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O efeito da deficiéncia de vitamina A na biodisponibilidade de ferro.

Resumo

A deficiéncia de vitamina A altera o status de ferro resultando o acumulo de ferro nos
tecidos. Nos paises em desenvolvimento a deficiéncia de vitamina A e a deficiéncia de
ferro aparecem como importantes problemas de saude publica. Estudos sugerem a
existéncia de uma relagdo sinérgica entre o metabolismo da vitamina A e do ferro. O
presente estudo investigou o efeito da deficiéncia de vitamina A na biodisponibilidade
de ferro. Para tanto, ratos Wistar foram separados em trés grupos e tratados por 57 dias
com a dieta AIN-93G, contendo: 35 mg de Ferro e 4,000 UI de vitamina A por Kg de
dieta, grupo controle (+VA +Fe); ou a dieta AIN-93G contendo 35 mg de ferro, sem
qualquer fonte de vitamina A, grupo (-VA +Fe); ou AIN-93G, contendo apenas 12,2
mg/Kg de dieta de ferro e sem fonte de vitamina A, grupo (-VA - Fe). A
biodisponibilidade de ferro foi avaliada pela Eficiéncia de Regeneracdo de
Hemoglobina (HRE), estimado pelo contetdo de ferro na hemoglobina e o ferro
ingerido. A dieta (-VA - Fe) mostrou uma biodisponibilidade media maior do que o
grupo Controle (P = 0.0056). O grupo que recebeu a dieta (-VA +Fe) apresentou a
maior concentracdo de hemoglobina e a maior utilizacdo de ferro que os outros dois
grupos, porém ndo foi observada diferenca significativa na HRE entre o grupo
deficiente de vitamina A e o controle. Estes resultados mostraram que a deficiéncia de
vitamina A afeta a utilizacdo de ferro; resultando no acumulo de ferro nos tecidos e
aumento na concentragdo de hemoglobina; sugerindo que a vitamina A pode regular a
biossintese de proteinas envolvida no homestase de ferro.

Palavra Chave: deficiéncia de Vitamina A, hemoglobina, biodisponibilidade, ferro,

ratos.



The effect of vitamin A deficiency on iron bioavailability in rats.

Abstract

Vitamin A deficiency alters iron status leading to an iron accumulation in tissues. In the
developing countries, vitamin A deficiency and anemia appear as important problem of
public health. Previous studies suggest the existence of a synergic relation between
vitamin A metabolism and iron. The present study investigates the effect of vitamin A
deficiency on iron bioavailability. For that, Wistar rats were separated in three groups
and they were treated, for 57 days, with the AIN-G93 diet, containing 35 mg of iron
and 4000 TU of vitamin A per Kg of the diet, Control group ("Fe © VA); or the AIN-
G93 with 35 mg of iron per Kg of diet, without any source of vitamin A, group (" VA *
Fe); or the AIN-G93 with only 12.2 mg iron/Kg of diet ,without any source of vitamin
A ( Fe = VA). Iron bioavailability was evaluated by Hemoglobin Regeneration
Efficiency (HRE), which was estimated by hemoglobin iron content and iron intake. The
(- Fe —=VA) diet showed higher iron bioavailability than the control diet (P = 0.0056),
while the group who fed (- VA) diet showed higher hemoglobin concentration and
higher iron utilization than the other groups, but no significant difference on HRE was
observed between (-VA) and control group. These results showed that vitamin A
deficiency affects iron utilization; resulting in iron accumulation in tissues and increases
hemoglobin concentration, suggesting that vitamin A deficiency can regulate the
expression of proteins involved in the iron metabolism.

KEY WORDS: Vitamin A deficiency, iron, bioavailability, hemoglobin, rat
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Estrutura da Dissertagao

Esta dissertacdo sera apresentada da seguinte forma: uma parte inicial
composta por introducéo, revisado bibliografica, objetivos gerais e especificos e
metodologia. Os resultados e discussao estao apresentados na forma de artigo
que foi submetido para a revista “Annals of Nutrition & Metabolism”.

Ao final sera apresentada a conclusao deste estudo.
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1. Introducgao.

Entre as deficiéncias nutricionais de maior impacto sobre a saude
publica figuram a anemia, e a deficiéncia de vitamina A. Nos paises em
desenvolvimento, a cegueira noturna compreende o sintoma clinico mais
comum da deficiéncia de vitamina A. Estima-se que nestes paises, 43 milhdes
de criancas menores de cinco anos de idade apresentam deficiéncia de
vitamina A e 140 a 250 milhdes de pessoas apresentam risco desta deficiéncia

(1,2).

Estudos publicados nas duas ultimas décadas tém evidenciado uma
interacdo entre a deficiéncia de vitamina A e o status de ferro no organismo
humano (3). Alguns estudos sao contraditérios quanto a presengca de anemia
em ratos deficientes em vitamina A, entretanto, ha consenso quanto ao
acumulo de ferro em tecidos de ratos deficientes em vitamina A (4). Devido ao
potencial oxidante do ferro, o acumulo deste nos tecidos pode induzir o
estresse oxidativo celular, uma vez que o ferro participa na catalise de reagdes
produtoras das espécies reativas de oxigénio (EROS), como H,0O,, e
conseqlientemente, de radicais livres como o hidroxil (HO"), como na reagdo de
Fenton (5). O estresse oxidativo tem sido associado a processos patoldgicos
como a diabetes, doengas cardiovasculares, neuro-degenerativos e varios
outros processos patoldgicos associados a danos oxidativos catalisados pelo
ferro (6). Desta forma, a deficiéncia de vitamina A poderia predispor o
organismo a um aumento de doencas crbnicas associadas ao estresse

oxidativo (7).
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A associacao entre os estado nutricional de ferro e a vitamina A tem
sido amplamente divulgado, entretanto, ndo se conhece ainda os mecanismos
de interagao entre a vitamina A e o ferro no organismo.

O presente estudo visou investigar o efeito da deficiéncia da

vitamina A na biodisponibilidade do ferro dietético, em ratos.
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2. Revisao Bibliografica.

