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RESUMO

A vitamina A apresenta uma capacidade antioxidante direta in vitro, no entanto, sua
acao antioxidante in vivo, assim como seu efeito sobre os biomarcadores de
estresse oxidativo, ainda ndo sado bem estabelecidos. Um mecanismo de acéo
antioxidante direto, no qual a vitamina A seria capaz de reduzir moléculas radicares
ou formar um aduto com espécies radicalares, estabilizando os elétrons
desemparelhados por ressonancia tem sido proposto. No entanto, estudos recentes
sugerem um mecanismo indireto, descrevendo a existéncia de uma relacao sinérgica
entre o metabolismo de vitamina A e do ferro. A deficiéncia de vitamina A parece ser
uma das causas da perda de homeostase do ferro resultando o acimulo desses nos
tecidos, o que leva a um desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes e ao
estabelecimento da condicdo de estresse oxidativo. O presente estudo avaliou o
efeito da deficiéncia de vitamina A na concentracao de ferro e no dano oxidativo em
tecidos de ratos em diferentes estagios de deplecdo. Para tanto, 42 ratos Wistar
machos foram distribuidos em dois grupos (21 ratos/grupo) e tratados com uma das
seguintes dietas: Controle (CT): dieta AIN-93G e dieta deficiente em vitamina A (VA):
dieta AIN-93G isenta de vitamina A. No inicio do estudo (To), apds trés dias de
aclimatacao, 10 animais foram sacrificados para determinacao dos parametros
basais (Grupo T0). Apds 15 (T1s), 30 (T30) e 45 (T4s) dias de tratamento 7 animais de
cada grupo foram sacrificados, e o figado, baco e intestino congelados em nitrogénio
liquido, foram armazenados a -70°C. Foram avaliadas as concentragdes de ferro,
malondialdeido (MDA) e proteina carbonilada nos trés 6rgaos dos animais, os niveis
de retinol hepéatico e hemoglobina. Apés 15 dias de deplecdo, os animais
apresentaram uma reducdo da concentracdo de retinol hepatico (57%) em relacéo
ao grupo controle (p = 0,0007), e aos 30 dias de deplecao as reservas hepaticas de
vitamina A estavam esgotadas. Nao foi observada diferenga significativa no teor
hepatico de ferro entre os dois grupos nos trés periodos de tratamento. No baco,
houve um aumento na concentracéo de ferro apds 45 dias de tratamento nos dois
grupos, controle e VA. Com 30 dias de tratamento, o grupo VA apresentou um
aumento de ferro no bagco em relacédo ao grupo controle (p = 0,0046). No intestino,
foi observado o oposto, uma reducdo na concentracao de ferro no grupo VA em
relacdo controle, apdés 15 e 30 dias de tratamento, (p = 0,0021; p = 0,0016,

respectivamente). A concentracdo de MDA hepatico foi menor nos animais
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deficientes em vitamina A (VA) com 30 e 45 dias de tratamento quando comparados
ao grupo controle (p = 0,042; p = 0,011, respectivamente). No baco, os dois grupos
apresentaram maior concentracdo de MDA no tempo 45 em relacdo aos demais
periodos de tratamento, ndo havendo diferenca significativa entre os dois grupos. No
intestino, houve um acumulo gradativo de MDA no grupo controle e uma reducgéo
gradativa no grupo VA. Apéds 45 dias de tratamento, o grupo VA apresentou menor
estresse oxidativo que o grupo controle (p = 0,025). O teor de proteinas carboniladas
no baco foi menor no grupo VA em relagdo ao grupo controle, apenas no periodo
T15 (p = 0,0002). No intestino o grupo VA apresentou maior nivel de proteinas
carboniladas quando comparado ao grupo Controle (p = 0,0011), com 15 dias de
tratamento. Esses resultados sugerem que a deficiéncia de vitamina A altera a
homeostase de ferro no bago e intestino, e que essas alteracdes sdo dependentes
do tempo de deplecao e tecido especificas. Os danos oxidativos a lipideos parecem
ser dependentes dos niveis de ferro, ndo sendo observado este efeito nos danos a

proteinas.

