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RESUMO

A deficiéncia de vitamina A (DVA) tem sido amplamente reportada por alterar a
homeostase do ferro (Fe) resultando no acumulo deste nos tecidos. Entretanto, ndo ha
ainda, consenso na literatura quanto ao efeito da DVA sobre os niveis de hemoglobina
(Hb), do hematdcrito, e dos indices hematimétricos. O presente estudo avaliou o efeito
da DVA nos niveis corporais de Fe, em ratos, durante o periodo de instalacdo da
deplecdo hepética de VA. 52 ratos Wistar, machos recém desmamados, foram
aclimatados por 3 dias. Apos este periodo, 10 destes animais foram sacrificados para
verificagdo dos parametros basais (T0). Os demais ratos foram distribuidos em dois
grupos; o grupo controle (CT) que recebeu uma dieta padrao para rodedores e o grupo
deficiente em vitamina A que recebeu a dieta padréo deficiente em vitamina A. Apos 15
(T15), 30 (T30) e 45 (T45) dias de tratamento, sete animais de cada grupo foram
sacrificados por deslocamento cervical. O sangue foi coletado por puncédo cardiaca em
dois frascos, com e sem Acido etileno diamino tetracético (EDTA), para anélise do
hemograma total e ferritina sérica, respectivamente. O figado, baco e intestino foram
extraidos e congelados com nitrogénio liquido, e armazenado a -70° C, para
determinacdo das concentracdes de Fe teciduais e de retinol hepatico. Apds 15 dias de
deplecdo, os animais apresentaram reducdo na concentracdo de retinol hepético e,
apos 30 dias de deplecéo, ndo foi mais possivel detectar reserva hepatica de retinol.
Durante os 45 dias de tratamento, foi observado crescente aumento nos niveis de ferro
esplénico nos animais depletados, enquanto os ratos do grupo controle apresentaram
oscilacdo nesses niveis, com reducéo significativa em relacdo ao grupo DVA, em T30.
No intestino, foi observado aumento da concentracédo de Fe no grupo CT, no entanto os
niveis de ferro intestinal nos ratos DVA foram significativamente menores que o0s
encontrados no grupo CT, em T15 e T30 (p = 0, 002 e 0, 001 respectivamente). Nao foi
observada diferenca significativa no teor hepatico de Fe entre os dois grupos durante
todo periodo de tratamento. Houve aumento significativo nas concentracdes de Hb e
hematdcrito (Htc) nos dois grupos no T15 em relacdo aos niveis basais, mantendo-se
constantes em T30 e T45, sem apresentarem diferencas significativas entre os dois
grupos. Nao foram observadas alteracdes significativas nos niveis de ferritina sérica

entre os dois grupos, durante todo o periodo do tratamento. O grupo DVA apresentou o
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volume corpuscular médio (VCM) e a hemoglobina corpuscular média (HCM) menor em
relacdo ao grupo CT em T45. Os resultados deste estudo evidenciam um papel positivo
da vitamina A na hematopoiese e revelam que os efeitos da DVA nos niveis corporais
de ferro em ratos séo tecidos especificos e dependentes do tempo de deplecédo que os
animais foram submetidos.

Palavras-chave: Interacdo ferro e vitamina A, ferro, anemia, hepcidina, deficiéncia de
vitamina A.
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ABSTRACT

The vitamin A deficiency (VAD) has been widely reported to alter the homeostasis of
iron resulting in it accumulation on tissues. However, there is not yet in the literature an
consensus regarding the effect of VAD on the levels of hemoglobin (Hb), hematocrit,
and RBC indices. This study evaluated the effect of VAD on body iron levels in rats
during the installation of the hepatic VA depletion. 52 male Wistar rats, weaned, were
acclimated for 3 days. After this period, 10 of these animals were sacrificed for
determination of baseline variables (T0). The remaining mice were divided into two
groups: the control group (CT) received a standard diet for rodents and the group
deficient in vitamin A (VAD) received the standard diet without vitamin A. At 15 (T15), 30
(T30) and 45 (T45) days of treatment, seven animals from each group were killed by
cervical dislocation. Blood collected by cardiac puncture into two bottles, with and
without EDTA for analysis of total blood count and serum ferritin, respectively. The liver,
spleen and intestines were removed and frozen with liquid nitrogen and stored at -70 °
C, to determine the concentrations of iron tissues and hepatic retinol. After 15 days of
depletion, the animals showed a reduction in hepatic retinol concentration and after 30
days, it was no longer possible to detect liver retinol reserve. During the 45 days of
treatment, there was a growing increase in spleen iron levels in VAD animals, while
control rats showed an oscillation at these levels, with significant reduction compared to
the VAD group, in T30. In the intestine, we observed an increased of iron concentration
in CT groups, however, in intestinal iron levels found in VAD rats were significantly lower
than those found in the CT group at T15 and T30 (p = 0 002 and 0,001, respectively).
No difference was found in iron liver content between the two groups throughout the
treatment period. There was a significant increase in (Hb) and (Hct) concentrations, in
both groups at T15 compared to baseline levels and it remained constant at T30 and
T45, showing no significant differences between the two groups. There were no
significant changes in serum ferritin levels between the two groups throughout the
treatment period. The VAD group presented the mean corpuscular volume (MCV) and
mean corpuscular hemoglobin (MCH) lower than in the CT group at T45. The results of

this study suggest a positive role of vitamin A on hematopoiesis and reveal that the
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effect of VAD on body iron levels in mice is tissue specific and time-dependent of the
animals were subjected to the depletion.

Keywords: Iron and vitamin A interaction, iron, anemia, hepcidin, vitamin A deficiency.
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1. INTRODUCAO

O ferro desempenha diversas fungbes no organismo humano sendo essencial
para a manutencdo de varios processos fisiologicos tais como, transporte de elétrons e
consequente geracdo de energia nas mitocondrias; catalise de reacdes de Oxido-
reducdo; transporte de oxigénio aos diversos tecidos por acoplamento a molécula de
hemoglobina. Participa também da estrutura de diversas proteinas e enzimas, o0 que
torna o Fe essencial ao organismo (Beard, et al., 1996). Em humanos, a deficiéncia
compromete o desenvolvimento cognitivo, aumenta a morbimortalidade materna e
infantil, reduz a capacidade de trabalho e a resisténcia imunolégica (Beard, et al., 1996;
Bovell-Benjamin, et al., 2003). Entretanto, devido a essa versatilidade quimica, o Fe
pode transferir elétrons para o oxigénio molecular, capazes de promover a oxidacao de
diversas moléculas e danos oxidativos celulares (Siqueira, et al., 2006). Desse modo o
excesso de Fe no organismo pode levar ao aumento de estresse oxidativo tendo sido
associado a diversos processos patoldgicos, tais como cancer, doencas hepéticas e
cardiacas, diabetes, disfun¢cdes hormonais, do sistema imunolégico e a varias outras
doencgas cronicas (Trinder, et al., 2002; Salonen, et al., 1992). Devido a este papel
adverso do Fe no organismo, durante a evolugdo, os organismos vivos desenvolveram
mecanismos moleculares capazes de manter as concentragcbes de Fe nos tecidos,
suficientes para atender as demandas fisiolégicas e prevenir os danos oxidativos
celulares.

A vitamina A (VA) é conhecida ha pelo menos 3500 anos como um fator que
pode previnir determinadas doencas, e seus efeitos bioldgicos tém sido relacionados
com o crescimento, diferenciacdo celular, visdo (Wolf, 1996) e sistema imune
(Cristopher, et al., 2006). A DVA é considerada um problema de saude publica em 60 a
78 paises em desenvolvimento, onde se estima que aproximadamente 252 milhdes de
criancas sejam afetadas por esta deficiéncia (Semba, et al., 2002). Desde as primeiras
décadas do século passado tem sido reportada uma estreita relacdo entre a DVA e
mortalidade em criangas, verificando-se que a suplementacdo com VA reduzia

substancialmente a mortalidade (Nicolas G, 2002).
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Estudo realizado em &reas endémicas de DVA revelou que a suplementacdo em
criancas a partir de 06 meses de idade reduziu consideravelmente a morbidade e a
mortalidade (Idindili, et al., 2007; Fawzi, et al., 1993), demonstrando a importancia da
VA no restabelecimento da saude. Mulheres gravidas também constituem um grupo de
risco para a DVA em paises em desenvolvimento (Christian et al, 2000).

Vérios estudos tém evidenciado a existéncia de uma relacdo sinérgica entre o
metabolismo da VA e o do Fe, (Arruda, et al., 2009; Roodenburg, et al., 2000; Mejia, et
al., 1979; Amine, et al., 1970).

Apesar de a DVA ser reconhecida como umas das causas da anemia, ainda nao
esta bem caracterizado o papel da VA nesse processo. No entanto, acredita-se que a
DVA influencia no surgimento da anemia por atuar na modulagédo da hematopoiese e
por meio da modulacdo do metabolismo de Fe (Semba, et al., 2002).

Estudo realizado por Zimmermann e colaboradores (2006) em criangcas pré-
escolares verificou que a suplementacdo com VA aumentou a concentracdo de Hb e o
VCM reduzindo a anemia, sugerindo que a VA esteja envolvida no aumento da
circulacdo de eritropoietina (EPO), cujo gene apresenta uma regido responsiva a acido
retindico (Evans, 2005).

O &cido retindico participa da regulacédo de fatores transcricdo de modo que o
estado nutricional relativo a VA, no organismo poderia modular a sintese de diversas
proteinas relacionadas com a homeostase do Fe e assim influenciar no status deste
mineral no organismo. (Mwnari e colaboradores (2000) em um trabalho realizado na
Tanzénia em criancas com idade de 9 a 12 anos, observaram também uma influéncia
da suplementacdo de VA nos niveis de Hb, estes dados forneceram fortes evidéncias
do efeito na suplementacdo de VA no combate a anemia, sugerindo que programas de
suplementacdo sejam implantados para o combate a subnutricdo. No entanto, estes
resultados sdo conflitantes com outro estudo onde os autores concluiram que a
suplementacdo de VA parece ndo aumentar a concentragcdo de Hb em mulheres
gravidas que vivem no sudeste da Africa, em areas onde é marcante a prevaléncia da
anemia (Semba, et al., 2001).

Deficiéncias concomitantes de VA e Fe sdo reconhecidas em determinadas

regides do Brasil, onde os individuos vivem em situacdo de inseguranca alimentar,
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agravada pela alta prevaléncia de anemia ferropriva. Nessas populacdes a fortificacdo
apenas do Fe poderia ser um fator agravante na salde, uma vez que a deficiéncia de
VA parece promover o acumulo de Fe nos tecidos, podendo favorecer a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e consequentes, danos oxidativos as biomoléculas
com aumento na prevaléncia de patologias associadas ao estresse oxidativo (Siqueira,
et al., 2006).

Estudos realizados em ratos, também ndo apresentam consenso quanto ao
efeito da deficiéncia de VA na concentracdo de Hb. Alguns autores observaram
aumento da concentracdo de Hb na DVA (Arruda, et al., 2009; Walczyk, et al., 2003), e
outros ndo, (Mejia, et al., 1979). Dessa forma, a identificacdo de alteracfes no estado
corporal relativo ao Fe, durante a instalacdo da DVA, deverd contribuir para a
elucidacdo dos mecanismos envolvidos na interacdo entre os metabolismo destes dois
micronutrientes, gerando conhecimento fundamental no sentido de beneficiar todos os
grupos populacionais, promovendo saude, nutricdo e alimentacdo adequada a grupos
populacionais especificos e populacdes em situacdo de vulnerabilidade social (BRASIL.
lei n°® 11.346, 2006).

O presente projeto tem como objetivo investigar o status de ferro durante o

processo de deplecédo hepética de vitamina A.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Interacao entre vitamina A e ferro

A VA constitui uma série de compostos alimentares, sendo importantes para o
ciclo visual, proliferacdo e diferenciacdo celular, desenvolvimento embrionario assim
como a integridade do sistema imunolégico.

A interacdo entre a DVA e a anemia tem sido reportada desde as primeiras
décadas do século passado por meio de estudos realizados em humanos e animais, e
continua sendo ainda neste século motivo de investigagdo e preocupacdo, pois a
deficiéncia destes dois micronutrientes afeta mais de 30% da populacdo mundial
(Zimmermann, et al., 2006; Health, 2001; WHO/UNICEF/UNU/IDA, 1998).

Hodges e colaboradores (1978) descreveram que a partir de 1922 foram
desenvolvidos estudos com ratos Wistar, nos quais observaram que a deficiéncia de VA
levou a diminuicdo do crescimento, perda da capacidade olfativa e dificuldade para se
alimentar, bem como a concomitante diminuicdo de células relacionadas com a
hematopoiese.

Em 1926, pesquisadores tentando elucidar a questdo de mudancgas
hematolégicas induzidas pela DVA, desenvolveram trabalho no qual ratos submetidos a
uma dieta pobre em VA apresentaram perda de peso, diarréia, e desidratacdo. As
quantidades de eritrocitos e o nivel de Hb também foram observados e foi possivel
verificar que esses indicadores diminuiram significativamente. Importante ressaltar que
guando os investigadores suplementaram estes animais com VA o ganho de peso e os
niveis de Hb e eritrocitos foram restaurados. Os autores sugeriram que a VA era
fundamental para a formacao de eritrécitos. No entanto, ainda ndo conseguiam explicar
como este fato ocorria (Kowssler, 1926., citado por Hodges, et al., 1978).

Entre meados da década de cinquenta e final da década de sessenta foram
realizados varias pesquisas, conduzidas em paises em desenvolvimento envolvendo a
nutricdo, os principais achados nas populacdes investigadas nestas regides foi baixa
ingestdo de VA e alta prevaléncia de anemia corroborando com as pesquisas
anteriores, que relatavam uma associagdo entre estes dois micronutrientes (Surveys,
Manual for Nutrition, 1963).
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Amine (1970) investigou a absorcéo e retencédo de Fe em ratos com deficiéncia
de VA em comparacdo com um grupo CT durante 5 semanas, quando foi observado um
aumento da absor¢éo de Fe em animais do grupo DVA.

Hodges e colaboradores (1978) conduziram estudo no qual homens saudaveis
gue se alimentavam com fontes dietéticas contendo todos os nutrientes exceto VA,
desenvolveram certo grau de anemia.

Estudo realizado com ratos que foram submetidos a DVA durante 110 dias
mostraram que a incorporacdo de Fe nos eritrocitos era reduzida entre 40 e 50%
comparado com os animais CT, sugerindo que durante a deficiéncia de VA o Fe restara
aprisionado no figado e no bago e ndo era efetivamente liberado para a eritropoiese
pela medula 6ssea (Mejia, et al., 1979), corroborando os estudos realizados por outros
pesquisadores (Gardner et al., 1979).

Vérias linhas de evidéncia tém apresentado que a VA modula o metabolismo do
Fe. Em um estudo experimental com modelos animais (ratos) foi reportado que a
deficiéncia de VA aumenta a concentracdo de Fe no baco (Roodenburg, et al., 1994)
apos 10 semanas de deplecédo de VA, e embora estes autores tenham observado uma
estreita relagcdo entre a DVA e a anemia 0s mecanismos envolvidos nesta relacdo
continuavam sem ser elucidados.

Mejia e colaboradores (1988) conduziram um estudo em 1988 com diferentes
tipos de estratégias de intervencdo onde 4 grupos de criancas com anemia foram,
submetidos a diferentes tipos de suplementacdo (Fe, VA, VA e Fe, placebo), por 2
meses cada grupo. O grupo VA (suplementado apenas com VA) obteve aumento
significativo de concentracdo sérica de retinol, Hb, Htc, eritrocitos, e Fe sérico, ndo
tendo nenhuma alteracdo na capacidade total de ligacéo de ferro e também na ferritina
seérica.

Estudo populacional realizado na Tailandia por Bloem e colaboradores (1990)
submeteu criangcas em idade pré-escolar com sinais clinicos de DVA, a uma Unica dose
de VA. Os pesquisadores observaram, apds a suplementacdo aumento dos niveis de
retinol, proteina ligante de retinol (RBP), Hb e Htc.

Alguns mecanismos biolégicos podem explicar como a DVA pode levar a anemia

e afetar a homeostase do Fe.
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Estes mecanismos podem ser divididos em 03 categorias:
* Modulagéo da eritropoiese;
* Modulagéo do sistema imune, levando a anemia induzida por infeccao;

* Modulagcao do metabolismo do Fe.

O todo-trans acido retindico parece estimular a formacdo de progenitores
hematopoiéticos. O estimulo da eritropoiese é feito pelo aumento do nimero de células
progenitoras. Essas células possuem receptores para EPO, assim proliferam,
diferenciam-se e produzem Hb (Hoffbrand, et al., 2004).

Tem sido reportado por pesquisadores que a DVA promove o acumulo de Fe nos
tecidos levando ao aumento de sua disponibilidade para a catalise de reacdes de
oxidacdo, como a geracao de EROs (Papanikolaou, et al., 2005).

A suplementacdo de VA em ratos estimulou a liberacdo do Fe dos estoques do
baco e da medula (Roodenburg, et al., 1996) promovendo melhora na homeostase do
Fe. A DVA também tem sido relacionada com baixa capacidade de ligacdo de ferro e
baixo percentual de saturacédo de transferrina (Tf) (Bloem, et al., 1990).

Pesquisas nutricionais apontam com clareza que as altas prevaléncias de DVA e
de anemia, geralmente ocorrem juntas na populacdo, (Semba, et al., 2002)
corroborando os achados que relatam sobre a VA alterando a hematopoiese e deste

modo levando a anemia.

2.2 Ferro

2.2.1 Deficiéncia

Deficiéncia de ferro (DFe) € a mais prevalente deficiéncia detectada de
micronutriente (Donovan, et al., 2006) e um dos fatores de risco que levam a inaptidao
e morte no mundo inteiro, afetando aproximadamente 2 bilhdes de individuos
(Arredondo, et al., 2005), instalando-se nos seres humanos, quando os requerimentos

fisiologicos ndo séo atingidos através da dieta (Zimmermann, et al., 2007).
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Alguns autores apontam como o0 2° maior problema de caréncia nutricional,
perdendo apenas para a fome (Shills, et al., 2003) devendo ser ressaltado que a
maioria dos individuos acometidos por essa caréncia vivem em paises em
desenvolvimento (Lynch, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude estima que 39% das criancas menores de 5
anos, 48% de criangas entre 5 e 14 anos, 42 % de todas as mulheres e 52% das
mulheres gravidas em paises em desenvolvimento sdo anémicas, sendo metade por
DFe (DeMaeyer, et al., 1985).

A maior incidéncia de anemia ocorre nos paises em desenvolvimento. No Brasil
esta incidéncia esta relacionada a éareas menos desenvolvidas sendo também
observada forte associagdo a condi¢cdes socioecondmicas desfavoraveis (Siqueira, et
al., 2006), nas quais fatores de risco associados as precarias condicfes de vida,
inadequados sistemas de esgotamento sanitario e de tratamento de agua além da alta
prevaléncia de parasitoses, frequentemente atuam de modo concomitante e sinergético,
agravando o estado nutricional relativo ao Fe (Santos, 2002) considerada em termos de
magnitude o maior problema carencial do pais, sem grandes diferenciacdes geograficas
afetando todas as macroregides (Batista Filho, 1999).