2.1.Vitamina A

A vitamina A é uma vitamina lipossoluvel, sem valor energético, que
nao é sintetizada pelo organismo humano, podendo ser fornecida a partir dos
alimentos, na forma de -carotendides pro-vitamina A, provenientes dos
alimentos de origem vegetal ou na forma de retinol ou vitamina A pré-formada,
nos alimentos de origem animal (8). Na maioria dos produtos, a fortificagao &
feita com a utilizacdo de carotenodides pelo fato de apresentarem toxicidade
menor do que a vitamina A. O armazenamento da vitamina A se da

predominante no figado.

2.1.1. Metabolismo e Func¢ao.

O primeiro relato cientifico sobre a presenga de um composto abundante
e essencial ao organismo na gema do ovo foi publicada em 1909 por Stepp (9).
Mais tarde outros autores verificaram que alguns compostos presentes nos
vegetais verdes também tinham esta propriedade, os denominados
carotendides. Embora a vitamina A tenha sido uma das primeiras vitaminas a
ser identificada, a compreensao de seus efeitos fisiolégicos e mecanismos de
acao permanecem obscuros. Nos paises em desenvolvimento a deficiéncia de
vitamina A aparece como importante problema de saude publica,
principalmente nas criangas. A cegueira noturna compreende o sintoma clinico

mais comum. Estima-se que 43 milhdes de criancas menores de 5 anos de
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idade apresentam deficiéncia de vitamina A nos paises em desenvolvimento, e
140 a 250 milhdes de pessoas possuem risco de deficiéncia de vitamina A

(1,2).

A vitamina A, encontrada nos alimentos de origem animal, ocorre na
forma de éster de retinil, molécula de retinol esterificada a uma molécula de
acido graxo. Os ésteres de retinil, o retinol e o retinal sdo formas
interconversiveis que podem ser convertidas a acido retindico. As
necessidades de vitamina A podem ser supridas pelas trés primeiras formas.
Embora estas formas possam ser convertidas em acido retindico, este ultimo
nao pode ser reduzido a forma retinal. A vitamina A é armazenada no figado na
sua forma esterificada, ou seja, retinil. O acido retindico ndo pode ser
armazenado no figado, uma vez que este ndo possui grupo hidroxil necessario

para a sua esterificagcdo com os acidos graxos (10).

Nos alimentos de origem vegetal € encontrada na forma pro-vitaminica,
carotendides precursores de vitamina A. Existem cerca de 600 formas de
carotendides ja identificadas, porém, apenas cerca de 50 destas sé&o
metabolizadas pelos organismos vivos como precursores de vitamina A. O
todo-trans-3-caroteno constitui a forma pro-vitaminica predominante nos
vegetais, outras formas pré-vitaminicas, também encontradas nos vegetais sao
a criptoxantina e o a-caroteno (11), sendo o B-caroteno a forma mais

importante, como fonte de vitamina A (10).
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Generalizando, a vitamina A e suas varias formas desempenham
trés diferentes funcdes (12,13):
1. Diferenciacéao celular;
2. Desenvolvimento embrionario;

3. Ciclo visual;

As duas primeiras funcdes sao desempenhadas apenas pelo acido
retindico, enquanto o retinal esta associado a visdao. Com excecéao da retina, o
retinal esta presente em concentracbes extremamente baixas por ser
convertido facilmente em acido retindico, que é capaz de regular a transcrigéo

de alguns genes no nucleo celular (14,15).

A absorcdo dos carotendides e da vitamina A comega com a
liberacado destes da matriz do alimento e a incorporacdo em micelas compostas
de sais biliares, acidos graxos livres, monogliceridos e fosfolipidios. A
quantidade de carotendides incorporados as vesiculas depende tanto de sua
polaridade quanto da composi¢cdo dos acidos graxos da micela. Apds
incorporacdo nas micelas, os carotendides sdo absorvidos por difusdo passiva
no duodeno, sendo, portanto, sua Dbiodisponibilidade influenciada
principalmente pela eficiéncia do organismo na liberagdo destes da matriz do
alimento e por sua associacdo com os diferentes lipidios da dieta.
Essencialmente todos os ésteres de retinil ingeridos sdo convertidos a retinol
no lumen intestinal onde serdo absorvidos pelos enterdcitos (10). O retinol
aparece no enterdcito associado a proteina celular ligante de retinol, sendo

entdo esterificado a éster de retini (RE) pela enzima lecitina
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retinolaciltransferase (LART), e incorporado aos quilomicrons. Os carotendides
pré-vitamina A absorvidos diretamente, como R-caroteno, a-caroteno e a
criptoxantina, sédo clivados na mucosa intestinal a retinal, reduzidos a retinol e
depois transformados a éster de retinil. Sendo que tanto os carotendides
intactos, como aqueles convertidos a éster de retinil sdo incorporados aos
quilomicrons, os quais sao exocitados no sistema linfatico para entdo cairem
na corrente sanguinea, onde sofrem remocgao dos triacilglicerdis. Os ésteres de
retinil presentes nos quilomicrons remanescentes s&o absorvidos pelo figado e
armazenados nas células “estelate”. Quando ha demanda de vitamina A pelos
tecidos, os ésteres de retinil sdo convertidos a retinol nas células parénquimas
do figado, sendo transportados aos tecidos alvos, através do plasma, ligados a
proteina ligante de retinol (RBP). Nos mamiferos, cerca de 50 a 80% de toda
vitamina A é armazenada no figado (10,14,16). ApOs absorgao pelos tecidos
alvos, o retinol pode ser oxidado a retinal e, subsequentemente, acido retindico.
Alguns tecidos sdo capazes de produzir acido retindico diretamente do f-

caroteno nao precisando passar necessariamente a retinol ou retinal (14).

2.1.2. Deficiéncia de vitamina A

A deficiéncia de vitamina A € um problema de saude publica em

mais de 118 paises, afetando mais de 140 milhdes de criancas em idade pré-

escolar, em todo mundo (1).

A deficiéncia de vitamina A pode ser causada por dois fatores

principais: Uma prolongada ingestdo inadequada de vitamina A (incapaz de
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satisfazer as necessidades organicas), tanto em criangcas quanto em individuos
adultos, prejudicando as fungdes fisioldgicas, ainda que os sinais de caréncia
nao sejam evidentes (17). Episddios infecciosos frequentes podem ser
resultantes da deficiéncia de vitamina A (18). Segundo Scrimshaw et al., 1968
(19), citado por Darlow & Graham, 2000, nenhuma outra deficiéncia nutricional
apresenta maior sinergismo com doengas infecciosas que a caréncia de
vitamina A, pois tal condicdo nutricional confere uma susceptibilidade maior as

infecgdes.