Palavras-Chave: deficiéncia de Vitamina A, ferro, malondialdeido, proteina

carbonilada, estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Vitamin A has a direct antioxidant capacity in vitro, however, its antioxidant capacity
in vivo as well as its effect on oxidative stress biomakers were not well established. A
straight antioxidant mechanism is proposed, in which vitamin A reduces free radicals
or form an adduct with reactive oxygen species, stabilizing unpaired electrons by
resonance. However, recent studies suggest an indirect mechanism, propose an
interaction between vitamin A and iron metabolism. Vitamin A deficiency alters iron
homeostasis resulting in iron tissues accumulation; an imbalance between oxidant
and antioxidant agents, and a consequent oxidative stress condition. The present
study investigated the effect of vitamin A deficiency in iron concentration and
oxidative damages in rat tissues, during different depletion periods. Forty two male
Wistar rats were distributed in two groups (21 rats/group) and treated with two distinct
diets: Control (CT): AIN-93G diet and Vitamin A deficient diet (VA): AIN-93G diet
without any source of vitamin A. At the beginning of the study (TO0), after three days of
acclimatization, 10 rats were killed for the determination of basal biochemical
parameters (Group T0). After 15 (T+s), 30 (Ta0) € 45 (T4s) days of treatment rats were
killed and the liver, spleen and intestine excised and stored at -70°C for biochemical
indices analysis. The iron, malondialdehyde (MDA) and carbonyl protein
concentration was determined in the three tissues of the rats. The hepatic retinol
concentration and hemoglobin was also analyzed. After 15 days of vitamin A
depletion, hepatic retinol concentration was significantly reduced (57 %) in relation to
Control group (p = 0.0007), and at 30 days of deficiency hepatic vitamin A store was
completed depleted. In the three treatment periods, no difference was observed in
iron liver concentration between the two groups. In spleen, after 45 days of treatment
iron concentration was higher in the control and vitamin A deficient rats, compared to
the other treatment periods. At 30 days of treatment, VA group showed an increase
in spleen iron concentration in relation to the Control group (p = 0.0046). In the
intestine, an opposite result was obtained, a reduction in intestinal iron concentration
of VA group in relation to the Control group, after 15 and 30 days of treatment (p =
0.0021; p = 0.0016, respectively). The liver MDA concentration observed in vitamin A
deficient rats (VA) at 30 and 45 days of treatment was lower than in the Control group
(p = 0.042; p = 0.011, respectively). In the spleen, both groups showed high MDA

concentration at 45 days in relation to the other periods of treatment, and no
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difference was obtained between the two groups. A gradual MDA accumulation was
observed in the intestine of the Control group, while in the VA group a gradual
reduction was obtained. After 45 days of treatment, the VA group showed lower lipid
peroxidation than the control group (p = 0.025). In the VA group, spleen protein
carbonyl content was lower than Control group, only in the T15 period (p = 0.0002).
High protein carbonyl content was observed in the intestine of VA group compared to
Control group (p = 0.0011), with 15 days of treatment. These results suggest that
vitamin A deficiency modifies iron homeostasis in the spleen and intestine of rats,
and these changes seem dependents of depletion time. The lipid oxidative damages
seem to be dependents of the iron levels, while proteins damages not.

Keywords: vitamin A deficiency, iron, malondialdehyde, carbonyl protein, oxidative

stress.
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1. Introducao

A ingestao adequada de micronutrientes é importante para a manutencao das
diversas fungbes metabdlicas do organismo. A vitamina A é um micronutriente
essencial necessario ao crescimento e desenvolvimento. Embora abundante em
varios alimentos, € potencialmente responsavel por uma das caréncias nutricionais
mais prevalentes no mundo, a hipovitaminose A, sendo conhecidas diversas
patologias desencadeadas pela deficiéncia desse micronutriente (Majchrzak; Fabian;
Elmadfa, 2006; Burria & Cliffordb, 2004; Almeida-Muradian, Penteado, 2003). A
deficiéncia de vitamina A ocorre de forma endémica principalmente em paises em
desenvolvimento, o0 que a torna um nutriente de grande interesse em salde publica
(Fujita et al., 2009). A cegueira noturna compreende o sintoma clinico mais comum.
Estima-se que nestes paises 43 milhdes de criancas menores de 5 anos de idade
apresentam deficiéncia de vitamina A, e 140-250 milhdes de pessoas apresentam

risco de deficiéncia de vitamina A (Kabat et al, 2009).

