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a concentracdo sérica de hepcidina pode afetar o
metabolismo do ferro e influenciar na replicagdo do virus HIV-1, em
individuos soropositivos para 0 HIV-1.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os marcadores de infec¢do pelo HIV-1 : CD4+, CD8+
e RNA-HIV-1;

e Determinar os indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) e as
concentracdes de Hemoglobina (Hb) em individuos HIV-1;

e Quantificar as  concentragdes  séricas/plasmaticas  dos
biomarcadores do metabolismo do ferro : ferro sérico, ferritina
sérica, saturacdo de transferrina e capacidade total de ligacdo do
ferro.

e Quantificar as concentragdes séricas de interleucina-6 e Proteina C
Reativa;

e Determinar as concentragdes séricas de hepcidina;

e Fazer a genotipagem dos polimorfismos ¢.251A>G e ¢.212G>A do
gene HAMP;

e Determinar a frequéncia de anemia de doenca crbnica e anemia
ferropénica em individuos HIV-1.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 ASPECTOS LEGAIS DA BIOETICA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina (CEPSH-HU UFSC), Numero do CAAE:
53371315.3.0000.0121; ndmero do Parecer: 1597576.

5.2 CASUISTICA

Este é um estudo transversal, com tempo de execucéo de dois anos,
de janeiro de 2016 a dezembro de 2017. Foram convidados a participar
deste estudo randémico um total de 300 individuos de ambos 0s géneros,
com idade entre 18 e 65 anos. Deste total, 200 individuos eram
comprovadamente soropositivos para o HIV-1, diagnosticados por dois
métodos com principios metodoldgicos distintos: imunoenzimaticos
(ELISA) e imunofluorescéncia indireta (IFI) de acordo com o protocolo
nacional de diagndstico de HIV-1 no Brasil.

A triagem clinica foi efetuada por médicos infectologistas, e 0s
individuos devidamente esclarecidos e que decidiram em participar do
estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Apds consentimento, foi realizada a coleta de material bioldgico
(sangue) para determinagao dos pardmetros laboratoriais dos marcadores
de infeccdo pelo HIV-1 no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Universitdrio da  Universidade Federal de Santa Catarina
(LACHU/UFSC).

Apoés a triagem clinica e ter assinado o TCLE, um individuo
desistiu da pesquisa, ficando um total de 199 individuos HIV-1
soropositivo. Adicionalmente, foi incluido no estudo 100 individuos
soronegativos para o HIV-1, que serviram como controle negativo para
carga viral dos individuos comprovadamente soropositivos para o HIV-
1, provenientes do Banco de Sangue do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina (BS-HU/UFSC). A coleta da
amostra bioldgica foi realizada durante a doacdo de sangue. O esquema
abaixo (Figura 6) ilustra de forma resumida o desenho de estudo do
projeto realizado.
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Figura 6. Desenho do estudo realizado
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5.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Né&o participaram do estudo todos aqueles individuos que fizeram
ou faziam no ato da coleta, uso de qualquer tipo de terapia de reposicéo
de ferro e/ou relacionada ao controle e regulacdo do metabolismo de ferro
no organismo, em periodo igual ou inferior a seis meses do dia da coleta
de sangue. O uso de anti-inflamatérios esteroidais e ndo esteroidais,
estatinas e hipolipemiantes em igual ou inferior periodo também foram
fatores de exclusdo, bem como o consumo de alcool, tabaco, doengas
renais, doencas hepaticas, sinais de inflamacdo e individuos que que
tinham recebido sangue nos Gltimos 30 dias. O diagnostico de coinfeccdo
pelos virus da hepatite B (HBV) ou C (HCV), e a presenca de sinais
clinicos agudos de doencas oportunistas, como diarreia, eczemas,
pneumonia e outros, que caracterizavam perda ou alteracdo do
metabolismo do ferro, também foram fatores excludentes. Os critérios de
exclusdo foram os mesmos para individuos com sorologia positiva para
HIV-1 e para individuos ndo portadores do virus.

5.4 COLETA E FRACIONAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras bioldgicas de sangue foram coletadas por puncéo
anterocubital, pela manha, apés jejum de 8 a 12 horas. Foram utilizados
tubos com sistema a vacuo (Vacutainer®, Becton/Dickinson, NJ, USA).
As amostras de soro e plasma foram obtidas por centrifugacdo do sangue
em centrifuga clinica Celm, modelo LS-11, a 2500 rpm (1050 x g), durante
10 minutos. Em seguida, foram novamente centrifugadas a 2500 rpm
(1050 x g) por mais 10 minutos, para evitar a contaminagao com hemacias
e outras eventuais interferéncias nas determinagdes. Aliquotas (n=3) de
200 uL foram transferidas para tubos criogénicos e em seguida
armazenadas em freezer -70°C até a data das andlises.

5.5 QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL (RNA) DO HIV-1

As determinacdes foram realizadas em sangue total, centrifugado
a 1500 rpm/10 minutos para separacdo do plasma. A quantificacdo das
particulas foi realizada por metodologia Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification (NASBA) através do teste NucliSens HIV-1 QT (Organon
Teknika, Boxtel, NL). O método permite a deteccdo de RNA-HIV-1
acima de 50 copias/mL.
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5.6 QUANTIFICACAO DOS LINFOCITOS T-CD4+ E T-CD8+

As quantificagdes dos linfocitos T-CD4+ e LT-CD8+ foram
realizadas por citometria de fluxo, modelo FACS Calibur, com software
BD MultiSet (Becton/Dickinson, NJ, USA). As Amostras de sangue total
foram coletadas em tubos contendo EDTA, sistema a vacuo (Vacutainer®,
Becton/Dickinson, NJ, USA). A quantificacdo foi feita com conjuntos
reativos de anticorpos monoclonais CD4+:CD3+ e CD8+.CD3+
(Becton/Dickinson, NJ, USA) para os linfocitos T-CD3+, T-CD4+ e T-
CD8+.

5.7 DETERMINACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

As determinagdes dos pardmetros hematoldgicos foram realizadas
em amostras de sangue coletas com EDTA e analisadas em processo
automatizado ABX Pentra DF 120 (ABX Pentra, Horiba Diagnostics Inc.,
Kyoto, Japan). Foram analisados a quantidade de eritrécitos, teor de
hemoglobina, VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina
corpuscular média), CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular
média), RDW (amplitude de distribui¢do dos eritrdcitos), quantidade de
plaquetas, VPM (volume plaquetar médio) e o hematdcrito. Essas
avaliacOes fazem parte do hemograma.

5.8 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE FERRO

As concentracOes de ferro e a capacidade total de ligacédo ao ferro
(TIBC: total iron binding capacity) foram analisadas pelo sistema
automatizado ADVIA-2400 (Siemens Medical Diagnostics, Germany) e
a concentragdo sérica de ferritina mensurada pelo sistema ADVIA-
Centaur Immunoassay System (Siemens Medical Diagnostics, Germany).
A saturacdo da transferrina (ST) foi calculada através da férmula: ST (%)
= [Ferro sérico (ug/dL) x 71)] /Transferrina sérica (mg/dL). Essa formula
é calculada pelo equipamento.



53

5.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA C
REATIVAE DE IL-6

A proteina C reativa foi determinada por um método de
imunoensaio turbidimétrico com auto analisador (Hitachi 902, Japao),
utilizando o kit de diagndstico de hs-CRP (: high-sensitivity C Reactive
Protein) (Pars Azmun, Ird). A concentracdo de IL-6 foi determinada
utilizando o método de ensaio de imunoadsorcao enzimatica (ELISA) (kit
Pelikine Compact IL-6 ELISA humano, CLB, Amsterdam, Holanda). De
acordo com as instrucdes do fabricante.

5.10 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO SERICA DE
HEPCIDINA

A concentracdo sérica de hepcidina foi determinada pelo método
de ELISA, em duplicata, utilizando-se o kit comercial Hepcidin
Antimicrobial Peptide (HAMP) (ELISA-Hepc®; CEB979Hu 96 Tests),
que apresenta uma sensibilidade de 195,2pg/mL e limite de deteccdo de
493,8-40.000pg/mL.

5.11 EXTRAGAO DE DNA DE CMN-SP

A extracdo de DNA a partir de CMN-SP foi realizada utilizando
um kit de extracéo por coluna NeoScience (One Lambda Inc., CA, USA),
de acordo com as instrucdes do fabricante. Cerca de 1 mL (1 x 10° células)
de suspenséo celular adicionada a microtubos de 1,5mL contendo 20uL
de proteinase K 20U/L (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), para a lise
inicial de proteinas. A quantificagdo do DNA foi realizada através de
espectrofotometria  (Nanodrop 2000c Spectrophotometer, Thermo
Cientific, Wilmington, USA), e a integridade do DNA por gel de agarose
(1,0%) contendo brometo de etidio. ApGs este procedimento as amostras
de DNA foram mantidas refrigeradas em 20uL de TE (Tris/EDTA/NaCI)
até o processamento da genotipagem. Para realizar a genotipagem, as
amostras de DNA armazenadas, foram ressuspensas em 50 ul de TE e
quantificadas por espectrofotometria em aparelno Nanodrépio. Em
seguida, as amostras de DNA foram diluidas em agua ultrapura ficando
na concentracgdo final de 50ng/10uL.
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5.12 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS C.251A>G E
C.212G>A DO GENE HAMP

A genotipagem dos polimorfismos do gene HAMP, ¢.251A>G e
€.212G>A, foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real, gPCR. Para o processamento foram utilizadas
sondas VIC/FAM, do kit comercial TagMan™ SNP Genotyping Assays,
n° ID: C_30975293_10 para rs7251432 (c.251A>G), e n° ID:
C 29735973 10 para rs104894696 (c.212G>A), e TagMan Mastermix
Genotyping, compativeis com o equipamento 7500 FAST Real-Time PCR
system (Applied Biosystems, CA, USA). De acordo com as instrugdes do
fabricante é utilizado 5uL de Mastermix, 0,25 uL de sonda e cerca de 2-
20ng/uL de DNA e 4gua ultrapura para o volume final de 10 uL. As
condicBes de amplificacdo das reagdes estdo descritas na tabela 1. Esta
técnica foi realizado no LIM31/FMUSP.