A prevencao da deficiéncia de vitamina A pode ser obtida por meio
da suplementacdo medicamentosa, da fortificacdo de alimentos ou, ainda, por

meio de diversificacdo da dieta.

O fato da vitamina A ser armazenada no figado, permite que a
suplementagdo por capsulas seja eficaz na prevencdo e combate da
hipovitaminose A. No entanto, apesar do custo com a suplementacdo ser
reduzido em relacéo a fortificagdo de alimentos, essa € uma medida de curto
prazo. A fortificagdo de alimentos tem sido utilizada com sucesso em areas
onde a vitamina A é escassa, como no caso da fortificacdo do acucar, na
Guatemala (20) e do glutamato de sddio, na Indonésia (21). Porém, a
fortificacdo dos alimentos é considerada uma medida em médio prazo e

representa um alto custo/beneficio.

A obtencdo da vitamina A sintética, possibilitou a fortificacdo de

alimentos e a disponibilidade de suplementos em paises em desenvolvimentos,

18



resultando numa reducao significativa desta deficiéncia nestes paises. No
entanto, a deficiéncia de vitamina A continua um problema de saude publica.
Entre as patologias associadas a deficiéncia de vitamina A esta a

anemia ferropriva (22).
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2.2. Ferro

O ferro € um elemento quimico, metalico, necessario para varios
processos vitais nos seres vivos. Este elemento existe em abundancia na
crosta terrestre, mas sua absorgcao pelo organismo humano é dificultada pelo
mecanismo protetor contra a intoxicagao celular por excesso de ferro. A maior
parte do ferro corporal esta ligada a hemoglobina no sangue, ou a mioglobina
nos musculos; outra parte esta ligada as enzimas no interior de cada célula do
organismo. O ferro ndo é excretado na urina, sendo, em grande parte,
reaproveitado e, por isso, a necessidade individual de ferro deve ser suficiente

para repor apenas as perdas diarias do organismo (1mg/d) (23).

2.2.1.METABOLISMO E FUNGAO

O ferro é necessario para todas as células, prevalentemente em dois
estados de oxidacdo no organismo, ferroso [Fe*?] e férrico [Fe*], que
respectivamente, podem doar ou receber elétrons facilmente. O ferro é
transportado, entre os sitios de absorcdo, armazenamento e utilizagao, por
uma glicoproteina plasmatica denominada de transferrina (Tf), que se liga
firmemente e de forma reversivel ao ferro. A transferrina € reconhecida por
receptores de membrana celulares especificos (TfR), cruciais para a aquisi¢ao
de ferro pelas células. Apoés a liberagao intracelular do complexo Tf-TfR, o ferro
penetra em compartimentos funcionais ou € armazenado nas célula associado
a molécula de ferritina (4000 atomos de ferro por molécula) (23).

Normalmente, cerca de 60-70% do ferro do corpo humano esta
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presente na hemoglobina dos eritrécitos circulantes, 10% na mioglobina,
citocromo e outras enzimas e, cerca de 20-30% ¢é armazenado na ferritina. A
ferritina € uma proteina cuja uUnica fungdo conhecida é o sequestro e

armazenamento do ferro (23).

A deficiéncia ou o excesso de ferro pode causar disturbios funcionais.
A deficiéncia de ferro € sem duvida a causa mais comum da anemia na maior
parte do mundo (22). A sintomatologia da deficiéncia de ferro inclui nao
somente anemia como também sintomas fora dos eritrocitos, tais como
estomatites, glossites, etc. O tratamento da deficiéncia de ferro torna-se um
desafio real nos paises em desenvolvimento com alta incidéncia de deficiéncia
em ferro, onde o maior problema é a producdo e distribuicdo de alimentos
fortificados para a populagdo. O excesso de um importante nutriente no
organismo pode-se tornar ainda pior que a sua deficiéncia, e isto é

exemplificado pela sobrecarga de ferro no organismo (24).

O metabolismo de ferro em humanos é caracterizado por uma
permuta limitada de ferro endégeno e da dieta e por uma eficiente reutilizagao
dos recursos internos. Devido a limitacdo da capacidade do organismo em
excretar ferro, a sobrecarga de ferro pode ser desenvolvida como resultado de
uma hiper-absorc¢ao prolongada de ferro da dieta, por administragdo parenteral
de ferro (via transfusdo de sangue), ou por combinagcdo dos dois fatores.
Pacientes com sobrecarga de ferro acumulam excessivas quantidades deste
em varios 6rgaos, inclusive no figado, pancreas, e coragao e, podendo associar

com cirrose hepatica, diabetes e disfuncdo cardiaca. O excesso de ferro no
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organismo é extremamente perigoso, no entanto, sua escassez € incompativel
com a vida, por ser essencial em diversas fungdes metabdlicas nos seres
vivos. Por outro lado, devido a sua alta reatividade, o ferro esta envolvido com
a formacao de radicais livres via reagcao de Fenton (23). Estes radicais estao

relacionadas com os processos patoldgicos e de envelhecimento (24).

O ferro acumulado nos tecidos, células e organelas, principalmente
aquele associado ao pool labil, atua como catalisador na reagao de Fenton
(reacdo 2) potencializando a toxicidade do oxigénio através da geracédo de
espécies reativas de oxigénio, incluindo o radical hidroxil ("OH) (reagéo 2),

considerado o mais reativo das EROs (7).

Fe+0, > Fe+0, (1)

H,0, + Fe*? - Fe*® + *OH + ~ OH (2) Reacéo de Fenton

02"+ Hx02 » O+ "OH + " OH  (3) Reagdo de Haber-Weiss

No inicio do século passado, os mecanismos de regulagao molecular
da homeostase do ferro no organismo vém sendo desvendados. Desde 1937
quando foi proposto que o ferro dietético regulava o ferro corporal (25) até
meados dos anos noventa, houve pouco progresso na identificacdo dos

mecanismos envolvidos na regulagéo do ferro corporal (26).
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Atualmente, sabe-se que diversas proteinas estdo envolvidas no
metabolismo e manutencao do status de ferro no organismo. A sintese destas
proteinas esta submetida a um fino mecanismo de regulacdo que resulta na
manutencdo da homeostase intracelular de ferro. A forma predominante do
ferro dietético é a Fe*>. Os dois sistemas de captagdo, denominados hémico e
nao-hémico, requerem a reducdo de Fe*™ a Fe*?. No primeiro sistema, um
receptor hémico, presente na membrana apical do enterdcito, internaliza o
grupo heme que é transportado para o reticulo endoplasmatico (RE) onde, por
acao das hemeoxigenases microssomais, € degradada a biliverdina e CO,
liberando Fe*?, que segue, entdo, a mesma via que o ferro inorganico (5),

descrita a seguir.