Nos alimentos de origem animal a vitamina A esta presente na forma pré-
formada, retinol, enquanto os carotendides pro-vitaminicos, que compreendem
compostos precursores de retinol, estdo presentes nas frutas e hortalicas, sendo o 3-
caroteno o principal precursor de vitamina A nestes alimentos (Maoka, 2009).

A vitamina A desempenha inumeras fung¢des vitais no organismo humano,
desde a fase neonatal até a fase adulta. Podem-se destacar a proliferacdo e
diferenciacdo celular, o desenvolvimento embrionario, 0 mecanismo da visdo e
imunidade (Esteban-Pretel et al., 2009), e a potente atividade antioxidante, (Oliveira
et al, 2009). A recomendacao de ingestdo diaria (RDA) desse micronutriente varia
entre 500 pg/dia a 1000 ug/dia de acordo com o sexo e faixa etaria (Johnson-Davis
et al., 2009; Oliveros et al., 2007). A sua caréncia esta associada com o aumento da
morbidade e mortalidade infantil em criangas, relacionadas principalmente a doencas
infecciosas (Vega et al., 2009; Oliveros et al., 2007).

O potencial antioxidante da vitamina A tem sido associado a sua capacidade
de interagir com as espécies reativas de oxigénio (EROs) através da transferéncia
de elétrons, remocao de ions hidrogénio, ou pela adicdo de espécies radicalares
(Fraser, Enfissi, Bramley, 2009; Young & Lowe, 2001). No organismo humano,

diversas EROs sdo produzidas incluindo o oxigénio singleto('O,), radical
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hidroxil("OH), superéxido(O.*) e perdxido de hidrogénio (H20.). As EROs reagem
facilmente com as biomoléculas causando principalmente peroxidagao lipidica,
danos ao DNA e oxidacao de proteinas (Halliwell & Gutteridge, 2007; Valko et al.,
2007). Estes danos estao associados a diversos processos patolégicos, como
acidentes vascular-cerebrais, infarto do miocardio, patologias do sistema nervoso
(doenca de Alzheimer e Parkinson), varios tipos de cancer e ao processo de
envelhecimento natural. O mecanismo e a eficiéncia de eliminacdo destas espécies
dependem do potencial antioxidante do organismo, integrado pelas defesas
antioxidantes enzimaticas e nao-enzimaticas, essa Ultima constituida por compostos
provenientes da dieta, tais como vitamina A, carotendides, vitamina C, polifendis
(Englberge et al., 2009).

Embora a literatura mostre que a acdo antioxidante da vitamina A ocorre
através de reacoes de 6xido-reducdo, estudos sugerem a existéncia de uma relacao
sinérgica entre o metabolismo da vitamina A e do ferro, esse Ultimo um potente
agente oxidante (Arruda et al. 2009; Ma et al., 2008; Tanumihardjo, 2002; Strube,
Beard, Ross,2002). A hipovitaminose A parece ser uma das causas da perda da
homeostase de ferro levando a reducao da incorporacao de ferro nos eritrécitos e ao
acumulo deste nos tecidos. Individuos adultos anémicos suplementados com
vitamina A ou B-caroteno tém absor¢do duas vezes maior de ferro ndo hémico. A
vitamina A parece estar diretamente relacionada com o tratamento da anemia
ferropriva. Estudos em animais evidenciam que a deficiéncia de vitamina A leva ao
acumulo de ferro nos tecidos, sugerindo que essa deficiéncia diminui a mobilizacao
de ferro e/ou aumenta a absorcao intestinal de ferro (Arruda et al. 2009; Maoka,
2009; Bolem, Wendell, 1990; Meija, Chew, 1988).