Tabela 1. Condigdes de amplificacdo e genotipagem dos polimorfismos

. SNP ¢c.251A>G SNP ¢.212G>A
Etapas da reagéo (C_30975293 10) (C_29735973_10)

(40 ciclos)

T (°C) Tempo T (°C) Tempo

Pré-PCR/P6s-PCR 60 1 min 60 1 min

Desnaturagdo 95 10 min 95 10 min

inicial
Extenséo 95 15 seg 95 15 seg
Hibridizacdo 60 1 min 60 1 min

T — Temperatura. Min — minutos; Seg — segundos. Fonte: A autora.
5.13 ANALISE DE DADOS

A analise estatistica foi realizada apds ser verificada a suposicéo
de normalidade dos dados. Para dados, nos quais foi aceito a suposicdo
de normalidade, utilizou-se testes paramétricos, quando este requisito de
normalidade ndo foi aceito, utilizou-se dados ndo paramétricos. Para
verificar a influéncia da hepcidina no metabolismo do ferro de individuos
HIV-1, foi utilizado a analise de variancia de uma via (ANOVA) com p6s
teste de Tukey.

A andlise estatistica da frequéncia dos gendtipos foi realizada
através do uso do teste de Qui-quadrado e do teste exato de Fisher. As
analises de correlacdo foram realizadas por teste de Pearlson, no qual foi
adotado o valor de r entre -1 e +1, para valor de r entre 0-0,25=correlacéo
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fraca, para valor de r entre 0,25-0,5=correlacéo regular, para valor de r
entre 0,5-0,75 moderada, para valor de r entre 0,75-1,0 correlagéo forte.

Para a elaboracdo do valor de referéncia de hepcidina, foram
utilizados os percentis 2,5-97,5%, em que 95% da populac¢do estudada
permaneceu. O nivel de significancia para todos os testes empregados foi
de 5%.

Para fazer as andlises de correlacdo e a influéncia dos analitos, foi
dividido a populacdo de estudo em quatro categorias. Soronegativo,
individuos saudaveis, e para portadores de HIV-1, foi dividido em ART-
naive (individuos que nunca fizeram uso de terapia antirretroviral),
INNTR/INTR  (inibidores ndo nucleosideos da transcriptase
reversa/inibidores nucleosideos da transcriptase reversa), INTR/IP
(inibidores nucleosideos da transcriptase reversa/inibidor de protease).
Foi aceito valor significativo quando p<0,05 na avaliagdo entre grupos
e/ou no grupo. O programa estatistico utilizado foi a versdo do SPSS 17.0
e 22.0 para Windows.
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6.0 RESULTADOS
6.1 DESCRICAO DAS AMOSTRA

Foram selecionados 299 individuos de ambos 0s géneros, com
idade entre 18 a 65 anos. Dentre esses, 199 individuos eram portadores
do virus HIV-1, sendo que desse grupo, 47 individuos eram pacientes
ART-naive, ou seja, portadores do virus que nunca fizeram uso de
tratamento antirretroviral até a data de coleta das amostras.

Do restante, 54 individuos estavam em terapia antirretroviral
baseado em INNTR/INTR, composta pelos medicamentos: efavirenz ou
nevirapina, azidovudina e lamivudina. Sendo que 96 individuos estavam
em terapia antirretroviral baseado em INTR/IP, composta pelos
medicamentos: azidovudina, lamivudina e lopinavir/ritonavir

A mediana de idade dos individuos portadores de HIV-1 foi de
41,8+11,1 anos. Dos individuos soronegativos para HIV-1 a mediana foi
de 26,61+6,7 anos. O indice de massa corpérea (IMC) foi de 23,73+3,5
para individuos HIV-1 e de 20,67+1,5 para individuos soronegativos.

Ocorreu um predominio do género masculino em ambos 0s grupos,
com 122 homens e 77 mulheres no grupo HIV-1. No grupo soronegativo
para HIV-1, foi de 69 homens para 31 mulheres. Quanto a raga, 6
individuos declararam-se negos no grupo HIV-1 soropositivo, e 3
individuos no grupo HIV-1 soronegativo, 0s demais individuos
declararam-se da raga branca.

6.2 MARCADORES DE INFECCAO DO HIV-1

O monitoramento da infeccdo HIV-1, é realizado através da
contagem de linfécitos T-CD4+, T-CD8+ e da carga viral, que reflete a
reacdo e o estado do sistema imunoldgico frente a infeccdo ocasionada
pelo virus, tabela 2. Neste estudo, a média da contagem de células T-
CD4+ em individuos HIV-1 foi de 464+248/mm?3. A distribuicdo néo foi
homogénea entre 0s grupos e dentro dos grupos.

O grupo ART-naive apresentou a menor quantidade de células T-
CD4+, com uma média de 412+194/mm3, sendo significativo (p<0,05)
guando comparado aos demais grupos. A contagem média de LT-CD8+
foi de 1010+645/mm3 no grupo ART-naive, apresentando diferenca
significativa, quando comparado aos demais grupos. Essa diferenca entre
0S grupos encontra-se bem estabelecida na literatura, uma vez que a
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terapia antirretroviral visa a recuperacao de células CD4+, e a diminuicdo
de LT-CD8+.



Tabela 2. Comparac¢do dos marcadores de infecgdo dos grupos avaliados (n = 299)

Individuos soropositivo HIV-1 (n=199)

Parametros® Soronegativo. o aive  INNTR/INTR INTR/IP »
(n=100) (n=47) (n=56) (n=96) Valor de p@
Marcadores de infec¢do
LT-CD4*/ mm?® - 412+194 5164246 458+268 <0,05
LT- CD8" /mm? - 11104645 961+414 999+446 <0,05
Razdo CD4*: CD8* - 0,5+0,3 0,6+0,3 0,5+0,3 >0,05
HIV-1 cépias/ mL - 3777676810 <50 <50 <0,05

INNTR/INTR = inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor nucleosideo da transcriptase reversa, INTR/IP=
inibidor nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor de protease.

(1) Valores médios (+ desvio padrao).

(2) Valor de p: comparagdo entre os quatro grupos estudados por ANOVA de uma via e pos-teste de Tukey

Fonte: A autora.

89
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A carga viral (CV) do HIV-1 foi indetectavel nos grupos com
terapia baseada em INNTR/INTR e INTR/IP, ou seja, com o RNA
mensageiro do HIV-1 estava inferior a 50 copias/mL. Porém, no grupo
ART-naive, a média de copias virais foi de 37776+76810 copias/mL. Este
fato é atribuido a ndo utilizacdo da HAART pelos individuos do grupo
ART-naive, uma vez que um dos objetivos é a supressdo completa da
carga viral.

6.3 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

AlteragBes hematoldgicas sdo frequentes em individuos portadores
de HIV/AIDS. Os resultados deste estudo demonstram que a média da
contagem de eritrocitos no grupo INNTR/INTR foi 3,9+0.5 milhGes de
células. Este resultado é esperado, uma vez que esse grupo faz uso de
azidovudina e esse medicamento apresenta efeito mielossupressor. Foi a
menor média entre os trés grupos portadores de HIV-1, apresentando
valor significativo quando comparado com os demais grupos. A contagem
de eritrdcitos, dosagem de hemoglobina, e 0 hematdcrito sdo parametros
hematoldgicos necessarios para diagnéstico de anemia.

Ao analisar a concentragdo de hemoglobina e o hematdcrito dos
grupos estudados percebemos que a média dos grupos foi de 13,9+1,5
g/dL para hemoglobina e 40+25% para o hematdcrito, permanecendo
dentro do intervalo de referéncia.

Os indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e amplitude de distribuicdo dos eritrdcitos
(RDW), sdo necessarios para avaliar as caracteristicas dos eritrocitos
quanto ao tamanho, teor de hemoglobina e forma das hemécias. Esses
indices ndo foram homogéneos quando comparados aos grupos. Os trés
grupos, apresentando valor significativo (p<0,05). A tabela 3 contém os
parametros hematoldgicos realizados nos grupos de portadores de HIV-
1.