Um ponto chave na regulagdo da homeostase de ferro € a absorgao
deste no lumen intestinal. Na membrana basolateral dos enterécitos imaturos,
presentes nas criptas intestinais, existem receptores de transferrina e a
proteina HFE, que atuam como sensores do status de ferro no organismo. Na
membrana apical dos enterdcitos maduros, situados nos microvilos intestinais,
encontram-se predominantemente a DMT1, Dcytb e a IREG-1(que esta na
membrana basolateral), que sdo as proteinas, associadas a absorg¢ao de ferro
intestinal. O Fe* inorganico é reduzido por uma enzima, ferro redutase
duodenal, conhecida como Dcytb, e captado pelo enterdcito, através do
transportador de cations divalentes (DMT-1). Uma vez dentro da célula, o Fe*?
é incorporado & molécula de ferritina e armazenado na forma de Fe™, ou é
transportado até a membrana basolateral, por uma proteina semelhante a

transferrina. Na membrana basolateral, a difusdo do ferro é facilitada pelo
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transportador transmembranico (IREG-1 ou ferroportina). Uma outra proteina
de membrana, hefaestina, promove a oxidagao do Fe*? a Fe* que nesta forma,
liga-se a proteina transportadora de ferro, apotransferrina, que o transporta as
células alvo, com receptores para transferrina através da corrente sanguinea. A
associagcao do ferro com proteinas, dentro do sistema bioldgico protege as
células contra possiveis danos oxidativos, catalisados por ferro e, ainda, facilita

a captacao deste pelos demais tecidos (5,27).

Na deficiéncia de ferro € observado um aumento significativo nos niveis
de mRNA de DMT1 e do Dcytb duodenal, sugerindo que os genes DMT1 e
Dcytb sédo regulados em sincronia (28,29), diferentemente do gene IREG-1,
envolvido na transferéncia basolateral do ferro. Em camundongos com
deficiéncia cronica de ferro foi observado um aumento de 10 vezes nos niveis

de mRNA de DMT1 e Dcytb, e apenas de 2-3 vezes para o IREG-1 (30,31,32).

De maneira geral, a regulagado das proteinas sensores e de transporte
de ferro é responsavel pela habilidade do intestino adaptar a absorcao de ferro
de acordo com o status de ferro do organismo. Este processo de regulagéo é
bastante eficiente dentro de uma ampla faixa de concentracdo de ferro na
dieta, porém ha limites para as dietas com concentragdes excessivas ou muito

deficientes de ferro.

Deficiéncia de ferro € um problema bioldgico e se manifesta quando

a quantidade ingerida nao é suficiente. A deficiéncia de ferro é responsavel por

400 a 500 milhées de casos de anemia entre populagado global. Porém, o
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excesso de ferro também é prejudicial ao organismo, particularmente nos
individuos que possuem disfuncédo ou ferropatias como na hemochromatosis,
que é um dos disturbios genéticos mais freqientes. Por isso ndo ha surpresa
que o ferro seja uma das maiores preocupacao no saude e bem estar de ser
humano. No organismo, a caréncia de ferro se instala de forma gradual e
progressiva passando por trés estagios: deplecao de ferro na dieta, deficiéncia

de ferro e anemia ferropriva (33).
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2.3.Interagao entre Vitamina A e o Ferro:

Desde 1920, uma associagao entre a deficiéncia de vitamina A e anemia
ou outros indices de baixo status de ferro foram reportados em humanos e em
animais (34,35,36). Recentemente, alguns estudos sugerem a existéncia de um
sinergismo entre o metabolismo de vitamina A e a homeostase de ferro no
organismo (37,38,39). A hipovitaminose A promove o acumulo do ferro nos
tecidos e, conseqlentemente, aumenta a sua disponibilidade para a catalise de
reagcdes de oxidagdo, como a geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs). O fendtipo apresentado na deficiéncia de vitamina A é similar ao de
individuos portadores de hemocromatose, ou seja, acumulo de ferro em
tecidos. Estes individuos apresentam freqlentemente complicacbes como
cirrose hepatica, cardiomiopatia, diabetes e outras, associados os danos

oxidativos catalisados por ferro (6).

A associacao entre o status de vitamina A e metabolismo de ferro foi
relatado pela primeira vez em 1978 por Hodge et al (40). A vitamina A é
necessaria para eritropoiese. Nos individuos que sofrem de deficiéncia de
vitamina A, o ferro néo é incorporado pelas células vermelhas do sangue como
em individuos normais (3). Uma correlagao positiva entre os valores de retinol
sérico e hemoglobina foi observada em criancas de alguns paises como a india
(41), Guatemala (42), Indonésia (21), Africa do Sul (43) e em mulheres
gravidas na Indonésia (44). A suplementagao com ferro e vitamina A aumentou
significativamente a concentracdo de hemoglobina em criangas (45) e em

mulheres gravidas e anémicas quando comparada a suplementagao apenas
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com ferro. (46,47).

Varios mecanismos tém sido relatados para explicar esta interagao
(3). Bolem e colaboradores (48) sugeriram que a deficiéncia de vitamina A
pode diminuir a sintese de transferrina e assim reduzir o transporte de ferro.
Beynen (43) e Sijtsma (44) sugeriram que a deficiéncia de vitamina A prejudica
a captacado de ferro pela medula 6ssea. Roodenburg (38) verificou que esta
deficiéncia é resultado de uma eritropoiese ineficiente e Meija (49) mostrou que

a deficiéncia de vitamina A afeta a mobilizagao de ferro armazenado.