No entanto a DFe nédo esta relacionada apenas a condi¢cdo socioeconbmicas,
sendo também observada em todas as classes sociais.

Segundo a Organizacdo Panamericana de Saude, o Brasil encontra-se em
terceiro lugar na prevaléncia de anemia por deficiéncia de ferro na América Latina,
verificando-se que 35% das criangcas com idade de 1 a 4 anos encontram-se anémicas
com esta prevaléncia aumentando esse indice quando se observa a faixa etaria das
criangcas menores que 2 anos idade chegando até 83 % de prevaléncia (Carvalho, et
al., 2006).

Nos EUA, onde o problema nutricional é a obesidade, a prevaléncia de anemia
por DFe também esta presente (Shills, et al., 2003) confirmando que a DFe ndo esta
ligada apenas a fatores soécio-econémicos. De fato, uma alimentagdo balanceada é
essencial para que esse problema da anemia por DFe n&o se instale na populacao.

Assim, uma alimentacdo que ndo seja monoétona, ou seja, bem diversificada atingindo



24

todos os grupos alimentares € fundamental para diminuir a prevaléncia deste tipo de

anemia (Zimmermann, et al., 2007).
2.2.2 Toxicidade

O Fe esta presente em diversas biomoléculas sendo vital para todos os
organismos vivos e essencial para diversos processos metabdlicos (Conrad, et al.,
2000). Moléculas como a Hb e aconitase possuem Fe em suas estruturas moleculares o
gue viabiliza seu perfeito funcionamento. Portanto era de se esperar que 0 excesso
deste mineral ndo fosse prejudicial para a saude e, até mesmo fosse benéfico haja vista
o grande numero de produtos alimenticios fortificados com Fe que a inddstria langa no
mercado.

No entanto, devido a alta reatividade do Fe demonstrada na capacidade de
receber e transferir seus elétrons torna esse elemento possivelmente toxico para o
organismo, pois catalisa a formagdo de ERO que tem sido associado a diversos
processos patolégicos (Siqueira, et al., 2006; Donovan A, 2006; Hermes, 2004).

A toxicidade do Fe é baseada na capacidade deste elemento participar de
reacoes, tais como a reacdo de Fenton, geradoras de radicais livres (RL), que oxidam e
danificam as macromoléculas e promovem morte celular e injuria aos tecidos. O Fe
guando presente em excesso, pode danificar as ceélulas e tecidos, assim sua
homeostase no organismo deve ser finamente regulada (Papanikolaou, et al., 2005).

A reacao de Fenton (Figura 1) implica na oxidagéo do ferro ferroso (Fe 1l) a ferro
férrico (Fe Ill) mediada pelo peroxido de hidrogénio (H,O,). Nesta reacdo o Fe Il reduz o

perdxido de hidrogénio em um ion hidréxido (OH-) e um radical hidroxil ( OH) que € um

radical extremamente reativo em sistemas biologicos (Halliwell, et al., 2007).
Fe(Il) = H,0, 3 Fe(IIl) + OH-+*0H

Figura 1 : reacdo de Fenton
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RL sdo atomos ou moléculas altamente reativos que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados nos seus orbitais mais externos. Por possuirem esse elétron
desemparelhado os RL altamente instaveis podem reagir com outras biomoléculas
como, por exemplo, aglcares, proteinas, carboidratos, lipidios de membranas e acidos
nucléicos promovendo sua oxidagao, retirando um elétron destas biomoléculas, contudo
danificando as mesmas (Papanikolaou, et al., 2005; Hermes, 2004). A biomolécula
modificada pelo RL tém sua funcéo alterada, resultando na disfuncéo celular.

Alguns autores sugerem que a alta concentragdo de Fe, avaliada pela
concentracdo de ferritina sérica é um fator de risco para doencas coronarianas
(Salonen, et al., 1992). Gardi e colaboradores (2002) em estudo sobre fibrose hepética
sugerem que o excesso de Fe tecidual possa estar diretamente envolvido na sintese de
colageno.

Embora como visto acima, 0 excesso de Fe possa ser prejudicial ao organismo,
sua versatilidade de agir como um agente oxido/redutor € essencial para o metabolismo
(Papanikolaou, et al., 2005). Nessas condi¢cdes entender os caminhos envolvidos na
absorcéo, estoque e liberagdo do Fe para utilizacdo é fundamental a fim de que se
possa compreender os limites de sua toxicidade e caréncia e dessa forma sugerir

propostas adequadas para suplementacao e combate a deficiéncia.

2.2.3 Metabolismo do ferro: Principais mecanismos e  nvolvidos

Como relatado acima, tanto a DFe como 0 excesso no organismo podem ser
prejudiciais. Nesse sentido, o0s organismos vivos desenvolveram um eficiente
mecanismo molecular de regulacdo dos niveis celulares de Fe capaz de manter a

homeostase celular e entre diferentes tecidos do organismo (Donovan A, 2006).
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2.2.3.1 Aguisicao do ferro

O Fe utilizado pelo organismo pode ser obtido de duas fontes principais:
* Fe proveniente da dieta;
 Fe reciclado por meio da degradacdo dos eritrécitos senescentes, pelos

macrofagos, no bacgo (Grotto, 2008).

O Fe proveniente da dieta pode se apresentar de duas formas, quais sejam. O
Fe hémico ligado a molécula de Hb e o Fe ndo hémico (inorganico).

O Fe da dieta na forma heme, proveniente da degradacdo da molécula de Hb
nos capilares e também mioglobina do musculo, presentes na carne vermelha (Grotto,
2008) e demais fontes de produtos de origem animal, como nos ovos e laticinios,
apresenta estado de oxidacéo Fe Il e corresponde a 1/3 do total de Fe dietéticos, sendo
mais biodisponivel do que a forma inorganica.

O Fe hémico para ser absorvido é primeiramente liberado da hemeproteina, por
meio da digestdo (Conrad, et al., 1993), e em seguida, o grupo heme ¢é absorvido pelo
epitélio do intestino delgado, por meio de uma molécula transportadora. No citossol o
Fe é liberado da protoporfirina pela acdo da enzima heme oxigenase quebrando assim
o anel porfirina (Shills, et al., 2003). Diferentemente do ferro inorgéanico, a absorcao do
Fe hémico néo sofre a influéncia de substancias tais como o acido ascorbico e os fitatos
dietéticos que podem respectivamente aumentar ou reduzir a absor¢cdo do Fe
inorganico (Conrad, et al., 2000).

Sabe-se que a eficiéncia da absor¢cédo de Fe pelo organismo varia de acordo com
as situacgdes fisiologicas do individuo. Em situacdes de maior demanda por Fe, como na
deficiéncia de Fe ou mesmo devido a gravidez, a adolescéncia ou a hemolise (Grotto,
2008), o organismo responde a esta demanda aumentada alterando a expressao de
diferentes proteinas envolvidas no processo de absorcdo, as quais serdo descritas
posteriormente.

O Fe inorganico pode se apresentar tanto na forma ferrosa (Fe Il) quanto na
forma férrica (Fe Ill), sendo esta a forma predominante nos vegetais e cereais (Grotto,
2008; Donovan A, 2006; Conrad, et al., 2000). O Fe Il é solavel em pH menor que 3

assim € necessario que seja solubilizado e quelado no estbmago para que possa ser
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absorvido em ambiente mais alcalino como, por exemplo, o duodeno. A mucina
intestinal e certos componentes da dieta (aminoacidos) cumprem este papel (Conrad, et
al., 2000).

No entanto outros componentes da dieta (fitatos, oxalatos, taninos) promovem a
precipitacdo do Fe Il formando macromoléculas que ndo séo disponibilizadas para a
absorcédo. O Fe lll pode ser ainda reduzido por componentes da dieta ou por secrecdes
intestinais, nas quais em ambiente com pH neutro é possivel ser solubilizado.

Interessante perceber que ao contrario do Fe ndo hémico (inorgéanico), o Fe
hémico é solavel em pH alcalino como o encontrado no duodeno e precipita em
ambientes acidos (figura 2). O Fe ndo hémico presente na dieta ndo € facilmente
absorvido. Em condices fisiologicas, em pH neutro e na presenca de oxigénio, o Fe
ferroso é oxidado a forma férrica formando precipitados.

No contetdo do lumen do intestino o Fe esta presente na forma férrica e,
portanto possui baixa biodisponibilidade caso ndo tenha sido quelado, (Conrad, et al.,

2000). A guelacéo estabiliza o Fe reduzindo a precipitacdo deste no pH alcalino do
intestino delgado (Miret, et al., 2003).

100
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Figura 2 : Curva de solubilidade do Fe lll, Il e HEmico adaptado de (Conrad, et al., 2000). Na auséncia de
queladores, o Fe Il é precipitado em pH acido e o Fe Il ndo precipita até a solugao tornar-se alcalina. Ao

contrario, Fe hémico é sollvel em solug8es alcalinas e precipita em solugées acidas.

A presenca de outros minerais a exemplo do calcio, do zinco, do cobre do
cobalto, do niquel, cAdmio e do manganés (metais divalentes) na dieta pode prejudicar
a absorcao do Fe né&o-hémico, pois, provavelmente, utilizam vias comuns de absorcéo,

levando a um mecanismo de competicdo entre esses minerais (Arredondo, et al., 2005).
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A solubilidade do Fe inorganico da dieta pode ser modificada melhorando a sua
absorcdo com a adicdo de acido ascorbico, proteina animal, peptideos como cisteina,
de modo a aumentar a solubilidade e melhorar a absorcdo deste mineral pelo
organismo (Conrad, et al., 2000).

Uma pessoa adulta tem cerca de 4 a 5 g de Fe no organismo distribuidos
conforme esquema apresentado na (Figura 3), sendo que 2,5g deste montante se
encontram complexado dentro da molécula de Hb (Hoffbrand, et al., 2006; Grotto,
2010). Normalmente todo Fe da Hb esta contido dentro dos eritrocitos ou em seus
precursores na medula éssea.

Dadas condi¢gbes usuais, 1mg de Fe € absorvido a cada dia pelo epitélio do
duodeno e mesmo na DFe a absor¢édo € somente cerca de 2 a 4 mg e, na sobrecarga,
a aborcéo é reduzida para 0,5 mg (Miret, et al., 2003) denotando um controle muito fino
na regulacdo da absorcdo, estoque e liberagdo do Fe que sera utilizado pelo
organismo.

Nos adultos a quantidade de Fe excretada pelo corpo é relativamente pequena.
Este mineral ndo € normalmente excretado pela urina ou pelo intestino. No entanto, a
perda ocorre com a esfoliagdo de células do trato gastrointestinal, sistema urinario,
células da pele. Assim um homem adulto tem perdas de aproximadamente 1mg de Fe
(Miret, et al., 2003). Do total de Fe perdido aproximadamente a mesma quantidade
deve ser absorvida, como j& mencionado, para compensar esta perda e deste modo
manter o balanco adequado de Fe no organismo. Esta compensacédo é obtida por meio
de eficiente sistema de reutilizacdo deste metal das fontes internas, principalmente do
Fe proveniente da Hb das hemacias senescentes apds hemdlise intra e extravascular
(Cancado, 2002).

O Fe fornecido através da degradacdo dos eritrocitos senescentes € uma fonte
de fundamental importancia. Nesse sentido a fagocitose da molécula de Hb que recicla
aproximadamente 30 mg/dia de Fe é essencial para manter a eritropoiese. Esta
reciclagem é realizada pelos macréfagos do baco e do figado (células de Kupfer)
(Grotto, 2008).
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Duoden o

MUSCULQ .
FIGADO
~300 mg ~1000 mg
(FERRITINA)

. Bone marrow
MACROFAGO ~300 mg
~600 mg ERITROCITOS {(Hemoglobina)
~1800 mg
Hemoglobina

~1-2 mg/ DIA
v

Figura 3 : Distribuicao de ferro em um adulto. Adaptado de (Papanikolaou, et al., 2005)

2.2.3.2 Absorcéao de ferro hémico e ndo hémico

Trés tecidos estao envolvidos diretamente no metabolismo do Fe. O enterdcito
gue contribui para entrada Fe no organismo, o hepatécito que estoca e libera Fe e os
macréfagos que reciclam o Fe dos gldébulos vermelhos senescentes.

A formacado dos eritrocitos necessitam de aproximadamente de 30mg de Fe os quais
sdo fornecidos pela destruicdo dos eritrocitos senescentes pelas células do sistema

reticuloendotelial, baco, e células de Kupffer (Grotto, 2010).
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A maior absorcdo de Fe ocorre no duodeno. No entanto ao longo do intestino
outros pontos também absorvem Fe, porém com menor eficiéncia, por exemplo, o ileo
absorve bem menos Fe que o duodeno. Ja foi demonstrado que na DFe a mucosa do
duodeno apresenta maior adaptacdo a mudanca no estado corporal de Fe comparado
com outros pontos do intestino delgado (Miret, et al., 2003; Wheby, et al., 1970; Manis,
et al., 1962).

Algumas proteinas estdo envolvidas na transferéncia de Fe para dentro do
enterdcito, transportando ferro através da membrana apical, e outras exportam Fe de
dentro do enterdcito através da membrana basolateral para a circulagdo sanguinea
(figura 4) nesse sentido, um sincronismo entre absorcéo, utilizacdo e estoque deste

mineral é essencial para a manutencdo do equilibrio desse metal no organismo.

2.2.3.3 Transferéncia de ferro da membrana apical p  ara dentro do enterdcito

2.2.3.3.1 DMT1

O transportador de metal divalente (DMT1), também conhecido como resisténcia
natural associado ao macrofago (Nramp2) e transportador de cation divalente 1 (DCT1)
€ o local de passagem do Fe Il do limem do intestino para dentro do enterdcito
(Zimmermann, et al., 2007; Gunshin, et al., 1997).

O DMT1 € o meio pelo qual o Fe no estado de oxidacdo Fe Il utiliza para entrar
no enterdcito. No entanto, a maior parte do Fe fornecido pela dieta que esta presente
no duodeno esta na forma Fe lll, sendo, portanto, necessario haver reducdo do ion
férrico para a forma ferrosa dessa maneira favorecendo a passagem desse ion para
dentro do enterdcito (David, 2005).

Essa reducao é realizada por uma ferroredutase presente na borda em escova
denominada Citrocomo b redutase (Dcytb ) (Mckie, et al., 2001).

O mecanismo de transporte de Fe Il para dentro do enterdcito € acoplado por um

préton e requer um gradiente de pH adequado para que ocorra.
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A superficie da mucosa do duodeno e jejuno proximal permanecem
moderadamente acidas apesar da progressiva alcalinizacdo do conteddo luminal
(Mackenzie, et al., 2005).

Esse microambiente acido é obtido por meio do contratransporte, uma forma de
transporte ativo secundario no qual os solutos se movem em dire¢cdes opostas atraves
de uma membrana celular, no caso especifico, o enterdcito.

O sabdio se move para dentro da célula e o ion H" se move para fora (limen
intestinal). Vale ressaltar que o sédio se move a favor de um gradiente de concentragao
e o fon H" se move contra seu gradiente de concentracdo. Esse tipo de transporte
(Na*_H" ) fornece o proton que mantém o potencial eletroquimico suficientemente
adequado para a absorcéao de ferro.

Desse modo, o funcionamento do DMT1 € dependente de um baixo pH
favorecendo o cotransporte, que também é uma forma de transporte ativo secundario.
Porém diferentemente do transportador Na+_H+_ todos os solutos no caso Fe Il e H”
sao transportados na mesma direcdo, qual seja, para dentro do enterocito (Mackenzie,
et al., 2005).

O DMT1 é altamente expressado na borda em escova no duodeno em condicfes
associadas com aumento da absorcdo de Fe como na DFe, anemia por doenga cronica
e hipoxia (Wosten, 2000) também €& expresso em outros tipos celulares como o0s
macrofagos, baco e células de Kupffer.

Estudo desenvolvido em ratos Belgrade de laboratério que tinham mutagédo no
gene do DMT1 observou o desenvolvimento da anemia microcitica, (Miret, et al., 2003),
fornecendo evidéncias de que este transportador esta envolvido na regulacdo da
captacéo de Fe no duodeno (Fleming, et al., 1998).

Estudo realizado recentemente em nosso laboratorio possibilitou verificar o
aumento da expressdao de DMT1 em ratos que foram submetidos a dieta com baixo
nivel de Fe quando comparado com animais do grupo CT, sugerindo que o nivel de
RNA mensageiro (mMRNA) da DMT1 estava aumentado na DFe (Arruda, et al., 2009).
Aumento similar nos niveis de mRNA da Dcytb no duodeno foi também verificado, em
outros traballhos, sendo sugerido que o DMT1 e a ferroredutase Dcytb estdo fortemente

correlacionadas e sdo regulados em sincronia (Miret, et al.,, 2003). Estes dados
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corroboram a funcéo do Dcytb de agir como agente redutor, reduzindo Fe Il pra a forma
ferrosa, o qual sera reconhecido e ligado ao DMT1 favorecendo a transferéncia de ferro
para dentro do enterdcito (Figura 4).

Em um estudo realizado por Frazer e colaboradores (2003), foi verificado que,
apos a ingestéo de altas doses de Fe por via oral, a expressao de DMT1 e Dcytb era
reduzida, sugerindo bloqueio na mucosa do duodeno resultando propriamente em uma
reducdo nos niveis dessas proteinas necessarias para a transferéncia do Ferro Il do
[imen para dentro do enterqcito.

A expressdo destas proteinas parece ser estritamente regulada. O mRNA do
DMT1 contém um elemento responsivo ao Fe (IRE) na posicdo 3, que responde a
concentracdo de Fe intracelular, modulando a expressdo desta proteina,
diferentemente do Dcytb que ndo contém esse IRE, regulando a expressdo do mRNA
dessa ferroredutase (Miret, et al., 2003).

Alguns estudos sugerem que a localizagcdo do DMT1 muda em decorréncia da
deficiéncia e sobrecargada de Fe, e, em condi¢cdes de deficiéncia, o DMT1 seria
encontrado na membrana apical do enterdcito e no citoplasma em condi¢cdes de
sobrecarga de Fe (Miret, et al., 2003).

2.2.3.3.2 Dcytb

Dcytb € uma proteina reguladora de Fe que funciona como uma ferroredutase,
sendo altamente expressada nos enterdcitos duodenais. O Dcytb tem um papel na
absorcédo de Fe na mucosa duodenal por reduzir Fe Il para a forma Fe Il e esse sera
transferido pelo DMT1 para dentro do enterdcito (Figura 4). Esta funcdo €

particularmente importante na deficiéncia de Fe (McKie, 2008).
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2.2.3.33HCP 1

Outra proteina presente ha membrana apical do duodeno e que esta relacionada
com a absorcédo de Fe € a transportadora de heme (HCP 1) (Figura 4). Como o préprio
nome sugere, transporta Fe hémico para dentro do enterdcito.

No limen intestinal, o Fe hémico é liberado do alimento, por meio da digestédo
das proteinas, no processo digestivo. O heme livre liga-se, entdo, a membrana da
borda em escova dos enterdcitos duodenais, por meio da proteina transportadora HCP
1, de 50-kDa, que contém nove dominios transmembrana, os quais atravessam intactos
a membrana plasméatica e importam o heme extracelular. No citoplasma do enterdécito, o
grupo heme encontra-se ligado & membrana de vesiculas (Grotto, 2008).