Tabela 3. Comparacgao dos parametros hematoldgicos dos grupos HIV-1 (n=199)

09

Individuos soropositivo HIV-1 (n=199)

Parametros Soronegativo# -
e _ ART- naive INNTR/INTR INTR/IP 2
hematolégicos® (n=100) (n=47) (n=56) (n=96) Valor de p@
Eritrocitos (x10%/mm?®) - 4,6£0,5 3,9+0,5 4,2+0,5 <0,05
Hemoglobina (g/dL) - 13,6£1,8 14,1%15 14,014 >0,05
VCM (fL) - 89,0+9,3 10548,0 99,4+9,5 <0,05
HCM (pg) - 29,938 36,6+3,1 34,1+4,0 <0,05
CHCM(g/dL) - 36,6£1,2 34,5+1,1 34,2412 <0,05
RDW(%) - 13,7£1,2 13,4+1,1 13,7+1,9 >0,05
Plaguetas (x10¥/mm?®) - 193+62 227463 20965 <0,05
VPM(fL) - 12,8+12,4 10,2+0,7 10,6+0,9 <0,05

INNTR/INTR=inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor nucleosideo da transcriptase reversa, INTR/IP= inibidor
nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor de protease; VCM=volume corpuscular médio; HCM=hemoglobina corpuscular média;
CHCM= concentracao de hemoglobina corpuscular média; RDW= amplitude de distribuicdo dos eritrécitos; VPM=volume plaquetar

médio. #Parametros ndo realizados nesse grupo.
(1) Valores médios (+ desvio padréo).

(2) valor de p: comparagao entre os trés grupos estudados por ANOVA de uma via pos-teste de Tukey

Fonte: A autora.



61

A quantidade média de plaquetas foi inferior no grupo ART-naive
(193+62 x10%/mm?) quando comparado aos demais grupos. Apds a
infeccdo pelo HIV-1, uma das primeiras alteracbes hematoldgicas é
diminuicdo na contagem de plaquetas.

6.3.1 Leucograma

O leucograma consiste na contagem diferencial das células do
sangue periférico. As células que compdem um leucograma sado
neutréfilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos. Individuos
portadores do virus HIV-1 apresentam diminuicdo da contagem de
leucocitos. Esse fato pode ser atribuido a infeccdo pelos virus na medula
0ssea, a destruicdo das células LT-CD4+ pelo excesso de brotamento de
particulas viras, ou devido ao tratamento com inibidores de protease, que
apresentam como efeito adverso aplasia da medula, em casos severos, ou
diminuicdo na producéo de células.



Tabela 4. Comparacdo do leucograma entre o0s grupos estudados

Individuos soropositivo HIV-1 (n=199)

Parametrost®) Soronegativo#  ART- naive INNTR/INTR INTR/IP

(n=47) (n=56) (n=96) Valor de pt®
Leucograma (%)
Neutrofilos - 48,15+9,8 52,0+9,0 51,6+10,4 <0,05
Linfocitos - 36,618,4 34,318,5 34,349,3 >0,05
Mondcitos - 10,7¢2,1 9,6+2,2 9,9+2,8 <0,05
Eosindfilos - 3,8+3,7 2,8£2,4 3,7£3,7 >0,05
Basdfilos - 0,5+0,2 0,5+0,2 0,5+0,3 >0,05

INNTR/INTR=inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor nucleosideo da transcriptase reversa, INTR/IP=
inibidor nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor de protease. #Parametros ndo realizados nesse grupo.

(1) Valores médios (+ desvio padrao).

(2) valor de p: comparacéo entre as médias dos grupos estudados por Teste T de Student

Fonte: A autora.

29
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6.4 MARCADORES DO METABOLISMO DO FERRO

As concentragBes de ferro e ferritina permaneceram constantes
entre os trés grupos portadores do HIV-1. O grupo ART-naive apresentou
a menor concentracdo de ferro, dentre os trés grupos, com uma média de
75127 pg/dL. Isso pode ser explicado pela replicagdo viral, na qual é
necessario ferro para a geracdo de novas particulas virais. Alguns autores
sugerem que a diminuigdo de ferro na infeccdo aguda esté relacionada a
deplecdo das células monocitarias e imunossupressdo, diminuindo a
disponibilidade de ferro ao meio extracelular (WISAKSANA et al., 2011;
KOSALARAKSA et al., 2012).

Porém, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que
0 numero relativo de mondcitos (10%) (tabela 4) é superior no grupo
ART-naive, quando comparado aos demais grupos que ndo apresentam
carga viral. O grupo INNTR/INTR e o grupo INTR/IP apresentaram uma
média de 82+35 pg/dL e 88+40 pg/dL de ferro, respectivamente.

A concentracdo média de ferritina foi de 138+136 ng/dL no grupo
ART-naive, 128+115 ng/dL no grupo INNTR/INTR e de 142+147ng/dL
no grupo INTR/IP. A saturacdo de transferrina foi de 24+13% para o
grupo ART-naive, 24+10% para o grupo INTR/INNTR e 29+£15% para o
grupo INTR/IP, apresentando um valor significativo quando comparamos
0 grupo INTR/IP com os demais grupos.

A concentracdo média de CTLF entre os trés grupos foi de 321457
pg/dL, ndo apresentando diferenca significativa entre os grupos. A tabela
5, a seguir descreve os parametros de ferro mensurados.



Tabela 5. Comparacéo entre os marcadores de ferro dos grupos HIV-1

Individuos soropositivo HIV-1 (n=199)

Soronegativo

Marcadores de ferro® ART-naive INNTR/INTR  INTR/IP

— 2

(n=100) (n=47) (n=56) (n=96) Valor de p@
Ferro (ug/dL) 82+37 75+27 82435 88+40 <0,05
Ferritina (ng/dL) 118+75 138+136 128+115 142+147 <0,05
Sat. Transferrina (%) 25%12 24+13 2410 29+15 <0,05
CTLF (ug/dL) 321+63 316152 335458 314457 >0,05

INNTR/INTR = inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor nucleosideo da transcriptase reversa, INTR/IP
= inibidor nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor de protease. Sat.= Saturacdo; CTLF = capacidade total de ligagéo
ao ferro;

(1) Valores médios (+ desvio padrdo).

(2) valor de p: comparacéo entre os grupos estudados por ANOVA de uma via e pds- teste de Tukey

Fonte: A autora.
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6.5 QUANTIFICACAO DE INTERLEUCINA-6 E PROTEINA C
REATIVA

A interleucina-6 e a proteina C reativas sdo preditores de
inflamacdo. A IL-6 é uma citocina pré-inflamatoria que apresenta sua
concentracéo elevada no inicio e no decorrer do desenvolvimento de
doengas infecciosas cronicas. A proteina C reativa é considerada de fase
aguda. Eleva-se inicialmente no processo infeccioso e inflamatérios, é um
dos primeiros marcadores de inflamacdo que aparecem como marcador
no sangue periférico. Ambas, IL-6 e PCR, estdo envolvidas em varios
processos de desenvolvimento de doencas relacionadas ao HIV/AIDS, a
mortalidade, morbidade e no agravo da anemia de doenca cronica (HART
et al., 2018; MASIA et al., 2017; GRUND et al., 2016). Foi realizado a
dosagem de IL-6 e PCR em todos os grupos estudados, conforme ilustra
a tabela 6, a sequir.

Tabela 6. Dosagens dos marcadores inflamatorios
Individuos soropositivo HIV-1 (n=199)

Parametros® S0TONeGAtve ART- N NTR INTRAP VRIOT
(n=100) naive (n=56) (n=96) de
(n:47) p(z)
Inflamacéo
IL-6 (pg/mL) 4,6£3,9 5,1+1,6 5,015 49112 >0,05
PCR (mg/L) 1,620,9 4,0£0,8 2,1+0,8 2,0£1,0 <0,05
INNTR/INTR = inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor

nucleosideo da transcriptase reversa, INTR/IP= inibidor nucleosideo da transcriptase
reversa/inibidor de protease.

IL-6 = Interleucina 6; PCR = Proteina C reativa

(1) Valores médios (+ desvio padrdo).

(2) valor de p: comparacéo entre os grupos estudados por ANOVA de uma via com
pos teste de Tukey.

Fonte: A autora.

A concentracdo de IL-6 permaneceu similar entre 0s quatro grupos
estudados, sem alteracBes. No entanto, a concentra¢do sérica de PCR foi
elevada apenas no grupo ART-naive, este resultado é justificado pela
infeccdo aguda causada pelo virus HIV-1.
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6.6 QUANTIFICACAO SERICA DE HEPCIDINA

A mensuracao sérica de hepcidina foi realizada em todos os quatro
grupos estudados. Apds obter os valores de hepcidina dos individuos
saudaveis (soronegativo) foi estabelecido um valor de referéncia para
correlacionar com os valores obtidos dos demais grupos HIV-1 positivo.
Um valor de referéncia é aquele em que 95% da populagdo encontra-se.
Para dados ndo paramétricos, o CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute), recomenda que seja utilizado os percentis 2,5% a 97,5% para o
intervalo de referéncia e a mediana para expressar o valor encontrado
(OZARD, 2016).

A analise estatistica demostrou que a concentracdo de hepcidina
ndo segue um valor normal dentro dos individuos selecionados para o
estudo. Portanto, optou-se por utilizar a mediana, com valor de 235,50
pg/L e intervalo de referéncia entre 114—475 pg/L.