Alternativamente, foi sugerido que a alta prevaléncia de infecgdes,
que frequentemente sao detectados durante a deficiéncia de vitamina A, sejam
indiretamente responsaveis pela baixa concentragdo de hemoglobina, ja que o

organismo sequestra o ferro durante o processo de infecgdes (50).

Arruda e colaboradores, em um recente estudo observaram que
ratos com deficiéncia de vitamina A apresentaram maiores niveis de estresse
oxidativo, e que o estresse foi reduzido assim que os ratos receberam uma
fonte de vitamina A. Os autores observaram ainda que o aumento de danos
oxidativos nos ratos com deficiéncia de vitamina A foi acompanhado de um
acumulo de ferro nos tecidos (4). Estes resultados consubstanciam outros
achados que mostrou que a vitamina A de alguma maneira afeta o
metabolismo de ferro e ainda, que a vitamina A é um antioxidante, cujo
mecanismo de agdo pode ser mediado pela regulacéo do status de ferro no

organismo.
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3. Objetivos:

3.1.0bjetivo Geral
» Verificar o efeito da deficiéncia de vitamina A na biodisponibilidade de

ferro nos ratos;

3.2.0bjetivos especificos

» Determinar a concentracdo de ferro no figado e baco de ratos
deficientes em vitamina A e deficientes ou ndo em ferro;

» Determinar a concentragcdo de hemoglobina em ratos deficientes de
vitamina A;

» Determinar a concentragao de retinol hepatico;

»Verificar o efeito de vitamina A na absorgao de ferro;

» Verificar o possivel efeito da deficiéncia de vitamina A no ganho de
peso; no consumo da dieta e na eficiéncia da dieta;

» Verificar o efeito da vitamina A na biodisponibilidade e na utilizagao do

ferro;
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4. Materiais e métodos:

4.1. Animais:

18 ratos machos (Wistar), recém desmamados (21 dias) foram
adquiridos do Biotério Central da UNB, Brasilia, Brasil. Os ratos foram
distribuidos em gaiolas individuais, com bandeja revestida de fil6 para a coleta
das sobras de dieta e fezes. As gaiolas foram mantidas no biotério do
laboratério de Biofisica com temperatura controlada (22 + 2°C) e ciclo de luz /
escuro de 12 horas, sendo a dieta oferecida no periodo das 16h as 8h. Durante
0 experimento os ratos tiveram livre acesso a agua mineral. O ganho ponderal
foi verificado semanalmente e a quantidade de dieta ingerida foi registrada

diariamente.

4.2.Tratamento:
Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos e, entéo,

submetidos as seguintes dietas, por um periodo de 57 dias:

#0O grupo Controle (+Fe/+VA) que recebeu uma dieta preparada de
acordo com AIN-93G (51), a qual contem 14,400 ug de B - caroteno sintética e

35 mg de ferro por kg de dieta;

# O grupo ('VA) que recebeu a AIN-93G modificada, depletada de

vitamina A, ou seja, sem qualquer fonte de vitamina A, porém com a

quantidade de ferro adequada (35 mg de ferro por Kg de dieta);
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#0O grupo (‘Fel'VA) que recebeu a AIN-93G modificada, depletada de
vitamina A e deficiente em ferro, ou seja, contendo apenas 12.2 mg de

ferro por Kg de dieta;

Apos o periodo de tratamento com as dietas (57 dias), os ratos foram
sacrificados por deslocamento cervical. As Amostras de sangue dos animais
foram coletadas em frascos contendo EDTA 7% (32pl/1.5 mL de sangue) para
determinagao do hemograma completo. Os figados e bagos foram extraidos,
lavados com solugdo salina 0.9 %, pesados e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -70°C, para posterior determinagdo do

conteudo de ferro e retinol hepatico.
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4.3. Parametros analisados:

4.3.1. Hemograma:

O hemograma foi realizado em um contador de células
(COULTER T-890 — Coulter corporation, Miami, Florida), no laboratério

de Biofisica.

4.3.2.Teor de ferro nas dietas, fezes e nos 6rgaos dos ratos:

Foi pesado 0,5g de amostra liofilizada de cada amostra em uma
balanga analitica (Scientech AS 210), a qual foi transferida para o copo

de digestdo. Em seguida, foram adicionados 5mL de HNO, PA e 2,5mL
de H,SO, PA, os quais atuaram como oxidante e desidratante,

respectivamente. A unidade de digestado foi montada e digerida em forno
de microondas (DGT 100 Plus - Provecta Analitica), de acordo com a
metodologia empregada por Sé (52), utilizando o seguinte programa:

* 5 min — 330W (eliminar matéria organica);

* 6 min — 700W (eliminar matéria inorganica);

* 1 min — 800W (eliminar matéria inorganica);
* 20 min — OW (resfriamento);

Apdés a digestdo, o volume resultante foi transferido
quantitativamente para um baldo volumétrico de 50mL, completando-se o

volume com HNO, 0,1mol/L. A concentragdo de minerais nas amostras foi

determinada por espectroscopia de emissdo atdbmica (ICP-AES-Shapes-
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Spectroflame Modulates — Spectro Analytical Instruments - Kleve-Germany),
utilizando-se uma curva padrao com o limite de deteccdo para o ferro de
0,3ug/g de amostra. A curva padrao de ferro foi preparada com os padroes
minerais, utilizando a solugao Titrisol do Merk. Os resultados foram obtidos em
ppm e convertidos para mg de minerais por 100g de amostra umida e

apresentados na forma de média * desvio padrao (DP).