Dentro do enterdcito o heme é clivado por uma heme oxigenase que libera o Fe
(Donovan, et al., 2006; Raffin, et al., 1974). No entanto, dentro do citosol a heme
oxigenase quebra o anel porfirina de modo que o Fe contido neste complexo seja
liberado fornecendo Fe lll, biliverdina e mondxido de carbono (Donovan, et al., 2006).

O Fe liberado do heme pela heme oxigenase fara parte de um conjunto que se
encontra no enterécito reunindo-se com o0 mesmo conjunto do Fe ndo hémico. Ou seja,
neste momento, ndo ha mais distingdo de Fe hémico e ndo hémico, pois todo contetdo
de Fe liberado dentro do enterdcito, seja pelo DMT1, seja pela HCP 1 se juntara e unir-
se-a e permanecera disponivel para ser exportado pela ferroportina (FPN) ou sera

armazenado dentro da ferritina (Donovan A, 2006).
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2.2.3.4 Transferéncia de ferro na membrana basolate ral

2.2.3.4.1 Ferroportina / hefaestina

Ferroportina é uma proteina envolvida na transferéncia de Fe para a circulagédo
através da membrana basolateral (Figura 4). A expresséo desta proteina € controlada
pelo nivel de Fe do corpo e/ou hipoxia, produzindo desta forma diminuicdo da
expressdo de FPN na membrana basolateral do enterécito quando na deficiéncia de
ferro.

A FPN contém um IRE em sua posi¢do nao traduzivel 5 do mRNA. Evidéncias
preliminares também sugerem que a FPN tem papel na recirculacdo de Fe nos
macrofagos e parece ser localizada no meio intracelular e ndo na membrana da célula.
A transferrina sérica tem grande afinidade pela forma Fe Ill. Assim, o Fe Il externalizado
deve ser oxidado. Essa oxidagdo € realizada pela acdo de uma ferrooxidase

denominada hefaestina presente na membrana basolateral (Grotto, 2008)
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FIGURA 4: 1- Ferro ndo hémico (Fe lll) deve ser reduzido para ser posteriormente transportado na
membrana apical, na borda em escova; 2 — DMT-1 mediado por préton dependent transporta Fe Il para
dentro do enterécito; 3 — Transportador de ferro hémico; 4 — Hemeoxigenase libera ferro da protoporfirina,
5 — Ferro é utilizado ou estocado dentro da ferritina e mais tarde é perdido quando a mucosa intestinal é

descamada; 6 — Ferroportina exporta ferro quando entdo é oxidado para a forma Fe Ill para ser

incorporado dentro transferrina férrica. Adaptado de (Donovan A, 2006).



36

2.2.4 Transferrina

Apbs o Fe entrar na circulacao, ele deve ser transportado a diversos locais para
sua utilizacdo. Quem cumpre esta funcdo no organismo € uma glicoproteina
transportadora de Fe no plasma sanguineo denominada transferrina (Tf).

O transporte de Fe de um oOrgdo para outro € efetuado por uma proteina
chamada de apotransferrina. Quando a apotransferritina se liga ao Fe Ill (oxidado pela
acdo de uma ferroxidase) o complexo ferro-apotransferrina recebe o nome de Tf. A Tf é
uma glicoproteina sintetizada no figado que contém dois sitios de ligacdo para Fe Ill.
Portanto, é necessério que o Fe, que é exportado pela FPN para o plasma que esta na
forma ferrosa, seja oxidado para ser transportado pela Tf para as demais partes do
organismo nas quais serd utilizado (Donovan, et al., 2006).

Esta proteina, além de transportar Fe que atravessou a membrana basolateral do
enterdcito para a circulacdo, transporta também Fe secretado dos macréfagos apos a

degradacao dos eritrocitos senescentes (Grotto, 2008).

A Tf possui trés fungdes principais:
* Solubizar Fe Il que € insolivel em pH neutro;
* Fornecer Fe para células através da interacdo com receptores de
membrana denominados receptores de transferrina (Lieu, et al.,
2001).

» Evitar a perda de ferro nos rins por filtracdo glomerular.

No plasma a Tf existe sob trés formas: (Hentze, et al., 2010)
» Desprovida de Fe (apotransferrina);
e Ligada a um atomo ou ion de Fe (Tf monoférrica);
» Ligada a dois atomos de Fe (Tf diférrica).
Os receptores de transferrina (TfR) s@o glicoproteinas diméricas transmenbrana

ligadas a membrana por meio de pontes dissulfeto. Sdo provavelmente expressados



37

em todas as células. Os TfR que estdo presentes nas membranas das células ndo tém
contato direto com o Fe e sim formam um complexo TfR/Tf/Fe (Anderson, 2007).
Estando em pH fisiologico a afinidade do TfR € aumentada preferencialmente
para Tf diférrica. Este complexo TfR/Tf/[Fe é, entdo, internalizado por endocitose,
formando pequenas vesiculas endossomais.
Inicialmente, a Tf se liga aos TfR’s, Ja dentro do endossoma o Fe € liberado da
Tf ap0s acidificacdo endossomal sendo posteriormente, apds ser reduzido para a forma
Fe Il, transferido para o citoplasma da célula pelo DMT1 (Ponka, 2000; Anderson,
2007) (Figura 5).
A apotransferrina livre de Fe, que permanece presa ao receptor a pH 5,5, retorna para a
superficie da célula onde em pH 7,4, a apotransferrina € liberada da célula (Anderson,
2007).

Fe,Tf hd
- W @ T¢
v X an
wv TfR1 Ll
o
4V an
v an v
\ 3'!'? :l"'- / MITOCONDRIA
ovt: I — 49

Ferritin

Figura 5: Captacdo de Fe para dentro da célula - adaptado de (Anderson, 2007) Tf, transferrina; FeTf,

transferrina diférrica; TfR1, receptor de transferrina 1; DMT1, transportador de metal divalente 1; FPN,
ferroportina.
O TfR € encontrado na forma soltvel no soro humano, sendo o aumento de sua

expressao na superficie das células sensivel ao estado de Fe do individuo (Strube, et
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al., 2002). Esse receptor também pode ser controlado na sua transcricdo. No entanto,
0S mecanismos ainda ndo estdo bem caracterizados. Acredita-se que a transcricdo do
TfR possa ser afetada pela concentracdo de acido retindico (AR) (Strube, et al., 2002).
As concentracdes do TfR sdo passiveis de ser mensuradas, podendo ser indicadas

como instrumento para verificacdo de DFe, mesmo na auséncia de anemia.

2.2.5 Armazenamento (Ferritina)

O Fe que excede as necessidades é armazenado intracelularmente, sob a forma
de ferritina, molécula de armazenamento de Fe, e hemossiderina principalmente no
sistema macrofagico (reticuloendotelial) do figado, baco, medula 6éssea e outros 6rgaos
(Shills, et al., 2003).

A molécula completa de ferritina tem uma casca de proteina (apoferritina) que
tem 13 nm de didmetro externo com uma cavidade interna de 7nm de diametro (Arosio,
et al., 2002), (Figura 6 a e b). A cavidade interna rettm um ou mais cristais de
oxiidroxido férrico. A concha de ferritina pode comportar até 4500 atomos de Fe por
molécula (Ponka, 2000), embora a maioria das moléculas de ferritina contenha 2000
atomos de ferro.

A ferritina dos mamiferos contém duas diferentes subunidades: a High (H) e a
light (L). A ferritina rica em subunidade H é encontrada no coracéo e cérebro e tem uma
alta atividade de ferrooxidase enquanto a ferritina rica em subunidade L é encontrada
no baco e figado e podem armazenar mais ferro que a subunidade L (Arosio, et al.,
2002).

O Fe Il, sendo mais soluvel é incorporado na concha com mais facilidade que a
forma Fe lll, sendo oxidado e depositado apds sua associacdo com a superficie interna
da subunidade.

Uma menor proporcdo de ferritina dos vertebrados esta presente como ferritina
sérica, clinicamente importante, por ser um marcador da quantidade de Fe do corpo,

embora sua funcdo permaneca ainda obscura (Arosio, et al., 2002).



Figura 6 a: Aspecto estrutural da ferritina e sua subunidade (Arosio, et al., 2008)
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Figura 6 b: Modelo do aspecto estrutural da ferritina com sua subunidade. U.S National Library of

Medicine.

A principal reacé&o in vitro de qualquer tipo de ferritina € reagir com Fe Il e induzir
a sua oxidacao e depdésito dentro de sua concha (Harrison, et al., 1996). Essa reacao é
considerada semelhante & que ocorre dentro das células, e é biologicamente importante
por duas razoes:

Primeiramente a ferritina tem alta capacidade de concentrar Fe em uma forma
compacta e segura, podendo ser prontamente utilizado quando necesséario. Assim, a
ferritina atua como molécula de estoque de Fe evitando a perda deste metal. O
sequestro de Fe Il da reacdo de Fenton é outra caracteristica da ferritina, uma vez que
a oxidacdo do ion Fe Il para a forma Fe lll, torna-o in6cuo para formacdo de EROs
como a H,O,. Desta forma, a ferritina pode ser considerada também um antoxidante
(Harrison, et al., 1996).

Uma pequena fragdo da ferritina circulante no plasma e sua concentracdo séo

relacionadas com os depositos de Fe dos tecidos, particularmente o reticuloendotelial.
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Os valores de referéncia sdo mais altos em homens do que em mulheres. Na anemia
por DFe, a ferritina sérica € muito baixa; seu aumento indica sobrecarga de Fe,
liberacdo excessiva de ferritina de tecidos lesados ou uma resposta de fase aguda,
como, por exemplo, na inflamag¢&@o. Na anemia de doenca crénica, a ferritina sérica e
normal ou alta (Hoffbrand, et al., 2004).

2.2.6 Regulacdo celular e sistém ica

Os niveis de ferro no organismo séo regulados por dois mecanismos principais, a saber:
* Intracelular — que depende da quantidade de Fe que a célula dispde;

» Sistémica — na qual a hepcidina tem um papel fundamental.

2.2.6.1 Regulagéo intracelular

A proteina reguladora de ferro (IRP) tem importancia crucial no controle de
expressao de proteinas que estdo envolvidos na captacéo e estoque do Fe.

As IRP’s controlam a expressao pos-transcricional das proteinas, ao se ligarem a
elementos responsivos ao ferro localizados em regides ndo codificadoras do mRNA.
Assim, os niveis intracelulares de ferro modulam a sintese de varias proteinas
envolvidas no metabolismo do Fe (Hentze, et al., 2010).

Os IRE podem estar localizados nas regides ndo codificadoras 3’ ou 5. Quando
a IRP se liga ao IRE que esta localizado na extremidade 3’ ndo traduzivel, a molécula
de mRNA torna-se estavel, evitando a sua degradacédo, promovendo a sintese protéica.
Entretanto, a ligacdo do IRP com a IRE localizado na extremidade 5’ ndo traduzivel,
bloqueia a tradugcdo do mRNA em proteina, diminuindo a sintese protéica (Grotto,
2008).

A formacéo da IRP acontece na baixa concentracdo de ferro. Assim quando ha
excesso de Fe no organismo, a proteina ndo mais se chama IRP e sim aconitase,

enzima que converte o citrato a isocitrato, no ciclo de Krebs (CK). Portanto, em
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condicOes de excesso de Fe intracelular, as IRP’s mudam sua conformacdo e nao se
acoplam ao IRE (Hentze, et al., 2010).

A aconitase, enzima fundamental do CK, como ja& mencionado acima catalisa a
interconversdo de citrato a isocitrato. Esse é o primeiro passo no CK, apds a
condensacédo de acetil-Coa e oxaloacetato para formar citrato. Assim, a deficiéncia de
aconitase, compromete a producdo de energia tornando o CK ineficiente, cuja
funcionalidade é extremamente dependente da presenca de Fe no organismo (Shills, et
al., 2003).

Esta enzima possui um grupamento ferro-enxofre no seu sitio ativo, cuja
geometria depende das quantidades de Fe. A aconitase mantém uma estrutura cubdide
(Figura 7) com 4 atomos de Fe e 4 &tomos de enxofre ligados em vértices alternados
mantendo dessa forma sua estrutura enzimaticamente ativa.

Na DFe, a estrutura da aconitase perde atomos de Fe em seu centro (Fe-S),
alterando a conformacéo tridimensional, (3Fe — 4S), transformando-se entdo na IRP,
gue pode se ligar ao IRE bloqueando a traducdo dos mRNA'’s da ferritina e da FPN, ou
estabilizando as moléculas de mRNA do TfR e do DMT1 (Hentze, et al., 2004).

Com os estoques de Fe normais o0s grupamentos Fe-S tornam-se 4Fe-4S,
transformando a IRP na aconitase, que proporciona aumento dos niveis de NADPH,
fornecendo um adicional de agentes redutores que podem ser utilizados para manter
um balango adequado de Oxido-reducdo. Esse mecanismo favorece uma coordenacao
na regulagdo dos niveis TfR e sintese de ferritina que respondem inversamente de
acordo com a quantidade de Fe. Sobrecarga de Fe produz aumento da sintese de
ferritina acompanhado por diminuicdo da expressdo de TfR, enquanto fendbmeno oposto
€ observado quando na deficiéncia de Fe (Anderson, 2007).

Estudos em figado de ratos forneceram as primeiras evidéncias de que a
repressao da traducgdo de ferritina pode ser devida a ligagdo da IRP, que inicialmente
era denominada proteina ligadora do IRE, ao IRE localizado na regido nao traduzivel 5’
(Leibold, et al., 1988).

Uma analise da sequéncia nado traduzivel do mRNA dos receptores de
transferrina demonstrou a existéncia de 5 IRE’'s e esses exibem homologia com o IRE

presente na regido nao traduzivel do mRNA da ferritina (Casey, 1988).
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Figura 7 : Aconitase com todos os seus vértices preenchidos com ferro (F¢) e enxofre () ligados por
residuos de cisteina (Cys) Lenninger adaptado de (MM, 2000)

Os IRE’s localizados proximos a regido nao codificadora 3', quando néo ligados a
IRP permitem que haja a clivagem do mRNA e a sintese protéica € interrompida. A ndo
ligacdo do IRP aos IRE’s localizados préximos a regiao 5' permite que o complexo de
inicializacdo da traducdo seja ativado, induzindo a sintese protéica (Grotto, 2008;
Hentze, et al., 2010).

Proteinas como DMT1 e a FPN podem ser reguladas pelo complexo IRP-IRE, no
qual os niveis de mMRNA da DMT1 aumentam na deficiéncia de ferro, sugerindo que os
IRE’'s na regido ndo traduzivel 3' podem estabilizar a expressdo da DMT1 por
mecanismo Fe dependente. Foi observado também um IRE na regido nao traduzivel 5’
do mRNA da FPN desta forma a regulacao de sua expressédo é mediada pelo complexo
IRE/IRP regulando a expressao em nivel protéico (Grotto, 2008; Donovan, et al., 2006;
Roy, et al., 2000).
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2.2.6.2 Regulacao sistémica (Hepcidina)

O Fe é eliminado do organismo pelas secre¢des corporais como a descamacao
de células intestinais, suor, menstruacdo. O organismo nao possui um mecanismo
eficiente para regular a excrecdo do excesso de Fe que € absorvido ou mesmo
acumulado apdés a reciclagem através dos macréfagos (Grotto, 2008). Nessas
condi¢cbes, € fundamental que exista um controle do equilibrio de Fe nos locais de
absorcéo, estoque e utilizacdo, quando necessario.

Um candidato que tem emergido como regulador primério da homeostase do Fe
atuando na sua regulacdo sistémica € o hormonio sintetizado pelo figado, denominado
hepcidina, peptideo, com ac¢do hormdnal, sintetizado no figado que possuiu a
capacidade de restringir a disponibilidade de Fe, inibindo a absorcdo e a exportacao
intestinal desse mineral (Donovan A, 2006).

Este papel hormonal da hepcidina pode ser visualizado em experimentos nos
guais os animais deficientes do hormonio hepcidina, desenvolveram sobrecarga de Fe
nos tecidos (Grotto, 2008). No entanto, apresentavam deplecdo de Fe nos macrofagos.
Em outros estudos, animais que super expressavam a hepcidina desenvolveram
anemia microcitica e hipocrémica (Nicolas G, 2002). Também tem sido demonstrado
gue a diminuicdo da concentracdo de Fe sérica que esta presente em resposta de fase
aguda esta associada com aumento da expressédo de hepcidina e que a reducéo de Fe
sérico ndo ocorre em animais deficientes deste peptideo (Nicolas, et al., 2002).

O estado do Fe no organismo, deficiéncia e sobrecarga, regula a expressao de
hepcidina. O estado inflamatério também tem um papel fundamental na expresséo de
hepcidina sendo que a interleucina 6 € apontada como estimulante da expresséo deste
horménio (Nemeth E, 2004) induzindo a hipoferremia (Rivera, et al., 2005).

A FPN, localizada na membrana basolateral dos enterdcitos e macréfagos, age
como receptor da hepcidina. O complexo FPN/hepcidina é internalizado e a FPN é
degradada, tendo como resultado final acimulo de Fe dentro dos enterécitos e

macrofagos, interrompendo a liberacdo de Fe (Nemeth E, 2004). A reducdo da
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passagem do Fe para o plasma resulta na baixa saturacdo da Tf; e menos Fe é liberado
para o desenvolvimento dos eritroblastos (Figura 8). Adaptado de (De Domenico |,
2007).

EXC:'SS" de  Anemia/hipéxia  Infeccaofinflamacio
erro

Ferro IL-6
da dieta % L amemm 3 % ﬁ
a2 S Ferro proveniente

do catabolismo de
eritrocitos
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Hepcidina

Degradagag
da ferroporting

Internalizagéo
da ferroportina

Mo - Macréfago
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Figura 8: Acado da hepcidina no metabolismo do Fe. Ao formar o complexo com a FPN leva a sua degradagéo. No
enterécito, o Fe ndo é transportado para o exterior da célula, e a absor¢cédo é inibida (figura a esquerda). No
macréfago, o mineral fica acumulado no seu interior, diminuindo sua disponibilidade para a eritropoiese (figura a
direita), adaptado de (Grotto, 2008).

Algumas proteinas de membranas tém sido implicadas na modulacdo da
expressdo de hepcidina in vivo (Hfe, TfR2) mutagcbes em qualquer uma destas
proteinas tém resultado em hemocromatose, desordem comum que se caracteriza por
sobrecarga de Fe (Donovan A, 2006).

Hfe € uma proteina do tipo MHC (complexo de histocompatibiliade classe 1) e
gue esta modificada na maioria dos pacientes com hemocromatose (Donovan A, 2006;
Feder, et al., 1996).

Em camungondos e humanos deficiéncia em Hfe tem reduzido a expresséo
hepética de hepcidina apesar da sobrecarga de Fe. Hfe é expressa nos hepatocitos e
também nas células de Kupffer (Donovan A, 2006; Zhang, et al., 2004).
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Esta proteina estad envolvida na regulacdo da absorcao intestinal do Fe e, por
intermédio de sua interacdo com o TfR, é capaz de detectar o grau de saturacao do Tf
e, assim, informa para o enterdcito sobre a necessidade de aumentar a absorcdo ou
nao de Fe na luz do intestino (Donovan A, 2006; Frazer DM, 2003).