Em seguida, fez-se a divisdo entre os géneros de individuos
soronegativo (saudaveis). Apds a conclusdo dos resultados, pode se
observar que a mediana de hepcidina é similar entre as categorias de
género masculino e feminino (p=0,347). A tabela 7 ilustra a concentracdo
de hepcidina e o intervalo utilizado.

Como nédo foi encontrado diferenca entre as concentragdes de
hepcidina nos géneros, as correlacdes e analise de média e mediana foram
feitas com todos os individuos, independentes do género. As mesmas
andlises feitas para valor de referéncia em individuos saudaveis foram
realizadas com individuos portadores de HIV-1. Em seguida, foi realizada
uma comparagao entre as medianas dos quatro grupos. Na tabela 8, a
seguir, estdo descritos os valores encontrados.



Tabela 7. Concentracéo de hepcidina nos individuos saudaveis
Individuos soronegativo HIV-1 (n=100)

Parametro®

Geénero Masculino (n=69) Género Feminino (n=31) Valor de p@
Mediana Intervalo Mediana Intervalo
Hepcidina (1g/L) 219,0 (112,0-474,5) 2715 (114,0-475,0) 0,05

(1) Valores mediana (intervalo 2,5%-97,5%)
(2) Valor de p: comparagdo entre os grupos estudados por Teste de Kruskal-Wallis.
Fonte: A autora.

Tabela 8. Concentracéo de hepcidina nos grupos estudados

Individuos soropositivo HIV-1 (n=199)

S"gggel%gt)”" ART-naive  INNTR/INTR INTR/IP
(n=47) (n=56) (n=96)

Parametro®
Valor de p@

Hepcidina (ug/L) 2355 (114-477) 274 (128-409) 444 (124-580) 412 (185-548) <0,05

INNTR/INTR=inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor nucleosideo da transcriptase reversa, INTR/IP= inibidor
nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor de protease.

(1) Valores medianos (percentil 2,5-97,5%).

Valor de p: comparacéo entre os grupos estudados por Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Mann-Whitney U.

Fonte: A autora.
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As concentragdes de hepcidina nos grupos em tratamento séo
similares, porém, elevadas quando comparadas ao grupo de individuos
soronegativos para HIV-1 (sauddveis) e o grupo ART-naive. A
comparagdo entre as medianas dos individuos soronegativo e 0s
individuos pertencentes ao grupo ART-naive ndo apresentou resultado
significativo (p>0,05). Percebe-se que a concentragdo de hepcidina entre
os individuos soronegativo e ART-naive, sdo similares e os intervalos de
referéncia se sobrepdem (Figura 7).

Figura 7. Intervalo dos valores de referéncia de hepcidina nos grupos estudados
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Nota-se que os grupos de HIV-negativo e ART-naive apresentam o mesmo intervalo
de referéncia, 0 mesmo ocorre com os demais grupos em tratamento. No entanto, 0s
individuos que fazem uso da TARV a concentracdo sérica de hepcidina é superior ao
grupo ART-naive e soro negativo. Fonte: A autora.

Analisando a figura 7, podemos observar que todos 0s grupos
apresentam valores minimos de hepcidina acima de 100 pg/L,
independente do estado patoldgico, portanto pode-se inferir que a
concentracao basal de hepcidina seja em torno de 100 pg/L.

Porém, é importante destacar que o nimero total de individuos
analisados foi 299, e quando separamos por categorias, esse nimero
torna-se inferior. Para fazer um valor de referéncia com um intervalo
seguro, o ideal seria realiza-lo com uma quantidade de no minimo 1000
individuos saudaveis, ou em uma quantidade maxima de individuos
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saudaveis que represente uma populacdo, uma vez que, cada organismo
apresenta sua individualidade fisiologica propria (OZARDA et al., 2016).

A diferenca entre as medianas dos grupos em terapia antirretroviral
e 0 grupo de individuos saudaveis e ART-naive é quase o dobro. Vale
ressaltar que, os principais achados de alteracbes hematoldgicos estdo
presentes nos grupos em tratamento cronico da doenga. O aumento da
concentracao sérica de hepcidina, diminui a producgdo de eritrocitos e o
grupo INNTR/INTR apresentou a menor média dos trés grupos estudados
na quantidade de eritrécitos quando comparados aos demais grupos.

6.6.1 Correlacdo entre hepcidina e os pardmetros analisados

O apéndice A, apresenta a concentragcdo de hepcidina nos grupos
estudados e a correlacdo com os marcadores avaliados.

A maioria das correlacGes realizadas foi fraca a regular (r <0,500).
Sendo importante destacar que no grupo ART-naive, a correlacdo entre a
saturacdo de transferrina sérica foi de r=0,349; p=0,016, porém néo
apresentou correlacdo com o0s demais marcadores do metabolismo do
ferro. A correlacdo entre ferro e hepcidina foi de r=0,278; p<0,05. Com
a proteina C reativa a correlacdo foi r=0,316; p=0,030, refletindo no
estado inflamat6rio do grupo ART-naive.

A concentracdo sérica de hepcidina correlacionou-se com o
marcador CD3+, marcador de linhagem linfocitica, bem como, com o
nimero absoluto de linfécitos (r=0,313; p=0,0420) e com a quantidade
relativa (r=0,404; p<0,05); esta é considerada uma correlacdo regular. A
correlacdo entre a contagem absoluta e relativa de linfocitos T-CD4+ foi
de r=0,280; p=0,05, r=0,206; p=0.165, respectivamente. As correlagdes
foram fracas, porém o nimero de individuos (47) do estudo é pequeno e
interfere nas correlagbes e analises realizados. No entanto, essa
correlagdo, mesmo fraca, deve ser levada em consideracéo, pois durante
a infeccdo aguda pelo virus HIV-1 a deplecdo de LT-CD4+ aumenta
moderadamente, e conforme o sistema imune é ativado, a concentra¢do
sérica de hepcidina também vai aumentando.

As correlages entre hepcidina e LT-CD4+ ndo foram encontradas
nos grupos em tratamento, uma vez que, o principal objetivo da TARV é
a recuperacdo de LT-CD4+, ocorrendo apenas uma correlagdo fraca
negativa com o marcador CD348+ (r=-0,228; p<0,05) e com a contagem
relativa de linfécitos.

Outra correlagdo relacionada a série leucocitaria encontrada, foi
entre hepcidina e neutré6filos segmentados, esta correlacdo foi encontrada
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nos trés grupos portadores de HIV-1. A hepcidina correlacionou-se
negativamente com o nimero de mondcitos (r=-0,444; p=0,001) no grupo
INNTR/INTR. Este, foi o Gnico grupo que apresentou uma correlacéo
entre hepcidina e a quantidade de plaquetas (r=0,293; p=0,028) e ferritina
(r=-0,261; p=0,06).

6.7 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

Foi realizada a genotipagem dos polimorfismos ¢.251A>G e
€.212G>A de 299 individuos, desses, 100 individuos soronegativo para
HIV-1 e 199 individuos portadores do virus HIV-1, porém, ndo foi
possivel realizar a técnica em 8 amostras de individuos HIV-1, ficando
um total de 191 genotipagem em pacientes HIV-1. Na genotipagem da
variante ¢.212G>A do gene HAMP, que confere um fator de risco para
sobrecarga de ferro, foi encontrado em 100% das amostras o alelo G, ndo
apresentando valor significativo (p>0,05).

Na analise do polimorfismo c¢.251A>G foi observado um
predominio de heterozigotos, AG, em 95 individuos portadores de HIV-
1, representando 49,7%. Em individuos soronegativos para HIV-1, 39
individuos apresentaram o gendtipo heterozigoto AG, representando
39,0%. O gendtipo AA foi predominante em individuos soronegativo para
HIV-1, com 41% (41 individuos), quando comparado aos individuos
soropositivo para HIV-1, com 19,4% (37 individuos). Para o gendtipo
homozigoto GG, houve um predominio de 30,9% (59 individuos) em
portadores de HIV-1, quando comparado aos individuos soronegativos,
20% (20 individuos). As tabelas 9 e 10 descrevem as frequéncias dos
alelos nos grupos de estudos.



Tabela 9. Distribuicao dos genétipos entre individuos portadores de HIV-1 e individuos soronegativos (n=291)

Individuos estudados

Variante c.251A>G Soronegativo (n=100) Soropositivo HIV-1 (n=191) Valor de p®
Genotipo
GG 20 (20,0%) 59 (30,9%) <0,05
AG 39 (39,0%) 95 (49,7%) <0,05
AA 41 (41,0%) 37 (19,4%) <0,05

(1) Valor de p <0,05 quando aplicado o teste Qui-quadrado.
Fonte: A autora.

Tabela 10. Distribuigéo dos genotipos entre soronegativos, ART-naive, INNTR/INTR e INTR/IP (n=291)

Individuos soropositivo HIV-1 (n=191)

Soronegativo

Variante c.251A>G _ ART-naive INNTR/INTR INTR/IP 1
(n=100) (n=47) (n=56) (n=88) Valor de p®
Genotipo
GG 20 (20,0%) 9 (19,1%) 24 (42,9%) 26 (29,5%) <0,05
AG 39 (39,0%) 22 (46,8%) 22 (39,3%) 51 (58,0%) <0,05
AA 41 (41,0%) 16 (34,0%) 10 (17,9%) 11 (12,5%) <0,05

(1) Valor de p <0,05 quando aplicado o teste Qui-quadrado.
Fonte: A autora.