4.3.3.Determinacao de indices de ferro:

O biodisponibilidade de ferro foi determinado a partir da expressao

proposta por Hernandez (53), abaixo descrita:

» A biodisponibilidade €& determinada através da eficiéncia de
regeneragao da hemoglobina (HRE):
% HRE = [mg Fe Hb (final) - mg Fe Hb (inicial) x 100] / mg Fe consumido
> indice do Fe na Hemoglobina:
mg Fe Hb = [Peso (g) x Hb (g/L) x 6.7 x 0.335 ]/ 10000.
e O volume total de sangue nos ratos é 6,7% do peso;
e O indice de Fe na hemoglobina,em media, é 0,335;
» Utilizac&o de Ferro (mg) = % HRE x % do Fe da dieta/ 100.
» Absorcgao de ferro:
% absorgao de Fe = [(mg Fe ingerido) — (mg Fe nos fezes) x 100]
/ mg Fe ingerido;

» Balanco de Fe (mg) = mg Fe ingerido — mg Fe nos fezes
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4.3.4.Determinacgao de retinol hepatico:

Uma amostra de 0.1 g de figado umido foi macerada no
homogeneizador a temperatura de 4°C, ressuspenso em etanol (1,5 x volume)
e agitado no vortex durante 15 segundos. A esta suspensdo foi acrescentada
(0,8 x volume) de KOH 50%, em seguida foi agitado durante 15 segundos e
depois transferida para um banho de agua a 50 °C, durante 30 minutos.
Durante a saponificagdo, as amostras foram homogeneizadas a cada 15
minutos por aproximadamente 15 segundos. Apds a saponificagao, o retinol foi
extraido com (2 x volume) de hexano por trés vezes. A extragao foi feita da
seguinte forma: Apds o acréscimo do hexano, a amostra foi homogeneizada
em vortex durante 30 segundos sendo posteriormente centrifugada durante 3
minutos para a separacao das fases. A fase superior foi retirada e transferida
para um tubo limpo. O extrato obtido foi secado com o nitrogénio gasoso e
estocado a menos 80°C até leitura no HPLC. O residuo obtido foi ressuspenso
em 2 mL de etanol e 20 pL foi injetado no sistema de HPLC, utilizando-se a
coluna Shim-Park C 45 CLC-ODS Column ,25 cm (Shimadzu) . A mistura de
metanol/ agua (95:5) foi utilizada como fase movel sob fluxo de 1.5 mL / min.
O retinol foi detectado em 325 nm (54). Duas amostras de cada figado foram

analisadas.
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4.3.5.Determinagao de consumo dietético:

Foi calculada a partir da soma da quantidade de dieta fornecida

aos ratos, no periodo de tratamento, descontando-se as sobras diarias.

4.3.6.Determinacao de eficiéncia de dieta:

A eficiéncia de dieta foi determinada a partir de razdo entre o
ganho de peso dos ratos e a quantidade de dieta consumida, no periodo

de tratamento.

4.4. Analise Estatistica:

Os dados sao apresenrados como média * desvio padrdo. O analise de
variagao tipo One-Way com a corregao do Bonferroni foi utilizado para verificar
a diferenga entre os grupos. As diferengas sao consideradas significantes

quando P < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao estao apresentados na forma de um artigo

que esta sob revisdo no Annals of Nutritition & Metabolism. Apresentado a

sequir.
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ABSTRACT:

Background: Vitamin A deficiency alters iron status leading to an iron overload in
tissues by a unknown mechanism. Aim: The effect of vitamin A deficiency on iron
bioavailability was investigated in rats, comparing results based on Hemoglobin
Regeneration Efficiency (HRE), which was estimated by the hemoglobin iron content
and iron intake. Methods: Iron bioavailability was evaluated in the AIN-93G diet
(control group); in AIN-93G diet without any vitamin A source (VA group) and in AIN-
93G diet without any vitamin A source and containing only 12.2 mg of iron per Kg of
diet (Fe/"VA).Results: The (‘Fe/"VA), diet showed higher iron bioavailability than the
Control diet (P = 0.0056), while the rats fed (VA) diet showed higher hemoglobin
concentration and higher iron utilization than the other groups, but no iron bioavailability
difference was observed among the groups. Conclusion: These results showed that
vitamin A deficiency affects iron utilization; resulting in the iron tissues accumulation
and in the hemoglobin concentration increases, suggesting that vitamin A may regulate

the expression of proteins involved in the iron homeostasis.
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INTRODUCTION:

Early studies carried out in rats have showed an increase in hemoglobin
concentration induced by vitamin A deficiency (1). However, further experimental
studies have found opposite results; a decrease in hemoglobin or erythrocyte iron
concentration was observed in vitamin A deficient humans and rats (2,3). Positive effects
of vitamin A supplementation on iron status have been confirmed by others (4,5).
Besides the reduction of iron incorporation into erythrocytes (6,7), a number of studies
have found diverse effects in vitamin A deficient rats, such as red blood cell morphology
alteration (8,9), production of mild anemia (10,11), reduction of plasma total iron
binding capacity, and also an iron accumulation in tissues (11,12,13). The iron overload
may increase cell and tissue oxidative stress, producing free radicals by the Fenton
reaction (14,15,16). Numerous studies have found a close association between iron status
and pathological disorders associated with oxidative stress, such as cancer, diabetes,
cardiovascular diseases and neurodegenerative disorders (17,18,19,20). A recent study in
our laboratory showed an increase of tissue oxidative stress in vitamin A deficient rats
(21).

Despite some controversial results about the effect of vitamin A on iron
metabolism, several findings reported have suggested a close interaction between these
two micronutrients; however, the mechanism through which vitamin A deficiency affects
iron metabolism still remains unclear. In the present study, we hypothesized vitamin A
deficiency may improve iron bioavailability by affecting iron absorption and/or

utilization, resulting in iron overload in the body.
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METHOD AND MATERIALS:

Animals

Eighteen male Wistar rats, weaned (21 days old), were purchased from
Biotecnologia Planalto (Bioplan, Planaltina, D.F., Brazil). Upon arrival, the rats were
divided in three groups of six animals with similar body weight distribution among the
groups (~51 g). The rats were housed in individual cages in a room kept at 22 + 2°C,
with a 12-hour light/dark cycle. They were fed between 16:00h and 08:00h, and given
free access to mineral water. The Animal Care and Use Committee of the University of

Brasilia, Brasilia, Brazil, approved the experimental protocol.

Treatment

The basic AIN-93G diet (22) was modified as shown in Table 1. The rats were
treated with one of the following diets for 57 days: the control group received AIN-93G;
("VA) group received AIN-93G without any source of vitamin A, and the 'Fe/'VA group
received AIN-93G without vitamin A and only 12.2 mg of iron per kg of diet. This iron
content was the lower concentration possible to achieve due to diet iron ingredients
contamination. These diets were consumed in wet form during this period. The animals
were weighed weekly and food intake recorded daily. Feces were collected daily and
separated from food by a nylon sieve; urine was not collected since it contains negligible
iron. The feces were freeze dried, weighed, ground and analyzed for iron content
according to the same methodology used for the diets. After the treatment period (57

days), rats were killed by cervical dislocation. Blood was collected from the vena cava
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into heparinized syringes or hematocrit tubes for immediate Hb analysis (final Hb) in the
Coulter T-890 cell counter. The liver and spleen were excised, washed in ice-cold saline
solution, and blotted on paper towels to remove blood excess. The wet weight was
recorded and it was rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at -70°C for future

analyses.