Hfe parece formar um complexo com TfR sugerindo a hipétese de que fatores
soltveis como Tf diférrica (pelo qual compete com Hfe pelo TfR) podem modular a
atividade da Hfe e regular um caminho para sinalizar a promocao da expressdo de
hepcidina (Anderson, 2003).

O receptor de transferrina TfR 2, que € homologo ao TfR, esta alterado em um
pequeno grupo de pacientes com desordens genéticas de hemocromatose. Como o
Hfe, deficiéncia no TfR2 atenua a expressdo de hepcidina em camundongos e
humanos (Cancado, 2009).

Nenhuma anormalidade na eritropoiese foi observada em camundongos e
humanos com deficiéncia no TfR 2, sugerindo que o requerimento do TfR2 para regular
a expressdo de hepcidina seja intrinseco ao hepatocito ndo sendo influenciado por
anemia e/ou hipoxia (Donovan A, 2006).

A Tf diférrica parece estar envolvida na regulacdo da expressdo da hepcidina.
Essa molécula compete com Hfe pela ligagdo com o TfR 1 presente na superficie
celular dos hepatdcitos. Esse modelo de regulacdo proposto pode ser visualizado pela
(Figura 9), na qual altos niveis de concentracdo de Tf diférrica se ligaria com maior
afinidade ao TfR 1 (Anderson, 2003).

Nesta situacdo, os niveis de Hfe livre aumentariam induzindo a expressao de
hepcidina no nucleo dos hepatdcitos. Quando os niveis de Tf diférrica caem, os TfR 1’s
ficam mais disponiveis, reduzindo os niveis de Hfe livres, o que levaria a sinalizacao
para reducdo da expressdo de hepcidina, promovendo desta maneira maior absorgéo
de Fe pelo enterdcito na luz intestinal e aumentando a exportacdo deste pela FPN na
membrana basolateral (Frazer DM, 2003).

Situacdes em que ocorrem alteracdes no gene do TfR 2, que como dito acima,
se liga a Hfe na superficie celular, levam ao fendtipo de hemecromatose, em que a
expressao da hepcidina esta diminuida ou ndo responsiva ao excesso de Fe absorvido
da dieta (Ganz T, 2006).
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Figura 9 : Modelo de regulacdo da expressao de hepcidina.

2.2.7 Eritropoiese

z

A eritropoiese € um fendmeno dinamico, no qual diversas fases se realizam
gracgas a sintese de DNA, mecanismos de mitose, sintese de Hb com a incorporagéo do
Fe, perda do nucleo e organelas, tendo como produto final o globulo vermelho,

anucleado, com reservas energéticas para uma vida média Gtil e funcional de 120 dias.
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Na medula Ossea, a eritropoiese normalmente se faz pela diferenciacdo da célula
tronco hematopoiéticas, que é definida como uma célula com grande capacidade de
auto-renovacdo e potencial proliferativo, o que possibilita a sua diferenciacdo em
células progenitoras de todas as linhagens sangiineas e a reconstituicdo da populagéo
hematopoiética a partir de uma Unica célula, em célula da linhagem eritrocitaria —
proeritroblasto — que pela acdo de fatores maturativos se diferencia nas seguintes
células: eritroblastos basdfilos, eritroblastos policromatoéfilo, eritroblasto ortocromatico e
reticulécito, que é liberado para a circulagdo sanguinea periférica. De 24 a 48 horas
apos perder o seu reticulo, passa a ter o nome de eritrocito, hemacia ou glébulo
vermelho (Grotto, 2003).

Diariamente sdo produzidos em torno de 10 novos eritrécitos por meio do
processo complexo e finamente regulado da eritropoiese, a qual passa da célula tronco
pelas células progenitoras, unidade formadora de colonia de granuldcito eritroide,
mondcito e megacariécito (CFUgemm), unidade eritréide de formacao explosiva (BFUe)
e eritrdide CFU (CFUe) até o primeiro precursor reconhecivel de eritrocito na medula
0ssea, 0 pronormoblasto que por meio de vérias divisdes celulares, origina uma série
de normoblastos progressivamente menores em cujo citoplasma a quantidade de Hb é
crescente (Hoffbrand, et al., 2004).

O nucleo finalmente € expelido do normoblasto dentro da medula 6éssea,
resultando um estagio de reticulécito que ainda contém RNA ribossémico e é capaz de
sintetizar hemoglobina. Essa célula € um pouco maior que o eritrocito maduro, fica de
um a dois dias na medula 6ssea e também circula no sangue periférico durante periodo
idéntico de dias, antes de amadurecer, sobretudo no baco, quando o RNA é totalmente
perdido. Surge deste modo, o eritrécito maduro, disco bicbncavo sem nucleo com
coloracdo rosea. O contato estreito com os tecidos e, portanto, o sucesso das trocas
gasosas é favorecido pela morfologia dos eritrdcitos, que apresentam 8um de diametro,
sendo capazes de passar rapidamente através da microcirculacdo, cujo diametro € 3,5
pm, mantendo o equilibrio osmaético, apesar da alta concentracdo de Hb na célula
(Hoffbrand, et al., 2004). A destruicado dos eritrocitos usualmente ocorre depois de uma

sobrevida média de 120 dias, quando as células sdo removidas extravascularmente
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pelos macrofagos do sistema reticuloendotelial (SRE), em especial na medula éssea,
mas também no figado e no baco (Papanikolaou, et al., 2005).

Os eritrocitos ndo tém ndcleo e seu metabolismo deteriora gradativamente a
medida que as enzimas sdo degradadas e nao repostas, tornando as células inviaveis.
O catabolismo do heme dos eritrécitos libera Fe para recirculagdo via Tf plasmatica
para os eritroblastos da medula 6ssea e protoporfirina, a qual € transformada em
bilirrubina. O heme é clivado pela acdo da heme oxigenase com a formacdo de
biliverdina que posteriormente é convertida em bilirrubina (Lolascon A, 2009).

Na circulacdo a bilirrubina se liga a albumina sendo posteriormente captada pelo
figado e conjugada, tornando-a, deste modo, hidrossolavel (Floch, et al., 2007). Apés,
essa circula no figado, onde é conjugada com glucuronideos excretados no intestino via
bile e convertida em estercobilinogénio e estercobilina (excretado nas fezes)
(Hoffbrand, et al., 2004).

2.2.7.1 Sintese de hemoglobina

A principal funcdo dos eritrocitos € o transporte de oxigénio para os tecidos e de
diéxido de carbono para os pulmdes. Para executar essa troca gasosa, eles contém a
proteina especializada denominada Hemoglobina (Lolascon A, 2009).

A molécula de Hb (Figura 10 b) é um tetramero de quatro cadeias de globina
com seu proprio nucleo heme agrupado num “bolso”. A globina da Hb é uma cadeia de
aminoacidos, arranjados em forma de hélice e dobrada sobre si mesma. Desta forma,
no seu interior se encontra o heme formado pela protoporfirina e pelo atomo de Fe no
estado reduzido (Fe Il), protegido do meio externo (Grotto, 2010).

As globinas se acondicionam reversilvelmente, a molécula de 2,3
difosfoglicerato, que modula a afinidade da Hb pelo oxigénio, ou seja, o oxigénio e 2,3
difosfoglicerato competem pelo mesmo sitio ativo da molécula de Hb (Mulquiney, 1999,
Hoffbrand, et al., 2004).

A sintese de heme na Hb se da principalmente nas mitocondrias, por meio de

uma série de reacfes bioguimicas que comecam na condensacdo de glicina e de
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succinil - coenzima A por acdo da acido-aminolevulinico-sintetase. Finalmente, a
porfirina se combina com ferro no estado ferroso para formar o heme, que se ajusta
com a cadeia de globina feita nos polirribossomos (Grotto, 2010).

O heme ¢€ sintetizado em todas as células do organismo do mesmo modo que é
formado pelo eritroblasto. A estrutura quimica do heme é a de uma porfiria com um
atomo de Fe ligado aos nitrogénios de quatro anéis pirrélicos, os quais sdo unidos entre

si (Figura 10 a). A sintese do heme é realizada principalmente na mitocondria do

eritroblasto, e algumas fases ocorrem no citoplasma (Verrastro, 1998).
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Figura 10 a, b: (a) Representacdo da estrutura quimica do heme ,(b) Representa¢do da molécula de
hemoglobina. Adaptado http://themedicalbiochemistrypage.org/heme-porphyrin.html.

2.2.7.1.1 Funcdes da hemoglobina

Os eritrécitos no sangue arterial sistémico transportam oxigénio dos pulmdes aos
tecidos e voltam no sangue venoso, com didxido de carbono para os pulmdes. Quando
0 sangue pobre em oxigénio passa pelos pulmdes, este recebe o oxigénio que se
difundiu pelos pulmdes. Nos eritrocitos o0 oxigénio, oxigena, mas nao oxida a
hemoglobina. Assim, o Fe permanece no estado reduzido, devido a uma alteragdo da
conformacgéo da hemoglobina, que se transforma em oxi-hemoglobina, No entanto, nos
capilares dos tecidos, a Hemoglobina fornece o oxigénio e, assim, a Hb nos tecidos ira4
se encontrar no estado desoxigenado (Schechter, 2008).

A medida que a molécula de Hb carrega e descarrega oxigénio, as cadeias
individuais de globina movimentam-se uma sobre a outra, o que facilita a entrada do 2,3
difosfoglicerato, diminuindo a afinidade da Hb pelo oxigénio e promovendo 0 ingresso
deste nos tecidos (Mulquiney, 1999, Hoffbrand, et al., 2004).
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2.2.7.2 indices hematimétricos

A Hb é medida em gramas por decilitro (g/dL) e representa a quantidade da
proteina por unidade de volume do sangue. O hematdcrito representa a proporcao dos
eritrécitos no total do sangue medido em porcentagem (%). Com o resultado obtido do
namero de eritrdcitos, Hb e hematécrito, € possivel calcular outras médias ou indices,
chamados hematimétricos, tais como o volume corpuscular médio (VCM), a
hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo da hemoglobina corpuscular
média (CHCM) (Rosenfeld, 2007).

O VCM é a relagédo que existe entre o volume globular obtido do Hct e 0 nimero
de eritrécitos. O VCM é importante para definir se a anemia € predominante dos
eritrocitos de pequeno volume, isto é, microcitica ou de grande volume macrocitica.
(Rosenfeld, 2007).

O HCM se refere a quantidade de hemoglobina dentro de cada eritrocito e
fornece a informacao do tipo de anemia: hipocrémica, com pouca hemoglobina, ou
hipercrdmica, com muita Hb dentro de cada eritrocito. A HCM é dada pela relagéo entre
o valor da Hb obtida em gramas por 100dL e a contagem dos eritrcitos. O resultado €
em picogramas (pg). A CHCM é calculada pela relacdo entre a Hb obtida em g/100 dL e
o volume globular que retrata a quantidade de Hb dentro de um determinado volume de

sangue. O resultado obtido € dado em porcentagem (Verrastro, 1998).

2.2.7.3 Anemia (anemia da doenca cronica)

A anemia da doenga cronica (ADC) é a causa mais frequente de anemia em
pacientes hospitalizados com idade superior a 65 anos, sendo a segunda maior causa
de anemia perdendo apenas para anemia por DFe (Weiss, 1999).

A principal porta de entrada do Fe para dentro do corpo é através da dieta, por
meio da qual o Fe hémico e o ndo hémico podem ser absorvidos no duodeno para

dentro do enterdcito. No entanto, o principal sistema celular responsavel para



53

fornecimento adequado de Fe para a eritropoiese é 0 sistema mondcito/macrofago
(Grotto, 2008).

A necessidade de Fe para cumprir todas as func¢des do organismo inclusive a
eritropoiese é estimada entre 20 a 30mg. Todavia, somente 10% dessa quantidade sao
provenientes da absorcdo no duodeno por transportadores especificos (Grotto, 2010).

A maior quantidade deste mineral tem origem na reciclagem do metal dos
eritrocitos que foram submetidos a fagocitose. Esta funcdo dos macrofagos mantém a
homeostase do Fe no organismo. Os macréfagos também atuam na regulacdo da
homeostase do Fe durante processo inflamatério, levando a ADC. A participacao
central dos mondcitos e macrofagos na patogénese da ADC tem sido reportada desde
os anos 80 (Fillet, et al., 1989). Uma das explicacbes para essa resposta medular
inadequada esta diretamente relacionada a ativacdo dos macréfagos e a liberacédo de
citocinas inflamatorias, que atuam inibindo a proliferacdo dos precursores eritrocitarios
e, portanto, inibindo a eritropoiese (Cancado, 2002).

Tanto na anemia ferropriva quanto na ADC os niveis plasmaticos de Fe estdo
baixos. Entretanto, na anemia ferropriva o nivel de Fe dentro dos macrofagos também
estdo diminuidos e na ADC os niveis plasméaticos deste elemento estdo parcialmente
aumentados sem, contudo, haver liberacdo para o plasma (Lee, 1998).

O Fe dentro dos macréfagos catalisa a formagéo de radicais hidroxil, que tem
papel fundamental na defesa imune contra patdgenos invasores.

A ADC, por vezes denominada de anemia da inflamacdo ou funcional, possui
trés mecanismos propostos para explicar sua patofisilogia (Cangado, 2002).

* A inflamagéo pode levar a retencéo do Fe dentro das células do sistema reticulo
endotelial, levando a diminuicdo da liberacdo deste metal para eritropoiese;

» Citocinas e proteinas de fase aguda que afetam negativamente a proliferacéo e
diferenciacdo das células progenitores eritrides;

 Reducado da atividade biolégica da EPO contribui para o desenvolvimento da

ADC, sendo o nivel da EPO inadequado dependo do grau da anemia;

A ADC é anemia hipoproliferativa na qual a hipoferremia estéa presente apesar de
adequada quantidade de Fe no estoque reticuloendotelial, sendo, geralmente,

normocitica e normocrémica (Cancado, 2002).
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A mobilizacdo de Fe dos estoques do sistema reticuloendotelial é diminuida
durante a ADC e isto implica resposta do organismo contra a infeccdo (Kluger &
Rothenburg, 1979). Mobilizagbes diminuidas de Fe do figado e do bago também séo
visualizadas quando da ocorréncia de DVA, ndo estando completamente entendido se
essa alteracdo na mobilizacdo esta relacionada com a alteracdo daquela que ocorre
durante a infeccédo (Thurnham, 1993; Bloem, 1995).

A deficiéncia de vitamina A parece que esta envolvida na patogénese da anemia
por diversos mecanismos bioldgicos, uma vez que esta vitamina esta relacionada ao
crescimento e diferenciacdo das células dos eritrocitos progenitores e ainda, ativa a
resposta imunologica contra a infecgéo, reduzindo, deste modo, a anemia da infeccgéo,
liberando os estoques de ferro para os tecidos. Estudos epidemiol6gicos mostram que a
preveléncia da anemia € alta nas populacdes afetadas pela DVA em paises em
desenvolvimento (Semba, et al., 2002).

O AR parece estar envolvido na modulacdo da producdo da EPO, horménio
sintetizado pelos rins, envolvido na eritropoiese, uma vez que este contém elementos
responsivos ao AR. Estudo realizado por (Okano, et al., 1994), em ratos depletados de
VA, verificou que, ap0s administragdo intragastrica de todo-trans-acido retindico,
agueles apresentaram aumento da concentracdo sérica de EPO apds 4 horas da

administracéo, sugerindo que o AR possa modular a producéo de EPO.

2.3. Vitamina A

Um foco da atencdo em saude Publica € investigar determinados micronutrientes
nos seres humanos, de modo a averiguar o quanto a deficiéncia desses pode ter efeitos
prejudiciais a saude do homem. Entre os muitos micronutrientes a VA aparece com
importancia fundamental, devendo ter atencdo especial devido a alta prevaléncia de
sua deficiéncia em paises em desenvolvimento, bem como os efeitos deletérios no

organismo dos individuos acometidos por esta deficiéncia (Beitune, et al., 2003).
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Relatos sobre a capacidade do figado, fonte rica em VA, agir como uma fonte
alimentar capaz de amenizar problemas de cegueira noturna (CN) ja haviam sido
descritos por médicos egipcios e gregos na antiguidade (Wolf, 1996).

Em 1881, foi relata pela 1° vez que a DVA poderia prejudicar o crescimento de
animais, quando os pesquisadores relacionaram que a morte de ratos que foram
submetidos a uma dieta a base de caseina pura, gordura, sucrose e minerais, era
devido a deficiéncia desta vitamina. Todavia, 0s animais que receberam somente leite
apresentaram crescimento considerado normal (Wolf, 1996). Esse fato levou outros
pesquisadores a postularem que era necessario estar presente na dieta o que
chamaram de “fatores minimos de qualidade”, para manter um crescimento normal e a
sobrevivéncia dos animais (Hopkins, 1906; citado por Wolf, 1996).

Estudos cientificos, publicados desde 1913, relatavam que componentes da
manteiga, dos ovos ou do 6leo de figado de bacalhau favoreciam o crescimento e
diferenciacdo celular dos tecidos de ratos alimentados com ragdes com banha de porco
ou Oleo de oliva como unicas fontes de gordura (Shills, et al., 2003).

O acido retindico (AR), produto final da oxidacao do retinol, tem se apresentado
como o metabdlito mais potente da VA expressando todas as fungdes bioldgicas dessa
vitamina com excec¢do da atividade da forma retinal no processo da visao (Shills, et al.,
2003). O AR também age na expressao génica de varios genes por meia da interacao
com receptores nucleares que se ligam a porcdes especificas presentes nos genes de
algumas proteinas alterando a expresséao destas.

A DVA e, por consequéncia, a hipovitaminose A, grave doenca carencial, pode
levar a xeroftalmia que representa um grupo de sinais e sintomas de todas as lesdes
oftalmoldgicos decorrentes da DVA (Souza, et al., 1988) e embora possa ser prevenida,
a hipovitaminose A ainda € um problema de saulde publica em varios paises em
desenvolvimento (Souza, et al., 2002), sendo um indicador utilizado na determinacao de
morbidade e mortalidade da populacéo infantil destes paises (Souza, et al., 2002).

Castro (1980), em seu classico livro “Geografia da fome”, relata a questdo da
fome oculta, caracterizada pela a caréncia de micronutrientes, dentre eles a VA, como
problema que assolava o Pais ja no inicio do século passado, no qual o pesquisador

aponta como sendo consequéncia de falta de alimentacdo adequada.
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Dentre as manifestacfes oculares a CN também denominada nictalopia, aparece
como o primeiro marcador da DVA, caracterizando-se como a dificuldade de enxergar
durante a noite. A relagéo entre a CN e a VA foi descrita pela primeira vez em 1925,
guando os pesquisadores observaram que ratos submetidos a DVA se adaptavam mais
lentamente ao ambiente com luz escura do que os animais do grupo controle (Wolf,
1996).

O prolongamento da DVA leva a um estagio denominado de mancha de Bitot,
gue se caracteriza por uma grande quantidade de células epteliais descamadas,
podendo prosseguir com ressecamento da cornea e formacdo de Ulceras que
aumentam de tamanho e profundidade até as corneas serem perfuradas, (Wolf, 1996),
sendo essa condicdo denominada querotomalédcia, sendo passivel de evoluir
paramanifestacdes microbianas agravadoras do quadro até a cegueira irreversivel.

A DVA tem se caracterizado como problema de saude publica em 60 a 78 paises
em desenvolvimento o que afeta milhdes de individuos em todo mundo e estima-se que
até 253 milhdes de criancas em idade pré-escolar sofrem dessa deficiéncia (Semba, et
al., 2002).