1.
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6.7.1 Correlacdo entre o polimorfismo ¢.251A>G e concentracéo
sérica de hepcidina

Para fazer a associacdo entre os genétipos do SNP ¢.251A>G e a
concentracao sérica de hepcidina, utilizou-se o valor de referéncia criado
235,5 (114—477) pg/L. O intervalo de referéncia foi utilizado para
separar as concentracBes séricas de hepcidina em baixa (<160 pg/L),
meédia (>160 — <320 pg/L) e superior (>320 pg/L), de acordo com 0s
quartis. Na tabela abaixo esta descrito os intervalos com 0s respectivos
valores.

Tabela 11. Concentracao sérica de hepcidina dividido em baixo, médio e superior
de acordo com o intervalo de referéncia estabelecido.

Intervalo de Referéncia

Parametros
Soronegativo Baixo Médio Superior
Hepcidina  5a55 114 477 <160  >160-<320  >320
(Hg/L)

Apos, foi realizado a correlagdo entre a concentracdo e 0s
genotipos de acordo com a distribuicdo em cada grupo.



Tabela 12. Frequéncia das concentragdes de hepcidina de acordo com os alelos

Individuos soropositivo HIV-1 (n=191)

Parametro .

Hepcidina Soronegativo

(Lg/L) (n=100) ART-naive (n=47) INNTR/ INTR (n=56) ITRN/IP (n=88)

Intervalo Baixo Médio Superior Baixo Médio Superior Baixo Médio Superior Baixo Meédio Superior ;/ea:)%
Gendtipo

—ea 4(20) 6(30) 10(50) 0(0) 7(79) 2(22) 1(4) 6(25) 17(71)  4(155) 4(155) 18(69) <0,05
AG 14(36) 8(21) 17(43) 4(17) 16(70) 3(13) 0(0) 3(14)  19(86) 3(6) 10(20) 38(74)  <0,05
AA 11(27) 10(24) 20(49) 1(6) 11(69)  4(25) 0(0) 0(0) 10(100) 0 (0) 0(0) 11(100)  <0,05

(%) Valor entre parénteses é a frequéncia em porcentagem (%) da concentracdo de hepcidina por alelo. (1) Valor de p <0,05 quando
aplicado o teste de Kruskall-Wallis. Fonte: A autora.

€L
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A distribuicdo da concentragdo de hepcidina entre os alelos foi
significativo quando aplicado o teste de Kruskall-Wallis. Analisando a
tabela 12, podemos observar que as concentragBes médias e superiores
prevaleceram nos gendtipos AG e AA. Nota-se que em individuos
fazendo uso da terapia antirretroviral 100% das concentracdes
permaneceram elevadas no gendtipo AA e manteve-se esse resultado para
0 gendtipo AG, com as maiores frequéncias quando comparado aos
demais.

E importante salientar que nos individuos portadores de HIV-1 a
frequéncia do gen6tipo AG foi de 49,7% e para 0 genotipo AA, foi de
19,4% (Tabela 9), e a concentracdo sérica de hepcidina foi superior em
individuos HIV-1 quando comparado aos individuos saudaveis.

6.8 INVESTIGACAO DE ANEMIA

O critério para diagnostico em adultos de anemia ferropénica
utilizado foi o teor de hemoglobina, recomendado pela OMS
(Organizacdo Mundial da Salde), em que para o género masculino
utiliza-se o teor de hemoglobina inferior a 13g/dL, com hematdcrito 39,0.
Para o género feminino utiliza-se o teor de hemoglobina inferior a 12g/dL
e hematdcrito 36,0. A anemia é considerada de leve a moderada quando
a concentracdo de hemoglobina permanecer na faixa de 12—7 g/dL, e
grave caso esteja inferior a 6,9 g/dL. A hemoglobina apresenta baixa
sensibilidade e especificidade, portanto é necessario fazer a analise da
dosagem de ferritina e dos indices hematimétricos. A avaliacdo da
concentragdo de ferro, saturacdo de transferrina e transferrina ndo séo
critérios obrigatorios, porém em nossa analise foram incluidos, bem como
a concentragdo sérica de hepcidina (WHO, 2001).

A tabela a seguir (Tabela 13), descreve a média e desvio padrao
dos individuos do género masculino que apresentaram hemoglobina igual
ou inferior a 13g/dL e mulheres igual ou inferior a 12g/dL, juntamente
com os demais parametros.



Tabela 13. Individuos anémicos

Individuos soropositivo HIV-1 (37)

Parametros Género Feminino (9) Género Masculino (28) Valor de p®
Média+DP Min.-Max. MédiaxDP Min.-Max.

Hemoglobina (g/dL) 11,1+0,8 9,2-11,9 11,9407 10,5-12,9 >0,05
VCM (fL) 90,9+13,4 76,4-112 98+10,8 73,7-120,9 <0,05
HCM (pg) 30,245,6 24-38,4 32,7+4,1 22,2-40,1 <0,05

CHCM (g/dL) 33+1,0 31,7-345 33,25+1,2 30,2-35,6 >0,05
RDW (%) 15+2,0 12,9-19,6 14,5+2 12-19,8 >0,05
Eritrécitos (x108/mm?®) 3,7¢0,5 2,84-4,61 3,66+0,4 2,82-4,86 <0,05
Ferro (ug/dL) 79,2219 53-112 84,39+45 26-224 >0,05
Ferritina (ng/dL) 160,7+160 37-512 104,32+105,3 40-530 >0,05
Sat. de transferrina (%) 26+8,0 14-40 25,30+16 20-61 <0,05
CTLF (ug/dL) 311+75 242-499 330451 244-488 <0,05
Hepcidina (ug/L) 322+141 144-332 353+142 120-599 >0,05
Hematocrito (%) 33,5%2,2 29-35,6 35,7£1,9 30,3-38,9 >0,05

Sat. = Saturagdo. VCM=volume corpuscular médio; HCM=hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentracdo de hemoglobina

corpuscular média; RDW= amplitude de distribui¢do dos eritrdcitos; VPM=volume plaquetar médio; CTLF: capacidade total de ligacdo
ao ferro.

(1) Valor de p para o Teste de Kruskal-Wallis.
Fonte: A autora.

57
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A prevaléncia de anemia foi maior no género masculino (75,7%)
quando comparada ao género feminino (24,3%). Treze individuos do
género masculino apresentaram teor de hemoglobina entre 12g/dL e
10,5g/dL; e 8 individuos do género feminino, caracterizando anemia de
leve a moderada. Apenas uma mulher pertencente ao grupo ART-naive
apresentou teor de hemoglobina igual a 9 g/dL. Quinze (15) individuos
do género masculino permaneceram na faixa de hemoglobina entre 13
g/dL a 12,1 g/dL, sendo caracterizado estado anémico ou anemia leve.
Dos 37 individuos anémicos, 11 individuos pertenciam ao grupo ART-
naive, 9 individuos ao grupo INNTR/INTR e 17 individuos pertenciam
ao grupo INTR/IP. Nenhum individuo apresentou teor de hemoglobina
inferior a 7 g/dL.

Um corte de ferritina inferior a 150 ng/dL, foi estabelecido para
fazer distingdo entre anemia ferropénica (<150 ng/dL) e anemia de
inflamacdo (>150 ng/dL) com concentracdo de PCR superior a 8 mg/L
(WHO, 2001). No entanto, nenhum individuo nesse estudo apresentou
concentracdo de PCR > 8 mg/L. A concentracdo de ferritina, superior a
150 ng/dL foi observada em 6 individuos anémicos, e nos demais, 31
individuos anémicos, a concentracdo de ferritina foi inferior a 150 ng/dL.
A anemia encontrada nesses individuos foi anemia ferropénica ou anemia
por deficiéncia de ferro. De acordo com os critérios da OMS, ndo
encontramos anemia de inflamag&o na populacéo estudada.

A concentracdo sérica de hepcidina foi elevada em ambos os
géneros de individuos anémicos. A concentracdo sérica de hepcidina em
individuos anémicos correlacionou-se negativamente com o nimero de
LT-CD4+ (r=-0,218; p<0,05), nimero de eritrdcitos (r=-0,312; p<0,05),
e positivamente com 0 VCM (r=0,374; p<0,05), HCM (r=0,393; p<0,05),
RDW (r=0,453; p<0,05). O nimero de LT-CDA4+ correlacionou-se com a
concentracao sérica de ferro em individuos anémicos (r=0,331; p<0,05) e
com o teor de hemoglobina (r=0,332; p<0,05).
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7.0 DISCUSSAO

Desde a descri¢do da hepcidina e sua relagdo com o metabolismo
do ferro e aimunidade inata, varias areas da pesquisa clinica e laboratorial
estdo descrevendo sua importante acdo no desenvolvimento de doencas
infectocontagiosas. A primeira relagdo observada entre hepcidina e a
infec¢do pelo virus HIV-1 foi descrita por Xu et al., (2010). A influéncia
da hepcidina no metabolismo do ferro e na eritropoiese tem ganhado
grande importancia em individuos acometidos pela Aids, principalmente
no que se refere ao desenvolvimento de alteracdes hematoldgicas e
anemias (MISETA et al., 2015).