Table 1

Modified AIN93G diet for rodents used in the study

of vitamin A and Iron Deficiency.

Ingredients g/kg diet
Sucrose 629.5
Casein 200.0
Fiber 50.0
Soybean oil 70.0
Mineral Mix ' 35.0
Vitamin Mix 10.0
L-Cystine 3.00
Choline bitartrate 2.50
Tert-Butylhydroquinone 0.014

'Mineral mix was adjusted for different
levels of iron (12.2 mg of iron per kg diet for
iron deficient group and 35 mg/kg diet for
the others two groups).

? Vitamin mix did not contain any source of
vitamin A for deficient groups (VA and
Fe/"VA), and had 14,400 pg of synthetic -
carotene per kg diet for control group.
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Iron determination in diet and feces

A sample of 0.5 and 0.3 g of diet and feces samples respectively, previously
lyophilized, were weighed, 5 mL nitric acid were added and microwave digestion was
carried out in a Provecto Analitica microwave system (DGT 100 Plus) using the
following program: 330 W / 5 min; 700 W / 6 min; 800 W / 1 min and 00 W / 20 min.
After the digestion, samples were ressuspended in nitric acid 0.1 mol/L to a final
volume of 50 mL. Iron concentration was determined using a plasma emission
spectrometer (ICP - AES / Spectro, Kleve, Germany), standardized with iron
calibration standards concentration range from 0.01 - 5 ppm. (Titrizol from Merck,

Germany).

Iron Indices

The variables used to evaluate iron bioavailability and utilization was calculated
as described by Hernandez (23):

1) Percentage of bioavailability, calculated as hemoglobin regeneration
efficiency (HRE): % HRE = [mg Fe Hb (final) - mg Fe Hb (initial) x 100] / mg Fe
consumed.

2) Iron Utilization (mg) = % HRE X percentage of iron in the diet / 100

3) Iron content of Hb:

mg Fe Hb = [body weight (g) x Hb (g/L) x 6.7 x 0.335 ]/ 10000
This variable was calculated assuming a total blood volume of 6.7 % of the rat body

weight, and an average iron content of Hb of 0.335.
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4) Iron Absorption:
Iron balance = mg Fe intake — mg Fe in feces

% Fe absorption = [(mg Fe intake) — (mg Fe in feces) x 100] / mg Fe intake.

Retinol assay:

Liver retinol concentration was measured by Tanumihardjo method (24), which
was adapted for hepatic retinol by us. Briefly, a sample of 0.1 g of liver was
homogenized at 4°C, suspended into ethanol (1.5 x initial volume) by vortexing for 15
seconds. To this suspension, it was added KOH 50% (0.8 x initial volume), vortexed for
15 seconds and placed in a water bath at 50°C for 30 minutes. The sample was vortexed
every 15 minutes for about 15 seconds. After the saponification, the sample was
extracted three times with 2 x volume of hexane by vortexing for 30 seconds and
centrifuging for 3 minutes to aid in the separation of phases. The top organic layer was
pooled into a clean test tube and evaporated under nitrogen. The residue was redissolved
in 2 ml of ethanol and 20 pl was injected into the HPLC system (Shimadzu, 25 cm Shim-
park C;3 CLC-ODS column). A mixture of methanol/water (95:5) was used as the mobile
phase, at a flow rate of 1.5 ml/min, and retinol was detected at 325 nm. Two samples

from each liver were analyzed.
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Statistical analysis

Data are presented as means = SD, n=6. A One-Way ANOVA with Bonferroni
correction was used for comparisons among groups. Differences were considered

significant at P < 0.05.

RESULTS:

The rats that fed a vitamin A deficient diet (VA) and those that fed an iron/vitamin
A deficient diet (Fe/'VA) showed a lower growth rate (P=0.009 and 0.001, respectively),
and lower hepatic retinol concentration (P<0.0001 for both) than control rats (Table 2).
The "Fe/"VA group showed the lowest food intake (P=0.005) and showed also the lowest

feed efficiency (g weight gain / g feed) (P=0.02) in relation to the other two groups.

Although the rats from the group Fe/'VA excreted less iron in feces and showed
the lowest iron balance among the three groups (P<0.05), their iron balance was still
positive. The percentage of iron absorption was not significantly different among the

groups (Table 3).

Table 2

Mean + SD of the weight gain, food intake, feed efficiency and hepatic retinol in the
three groups of this study, after 57 days'.

Hepatic

Diet Weight gain Total food intake  Feed efficiency” Retinol
g (ng/g) wet
Control 306.48+9 .46° 1211.21+35.50* 0.253+0.003* 57.6+15.50°
VA 274.05+14.09° 1127.29+5824* 0.243+0.008° 031+0.21°

Fe/VA  262.05+18.77¢ 1089.40+53.66° 0240+0.006° 023+0.18°

"' values are mean + SD, n = 6. P<0.05
? Feed efficiency = g weight gain / g feed.
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Table 3

Diet iron content, iron intake, iron excreted in feces, iron balance and relative iron
absorption in rats of different groups for 57 days'.

Diet Fe in diet Fe intake Fe excreted Fe balance’ Fe
absorption’

mg/100g mg %
Control 3.86* 46.75+1.37* 838+1.69" 3837+196% 82.1+£35°
VA 3991 44.87+232% 815+1.06" 36.72+2.16% 819+21°
Fe/ VA 1.94° 21.13+1.04° 4.03+127° 17.10+£0.61° 81.1+52°

! Values are mean + SD,n=6, P <0.05.
? Iron balance = mg Fe intake — mg Fe in feces.

3 % Fe absorption = (mg Fe intake — mg Fe in feces x 100) / mg Fe intake.

The final hemoglobin concentration in the "VA group was higher, while in the -
Fe/'VA group it was lower than in the Control group (P=0.006 and P<0.0001,
respectively). The 'Fe/"VA group showed lower hemoglobin iron content than the control
and the "VA groups (P<0.0001 for both); no difference was found between control and

"Fe/'VA groups (Table 4).