A relacdo entre a DVA e a mortalidade de criancas tem sido relatada desde
1930, quando a suplementacdo com VA diminuiu significativamente a mortalidade entre
0s pacientes com sarampo (Fawzi, 1993).

Em um estudo realizado em &reas endémicas de DVA comprovou que a
suplementacdo em criancas a partir de 06 meses de idade reduziu consideravelmente a
morbidade e a mortalidade (ldindili, et al., 2007), (Fawzi, et al., 1993). Estudos de
intervencdo, nos quais criangcas menores de 6 anos de idade que viviam em areas onde
a DVA nas formas clinicas e subclinicas estavam presentes, confirmaram que a
suplementacdo reduziu a morbi-mortalidade do grupo de criangcas suplementadas em
comparagao com o grupo controle (Prado, 1995; Barrreto, 1994).

Mulheres gravidas e em idade gestacional e criancas em idade pré-escolar
também sdo consideradas um grupo de risco para a DVA (Zimmermann, et al., 2006;
Christian P, 2000; Souza, et al., 2002).

A DVA geralmente apresenta-se relacionada com caréncias nutricionais como,

por exemplo, desnutricdo energética proteica. Entretanto, outros fatores, que néo so a
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baixa ingestdo de alimentos fontes desta vitamina, também pode levar a essa
deficiéncia tais como, a caréncia de lipideos na alimentacdo afetando a absor¢ao, o
desmame precoce (Prado, 1995), assim como as parasitoses, que difucultam dificultam
a absorcao dos retindides (Souza, et al., 1988).

A ascaridiase em populacdes, nas quais a ingestdo de VA e seus precursores
séo reduzidos, contribui de forma importante para a deficiéncia clinica de VA (Souza, et
al., 2002). Desta forma, os paises em desenvolvimento onde determinados grupos
populacionais vivem em baixa condigcdo sécio econbmica e nos quais nao existe
adequado programa social para combater a alta prevaléncia de infestacdo parasitaria
sdo locais propicios para se identificar individuos com DVA na forma clinica e
subclinica, uma vez que a DVA parece estar relacionada com baixo nivel de renda e
escolaridade. Assim, pessoas com nivel de renda e educacional adequados podem
obter dieta mais diversificada tendo como consequéncia diminuicdo da prevaléncia da
DVA ou mesmo o ndo surgimento desta (Prado, 1995).

A DVA leva a perturbacbes na homeostase do Fe, e a suplementacdo com
retindides pode reverter esta perturbacdo, por meio de um mecanismo que envolve a
IRP. Alguns autores tém reportado que o &cido retindico diminui a atividade do mRNA
da IRP, alterando, desta forma, a quantidade de proteinas envolvidas nessa
homeostase do Fe (Schroeder, et al., 2007). Neste sentido, parece que a IRP se
apresenta como um elo de ligagédo entre a VA e a regulagdo da homeostase do Fe. O
potencial antioxidante da VA poderia ser devido a esse efeito modulador da vitamina
sobre a homeostase de ferro no organismo (Arruda, et al., 2009).

Trabalhos realizados em nosso laboratorio sugerem que a VA mantém a
homeostase do Fe por meio da modulagéo, direta ou indireta da expressédo génica da
hepcidina. O aumento da expressdo da hepcidina hepética e o acumulo de Fe nos
tecidos observado em animais DVA, sugerem que as mudancas no estado oxidativo
desses espécimes possam estar relacionadas ao acumulo de ferro desencadeado pela
hepcidina. Estes resultados corroboram com o papel da VA na modulagcdo da
homeostase do Fe (Arruda, et al., 2009).

Dito isto, fica claro que entender os mecanismos de como esta vitamina age no

organismo (absorc¢éo, transporte, metabolismo) bem como sua interacdo com outros
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micronutrientes como o Fe, é fundamental para implementar estratégias de

suplementacao, bem como reconhecer os problemas de sua deficiéncia e excesso.

2.3.1 Caracterizacdo molecular

Uma série de desordens descritas em modelos animais com DVA demonstrava
prejudicar o crescimento, reproducdo e o tecido epitelial, diminuindo também a
resisténcia a infeccdo, sendo aliviadas com o consumo de fontes de VA de origem
animal (VA pré-formada) e plantas (carotenéides) (Underood, 2004). Esses resultados
ja apontavam que a VA presente na dieta tinha um papel fundamental na salude do
individuo bem como sua deficiéncia ou mesmo auséncia poderia ter um efeito maléfico
para o individuo e toda a populacgao.

As principais fontes de VA na dieta sdo as frutas e os vegetais, pro-vitamina A
(pro-VA) e os ésteres de retinil (ER) encontrados em alimentos de origem animal. Em
humanos, os carotendides absorvidos da dieta sdo clivados a retinal e posteriormente
sao reduzidos a retinol ou entdo s&o absorvidos de forma intacta. Diferente dos
carotendides, os ER dietéticos sdo hidrolisados no Iimen intestinal e o retinol livre &
transportado para dentro do enterdcito (Harrison, et al., 2001).

A VA pode ser obtida da dieta através de fontes de origem animal (VA pré-
formada) estando presente na forma de éster de retinil (ER) que € uma molécula de
retinol esterificada a uma molécula de acido graxo pelo seu grupamento hidroxila OH.
Fontes de VA pré-formada podem ser encontradas em figado, ovos, manteiga.

Embora os vegetais ndo contenham propriamente VA, alguns sao ricos em
carotendides com atividade pré-VA (B, a e y-carotenos, criptoxantina) sendo que o B-
caroteno apresenta maior atividade de VA. Estes carotendides sé&o convertidos no
organismo em VA. A conversao dos carotendides em VA ocorre no figado, por meio da
acdo de enzimas originando o retinal, que é, posteriormente, reduzido a retinol
(Underood, 2004), podendo ser exportado para outros tecidos, via ligacdo com proteina
transportadora de retinol ou serem armazenados na forma de retinil, nas células

estreladas do figado. Assim, a identificagdo das enzimas envolvidas na clivagem do
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beta-caroteno (pro-vitamina A) foi fundamental para o entendimento da formacéo da VA
através de fontes de carotendides (Underood, 2004).

Embora o termo VA tenha sido utilizado para referenciar compostos quimicos
especificos, como o retinol e seus ésteres, € mais empregado como termo genérico
(Souza, et al., 2002), ou seja, refere-se a compostos que exibem as propriedades
biolégicas do retinol, que contenham um anel B-ionona e possuam uma cadeia de
hidrocarbonetos com duplas ligagdes alternadas, com um grupo funcional no final da
cadeia que demonstra propriedades biolégicas do retinol (figura 11 ) (Musib, 2000).

anel de ! cadeia de grupo
p-ionona hidrocarboneto funcional

Figura 11: Estrutura quimica da VA. Adaptado de (Musib, 2000).

2.3.1.1 Retinol

A molécula de retinol contém um anel S-ionona e uma cadeia lateral com duplas
ligacdes conjugadas e uma hidroxila OH no carbono 15 (C-15) (Figura 12) (Senoo,
2004). O Retinol é transportado no plasma por proteinas especificas, onde apos serem
encaminhados para o figado sdo reesterificados a ER e armazenados nas células

estreladas hepaticas para serem utilizados quando necessario (Senoo, 2004).

Figura 12: Estrutura do todo-trans-retinol. Adaptado de (Senoo, 2004).
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2.3.1.2 Ester de retinil

A VA pré-formada pode ser encontrada em alimentos de origem animal na forma
de ER (Figura 13) que representa a molécula de retinol esterificada com acidos graxos.
Os ER’s presentes na dieta sdo hidrolisados por hidrolases de ester de retinil (HER)
iniciando, deste modo, o processo de absorcdo desta molécula dentro do lumen

intestinal (Piantedosi, et al.).

':Hzﬂ' = CDC15H31

N T

Figura 13: Estrutura do palmitato de retinil, principal forma de retinil encontrato dentro das células
estreladas. Adaptado de (Senoo, 2004).

2.3.1.3 Retinal

Na retina o 11-cis-retinal (Figura 14) se liga a proteina opsina formando
pigmentos visuais nos bastonetes (rodopsinas), esses sao sensiveis a luz e conseguem
detectar baixos niveis de luminosidade, por meio da excitacdo da molécula de
rodopsina, resultando na isomerizacdo do 11-cis-retinal, que é transformado em todo—
trans—retinal, dando inicio a uma cascata de eventos responsavel pela transducdo do
sinal intracelular. Essa isomerizacdo promove uma diferenca de potencial que é

transmitida para o cérebro (MM, 2000).

CHO

Figura 14: Estrutura do 11-cis-retinal existente na retina e ligado a rodopsina. Adaptado de
(Senoo, 2004).
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2.3.1.4 Acido retindico

O AR, produto final da oxidacdo do retinol possui varias isoformas como o todo-
trans-4cido retindico, 9-cis-acido retindico e o 13-cis-acido retindico (Figuras 15 a, b, ¢ ),
apresentando-se como o metabdlico mais potente da VA, expressando todas as
funcdes bioldgicas desta vitamina com excecao da atividade do retinal na visao (Shills,
et al., 2003) sendo naturalmente sintetizado em duas etapas a partir da VA (retinol).

* 1°o0retinol é oxidado reversivelmente a retinal;
» Posteriormente o retinal € oxidado a AR de maneira irreversivel.

O AR, todo trans acido retinético, (Figura 15 a) se liga ao receptor nuclear de AR
(RAR) e o 9-cis-acido retindico (Figura 15b) se liga com maior especificidade ao
receptor nuclear X de AR (RXR) (Figura 16). Estes dois receptores pertencem a duas
familias de receptores nucleares para AR, que tém efeito na regulacdo da expressao de
um grande numero de genes (Ross, 2003). Estas duas familias de receptores de AR
(RAR e RXR) expressam subfamilias assim descriminadas (a, B, y). Estes receptores
se juntam formando heterodimeros RAR/RXR ou homodimeros RXR/RXR, ligando-se
em regifes especificas do DNA denominadas elementos responsivos de acido retindico
(RARE). O RXR pode se ligar também a outros receptores com fatores de transcrigao
nuclear, podendoesses tipos de interagbes promiscuas influenciar na sinalizagdo e

ativacdo de diversos tipos de genes (Blomhoff, et al., 1991).

COOH

Todo-trans-acido retindico (a) 9-cis-acido retindico (b)
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13-cis-acido retinoico

()

Figura 15 a, b, c: todo-trans-acido retindico se liga a receptores nucleares para acido retindico (RARa,
RAR-B e RARYy) e 9-cis- &cido retindico se liga a receptores X (RXRa, RXRB, RXRy). 13-cis-acido
retinéico pode se ligar ao RAR’s. Adaptado (Senoo, 2004).

9.Cis-AR Todo-trans-AR

REGULACAO

. GENICA

Figura 16: Interacdo do acido retindico com seus receptores levando a regulacdo da transcrigdo.
Adaptado de (Ross, 2003).

2.3.1.5 Carotendides

Aproximadamente 600 carotendides tém sido isolados e caracterizados e
desses, cerca de 10% podem ser convertidos em VA por varias espécies de animais,
inclusive a espécie humana (Yeum, et al., 2002).

ApGs serem consumidos, provenientes dos alimentos, os carotendides séo
liberados da matrix e incorporados em micelas compostas de acidos biliares, acidos

graxos livres, monoglicerideos e fosfolipideos. Os carotendides parecem ser absorvidos
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pela mucosa do intestino delgado por difusdo passiva (Parker RS, 1996; Hollander D,
Ruble PE Jr, 1978).

Os carotendides com atividade pro-vitamina como o [ e a-caroteno e
criptoxantina sado primeiramente clivados a retinal e posteriormente sdo reduzidos a

retinol (Figura 17) e posteriormente reduzidos a ER (Parker RS, 1996).

B=Caroteno,

15,15°- Deoxigenase
(principalmente nos enterdcitos)

T R TR

Retinal

Desidrogenase \
CH,0H
R R 2
Retinol

Figura 17: converséo do S - caroteno em retinol.

CHO

2.3.2 Metabolismo (digestao e absorcéo)

A VA é inicialmente processada no intestino. Grande quantidade dessa vitamina
entra no intestino sob a forma de ER no nucleo do quilomicron (QM), de onde o figado
age depurando a VA. No figado, a VA ou é armazenada, na forma de retinil, ou é
secreta na forma de retinol, ligada a proteinas especificas denominadas, proteina
ligante de retinol.

A formacédo dos quilomicrons é fundamental para a absorcdo dos ER’s, retinol e
os carotendides no lumem do intestino delgado. Assim, uma deficiéncia na liberacédo de
sais biliares diminui a absorcdo da VA (Senoo, 2004). Uma dieta com pouca gordura

também influencia negativamente na absorcéo dessa vitamina (Shills, et al., 2003).
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Tanto a VA pré-formada como a pro-VA entram na linfa como retinol esterificado.
No entanto, o B-caroteno necessita ser clivado para produzir retinal e posteriormente
através da agéo de redutases especificas ser reduzido a retinol.

A VA é uma molécula solivel em solucdo lipidica organica e ndo pode ser
sintetizada endogénamente por humanos. Nessas condi¢des, é nutriente essencial, de
modo que é necessario ingeri-la através da alimentacéo.

Os ER devem ser hidrolisados no lumem do intestino liberando assim retinol livre
gue é absorvido pelo o enterdcito (Figura 18) (Blomhoff, et al., 1991). Por sua vez, os
carotendides necessitam ser clivados para gerar retinal e, posteriormente, ser reduzidos
a retinol onde séao esterificados a ER (Figura 18). Todavia, essa clivagem acontece em
nivel de enterécito e, nesse passo, 0os carotendides sao absorvidos intactos no lumen
do intestino onde sofrem a acdo das enzimas digestivas (Harrison, et al., 2001; Weng,
et al., 1999).

A liberacdo dos carotendides da matriz alimentar aumenta sua
biodisponibilidade. Desse modo, a mastigacdo e a agdo de enzimas envolvidas no
processo da digestdo facilitam a absor¢do dos carotenodides. Do mesmo modo, a agao
dos sais biliares, promovendo a emulsificagdo da VA presente na gordura, favorece a
formacdo de micelas de modo que aumenta a superficie de contato para a acdo das

enzimas digestivas.
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Figura 18: Absorcdo do B-caroteno e do retinol pelos enterdcitos. O B-caroteno absorvido pode ser
clivado a retinol. O retinol é esterificado a éster de retinil, sendo incorporado aos quilomicrons e
transportado por meio da corrente sanguinea para os diversos tecidos do organismo. Adaptado de
(Senoo, 2004).

Os ER’s provenientes das fontes de pré-VA (alimentos de origem animal) séo a
principal forma de VA presente naqueles alimentos, sendo também a mais importante
maneira de armazenamento dessa vitamina nos tecidos. Estes esteres devem ser
hidrolisados pela acdo de hidrolases de ésteres de retinil (HER’s), presentes na borda
em escova do intestino, liberando assim o retinol de modo que os ER existentes na
dieta sdo convertidos em retinol no limen do intestino (Blomhoff, et al., 1990; Senoo,
2004).
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No enterdcito o retinal proveniente da clivagem dos carotendides é reduzido a
retinol e posteriormente é esterificado, assim como o ER proveniente da VA pré-
formada é hidrolisado, liberando o retinol que, agora no enterdcito, € novamente
esterificado e acondicionado no QM sendo langcados para a circulagdo sanguinea
(Senoo, 2004).

E importante ressaltar que a esterificacdo do retinol presente no enterdcito é
conseguida através de duas enzimas especificas: Lecitina: retinol aciltransferase
(LRAT), que esterifica retinol em concentragfes fisiologicas ligadas a proteina celular
ligante de retinol Il (CRBP II) (Shills, et al., 2003), e Acil-coa-retinol aciltransferase
(ARAT), que esterifica retinol livre, ou seja, quando este ndo se encontra ligado a CRPB
I

Um dos papéis fisiologicos das proteinas celulares ligadoras de retinol é
promover o transporte do retinol até as enzimas que estdo envolvidas no processo de
oxidacdo da VA e no caso especifico da CRBP Il, reesterificar o retinol a ER
(Piantedosi, et al.). A CRBP Il pode ligar-se a ambos, retinol e retinaldeido, dentro do
enterdcito sendo que o retinol ligado a CRBPII é um 6timo substrato para LRAT.

Apbs o retinol ser esterificado no enterécito ele é incorporado, agora como ER
nos QM. Os QM (Figura 19) possuem uma apolipoproteina que ativa a lipase
lipoproteica nos capilares do tecido adiposo, cardiado, masculo esquelético e glandula
mamaria em lactacéo permitindo a liberacéo dos acidos graxos livres, retindides livres e
carotendides para estes tecidos (MM, 2000).

Apés sofrerem a acdo da lipase lipoprotéica, os QM remanescentes, sem a maior
parte dos triacilgliceréis, mas ainda contendo colesterol, apolipoproteinas e ER’s,
viagjam pelo sangue até o figado, permanecendo presentes nos QM mesmo apés a
lipdlise efetuada pela lipase lipoprotéica e juntos com os QM remanescentes, sédo
depurados pelo o figado (Rosales et al., 1999).

A VA gue se encontra presente no interior do QM na forma de ER é levada para
células estreladas do figado (Figura 20 a e b), principal local de armazenamento
(Matsuura, et al., 1997).



Figura 20 (b)
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Figura 20 a e b: Morfologia da célula estrelada (local de armazenamento ER) em um figado normal
(Friedman, et al., 2002).
a: Diagrama de sinusoide hepética demonstrando a orientacao de células estreladas (indicado

com uma seta) dentro da arquitetura sinusoidal.
b: Alta resolucdo das células estreladas (azul) situada dentro do espaco subendotelial.

Os QM remanescentes, que contém quase todo retinol absorvido sdo depurados
no figado. Nas células parénquimas do figado os ER sdo rapidamente hidrolisados a
retinol e se ligam a RBP (Figura 21). Este complexo retinol/RBP é transportado para
dentro das células estreladas que estocam os retindides na forma de palmitato de
retinil.

O complexo retinol/RBP também pode ser secretado no sangue, seguindo para
as células alvo. Nas células alvo, o retinol pode ser oxidado a AR e/ou 9-cis-AR, entrar
no nucleo das células e interagir com receptores especificos RAR, RXR, influenciando a
expressao génica. Um grande numero de genes contém um ou mais RARE e, portanto,
sao potencialmente responsivos ao AR.
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Figura 21: Acé&o nos tecidos extra-hepaticos e armazenamento no figado da VA adquirida na dieta. A VA
atua principalmente como um hormdnio nuclear, na forma de AR. No figado, a VA é estocada no interior
das células estreladas na forma de ER, até que seja transportada ao restante do organismo ligada a RBP

como retinol. Adaptado de (Senoo, 2004).

As células estreladas hepaticas como também as parenquimatosas contém
proteinas ligadoras de retinol assim como diversas outras células transportadoras de
retinol e AR e enzimas fundamentais na esterificacdo e hidrélise de ER (Figura 22)
(Senoo, 2004).