Atualmente é dificil estabelecer um valor de referéncia para a
concentracdo sérica de hepcidina, uma vez que existem varios métodos
de dosagens. Amplamente utilizados, os métodos de espectrofotometria e
de imunoensaios, apresentam divergéncias quanto as quantificactes
séricas de hepcidina. Havendo variacbes na sensibilidade e na
especificidade de método para método, torna-se inviavel a comparacéo de
valores entre pesquisas. Outro aspecto que dificulta estabelecer um valor
de referéncia para hepcidina é o N (nimero de individuos) discrepantes
entre os trabalhos atuais. Geralmente, os trabalhos descritos, apresentam
N entre 50 a 100 individuos, dentre os quais encontram-se 0 grupo de
individuos clinicamente saudaveis e os individuos doentes. No entanto,
dois grandes trabalhos estdo sendo realizados, na Holanda (n=2998) e na
Italia (n=1577), a fim de estabelecer um valor de hepcidina e as variac@es
referentes a concentracao sérica (GIRELLI et al., 2016).

No presente trabalho, para realizar as correlagbes entre a
concentracao sérica de hepcidina e os parametros avaliados, foi criado um
valor de referéncia a partir das amostras coletadas de individuos
clinicamente saudaveis. O valor de referéncia para hepcidina foi de
235,50 pg/L com intervalo de 114—477 pg/L. Ao comparar o valor de
referéncia deste trabalho com o valor de referéncia encontrado por Liu et
al., (2014), que foi de 86,75 (78, 95—92,76) ug/L, percebemos que a
concentracéo sérica de hepcidina na populagdo brasileira selecionada para
esta pesquisa € superior. Contudo, os valores de mediana para hepcidina
deste estudo foram similares aos descritos por Quiros-Roldan et al.,
(2017) com 206 pg/L na populagdo africana. A divergéncia entre os
valores de mediana de hepcidina nos trabalhos pesquisados pode ser
atribuido a diferenca entre os métodos de analise, bem como a populagédo
de estudo, uma vez que, o ritmo circadiano influencia na concentragdo
sérica de hepcidina, tanto quanto o género, idade avancada, estado
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hormonal, nutricdo, dentre outros fatores (LAINE et al., 2016; SIM et al.,
2017).

Todavia, ao analisar a concentracdo sérica de hepcidina dos
individuos portadores de HIV/AIDS, o grupo ART-naive apresentou a
menor de todas as concentragdes séricas 274 (128—409) ug/L, quando
comparada com os demais grupos, INNTR/INTR com 444 (124—580)
Mg/L e INTR/IP com 412 (185—548) ug/L, (p<0.005). No entanto, o
grupo ART-naive, foi o Unico grupo que apresentou PCR e IL-6 elevadas,
sendo indicativos de inflamagdo. Sabe-se que a IL-6 € uma citocina
indutora da sintese hepatica de hepcidina através da via JAK/STAT,
sendo esperado que nesse grupo a concentracdo sérica de hepcidina fosse
encontrada aumentada (RAJA et al., 2005).

A menor concentracdo sérica de hepcidina no grupo ART-naive,
pode ser atribuida ao estagio da inflamacédo e da infec¢do, posto que o
aumento da concentracdo sérica de hepcidina é gradativo, ocorrendo
aumento significativo no desenvolvimento da infeccdo a fase cronica da
doenca. Esse argumento € sustentado por meio dos resultados encontrados
no estudo de coorte retrospectivo de Wisaksana et al. (2013), em que a
concentracdo sérica de hepcidina em individuos infectados pelo virus
HIV-1 foi semelhante a concentracdo sérica de individuos saudaveis, e
constatou-se que a progressao da doenga aumenta a concentracdo sérica
de hepcidina. Os autores alegaram que a inflamag&o cronica era o fator
responsavel pelo aumento de hepcidina sérica.

Cabe ressaltar que 0 aumento na concentracao sérica de hepcidina
encontrada neste trabalho, foi em individuos que fazem uso da HAART,
e que os grupos INNTR/INTR e INTR/IP ndo apresentaram indicios
laboratoriais de inflamagéo. No entanto foi dosado apenas PCR e IL-6,
sendo que outros mediadores inflamatorios podem induzir a expresséo de
hepcidina hepatica (ROSS et al., 2017). Outros trabalhos também
apontam a utilizaco da HAART como um possivel fator capaz de
aumentar a concentracdo sérica de hepcidina, porém na literatura
pesquisada ndo foi encontrado um estudo e/ou trabalho especifico sobre
0 assunto. Sustenta-se essa hipOtese, pois em varias situacfes a
concentragdo sérica de hepcidina esta elevada e ndo hd aumento na
concentracdo de citocinas inflamatdrias (WISAKSANA et al., 2013;
MALVOISIN et al., 2014). Os resultados encontrados nessa pesquisa,
sustentam essa hipotese.

A concentracdo sérica de hepcidina correlacionou-se
positivamente com a carga viral em individuos ART-naive (r=0,259; p
<0,05) e com o log do nimero de LT-CD4+ (r=0,372; p<0,05). Acredita-
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se que a hepcidina, bloqueia os estoques de ferro em células
mononucleares para que ocorra a replicagdo viral e que dessa forma,
influencia no agravo das alteragbes hematoldgicas e anemias em
individuos HIV-1 (KUMARI et al., 2016; XU et al., 2010). No entanto, a
correlagdo entre hepcidina e a quantidade relativa de mondcito nesse
trabalho foi fraca (r= 0.149). Porém, vale ressaltar que as principais
células acometidas pelo HIV-1 sdo 0s LT-CD4+ e que a relagdo entre LT-
CD4+/hepcidina deveria ser negativa. Seria esperado que na proporgéo
gue ocorre aumento de hepcidina sérica, o nimero de LT-CD4+ diminui,
de tal forma que a correlacdo positiva entre hepcidina e LT-CD4+ ¢
contraintuitiva.

Para justificar esse resultado, é necessario destacar duas questdes
relevantes: primeiramente relacionada ao tempo de diagndstico dos
individuos ART-naive, em que pode ter ocorrido antes da diminuicdo de
LT-CD4+ parcial e/ou total. E 0 segundo ponto, relacionado ao sistema
imunoldgico, que no inicio da infeccdo aumenta a producdo de células
linfoides. Essa correlagdo ndo foi encontrada nos demais grupos em
tratamento, isso se deve a recuperacdo de células LT-CD4+
proporcionada pelo tratamento antirretroviral. Outros trabalhos,
descrevem uma relacdo negativa entre LT-CD4+ e hepcidina
(WISAKSANA et al., 2013). Contudo, a dosagem sérica de hepcidina foi
realizada em individuos ART-naive em um periodo de 6 al2 meses apés
a infeccdo e com sintomas evidentes de Aids, nessa populagéo.

Nota-se uma correlacdo positiva entre a concentracdo sérica de
hepcidina, ferro e saturacdo de transferrina, e uma correlacdo negativa
com a concentracdo de ferritina em individuos pertencentes ao grupo
ART-naive. Sendo que nos demais grupos estudados portadores de HIV-
1, esta correlagdo ndo foi encontrada. O grupo INNTR/INTR apresentou
uma correlacdo negativa na concentracdo de ferritina com hepcidina (r=-
0,329; p=0.06). A menor concentragdo de ferro observada foi no grupo
ART-naive, quando comparado aos demais grupos, (tabela 5) (p<0,05).

Durante & infeccdo aguda ocorre aprisionamento de ferro e
diminuicdo na mobilizagdo dos estoques de ferritina através da
ferroportina, a fim de impossibilitar a replicacdo de patégenos
dependentes de ferro, justificando o aumento de ferritina no grupo ART-
naive. Em decorréncia da replicacdo viral do HIV-1 ser intracelular, a
retencdo de ferro pode ser considerado um “erro” da imunidade inata
(CASSAT etal., 2013).

Atualmente, s@o poucos os trabalhos que relacionam a
concentracao sérica de hepcidina e o desenvolvimento da infeccdo pelo
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HIV. De acordo com a analise de variancia, tabela 3, a quantidade de
eritrécitos em individuos HIV-1, no grupo ART-naive, apresenta-se
normal. No entanto o VCM estd reduzido, sendo indicativo de
eritropoiese compensatdria. A concentracdo média de hemoglobina é de
13, 6+1,8 g/dL, permanecendo os valores no limite inferior (género
feminino: Hb=12,5 g/L e género masculino: Hb=13,5 g/L). Esses
resultados demonstram alterag@es iniciais na serie vermelha. No grupo
ART-naive a concentracdo sérica de hepcidina foi menor quando
comparada aos demais individuos HIV-1, mesmo apresentando IL-6 e
PCR aumentadas.