The average final body weight in the control group was higher than the "'VA and -

Fe/"VA groups (P=0.005; P<0.0001, respectively). The Fe/"VA group also showed lower

hemoglobin iron content than the other groups (P<0.0001) (Table 4).
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Table 4
Body weights, hemoglobin and hemoglobin iron content in the control group, vitamin A
deficient group (‘VA) and iron/Vitamin A deficient group (Fe/'VA), after 57 days of

treatmentl.
Diet Weight Hemoglobin Fe in Hb’
g g/L mg
Initial Final Initial Final Initial Final
Control 52+3°% 359+8° 817 133+10° 0.95+£0.05? 10.70 £0.99 *
VA 51+3°% 325+ 15° 81° 152+6° 0.93+0.05% 11.08+046*
Fe/' VA 51+3% 313+17° 81° 92+8 ¢ 093+0.06% 6.47+0.75°

'Values are mean + SD. n = 6, P <0. 05.
? Iron content of Hb was calculated, assuming a total blood volume of 6.7% of the rat

body weight, and an average iron content of Hb of 0.335 ®? .
Fe in Hb: [body weight (g) x Hb (g/L) x 6.7x0.335]/10.000

The "Fe/"VA diet showed higher average of iron bioavailability, expressed here as
HRE in relation to the Control group (P = 0.002), while the vitamin A deficient diet 'VA
showed no difference in relation to the control group. The Fe/'VA diet showed lower
iron utilization (P<0.0001), while the ("VA) showed a higher iron utilization (P=0.03) in

relation to the Control diet (Table 5).
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TableS
Body weight, hemoglobin and hemoglobin iron content gain, HRE and iron utilization
in the rats from the control, (VA) and (Fe/'VA) groups after 57 days'.

Diet Gain HRE® Iron utilization
Weight Hb Fe in Hb
g g/L mg % mg
Control ~ 306.48+9.46°  5171+1042° 975+097° 2083+1.78° 0.8+0.07°
VA 274.05+14.09° 71.0+554% 1015+0.45° 2265+066" 09+0.03°

‘Fe/'VA 262.05 + 18.77° 11.0+7.81° 554+076° 26.19+2.92° 0.5+0.06 °

! Values are mean + SD,n=6, P <0.05.
29, HRE = [mg Fe Hb (final) — mg Fe Hb (initial) x 100] / mg Fe Consumed
? Iron utilization (mg) = % HSE x % iron diet / 100.

Table 6

Liver and spleen iron concentration in rats after the 57 days'.

Diet Spleen Liver
ng/g tissue
Control 234.9 + 58.9° 82.4+9.7°
VA 389.1 + 69.7° 93.0 + 18.3°
Fe'VA 2432 +41.1° 40.4 + 6.5

! values are mean + SD, P<0.05.
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DISCUSSION:

In the literature, there is no consensus about the effect of VA deficiency on
hemoglobin concentration. In the present study, after 57 days, the induction of VA
deficiency led to increases in blood hemoglobin concentration in the rats (Table 4).
Trying to understand this enhancement of blood hemoglobin concentration, we
investigated the effect of VA deficiency on iron absorption. In contrast to previous
studies (10,25), our findings showed that the deficiency of VA did not alter the relative

iron absorption.

Bioavailability can be broadly defined as absorption and availability of a nutrient
for utilization. Such a definition implies the consideration of more than absorption and
includes excretion and retention. (26,27). Considering iron bioavailability as the
hemoglobin regeneration efficiency (23), in the present study only the vitamin A and
iron deficient diet showed higher iron bioavailability in relation to the control group.
However, if a broad definition is used — such as the iron utilization — the vitamin A

deficient diet shows higher iron bioavailability than the control diet.

The vitamin A deficient diet impaired weight gain on the rats (Table 2). However, the
effect of the simultaneous iron and vitamin A deficiencies reduced even more the
weight gain on the rats, in addition to other negative effects, such as reduction of food
intake and feed efficiency, which were not observed in rats subjected only to vitamin

A deficiency (Table 2).

A positive effect of vitamin A deficiency on liver iron concentration has been

previously reported (28); however, our findings did not show any liver iron
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accumulation in vitamin A deficient rats (Table 6), pursuant to recent studies (13,29).
On the other hand, our results showed a strong iron accumulation on the spleen of
vitamin A deficient rats. These findings suggest that vitamin A may affect differently

a cellular iron transport protein, which depends on the tissue functions.

According to our results, vitamin A deficiency affects iron utilization, resulting in
iron accumulation in the spleen, and in increases on blood hemoglobin concentration,
and no influence iron absorption. These results suggest that vitamin A may regulate the

biosynthesis of proteins involved in iron homeostasis.
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7. CONCLUSAO:

Estudos sugerem a existéncia de uma relagdo sinérgica entre o
metabolismo da vitamina A e do ferro. O presente estudo ndo confirmou os
resultados de relatos prévios que sugerem um efeito positivo da vitamina A
sobre a absorcdo de ferro ndo hémico e, que a deficiéncia de vitamina A
provoca a anemia.

Os resultados observados no presente estudo mostraram que a
deficiéncia de vitamina A aumenta a concentragao de hemoglobina e promove
acumulo de ferro nos tecidos dos ratos, porém, nao foi observado qualquer
efeito da vitamina A na absorgao relativa do ferro. Entretanto, a utilizagao do
ferro dietético, estimada a partir da eficiéncia de regeneragdo da Hemoglobina
(HRE) em relacdo a porcentagem de Ferro dietético, foi significativamente
aumentada na deficiéncia de vitamina A. Portanto, considerando o amplo
conceito de biodisponibilidade que inclui além da absorcdo, a utilizagdo, a
excregao e a retencao do nutriente, nossos resultados sugerem que a vitamina
A influencia de forma positiva a utilizacdo do ferro no organismo, ou seja,
aumenta a disponibilidade do ferro nos tecidos. Varios estudos tém mostrado
que a vitamina A, na forma de acido retindico, regula a expressao de varios
genes, desta forma, acreditamos que a vitamina A possa regular a utilizagao do
ferro nos tecidos, através da regulacédo da sintese das proteinas envolvidas na

exportagao e/ou importacao celular de ferro.
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