Como comentado acima a LRAT intestinal age esterificando o retinol que sera
incorporado dentro do QM. No figado, a LRAT hepatica é regulada sensivelmente pela
demanda nutricional, sendo que a DVA promove a reducdo da atividade no figado e a
suplementacdo com retinol na dieta induz a atividade da LRAT naquele o6rgdo. A
diminuicdo da atividade da LRAT hepética € fundamental para reduzir a esterificacéo e
armazenamento do retinol, deixando-o disponivel para a exportagcdo para outros tecidos
ou para a oxidacao.

Retindides (VA e seus metabdlicos) sdo conhecidos por regular diversas
atividades celulares tais como a proliferacdo e diferenciacdo celular, morfogénese, e
tumorgénese. Em condicdes fisioldgicas, as células estreladas estocam cerca de 80%
do total de retindides do corpo, na forma de palmitato de retinil dentro de goticulas
lipidicas no citoplasma e regulam o transporte e o armazenamento dos retindides.
Essas células expressam receptores especificos para retinol (Senoo, 2004).

Alguns pesquisadores acreditam que além de regular uma série de genes, 0s
retindides também teriam a capacidade de fazer o mesmo quanto ao nivel de
transcricdo de seus proprios genes. Isso foi sugerido baseado nos achados de RARE e
RXRE dentro do promotor de genes que codificam varias proteinas relacionadas com o
retindide, como por exemplo, foi encontrado um RARE no promotor do gene do RAR e
um RXRE e no promotor do gene da proteina celular ligadora de retinéide 1l (CRABP 1),
(Ross, 2003).

A concentragdo de retindides no sangue é regulada dentro de uma faixa
fisiologico pelas células estreladas. Através de endocitose mediada por receptores

especificos, as células levam retinol do sangue onde este circula como um complexo de



70

retinol e a proteina ligadora de retinol, como j& mencionado acima. Estudos com
microscopia eletronica sugerem que RBP transfere o retinol das células parénquimas
para as ceélulas estreladas e as células estreladas ligam e internalizam RBP por
endocitose (Figura 22). Uma vez dentro da célula, o retinol livre tem varios destinos,
sendo um deles o reagrupamento do complexo com o RBP e retorno para o sangue.
Neste sentido, a célula estrelada hepatica tem importante funcdo na regulacdo da
homeostase dos retindides.

RBP g P
=" N T N, VSN

e Receptor nuclear de acido retindico (RAR)

- Retinol
=  Proteina celular ligadora de AR (RBPC)
- Palmitato de retinil .
A Todo trans acido retindico =< Receptor especifico para RBP
(] 9 - cis acido retindgico =" Receptor nuclear de dcido retindice [RXR)
L Proteina ligadora de retinol = Elemento responsivo de dcido retinsico [RARE)

=¥ Proteinacelularligadorade retinol &5 J#Acil coaretinol acil transferase

Figura 22: Absorgdo e estoque do retinol e proteina ligadora de retinol (RBP) pelas células estreladas.

Um complexo (retinol/RBP) circula no sangue. Este complexo se liga especificamente ao receptor
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expresso na superficie das células estreladas (a) onde alcanca o endossoma (d) por covas e vesiculas
(c). Ja no endossoma o retinol pode ter trés caminhos: (1) Retinol ligado a proteina ligadora de retinol
celular (CRBP) e esterificado com acido palmitato no corpusculo multi-vesicular. (MVB) sendo estocado
dentro de goticulas lipidicas; (2) retinol pode ser oxidado a &cido retindico, pelo qual se liga com a
proteina ligadora de &cido retindico celular ou é transportado e migra para ndcleo da célula one se liga
com receptor de acido retinéico celular (RAR for all-trans-retinoic acid, RXR for 9-cis-retinoic acid),
promovendo modulacdo da expresséo de alguns genes; (3) retinol pode ser transportado do endossoma
para alcancar a superficie do reticulo endoplasmatico (RER), ligado com RBP sendo secretado para fora
através do complexo de golgi (G) e secretado por vesiculas (sv), (4) RBP e os receptores sao reciclados

e reutilizados. Adaptado de (Senoo, 2004).

2.3.3 Retindides e eritropoietina

EPO é uma glicoproteina com aproximadamente 30400 Daltons, produzida
principalmente nas células renais. Atua na eritropoiese primariamente nas unidades
formadoras de coldnias e estimula a maturacdo por normoblastos (Jelkmann, 2004).

A eritropoiese é regulada pelo hormbénio EPO. O estimulo para a producdo de
eritropoietina € a tensdo de oxigénio nos tecidos dos rins. A producdo de EPO,
portanto, aumenta na anemia, quando a Hb, por algum motivo metabdlico ou estrutural,
€ incapaz de liberar oxigénio normalmente, quando o oxigénio atmosfeérico esta baixo ou
guando ha disfuncdo cardiaca, pulmonar ou lesdo na circulacdo renal que afete a
liberacdo de oxigénio nos rins (Jelkmann, 2004).

A EPO parece ser regulada pelo AR, uma vez que possui na regido 3’ um
elemento responsivo ao AR (Evans, 2005). Em experimentos in vitro e em modelos de
animais a suplementacdo com VA estimulou a producdo de EPO. Contudo, os
pesquisadores ndo elucidaram como a suplementacdo aumenta a concentracdo de
EPO em humanos (Evans, 2005). Tem sido proposto que AR possa estimular a
eritropoiese via regulacdo da producdo de EPO devido a sua participacdo direta no

desenvolvimento dos eritrocitos (Zimmermann, et al., 2006; Evans, 2005).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

+ Avaliar o efeito da deficiéncia de vitamina A no status de ferro em ratos durante o

periodo de deplecéo hepética.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar a cinética de deplecdo de vitamina A no figado, durante o periodo de
tratamento dos ratos com dieta DVA.

» Verificar o efeito da deficiéncia de vitamina A no ganho de peso;

» Avaliar o efeito da deficiéncia de vitamina A no consumo de dieta;

» Auvaliar o efeito da deficiéncia em vitamina A nos dados hematimétricos (nivies de
Hb, Htc, VCM, HCM, CHCM, numero de leucdcitos, eritrocitos e linfécitos;

» Avaliar o efeito da deficiéncia em vitamina A na concentracéo de ferritina sérica;

* Avaliar o efeito da deficiéncia em vitamina A na concentracdo de ferro nos

tecidos (intestino, baco, figado) de ratos submetidos a dieta DVA.

4. Metodologia

4.1 Animais

52 ratos Wistar machos, com 21 dias de idade, foram alojados no biotério, em
gaiolas individuais, com ciclos de luz/escuridao 12/12h, e temperatura de 22 + 2<C.

A dieta foi oferecida durante o ciclo de escuriddo, com livre acesso a agua. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, UnB, UNBDOC no 18996/2008.
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No inicio do estudo (TO), ap0Os trés dias de aclimatizacdo, 10 animais foram
sacrificados por deslocamento cervical para determinagdo dos parametros basais
(Grupo TO). Os demais animais foram aleatoriamente separados em dois grupos de
tratamento (21 ratos/grupo) e alimentados com uma das seguintes dietas:

* Grupo Controle (CT): dieta AIN-93G com 35 mg de Fe/kg dieta e 4000UI de

vitamina A. Estes teores correspondem a recomendacao de ferro e vitamina A

para roedores (Reeves, et al., 1993).

* Grupo Deficiente em Vitamina A (DVA): dieta AIN-93G com 35 mg de Fe/kg

dieta,sem fonte de vitamina A.

Apo6s 15 (T15), 30 (T30) e 45 (T45) dias de tratamento com uma das dietas
descritas anteriormente, 7 animais de cada grupo foram sacrificados, por deslocamento
cervical. O sangue foi coletado por puncédo cardiaca em dois frascos, com e sem EDTA
(etilenodiamino tetra acido, a 7%) para analise do hemograma total e ferritina sérica,
respectivamente. O figado, baco e intestino delgado foram retirados e lavados com
solugdo salina para retirada do excesso de sangue, pesados e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -70° C até a realizacdo das

analises.

4.2 Variaveis analisadas

4.2.1 Ganho de peso

Os animais foram pesados semanalmente em balanca de precisdo (Marte
Balancas, AS 500C, Séo Paulo, SP, Brasil) com capacidade minima de 0,5g e maxima
de 500g £ 0, 001g.
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4.2.2 Consumo da dieta

O consumo da dieta foi determinado diariamente através da diferenca entre a
quantidade de dieta ofertada e a sobra pesada em balanca analitica (Scientech, SA
210, Boulder, CO, EUA) com capacidade minima de 0, 001 g e maxima de 210 g = O,
0001 g.

4.2.3 Hemograma

A dosagem dos eritrécitos, hemoglobina, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média, concentracdo da hemoglobina corpuscular média |,
linfocitos e leucdcitos, foi realizada em contador de células (Coulter Corporation, T-890,
Miami, FL, EUA), utilizando o sangue total, colhido em micro tubo jA& com EDTA e
imediatamente levado para leitura no contador de células. As leituras foram realizadas

em triplicata para cada amostra de sangue.

4.2.4 Determinagdo da concentragao de ferritina sér  ica

Para determinagdo de ferritina sérica foi utilizado Kit RAT FERRITIN
(procedimento em anexo ), sendo utilizado o soro obtido da amostra de sangue

coletado em tubo sem EDTA.

4.2.5 Determinacgdo da concentragao de retinol hepat ico

A concentracao de retinol hepético foi determinada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC), segundo método descrito por Tanumihardjo & Penniston (2002).
Todo processo foi realizado a meia luz. Uma amostra de aproximadamente 0,1 g de
figado foi macerada em homogeneizador de tecidos (Ultra-Turrax T8, IKA®- Werke,

Staufen Alemanha) a temperatura de 4°C e, posteriormente, ressuspendido em etanol
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(J. T. Baker, México) (5 x volume do tecido) e agitado durante 15 segundos em vortex
(B. BraunBiotech International, Certomat MV, Melsungen, Alemanha). Ao
homogeneizado foi acrescentado KOH 50% (J. T. Baker, México) (0,8 x volume do
tecido + etanol), em seguida agitado durante 15 segundos e depois incubado em banho
maria a 50 °C, durante 30 minutos. As amostras foram homogeneizadas a cada 15
minutos por aproximadamente 15 segundos durante o periodo de incubacdo. Apés a
saponificagdo, o retinol foi extraido com hexano pureza HPLC (Merck, Darmstadt,
Alemanha) (2 x volume [tecido + etanol + hexano] /3 vezes).

A extracdo foi realizada apdés a adicdo do hexano, com homogeneizacdo em
vortex, durante 30 segundos, e centrifugacdo a 1000xg (centrifuga Janetzki, T24,
Engelsdorf-Leipzig, Alemanha) durante 3 minutos para a separagao das fases. A fase
menos densa, que continha o hexano, foi retirada e transferida para um tubo limpo,
onde o hexano foi evaporado com nitrogénio gasoso e o0 extrato estocado a -70°C em
microtubos, protegidos da luz, para evitar oxidagao, até analise

A separacdo e identificacdo da molécula de retinol foram feitas utilizando o
Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, Shimadzu, Sinc do Brasil
Instrumentacdo Cientifica Ltda), coluna CLC-ODS (M), com fluxo de 1 mL/min, fase
movel metanol/ agua (95:5) e deteccdo em 325 nm. Para obtencdo do perfil
cromatogréfico, o extrato foi diluido em 2 mL de etanol, pureza HPLC (J. T. Baker,
México), filtrada em membrana de nylon 0,45 ym e 13 mm de didmetro (Millipore).
Foram aplicados 20 pL deste filtrado via injetor automatico. As analises foram feitas em
duplicata.

Para quantificagao foi construida uma curva padrao utilizando o todo-trans-retinol
sintético (Fluka Biochemika, retinol = 99% - HPLC) diluido em etanol. A concentragéo
da solucdo padrdo foi calculada a partir da absorbancia obtida a 325 nm em
espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech, Brasil), utilizando o valor de A g5,m = 5248.
Tendo como base a concentracdo de retinol e a area do pico obtida no cromatograma
para cada diluicdo, obteve-se entdo a equacdo da reta, y = 3,8547.10°x + 0,001188;
R?= 0, 9998.
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4.2.6 Concentracéo de ferro nos tecidos

Foram utilizados, aproximadamente, 0,1 g de figado e baco, e 0,4 g de intestino
para determinacdo da concentracdo de ferro. Na capsula de digestdo, foram
adicionados as amostras 5 mL de HNO3 PA e 2,5 mL de H,SO, PA. As amostras foram
entdo digeridas em forno microondas (DGT 100 Plus - Provecta Analitica), de acordo
com a metodologia descrita por (Baranowska, et al., 1995) utilizando o seguinte
programa:

e 5min-330w;
e 6 min—- 700 w;
* 1min-800w;

e 20 min — 0 w (resfriamento).

A concentragdo de ferro nas amostras foi determinada por Espectroscopia de
Emissdo Atdomica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES-Shapes-Spectroflame
Modulates — Spectro Analytical Instruments - Kleve-Germany), e como fonte de
excitacdo o gas arg6nio. Foi utilizada uma curva padréo construida com padréo de ferro
(Titrisol; Merk) nas seguintes concentracdes 0,04; 0,4; 2,5; 5,0; 10 ppm e comprimento
de onda 238nm. Os resultados foram expressos em g de ferro por g de tecido umido.
A exatiddo do método para quantificacdo de ferro foi determinada utilizando amostra
referéncia (Rice Flour (1568a), United States Department of Commerce, National
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Maryland), analisada em triplicata.
A exatidao obtida foi de 86%.

Todas as vidrarias utilizadas na realizacdo das analises foram lavadas com H,O
deionizada (sistema Milli-Q, Millipore Corporation), deixadas em HCl 10% por 3 h e
apos este tempo enxaguadas com H;O deionizada (sistema Milli-Q, Millipore

Corporation) por 3 vezes, (Baranowska, et al., 1995).
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4.3. Andlise estatistica

A analise da normalidade dos dados foi realizada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, utilizando o software SPSS (versdo 17.0, SPSS Incorporation, Chicago, IL,
EUA). Para analise das diferencas intragrupo (mesma dieta ao longo do periodo de
tratamento) foi utilizado o teste de andlise de variancia (ANOVA) de multiplas
comparacbes com correcdo de Bonferroni, e para comparagao entre os grupos foi
utilizado o teste ANOVA fator unico (Microsoft Corporation, Microsoft Office Excel 2003,
Redmond, WA, EUA). Todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal, no software

SPSS. As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05.
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5. Resultados

Apés o 15°dia de tratamento o grupo DVA apresentou reducéo significativa na
concentracao de retinol hepatico em relacdo ao grupo Controle. Apés o 30° dia de
tratamento, ndo foi mais possivel quantificar a concentracdo de retinol no figado dos
animais DVA pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Figura
23).
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Figura 23: Concentracdo hepética de retinol (ug/g) dos ratos controle (CT) e deficientes em vitamina A
(DVA), durante os 45 dias de tratamento. Letras diferentes indicam diferengas intragrupos, entre os trés
periodos de tratamento: mailsculas CT e minldsculas DVA (p < 0,05). *Comparagédo entre grupos, no
mesmo periodo de tratamento (p < 0, 001). Os dados correspondem a média e desvio padrdo, n= 6
animais por grupo. LD (limite de detecg&o) = 0, 0011 pg/g.
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Os grupos CT e DVA apresentaram um aumento significativo no ganho de peso
e no consumo da dieta durante os 45 dias de tratamento, ndo havendo diferenca

significativa entre os dois grupos tanto no ganho de peso como no consumo (Tabela 1).

Tabela 1: Ganho de peso, ingestéo total de dieta do s ratos dos grupos controle e
deficientes em vitamina A, nos tempos TO, T15, T30 e T45 dias de tratamento.

GRUPOS GANHO DE PESO CONSUMO DE DIETA
(@) (g/periodo)
T0 ; ]
CT 15 142,9+11,2°¢ 323,5+24,39°
DVA 15 149,1+12,0° 348,81 + 23,5°
CT 30 233,5+20,3° 584,6 + 45,1°
DVA 30 239,1+28,6° 635,4 + 58, 2°
CT 45 289,4+22,0" 869,6 + 72,8
DVA 45 289,9+36,0° 886,3 + 73,6°

Tabelal: Letras diferentes indicam diferencas intragrupos, entre os trés periodos de tratamento:
mailsculas CT e mindsculas DVA (p < 0,05). *Comparagcdo entre grupos, no mesmo periodo de
tratamento (p < 0, 001). CT: controle; DVA: deficiente em vitamina A. TO: tempo inicial. Os dados
correspondem a média e desvio padrdo, n= 7 animais por grupo.
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Os ratos dos dois grupos apresentaram aumento da concentracdo de
hemoglobina e hematdcrito nos primeiros 15 dias de tratamento em relagdo ao periodo
basal, mantendo os mesmos valores ao longo dos 45 dias de tratamento. Nao havendo
diferenca entre os dois grupos (Figura24 a, b).
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Figura 24 a: Efeito da deficiéncia em vitamina A na hemoglobina (Hb) de ratos tratados com dieta

controle (m) e deficiente em vitamina A (=) durante TO, T15, T30, E T45 dias de tratamento.
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Figura 24b : Efeito da deficiéncia em vitamina A no hematdcrito de ratos tratados com dieta controle (m) e
deficiente em vitamina A (=) durante TO, T15, T30, E T45 dias de tratamento.
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VCM e o HCM (Figura 24 c , d ) apresentaram alteracdes entre os dois grupos,
havendo uma reducado significativa apos 45 dias de tratamento no grupo DVA em
relacdo ao grupo controle, no entanto a CHCM (Figura 24 e ) néo apresentou diferencas

significativas entre os grupos.
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Figura 24 c : Efeito da deficiéncia em vitamina A no volume corpuscular médio (VCM) de ratos tratados

com dieta controle (m) e deficiente em vitamina A (=) durante TO, T15, T30, E T45 dias de tratamento.
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Figura 24 d: Efeito da deficiéncia em vitamina A na hemoglobina corpuscular média (HCM) de ratos
tratados com dieta controle (m) e deficiente em vitamina A (=) durante TO, T15, T30, E T45 dias de

tratamento.
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Figura 24 e: Efeito da deficiéncia em vitamina A na concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) de ratos tratados com dieta controle (m) e deficiente em vitamina A (=) durante TO, T15, T30, E
T45 dias de tratamento.