Em um estudo realizado em criancas africanas portadoras de HIV
com anemia severa, residentes em uma regido com elevada incidéncia de
malaria e doencas infecciosas generalizadas, a concentracdo de hepcidina
foi baixa. No entanto, as criancas apresentaram estado clinico de
inflamacgdo. Os autores do estudo justificam esse resultado da seguinte
forma; que sob condicdes de hipdxia relacionada a anemia severa e
eritropoiese aumentada, os sinais inflamatorios associados a infeccéo, que
geralmente aumentam a concentracdo de hepcidina podem ser anulados
ou regulados de forma negativa (MUPFUDZE et al., 2015).

Os grupos que fazem uso da terapia antirretroviral (INNTR/INTR
e INTR/IP) apresentaram concentragfes séricas de hepcidina elevadas,
como descrito anteriormente, bem como concentracbes de ferritina
elevadas (>150 ng/dL) e saturacdo de transferrina normal a reduzida
(<30%). Minchella et al. (2015), descreveram dois padrdes distintos da
correlagdo entre hepcidina e marcadores do metabolismo do ferro e da
eritropoiese em individuos portadores do virus HIV. O primeiro padréo
estd associado a inflamagdo (hepcidina-ferritina-saturagdo de
transferrina) e o segundo padréo relacionado com a eritropoiese (ferro-
saturagdo de transferrina- hemoglobina), no desenvolvimento da
deficiéncia de ferro e da anemia. Embora ambos os padrdes possam
influenciar no desenvolvimento de anemia, os resultados obtidos pelos
autores sugerem que o primeiro padrdo apresenta maior importancia para
individuos HIV, uma vez que possibilita coinfecgdes no decorrer da Aids.
A pesquisa realizada por Minchella et al., (2015) foi um estudo de coorte
com 196 individuos ART-naive. Contudo, podemos observar que no
presente trabalho os individuos em uso da TARYV apresentaram o primeiro
padrdo, em que ferritina sérica, saturacdo de transferrina e hepcidina
encontram-se elevadas em 42% dos portadores de HIV-1.

A relacdo hepcidina-ferro durante a infeccdo pelo virus HIV-1
propicia o desenvolvimento de anemias adquiridas relacionadas ao
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metabolismo do ferro. Neste estudo, 18,6% (37 individuos) apresentaram-
se anémicos. A anemia é um preditivo de morbidade e mortalidade na
doenga de Aids, uma vez que compromete a eritropoiese e altera os
biomarcadores do metabolismo do ferro, bem como varias fungdes
bioguimicas (JONKER et al., 2014; 2017).

A concentracdo de hepcidina foi elevada nos individuos com
anemia ferropénica (Tabela 13). Os resultados obtidos corroboram com
estudos anteriores (VISHNU et al., 2015; HUANG et al., 2016;
BELPERIO et al., 2004). A hepcidina sérica em individuos anémicos
correlacionou-se negativamente com o numero de eritrdcitos, e
positivamente com o VCM, HCM, RDW. Demostrando a influéncia da
hepcidina na eritropoiese e no desenvolvimento de anemia (KAUTZ et
al., 2014). A concentracdo elevada de hepcidina altera a eritropoiese por
suprimir o GDF-15 (Growth differentiation factor 15) (KIM et al., 2015).

A concentracgdo de hepcidina correlacionou-se negativamente com
0 numero de LT-CD4+, porém ndo encontramos uma correlacdo entre
hepcidina e hemoglobina nos individuos anémicos. No entanto, houve
uma correlagdo positiva entre o0 nimero de LT-CD4+, a concentracao de
ferro e o teor de hemoglobina. Esses resultados também foram
encontrados por Sicotte et al. (2015), em um estudo composto por 622
individuos portadores de HIV-1 com anemia.

Durante o estado anémico, pode ser benéfica a reducdo de
hepcidina para que ocorra a absor¢do e movimentagdo dos estoques de
ferro (GANZ, 2006). Porém, essa reducdo pode alterar negativamente a
competicdo de ferro entre patdgeno e hospedeiro durante a infeccéo;
sendo que na suplementacdo com ferro, no periodo de infec¢do ativa pelo
HIV-1, o virus sequestra o ferro com maior facilidade que a resposta
imune inata, favorecendo seu ciclo replicativo e o desenvolvimento de
doengas oportunistas (YANG et al., 2015; BRENTLINGER et al., 2016).
Dessa forma, é necessario o controle da infecgdo, antes de intervengdes
farmacoldgicas a base de ferro para o tratamento da anemia ferropénica e
deficiéncia de ferro em individuos HIV-1 (DRAKESMITH et al., 2012).

Lafferty et al. (2017) demostraram que as f-defensinas apresentam
atividade contra virus envelopados. Considerando que a hepcidina é uma
B-defensina, é possivel que esta seja capaz de atuar na infeccdo pelo HIV-
1. Isso pode explicar o aumento da concentracdo de hepcidina em
individuos com carga viral suprimida, uma vez que a mesma ndo é
inexistente, apenas indetectavel pelos métodos tradicionais, bem como, a
correlacdo entre hepcidina e células leucocitarias (r=0,362; p<0,05) em
individuos fazendo uso da terapia antirretroviral. Estudos in vitro com
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mondcitos demostraram que a infecgdo pelo virus HIV-1 aumenta a
expressdo de B-defensinas; e que durante a infeccdo direta, o indutor
potente de B-defensinas em respostas antivirais € o IFN-a (CORLEIS et
al.,, 2017; PETROQV et al., 2013). Porém, néo foi dosado IFN-o neste
estudo. Os resultados dessa pesquisa demostram uma correlacéo negativa
entre hepcidina e mondcitos (r=-0,443; p=0.001) em individuos com
carga viral suprimida. Durante a supressdo viral, células LT-CD8+ com
atividade antiviral continuam ativas, liberando granzinas e perfurinas em
células monociticas infectadas pelo HIV-1, destruindo-as (RIBEIRO et
al., 2014; SMITH et al., 2016). Se considerarmos que nessa situacdo a
hepcidina atua como uma B-defensina, ela pode auxiliar na ativagéo de
células LT-CD8+, para a destruicdo de mondcitos. Portanto, enquanto
ocorre aumento na concentracdo sérica de hepcidina, o nimero de
monacitos diminui.

Contudo, devemos considerar que as principais reservas de ferro
estdo em células mononucleares do sangue periférico, tanto em
mondcitos/macrdfagos, quanto em linfécitos. Essas células possuem
estoques de ferro (ferritina) e estdo sujeitas a acdo da hepcidina,
impedindo a movimentacdo extracelular de ferro. As alteragcbes na
concentracdo de ferro sérico também podem afetar a proliferacdo e
atividade de células T, e demais células na medula éssea (VANOAICA et
al., 2014; PILO et al., 2017).

Até entdo, a terapia antirretroviral ndo consegue restaurar a
quantidade de células brancas, principalmente a linhagem linfoide, e este
fato é atribuido em partes pela prépria terapia medicamentosa, que pode
apresentar efeito linfo e mielossupressor, e pela alteracdo do
microambiente da medula pelo HIV-1, dificultando a diferenciacéo dos
progenitores celulares (VISHNU et al., 2015). Porém, de acordo com 0s
resultados deste trabalho podemos inferir que em concentragdes elevadas,
a hepcidina pode causar leucopenia ou interferir na diferenciacdo dos
progenitores de células brancas. Esta hipotese pode ser sustenta pela
correlag&o entre hepcidina e o nimero relativo e absoluto de neutrdfilos,
em que a correlacdo foi negativa, bem como pela quantidade de linfdcitos,
mondcitos e de plaquetas (Apéndice A).

Alteraces genéticas no gene HAMP podem influenciar no
aumento ou na diminuicdo da concentracdo sérica de hepcidina,
contribuindo para o desenvolvimento da hiperferremia ou hipoferremia
(LESCANO et al., 2017; FARIA et al., 2016). A analise do polimorfismo
€.251A>G do gene HAMP, neste trabalho, demonstrou um predominio do
genotipo heterozigoto, AG, em 95 individuos portadores de HIV-1,



83

representando 49,7%. Em individuos soronegativos para HIV-1, a
frequéncia foi de 39,0% para o genétipo AG. O gendtipo homozigoto AA
prevaleceu em individuos soronegativos para HIV-1, com 41% (41
individuos), quando comparados aos individuos soropositivos para HIV-
1, com 19,4% (37 individuos) (Tabelas 10 e 11).

A correlagdo entre os gendtipos AA, AG e GG e a concentracdo
sérica de hepcidina demostrou um predominio do genétipo AG quando a
concentracdo de hepcidina manteve-se superior a 320 pg/L (p<0,05)
(Tabela 13), tanto em individuos soronegativos quanto em individuos
portadores do virus HIV-1. Este é o primeiro trabalho que associa o
polimorfismo ¢.251A>G e a concentragdo sérica de hepcidina. No
entanto, € importante ressaltar que o aumento na concentragdo de
hepcidina ndo foi exclusivo em individuos com alelo AA ou AG, sendo
observado também em individuos que apresentam o alelo GG, porém em
menor frequéncia.

Para confirmar este resultado, faz-se necessario a realizacéo de um
experimento de expressdo in vitro com a sequéncia génica das trés
variagBes do polimorfismo ¢.251A>G, afim de confirmar se os dados
encontrados ndo foram ao acaso e se a concentracdo de hepcidina
aumentada nesses individuos é referente ao polimorfismo ou decorrente
do estado inflamatorio e do processo infeccioso. Todavia, € importante
ressaltar que nos grupos com genétipo AG e AA em que foi observado
aumento na concentragcdo sérica de hepcidina foram encontradas as
principais altera¢des hematolégicas e aumento de ferritina.
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8. CONCLUSAO

A influéncia da hepcidina no metabolismo do ferro em individuos

HIV-1 foi verificada por meio de analises estatisticas dos resultados
obtidos.