Os ratos dos dois grupos apresentaram aumento da concentragao dos eritrocitos
nos primeiros 15 dias de tratamento em relacdo ao periodo basal, ndo havendo

diferencas entre os dois grupos durante todo periodo de tratamento (Figura 24 f).
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Figura 24 f : Efeito da deficiéncia em vitamina A nos eritrécitos de ratos tratados com dieta controle (m)
deficiente em vitamina A (=) durante TO, T15, T30, E T45 dias de tratamento.
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N&o foi observada diferenca significativa nas concentracdes de leucdcitos e dos
linfocitos dos ratos intra-grupos ou entre 0s grupos nos diferentes tempos de
intervencédo (Figura 24 g, h ), no entanto se observa uma tendéncia de aumento dessas

concentracdes no grupo DVA em T30. (p < 0,07 nos leucdcitos e p< 0,09 nos linfocitos).
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Figura 24 g: Efeito da deficiéncia em vitamina A na concentragcdo dos leucdcitos de ratos tratados com
dieta controle (m) e deficiente em vitamina A (=) durante TO, T15, T30, E T45 dias de tratamento.
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Figura 24 h: Efeito da deficiéncia em vitamina A na concentracdo dos linfocitos de ratos tratados com

dieta controle (m) e deficiente em vitamina A (=) durante TO, T15, T30, E T45 dias de tratamento.
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N&o foi observada diferenca significativa na concentracdo de ferritina sérica dos

ratos intra-grupos ou entre os grupos nos diferentes tempos de intervencao (Figura 25).
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Figura 25: Concentragéo de ferritina sérica nos ratos tratados com dieta controle (m) ou deficiente em
vitamina A (=), durante 45 dias. Letras diferentes indicam diferencas intragrupos, entre os trés periodos
de tratamento: mailsculas CT e minUsculas DVA (p < 0,05). Os dados correspondem a média e desvio

padréo do soro, n = 7 animais por grupo.
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Foram realizadas analise da concentracdo de ferro em 03 tecidos (baco, intestino
e figado) como listado abaixo:

No baco dos animais do grupo CT pode ser observada oscilagéo significativa na
concentracao de ferro. Foi observado aumento significativo na concentracao de ferro no
baco apo6s 15 dias de tratamento nos dois grupos. No grupo controle, apés 30 dias de
tratamento, os niveis ferro retornaram aos niveis basais (T0), ndo ocorrendo essa
reducdo no grupo DVA, o que contribui para a diferenca significativa nos niveis de ferro
observada no grupo DVA em relacdo ao grupo controle no T30. Os niveis de ferro

observados apos 45 dias de tratamento elevaram-se em ambos os grupos (Figura 26 ).
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Figura 26: Concentracao de ferro (ug/g), no baco, de ratos controle (¢) e deficiente em vitamina A (=)
durante os 45 dias de tratamento. Letras diferentes indicam diferengas intragrupos, entre os trés periodos
de tratamento: mailsculas CT e minusculas DVA (p < 0,05). *Comparagdo entre grupos, no mesmo
periodo de tratamento (p < 0, 01). Os dados correspondem a média e desvio padrdo, n = 6 animais por
grupo.
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Semelhante ao resultado observado no baco, no intestino dos animais CT foi
também observada oscilagdo no conteddo de ferro durante todo o periodo de
tratamento. No T15, os animais do grupo CT apresentaram aumento na [Fe] em relacao
a TO, entretanto aos 30 dias ocorreu reducgdao significativa em relagcdo a T15. No tempo
T45 esse nivel retornou ao valor encontrado em T15.

No grupo DVA os niveis de ferro nos enterocitos (Figura 27 ) mantiveram-se
constantes durante os 30 dias de intervengao, sofrendo um aumento significativo em
T45. Entre os grupos, foi observada reducdo significativa nos niveis de ferro intestinal
dos animais DVA no T15 e T30. Entretanto, essa diferenga n&o se manteve no final do
tratamento em T45 (Figura 27).
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Figura 27: Concentracéo de ferro (1g/g), no intestino de ratos controle (¢) e deficientes em vitamina A (=)
durante os 45 dias de tratamento. Letras diferentes indicam diferengas intragrupos, entre os trés periodos
de tratamento: mailsculas CT e minlsculas DVA (p < 0,05). *Comparagdo entre grupos, N0 mesmo
periodo de tratamento (p < 0, 01). Os dados correspondem a média e desvio padrdo, n = 6 animais por

grupo.
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Na Figura 28, observa-se aumento significativo na concentracdo de ferro
hepatico entre 15 e 30 dias nos dois grupos, CT e DVA. O grupo DVA apresentou
reducdo na concentracao de Fe entre os periodos de 30 e 45 dias de tratamento, sem,
no entanto ser suficiente para produzir alteracdes significativas entre os 02 grupos

analisados no mesmo periodo do tratamento.
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Figura 28: Concentracédo de ferro (ug/g), no figado, de ratos controle (¢) e deficiente em vitamina A (=)
durante os 45 dias de tratamento. Letras diferentes indicam diferencas intragrupos, entre os trés periodos
de tratamento: mailsculas CT e minlsculas DVA (p < 0,05). *Comparagao entre grupos, N0 mesmo
periodo de tratamento (p < 0, 05). Os dados correspondem a média e desvio padréo, n = 6 animais por
grupo.
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6. Discussao

Vérios estudos tém reportado uma interacdo entre o status de VA e a absorcao,
estoque e distribuicdo de Fe no organismo (Arruda, et al., 2009; Zimmermann, et al.,
2007; Walczyk, et al., 2003; Ameny, et al., 2002; Mejia, et al., 1979). Apesar de existir
consenso sobre a interacdo entre VA e 0 Fe no organismo, 0S mecanismos exatos de
como esses eventos acontecem ainda ndo estdo totalmente elucidados (Arruda, et al.,
2009; Zimmermann, et al., 2006).

Desde a segunda metade do século passado ja € conhecido que a concentracao
de retinol sérico diminui rapidamente somente apds a deplecdo do retinol hepatico
(Mejia, et al., 1979).

O figado, especificamente nas células estreladas, constitui o principal érgao que
atua como estoque de VA mantendo os niveis deste micronutriente constantes no
plasma de forma que seus niveis no sangue sé declinam quando as reservas hepaticas
ja estdo esgotadas, ou seja, quando o organismo ja esta depletado de VA. Sendo assim
a diminuicdo dos estoques de VA do figado ndo acontece de maneira abrupta e sim
decaem gradativamente fornecendo retinol para o plasma a fim de atender a demanda
dos demais tecidos. Neste sentido, pode-se observar que a DVA no organismo esta
presente somente quando ha deplecéo hepatica dessa vitamina (Davila, et al., 1985).

Como observado na Figura 23, ap6s o 15° dia de tratamento, 0s animais que
foram submetidos a dieta DVA tiveram os niveis de retinol diminuidos gradativamente
até o 30° dia da deficiéncia de ingestdo de VA, quando ndo mais foi possivel quantificar
o retinol hepatico, determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
segundo método descrito por (Tanumihardjo, et al., 2002). Outros autores reportaram
reducdo similar nos niveis de retinol hepatico de ratos depletados de VA (Figura 29)
(Ghenimi, et al., 2009; Arruda, et al., 2009; Arruda, et al., 2009). Os resultados obtidos
evidenciam o processo de deplecéo da vitamina A no figado dos ratos caracterizando a
deficiéncia deste nutriente apds 30 dias de tratamento.



89

—s (T

120 - 4 WA

Retinol hepético pg/g de
tecido.

Tempo (dias)

Figura 29 : Evolugdo da concentracéo de retinol hepatico no decorrer do tempo em animais DVA e CT.

Adaptado de (Mejia, et al., 1979).

No presente estudo, a reducdo marginal nos niveis de retinol hepatico (Figura
23) observada no grupo CT, nos primeiros 15 dias de tratamento e a recuperagéo dos
niveis basais no final do tratamento (T45) sugere-se ser uma adaptacdo dos animais a
uma mudanca da consisténcia da dieta (leite - nascimento até o desmame) para dieta
solida, AIN-93G, onde no periodo de adaptacdo apds o desmame 0s animais cosumiam
menos a dieta oferecida que durante os demais periodos de tratamento o que pode ser
confirmado analisando a Tabela 1, sendo assim o decréscimo observado de TO a T15 e
a recuperacdo da concentracao de retinol a partir de T15, observados no grupo CT
poderia estar demonstrando uma adaptacdo do figado atendem a demanda corporal
diminuindo suas reservas e, apds, adaptando-se a nova dieta oferecida, retornando aos
niveis encontrados em TO.

A deplecdo de vitamina A ndo alterou o ganho de peso (Tabela 1) entre os
grupos, no entanto houve aumento de peso gradativo dentro dos grupos a partir de
(T15). Resultado similar j& havia sido reportado desde a década de setenta (Mejia, et
al., 1979), quando ratos tratados com dieta DVA n&o apresentaram reducéo de peso
guando comparados com 0s animais controle apos 40 dias de tratamento. Também néo

foi observado influéncia da DVA no consumo da dieta entre os grupos (Tabela 1).
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Em um estudo realizado em nosso laboratério Arruda e colaboradores, 2009,
observaram resultado divergente ao encontrado neste, no qual os animais tratados
durante 57 dias, com dieta deficiente de vitamina A, apresentaram reducé&o significativa
(p < 0,01) no ganho de peso em relagcédo ao grupo CT. Sugere-se que esta divergéncia
encontrada no ganho de peso dos animais deficientes em relagdo ao grupo controle nos
dois estudos seja devida ao tempo de tratamento.

A DVA levando a anemia tem sido reportada desde 1920 (Strube, et al., 2002).
No entando, a literatura ndo apresenta consenso sobre o efeito da DVA na
concentracdo de Hb, ou seja, alguns autores mostraram que essa deficiéncia leva a
anemia (Roodenburg, et al., 1996; Mejia, et al., 1979; Hodges, et al., 1979), sugerindo
gue os estoques de Fe ficam indisponiveis para a hematopoiese implicando em um
papel fundamental da VA na liberacéo de Fe do figado (Strube, et al., 2002), mas outros
estudos néo possibilitaram observar diminuigdo na concentracdo de Hb quando na DVA
(Roodenburg, et al., 2000).

No presente estudo a DVA ndo alterou a concentracdo de Hemoglobina nos
grupos CT e DVA, (Figura 24 a). Entretanto, os animais DVA, assim como os ratos do
grupo Controle, apresentaram aumento significativo da concentracdo de Hb na primeira
quinzena de tratamento, mantendo-se constante até o final do estudo, ndo havendo
diferencas entre os dois grupos.

Os animais no inicio do tratamento demonstraram niveis menores de Hb em
relacdo ao tempo até T15 mantendo-se constantes até T45. Esse aumento da
hemoglobina de TO a T15 nao deve ser considerado influéncia da DVA, haja vista que
ambos os grupos apresentaram o mesmo perfil de crescimento.

Essas alteragbes no periodo de TO a T15 denotando corre¢cdo nos indices
hematimétricos puderam ser visualizados também no hematdcrito, que sofreram
aumento na primeira quinzena do estudo (Figura 24 b ), assim como ocorreu no numero
de eritrocitos e nos valores para VCM e HCM (Figuras 24 c; d ) nos dois grupos,
corroborando os resultados encontrados na concentracdo da hemoglobina.

Estes resultados sugerem que a DVA, durante 45 dias, ndo deve comprometer
ou prejudicar a hematopoiese e, consequentemente, ndo deve resultar em um quadro

de anemia. No entanto, outro trabalho em que o tempo de deplecdo ou administracao
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de uma dieta DVA foi superior a esse periodo de 45 dias evidenciaram alteracdo na
concentracao de Hb, nos ratos DVA (Mejia, et al., 1979).

Adversamente a reducdo na concentracdo de hemoglobina, alguns estudos
reportaram aumento de Hb nos ratos DVA. Os autores atribuem esse aumento a uma
provavel hemoconcentracdo que ocorreria quando os animais sdo expostos a DVA
levando a diminuicdo do volume do plasma, (Zimmermann, et al., 2006; Stephensen,
2001; Mejia, et al., 1979).

Arruda, et al., 2009, consubstanciaram esta hipotese ao observarem reducdo no
ganho de peso dos animais DVA. Entretanto, (Mejia, et al., 1979) relataram em seus
trabalhos que, embora a hemoconcentracdo possa mascarar uma provavel anemia,
apos aproximadamente 80 dias com reducdo de retinol hepético e sérico € possivel
observar diferencas significativas na hemoglobina, hematoécrito e diminuicdo de ferro
sérico, reforcando a hipotese da necessidade de maior tempo de tratamento com dieta
DVA para se observar alteracbes nos indices hematimétricos. Assim, a aparente
divergéncia quanto a manifestacdo da anemia em ratos deficiente em vitamina A é
devida ao periodo de deplecéo.

Outra variavel fundamental na determinacdo do estado corporal de ferro € a
concentracao de ferritina sérica, uma vez que esta reflete os niveis de ferro estocados
em todos os tecidos. Ou seja, uma reducdo nos niveis de ferritina sérica indica
deplecdo dos estoques de ferro no organismo, enquanto que aumento nos niveis de
ferritina sérica pode indicar sobrecarga de ferro.

A concentracdo de ferritina sérica, (Figura 25), manteve-se constante durante
todo o periodo de tratamento, corroborando os resultados encontrados na concentracao
de Hb, isto é, os estoques de ferro foram mantidos, apesar de ter havido uma demanda
maior de ferro para a sintese de hemoglobina, que ocorreu nos primeiros 15 dias.

Como ja relatado acima, no presente estudo, a DVA em ratos recém
desmamados, durante 45 dias, ndo prejudicou a hematopoiese. Entretanto, foi
observada reducao do volume corpuscular médio (VCM) e da hemoglobina corpuscular
média (HCM) (Figura 24 c e d ) no grupo DVA com relacdo ao grupo CT, no tempo T45.
Uma reducgéo no VCM, que determina o volume dos eritrécitos, e na HCM que se refere

a quantidade de Hb dentro de cada eritrécito, pode caracterizar anemia microcitica e
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hipocrbmica, respectivamente, desta forma, esses resultados sugerem uma possivel
deficiéncia na hematopoiese consequente da DVA.

Resultado similar no VCM e HCM foi encontrado por (Mejia, et al., 1979) com
trabalhos desenvolvidos apds 80 dias com dieta DVA. Essa redugdo nas duas variaveis
VCM e HCM, observada no presente estudo, sugere alteracdo na hematopoiese, apds
45 dias de deplecéo dos ratos, antes mesmo que alteracdes na concentracdo de Hb
estejam presentes. Os perfis dos valores de VCM e HCM observados nas Figuras 24 c;
d respectivamente revelam uma similaridade nos niveis destas duas variaveis durante o
todo o periodo de tratamento, em ambos 0s grupos. Apenas no final do estudo, no T45,
a reducdo nas duas variaveis foi maior no grupo DVA. Estes resultados sugerem que a
reducdo no HCM foi compensada pela diminuicdo do VCM. O resultado do CHCM
(Figura 24 e) corrobora esta hipétese, pois ndo houve alteracdo nesse indice.
Provavelmente com a progressiva diminuicdo da HCM, ndo mais compensada pelo
VCM poderiamos verificar diminuicdo também do CHCM denotando anemia
hipocrémica.

Em um estudo realizado por Zimmermann et al, (2006) em criancas pré-
escolares, verificou-se que a suplementacdo com VA durante 10 meses reduziu a
anemia e, portanto, a melhora na eritropoiese pode ser evidenciada com o aumento do
VCM e modesto aumento na concentragao da Hb.

Aumento na concentracdo de eritropoetina (EPO), horménio que estimula a
eritropoiese também foi observado, no estudo desenvolvido por Zimmermann e
colaboradores (2006), em criancas que receberam suplementacdo com VA por 10
meses em comparacado com o grupo placebo. Os autores sugeriram que a VA esteja
envolvida no aumento da circulacdo de EPO, devido a existéncia de uma regido
responsiva ao acido retindico em seu gene. E importante ressaltar que neste estudo os
autores nao observaram diferencgas significativas no peso entre os dois grupos durante
todo o tempo do tratamento, resultado similar encontrado no presente estudo.

A DVA durante 45 dias também ndo causou qualquer alteragdo no numero de
leucécitos e linfécitos (Figura 24 g; h), sugerindo que, embora estejam ocorrendo
possiveis alteragdes na hematopoiese, 0 processo inflamatério ainda ndo esta
instalado.
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A resposta celular as demandas fisiologicas associadas a biodisponibilidade de
ferro dietético resultou em aumento de Fe no baco e intestino e na manutencdo dos
niveis de ferro hepético nos primeiros 15 dias de tratamento, apesar do aumento da
hemoglobina, hematécrito, VCM e HCM. Porém, na segunda quinzena de tratamento
(T30) o aumento de ferro no figado, simultdneo a reducéo de ferro no intestino e baco
no grupo controle, sugere uma eficiéncia maior na exportacdo do ferro intestinal e do
baco para os outros 6rgéos, via corrente sanguinea. Este resultado sugere aumento de
ferro sérico, para captacdo por outros 6érgdos, dentre eles o figado que é o principal
orgao de estoque de ferro, evidenciando aumento da mobilizacdo de ferro absorvido no
intestino e do ferro reciclado no bago, capaz de suprir as demandas fisioldgicas
decorrentes do crescimento do animal, posto que ndo houve reducdo da concentragao
de hemoglobina ou ferritina, e, ainda, preservar ferro no figado que é o principal 6érgao
de estoque desse mineral.

No inicio do tratamento a concentracdo Fe no grupo DVA no baco (Figura 26) foi
similar ao do grupo CT, ou seja, aumentou até T15. Entretanto, essa elevacdo ndo deve
ser creditada a DVA, pois durante esse periodo ainda ndo se pode afirmar que a DVA
estava estabelecida.

Como observado na figura 23, a concentracdo de retinol hepético ndo foi mais
detectada a partir de T30 e, de fato, a partir de T30 foi possivel observar uma diferenca
significativa na concentracdo de ferro entre os grupos CT e DVA no baco, sendo
possivel sugerir que a DVA estivesse alterando a reciclagem do Fe no bago a partir
deste periodo.

No Bago a partir de T30 pode-se observar uma diferenca significativa entre os
grupos CT e DVA (Figura 26 ), com o grupo CT tendo uma diminuicdo na concentracao
de Fe atendendo a uma demanda fisiologica; e o grupo DVA provavelmente
respondendo a deficiéncia de vitamina A instalada, ou seja, aumentando a
concentracdo de Fe no baco e prosseguindo até T45, observando-se acumulo
crescente na concentracdo de Fe nesse o0rgdo durante os 45 dias de intervengcdo, sem
as oscilagdes que demarcaram o aumento da concentracdo no grupo CT. Analisando
ainda a concentracao de ferro no baco no grupo DVA (Figura 26 ) bem como as figuras

24 (c) e (d) que se referem ao VCM e HCM, respectivamente, sugere-se que 0 aumento
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da concentracdo de ferro neste tecido relagdo ao grupo CT possa estar influenciando a
diminuicdo do VCM e HCM no tempo T45, de modo que houve aumento da
concentracdo de Fe neste tecido com alteracdo destes indices hematimétricos
sugerindo que houve alteracdo na hematopoiese por diminuicdo da liberacédo de ferro
do baco e possivelmente dos macrofagos deste 6rgao.

Pode-se questionar que no tempo T45, a concentracao de ferro no baco néo foi
significativamente diferente entre os dois grupos (controle e DVA). Desse modo, nao se
justificaria a diferenca observada no VCM e HCM no mesmo tempo T45 e, portanto, a
hipotese de que a diferenca nesses indices tenha sido devida a menor mobiliza¢éo ou
reciclagem do ferro esplénico, ndo teria fundamento e, se assim fosse, os dois indices
hematimétricos estariam alterados também no grupo controle em T45.

No entanto, a concentracdo de ferro no grupo controle neste tecido responde de
maneira fisiologica, armazenando e liberando ferro no decorrer do tempo. Em T30 se
observa efetivamente diferenca entre os 02 grupos estudados, havendo reducdo nos
niveis de ferro no baco dos animais do grupo controle. Esse resultado sugere que a
funcéo de reciclagem de ferro esteja ocorrendo nos animais controle e, portanto, o ferro
removido do baco, estd sendo mobilizado via corrente sanguinea para 0s outros
tecidos, onde sera utilizado em suas diversas fungdes inclusive hematopoiético.