»

>

O valor de referéncia estabelecido para a concentragdo sérica de
hepcidina foi 235,5 (114-477) pg/L.

O grupo ART-naive apresentou a menor concentracdo sérica de
hepcidina, sendo este resultado atribuido ao estagio inicial da
infeccdo.

Os grupos INNTR/INTR e INTR/IP apresentaram as maiores
concentracdes de hepcidina sérica, sendo este resultado atribuido
ao desenvolvimento da doenca de Aids.

A concentracdo sérica de proteina C reativa e interleucina 6
apresentaram-se elevadas apenas em individuos ART-naive,
indicando inflamacéo.

A concentracdo sérica de hepcidina correlacionou-se apenas com
a concentracdo de proteina C reativa em individuos ART-naive.
Essa correlagcdo ndo foi encontrada nos demais grupos avaliados
em que a concentragdo de hepcidina estava elevada, sugerindo
que outros fatores contribuem para o0 aumento de hepcidina sérica.
A andlise de variancia e o teste de correlagdo demonstraram a
influéncia da concentracdo sérica de hepcidina na carga viral do
virus HIV-1 e em células LT-CD4+ de individuos ART-naive.

A concentracdo sérica de hepcidina correlacionou-se com o
numero de eritrécitos, plaquetas e de células brancas do sangue
periférico, confirmando sua influéncia no desenvolvimento dessas
células, por meio da disponibilidade de ferro.

Neste estudo, 18,6% dos individuos apresentaram anemia
ferropénica moderada com concentracdes elevadas de hepcidina
sérica. Ndo foi encontrado anemia de doenca cronica em
individuos HIV-1.

Em individuos anémicos, a concentracdo sérica de hepcidina
correlacionou-se negativamente com o nimero de LT-CD4+,
namero de eritrocitos e positivamente com o VCM, HCM, RDW.
Né&o foi encontrado uma correlagdo entre o teor de hemoglobina e
a concentragao de hepcidina nos grupos avaliados.
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» Aandlise do polimorfismo ¢.251A>G do gene HAMP demonstrou
uma maior frequéncia do genétipo AG em individuos com
concentracdo elevada de hepcidina.
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APENDICE A - Correlago entre hepcidina e os parametros analisados no estudo (continua) §

Individuos soropoesitive HIV-1 (n=199)

Parimetrost ART-naive (n=47) Valorde P  Correlacio I)ﬁ(’][]]:;’[g TR Valor de 7 Correlacio ITRN/IP (n=96) Valor de P Correlacio
Hepcidina (ug/L) 2355 (114471 444 (124—3580) 412 (124—380)
Ferro (ng/dL) 7527 <0,03 0.278 82=35 =0,05 0,003 88=40 =0,05 0,053
Ferritina (ng/dL) 138=136 =0,03 -0.152 128=115 0.06 -0.329 142=147 =0.05 -0.23
Saturagio ‘(i;;]”“f"m“ 2413 <005 0349 2410 0,05 0,044 20-15 >0,05 0,63
CTLF (ng/dL) 31652 =0,05 0,82 335258 =003 -0,056 31437 =0,05 -0.7
Eritrcitos( x10%mm?) 4.6+0.3 =0,05 0.142 3.9=05 =0,05 0,14 42205 =0,05 0,053
Hemoglobina (g/dL) 13.6=1.8 =0,05 0.242 14.1£1.5 =0,05 -0,47 14=1.4 =0,05 0,117
VCM (fL) 80.0=03 =0,05 0.045 10580 =005 0.004 00,4205 =0,05 -0.81
HCM (pg) 20938 =0,05 0.047 36,63.1 =003 -0,063 34,140 =0,05 -0.085
CHCM (g/dL) 36.6=1.2 0,05 0.258 34,511 =005 -0,0171 34.2+12 =0,05 -0.032
RDW (%) 13,7=1.2 =0,05 0,101 13.4+1.1 0.069 0,245 13,710 =0,05 0,136
Plaquetas (10° mm? 193=62 0,05 0,136 227463 0,028 0,293 200+63 0.068 0,186
VPM (fL) 12,8124 =0,05 0,134 10.2+0.7 =003 0,129 10.6=0,9 =0,05 0,12
Hematocrito (%) 40+4.5 =0,03 0,162 40=3.6 =0,05 0.005 40+3.8 =0,05 0,062
IL-6 (pg/mL) 5.1=1.6 =0,05 0,44 5.0=1.5 =0,05 0,061 40=12 =0,05 0,047
PCR (pg/mL) 4,0=0.8% <0,05 0.316 2,1=0.8 0,09 -0.348 2.0=1.0 0,05 0.21
Nimero de Leucécitosmm? 35731505 =0,03 0,87 6157=1679 0,03 0.362 6110+2010 =0,05 0,124
Segmentados (%) 48.150.8 <0,05 -0.301 5200 =0,05 -0.186 51.6=10.4 =0,05 -0.331
Segmentados (mm?) 2602+1010 =0,05 -0.071 33201197 0,03 -0.379 3226=1544 =0,05 -0.215
Linfécitos (%) 36.6=8.4 0,05 0.404 34385 0.067 -0.246 34403 =0,05 -0.31
Linfécitos (mm™) 2030,5=704 =0,05 0,313 2000643 =003 0.1 2042+740 =0,05 -0.002
Monécitos (%) 10.7=2.1 =0,03 0.149 9.6=2.2 =0,05 -0.215 00=28 =0,05 0,25

Mondcitos (mm3) 589.8+187 =005 0,159 575,7=184 0,001 -0.443 577=199 =0,05 -0.55




APENDICE A - Correlago entre hepcidina e os parametros analisados no estudo (conclus&o)

Individuos soropesitive HIV-1 (n=199)

Parimetrosl ART-naive (n=47) Valor de P Correlacio I))(E;]SIR Valor de 7 Correlagio ITRN/IP (n=%6) Valorde P Correlacio
Eosinéfilos (%) 38+37 =0,05 -0.12 28224 =0,03 -0.064 37237 =0,05 -0.112
Eosinéfilos (mm?) 213.7+205 =0,05 -0,65 177.6=162 =0,035 -0.201 2212267 =0,05 -0.61
Basofilos (%) 0,502 =0,05 0,145 05202 =0,03 -0,09 05203 =0,05 -0.117
Baséfilos (mm?) 3462602 =0,05 0,146 20.4=18 =0,035 -0.061 27,3217 =0,05 -0.69
LT-CD4" {mmj) 412+104 0,05 028 5162246 =0,035 -0.139 4582268 =0,05 0,068
LT-CD4™ (%) 21,7=0.7 =005 0,206 24428 =0,035 -0,06 31629 =0,05 0,003
LT-CDS* {mm-’) 1110=645 =005 0.166 061=414 =0,05 0,032 000446 =0,05 0.8
LT-CDS™ (%) 228.4=1170 =0,05 -0.116 44.5=10 =0,03 -0.183 30,113 =0,05 -0.105
CD4™:CDS™ razio 303 =0,05 0.034 0.6=0.3 =0,035 -0.042 0503 =0,05 0.145
Carga viral (copias/mL) =0,05 0259 <30 - - <30 - -
Log T-CD4+ (%) 0,05 1,4=01 =0,035 -0,030 1,3=0.1 =0,05 -0.019
Log T-CD4 (mma) 0,05 28201 =0,035 -0.188 3.1=03 =0,05 -0.149
Log T-CDS8 (%) =0,05 =0,035 -0,01 1,6=0,1 =0,05 -0.144
Log T-CDS (mma) =005 =0,05 -0,12 28202 =0,05 -0.164
Log rel CD4:CD$ =0,05 =0,03 -0.041 -0.4=0.3 =0,05 0
Log CD3+ (%_ =0,05 =0,035 -0,057 1,801 =0,05 -0.113
Log CD3+ (mm3) 0.077 =0,03 -0.169 31202 =0,05 0.1
Log CD348 (%) =0,05 =0,035 -0.211 0,301 <0,05 -0.228
Log CD348 (mm3) =005 =0,035 -0.177 0.8=03 0.062 -0.168

Legenda: INNTR/INTR=inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor nucleosideo da transcriptase reversa, INTR/IP= inibidor
nucleosideo da transcriptase reversa/inibidor de protease; VCM=volume corpuscular médio; HCM=hemoglobina corpuscular média;
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CHCM= concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW= amplitude de distribuicdo dos eritrdcitos; VPM=volume plaquetar
médio; CTLF=capacidade total de ligacdo ao ferro; IL-6= Interleucina 6; PCR= Proteina C reativa

Nota: o valor de p apresentado na tabela, refere-se ao valor encontrado quando realizado o teste de Pearson (amostras paramétricas) e teste
de Spearman (amostras ndo paramétricos). Este valor de p indica a forga do teste para aceitar ou ndo uma correlagéo entre duas variaveis.
Fonte: A autora.