No grupo deficiente em vitamina A, ndo ocorre reducao de ferro esplénico em
T30. Ao contréario, a concentracdo de ferro no T30 € significativamente maior que no
grupo Controle, evidenciando reducdo na exportacédo do ferro esplénico nos animais
deficientes em VA, ou seja, o ferro parece aprisionado dentro do 6rgdo ou nos
macrofagos deste o6rgdo, sem, no entanto ainda produzir alteracdes dos indices
hematimétricos. Contudo, em T45 nesse grupo esses indices sao alterados
demonstrando auséncia de ferro suficiente para manter o VCM e HCM adequados o
gue parece ter sido atingido no grupo controle com o fornecimento fisioldgico e
periodico de ferro.

Arruda e colaboradores (2009), apés submeterem ratos a deplecdo de VA por 57
dias observaram aumento na concentracédo de Fe no bago no grupo DVA em relacédo ao

grupo Controle. Assim, com o crescente aumento nos niveis de ferro no baco dos
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animais DVA, obtido no presente estudo, pode-se sugerir uma tendéncia destes
animais acumularem Fe no baco devido a DVA.

O aumento na concentracéo de Fe no baco maior que o observado no intestino
dos ratos DVA no periodo T30 ocorre, provavelmente devido aos niveis de hepcidina
aumentados. O aumento na concentracdo de hepcidina, horménio sintetizado pelo
figado, regulador da homeostase de ferro, e concomitante aumento significativo no nivel
da concentracdo de Fe no bago foi visualizado em nosso laboratério por (Arruda, et al.,
2009), quando ratos submetidos & DVA aumentaram a expressam de hepcidina o que
favoreceu a um aumento da concentracao de ferro no baco.

No enterdcito ndo € observado aumento significativo na concentracdo de Fe no
grupo DVA até T30 (Figura 27 ), no entanto no T45, ha aumento significativo nos niveis
de Fe intestinais em relacdo ao periodo anterior (T30) no grupo DVA. Esse aumento
coincide com a deplecéo total de VA, no figado. Ainda na Figura 27 se observa também
diferencas significativas no intestino entre os dois grupos nos tempos T15 e T45 com o
grupo DVA apresentando menor concentracdo de Fe nesse tecido.

A diferenca existente entre os dois grupos € a auséncia de VA no grupo DVA,
sendo assim sugere-se que a fonte de VA fornecida pela dieta AIN-93G na forma de
palmitato de retinil no grupo CT possa facilitar a absorcdo de Fe no limem do intestino.
Sugere-se que no grupo DVA a auséncia da molécula de VA no limem do intestino
interagindo com o ion ferro esteja prejudicando a absorcdo desse ion, denotando
possivel acdo dessa molécula (VA) no limem do intestino na absor¢cdo do Fe, no
entanto sdo necessarias pesquisas futuras para que se comprovem essa hipotese.

No figado, ao longo dos 45 dias de tratamento, observa-se um perfil nos niveis
de ferro distinto do observado no intestino e no bago. Todavia, ndo apresentando
diferencas significativas entre os grupos em nenhum periodo do tratamento (Figura 28).
No grupo DVA a concentracdo de Fe no figado aumenta em T30 e € significativamente
diferente dos dois periodos anteriores, voltando ao valor encontrado no inicio do
tratamento em T45.

No trabalho de Strube, et al (2002), no qual foi avaliado o efeito da deficiéncia de
vitamina A e de ferro nos niveis de ferro e retinol plasmatico assim como na

concentracdo de ferro hepatico, em ratos tratados por 5 semanas, 0s autores nao
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observaram elevacdo nos niveis de ferro hepatico, durante o tempo do tratamento,
resultado similar ao encontrado no presente estudo. Em outro trabalho observou-se
aumento da concentracdo de Fe no figado somente depois de 50 dias de consumo de
uma dieta DVA, (Mejia, et al., 1979).

Os resultados encontrados por estes autores, junto com os do presente estudo,
sugerem que o efeito da deficiéncia de vitamina A nas reservas hepatica de ferro seja
tempo dependente, ou seja, 45 dias de deplecdo de VA ndo foram suficientes para
alterar os niveis de ferro no figado. No trabalho de realizado em nosso laboratorio
(Arruda, et al., 2009), os animais que foram submetidos a uma dieta DVA né&o
apresentaram aumento da concentracdo de Fe no figado, diferentemente do baco que
obteve aumento significativo dessas concentragdes com relagéo ao grupo CT.

E interessante observar que no trabalho desenvolvido por Arruda e
colaboradores 2009, o nivel de mRNA de hepcidina, horménio produzido pelo figado,
estava elevado. Entretanto, ndo houve alteragcdo nos niveis de Fe hepético. Esse
resultado corrobora os resultados encontrados por outros pesquisadores (Strube, et al.,
2002), por intermédio dos quais se levanta a hipotese de que a regulacdo da
ferroportina hepéatica (FPN) seja independe dos niveis de hepcidina e, portanto,
insensivel a DVA. O efeito p6s traducional da hepcidina sobre a molécula de FPN,
proteina encontrada nos enterdcitos, macréfagos e hepatécitos, responsavel pela
exportacdo do Fe, para a corrente sanguinea, tem sido relatado (Nemeth, et al., 2004).
Assim, um aumento nos niveis de hepcidina acarretaria internalizacdo e degradacao da
FPN, resultando aumento da concentracdo de Fe tecidual. No entanto, naquele
trabalho, ndo foi observado aumento nos niveis de ferro no figado mesmo com
elevacdo da hepcidina, o que estd de acordo com os resultados encontrados no
presente estudo, no qual também n&o foi observado aumento da concentracdo de Fe
hepético no grupo DVA em T45 (Figura 28). Estes resultados corroboram a hipotese de
gue a FPN hepética ndo responde a regulacéo da hepcidina.

No estudo realizado por Arruda e colaboradores (2009) os ratos tratados durante
57 dias com dieta deficientes em VA e simultaneamente, deficiente em ferro
apresentaram no figado, aumento nos niveis de transcritos de DMT-1, ndo tendo sido

observada diferenca significativa nos niveis de FPN em relacdo ao controle e grupo
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deficiente apenas em VA. O DMT1 é a proteina envolvida na importagcdo do Fe do
lumém intestinal ou no caso do figado, € encontrada na membrana dos endossomos,
responsavel pela liberacdo do ferro endossomo, para o citoplasma do hepatécitos.
Nos ratos deficientes em VA e ferro, foi também observados reduzidos niveis de ferro
hepatico sendo assim os autores concluiram que a regulacdo dos niveis hepaticos de
transcrito desses dois transportadores, o DMT-1 e a FPN, em ratos ocorra
predominantemente em nivel pds-traducional, mediada pelos niveis intracelulares de
ferro via complexo IRP/IRE.

O papel do hormdnio hepcidina na modulacdo dos niveis de transcritos de DMT-
1 ainda ndo esta bem esclarecido, alguns autores observaram reducdo apenas nos
niveis de transcritos de DMT-1, que contém IRE (Yamaji et al., 2004), em células caco,
acrescidas de hepcidina.

No estudo realizado por Arruda e colaboradores (2009), os niveis altos de
hepcidina hepéatica encontrados nos ratos DVA, ndo resultaram numa reducdo nos
niveis de DMT-1 hepéatico, consubstanciando a tese de que o DMT-1 hepético sofre
maior influéncia da regulacdo intracelular, mediado pelo o complexo IRP/IRE que a
regulacdo sistémica, mediada pela hepcidina (Arruda, et al., 2009). Ou seja, 0s niveis
reduzidos de ferro, acarretariam na perda de ferro do grupamento 4Fe-4S da IRP,
tornando-a capaz de ligar-se aos IRE localizado na regido 3' do mRNA do DMT-1,
promovendo sua estabilizacdo e, consequentemente, aumentando da sintese de DMT-
1.

No presente estudo, o comportamento diferenciado entre os niveis de ferro
hepéatico e aqueles observados no baco e intestino, ao longo dos periodos de
tratamento, pode ser devido a especificidade da resposta tecidual, a um mesmo
estimulo celular. Esta influéncia tecido especifica ja foi relatada por Corradini e
colaboradores (2005), quando foi possivel observar que mutacdes na FPN aumentavam
0 acumulo de ferro nos macrofagos, mas ndo nos enterdcitos de modo que em
condi¢cdes de funcionamento normais, a ferroportina dos macrofagos e dos enterécitos
podem responder de modo distinto aos estimulos recebidos, possivelmente por
interacbes com outras proteinas de membrana especificas de cada 6rgdo (Oates,
2007).
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Perda de ferro (sangue) e/ou ingestdo ou absorcdo inadequada de ferro de
fontes dietéticas podem causar deficiéncia de ferro, que se manifesta comumente como
anemia microcitica, VCM baixo. O hormonio hepcidina, secretado pelo figado, atua de
modo diferenciado nos diferentes status de Fe, de modo que na sobrecarga de ferro
diminui os niveis de Fe do plasma, uma vez que internaliza e promove a degradacéo da
FPN, presente nos enterdcito e macréfagos, resultando menor absorcdo intestinal e
reciclagem desse mineral no organismo. A expressdo aumentada deste hormonio
também induz a anemia. Essa situacdo € comum na anemia da doenga cronica
(Hentze, et al., 2010).

O desenvolvimento de hipoferremia ocorre rapidamente como resultado da
diminuicdo da liberacéo de ferro pelos macréfagos e representa mecanismo de defesa
contra patogenos dependentes de ferro (Hentze, et al., 2010).

Tem sido sugerido que os macréfagos respondem mais rapidamente a inducao
da hepcidina que os enterdcitos (Oates, 2007; Rivera, et al.,, 2005). Nesse sentido,
observa-se que a inducdo da hipoferremia seja provavelmente resultado do sequestro
de Fe pelos macrofagos ao invés de queda da absorcdo pelo intestino. Porém, os
autores que fomentam essa hipotese salientam a necessidade de mais estudos para
sua confirmacao.

A hipoferremia associada com a inflamacdo € provavelmente mediada pela
hepcidina reduzindo o efluxo de Fe e a absorcdo pelos macrofagos e enterdcitos
respectivamente. Em trabalho realizado por Kemma e colaboradores (2005), uma
injecdo de lipopolisacarideo em humanos resultou em aumento da excrecdo de
hepcidina urinaria, seguido de queda de Fe no plasma.

O lipopolissacarideo, derivado da parede bacteriana, € conhecido por iniciar
resposta inflamatéria por interagdo com receptores na membrana dos hepatocitos
(Oates, 2007; Schwabe et al., 2006) e macrofagos (Hoshino et al., 1999).

E importante ressaltar que a hipoferremia devida a processo inflamatorio pode
também influenciar a liberacdo da hepcidina em resposta a citocinas pro-inflamatérias
(Oates, 2007; Nemeth E, 2004; (Andriopoulos, et al., 2006). Em resposta a presenca de
LPS e/ou citocinas especificas, ha aumento a expressdo de hepcidina levando a
hipoferremia (Oates, 2007; Andriopoulos, et al., 2006; Kemna, et al., 2005). A
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transcricdo de hepcidina € ativada também por citocinas inflamatérias, especialmente
interleucina 6 (Grotto, 2008).

Como observado nas figuras 24 g; h ndo houve alteragdes significativas nos
niveis dos leucdcitos e linfécitos respectivamente entre os grupos até o final do
tratamento no T45, assim ndo se pode afirmar que esteja iniciando um processo
inflamatorio o que poderia dar inicio a ADC, no entanto se observa uma tendéncia de
aumento desses dois indices em T30 no grupo DVA com relagédo ao grupo CT ndo mais
apresentada no T45, sugerindo uma resposta de fase aguda no T30, o que poderia ser
confirmada por andlise de proteinas de fase aguda. Entre as proteinas de fase aguda,
destaca-se a proteina C-reativa (PCR), uma vez que seu nivel sérico € aumentado
durante a inflamacéo aguda (Cancado, 2002).

Nos macrofagos, a exportacdo do ferro para o plasma ocorre também através da
ferroportina (FPN). Essa reciclagem tem papel fundamental na homeostase sistémica
do ferro (Hentze, et al., 2010).

Os macréfagos fagocitam microorganismos e particulas estranhas por
endocitose e desse modo, constituem poderoso mecanismo de defesa do organismo,
principalmente, em processos inflamatorios que podem ter se originados devido a DVA
sendo que essa deficiéncia pode ainda alterar os niveis da hematopoiese, uma vez que
0 gene responsavel pela expressdo do hormdnio eritropoetina (EPO) possui elemento
responsivo a acido retindico.

Assim, 0 &cido retindico pode ndo soO alterar a absorcdo e reciclagem de ferro,

como também a sintese da molécula de hemoglobina.
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7. Conclusao

Diante do que foi exposto a DVA em ratos durante 45 dias de tratamento n&o
alterou o consumo ou ganho de peso dos animais. No entanto, esta deficiéncia resultou
na alteragcdo dos niveis de ferro no baco e intestino, e ainda, embora ndo tenha alterado
os niveis de hemoglobina e ferritina, reduziu os valores de VCM e HCM evidenciando
uma alteracdo na hematopoiese dos animais DVA. Esses resultados evidenciam um
papel positivo da vitamina A na hematopoiese e revelam que os efeitos da DVA nos
niveis de ferro em ratos sao tecidos especificos e dependentes do tempo de deplecéo
gue estes ratos foram submetidos.

O presente trabalho atingiu os objetivos determinados e como perspectivas
futura de investigacdo consideramos a necessidade da analise da expressdo das

proteinas DMT-1, FPN, hepcidina e hemojuvelina durante a deplecéo hepatica de VA.
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ANEXO

RAT FERRITIN

Immunoperoxidase Assay for Determination of FERRITIN in Rat Samples

Reagentes

Diluente concentrado: 1 frasco com 50 mL de solucdo salina tampéo
fosfato (PBS) concentrada 5x, contendo soro albumina bovina, 0,25%
Tween e 0,25% Proclin 300 como conservante.

Solucdo de lavagem concentrada: 1 frasco com 50 mL de solugcédo salina
tampé&o fosfato (PBS) concentrada 20x, contendo 1% Tween.
Enzima-anticorpo conjugada 100x: 1 frasco com 200 uL de anticorpo anti-
ferritina de rato conjugado com HRP (horseradish peroxidase) em um
tampé&o estabilizador.

Solucéo do substrato: 1 frasco com 12 mL de 3,3, 5,5-tetrametilbenzidina
(TMB) e perdéxido de hidrogénio em tampé&o de acido citrico a pH 3.3.
Solucdo de parada: 1 frasco com 12 mL de 0,3 M de acido sulfarico.

Pocos revestidos com anti-ferritina de rato: 12 tiras removiveis com 8
pocos cada.

Calibrador de ferritina de rato: 1 frasco com 1 mL.

Outros Materiais

Pipetas de preciséo (2 uL a 200 uL).

Tubos de ensaio.

“Aspirador” para microplaca.

Agua Milli-Q.

Leitor de microplaca com capacidade de medir absorbancia a 450 nm.
Vidrarias para preparar reagentes e solu¢des tampéao.

Timer.

Vortex.
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Diluicdo das amostras de soro

Uma diluicdo 1:40 é apropriada para a maioria das amostras de soro. Para o

preparo, transfira 10 uL para 390 uL de diluente. Homogenize.

Uma diluicdo menor ou maior pode ser necessaria para as amostras que

produzem resultados fora do intervalo da curva padréo.
Preparo dos reagentes
* Diluente concentrado 5x: Diluir na propor¢ao 1:5 com agua Milli-Q.
Apds preparo, a solugdo permanece estavel por 1 semana (armazenar a 4-8°C).

* Solucao de lavagem concentrada 20x: Diluir na proporcao 1:20 com agua
Milli-Q. A formacao de cristais na solugdo concentrada € comum quando a
temperatura de armazenamento € baixa. Aquecer o concentrado a 30-

35°C antes da diluicdo pode dissolver os cristais.
Ap0s preparo, a solucdo permanece estavel por 1 semana (armazenar a 4-8°C).

* Enzima-anticorpo conjugada 100x: a quantidade necessaria para trabalhar
em cada microplaca € preparada adicionando 100 uL da solucéo
conjugada a 10 mL do Diluente. Homogenize com cuidado.

Diluir imediatamente antes de usar.

* Solucéo do substrato: pronta para uso.
e Solucao de parada: pronta para uso.

* Pocos revestidos com anti-ferritina de rato: prontos para uso.
Armazenar na embalagem original, selada, com o pacote de dessecante.

» Calibrador de ferritina de rato: Deve ser aliquotada e congelada. Estando
concentrado a 2,7 ug/mL, deve ser diluido de acordo com o esquema

abaixo. Homogenize com cuidado a cada passo.
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400 200 100 50 25 12,5
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Padrdes (1) 2) (3) 4 (5) (6)
Tudos dos padrdes (2) a (6) contendo 0,3 mL do Diluente cada.
Padrao ng/mL Quantidade Diluente 1x
1 400 100 uL calibrador 575 uL
ferritina
2 200 0,3 mL padrédo 1 0,3mL
3 100 0,3 mL padrao 2 0,3mL
4 50 0,3 mL padrao 3 0,3 mL
5 25 0,3 mL padréo 4 0,3mL
6 12,5 0,3 mL padrdo 5 0,3mL

Procedimento

e Adicione 100 uL do diluente nos pocos 1A e 1 B, que servirdo como
“branco”.

* Pipete 100 uL de cada um dos padrdes nos pocos 1B e 2B (padrdo 1) aos
pocos 1G e 2G (padréo 6).

* Pipete 100 uL da amostra de soro nos pocos 1H e 2H. As proximas
amostras irdo para os pocos 3A e 4A, 3B e 4B, e assim por diante.

* Incube por 1 hora a temperatura ambiente, mantendo a placa nivelada.

» Aspire o contetdo dos pogos.

* Preencha completamente cada po¢o com solucédo de lavagem 1x e aspire.
Repita este procedimento 3x, totalizando 4 lavagens. Para a lavagem
manual, preencha completamente cada po¢co com solucéo de lavagem 1x,

inverta a placa despejando o conteddo num recipiente de descarte
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(agitando suavemente). Utilize papel absorvente para remover a solugéo
residual. Repita este procedimento 3x, totalizando 4 lavagens.

* Pipete 100 uL da enzima-anticorpo conjugada 1x em cada poco.
Incube por 10 minutos a temperatura ambiente.

» Aspire ao contetdo dos pocos.

* Preencha completamente cada po¢o com solucédo de lavagem 1x e aspire.
Repita este procedimento 3x, totalizando 4 lavagens. Para a lavagem
manual, preencha completamente cada po¢co com solucao de lavagem 1x,
inverta a placa despejando o conteddo num recipiente de descarte
(agitando suavemente). Utilize papel absorvente para remover a solucao
residual. Repita este procedimento 3x, totalizando 4 lavagens.

* Pipete 100 uL da solucéo do substrato TMB em cada po¢o.

* Incube por 10 minutos a temperatura ambiente.

e Adicione 100 uL da solucéo de parada em cada poco.

» Determine a absorbancia a 450 nm (até 2 horas apés a adi¢do da solugéo

de parada).

Calculo dos Resultados:
Subtraia dos valores a média do “branco”. Trace a curva padrdo, com a
concentragcdo padrdo no eixo-x e absorbancia no eixo-y. Corrija o fator de

diluicdo da amostra para chegar a concentracdo de ferritina na amostra original.