O ferro em excesso pode catalisar reacées de oxidacao e levar a produgéo de
radicais livres e consequentemente aumentar o estresse oxidativo nos tecidos (Valko
et al., 2007; Papanikolaou & Pantopoulos, 2005). Assim, os programas de
suplementacdo de micronutrientes nas regides onde a anemia ferropriva e
hipovitaminose A coexistem devem considerar essa interagdo. O presente trabalho
teve por objetivo avaliar in vivo o efeito da deficiéncia de vitamina A na concentragao
de ferro e no dano oxidativo em tecidos de ratos com diferentes estagios de

deplecgéo.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Vitamina A

2.1.1 Retindides

O termo vitamina A descreve um grupo de compostos lipossoluveis
metabolicamente relatados como retinol e seus ésteres, é mais empregado para
designar a familia dos retindides (retinil, retinol, retinal e &cido retinbico em suas
diversas isoformas) (Glenn, 2009; Arnhold et al., 2002). Contém um anel B-ionona e
uma cadeia de hidrocarboneto (Figura 1(a)), com saturacdes alternadas, ligadas a
um grupo funcional. A variagdo de um retindide para outro esta em suas diferentes
formas de oxidacao do grupo funcional (Thompsona & Gal, 2002).

IW*“

anel de E-' cadeia de ' grupo
p-ionona hidrocarboneto funcional

{a)

(c) CHO

COOH

A-ciz-acido retindico

13-c1s-acide retindico

(d)

Figura 01. Estrutura quimica da vitamina A (a); estrutura do all-trans-retinol (b);
estrutura do 11-cis-retinal existente na retina e ligado a rodopsina. (c); principais
isoformas do acido retindico (d). Fonte: Senno, 2004.
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A vitamina A é um micronutriente essencial para os processos biolégicos
como visao, reproducdo, crescimento e diferenciacdo celular, e desenvolvimento
embrionario na maioria dos mamiferos (Majchrzak, Fabian, Elmadfa, 2006). Nao é
sintetizada pelo organismo humano sendo absorvida pelo intestino através da dieta,
podendo ser fornecida por meio dos alimentos e suplementos (Mucida, Park,
Cheroutre, 2009; Anderson, 2002). Embora a vitamina A tenha sido uma das
primeiras vitaminas a ser identificadas, a compreensdo plena de seus efeitos
fisioldgicos e mecanismos de acao permanecem obscuros (Maoka, 2009; Oliveros et
al., 2007; Burria & Cliffordb, 2004).

Os retindides estdo presentes nos alimentos de origem animal, tais como
figado, ovos e produtos lacteos, na forma de ésteres de retinil, molécula de retinol
esterificada a uma molécula de acido graxo; e nos alimentos de origem vegetal,
principalmente em vegetais amarelos e verde-escuros, na forma de carotendides
pro-vitamina A que s&o parcialmente convertidos em retinol durante ou apds a
absorcdo. Na maioria dos produtos, a fortificacdo é feita com a utilizacdo de
carotendides pelo fato de apresentarem toxicidade menor do que a vitamina A (Dias
et al., 2009; Luo et al., 2009; Rutkowska & Stolyhwo, 2009).

Grande parte da populacdo humana depende de carotendides dietéticos
como a principal fonte da vitamina A (Goswami, Ivanoff. Barua, 2003). Desde os
primeiros relatos estruturais do B-caroteno por Kuhn e Karrer em 1928-1930,
aproximadamente 750 formas de carotendides ja foram descritas (Britton, Liaaen-
Jensen, Pfander, 2004), e cerca de 20 novas estruturas de carotendides estado
sendo relatadas anualmente através da melhoria nos instrumentos de andlise
(Maoka, 2009). Embora sejam abundantes as formas de carotendides nos vegetais,
apenas cerca de 50 destas sdo metabolizadas pelos organismos vivos como
precursores de vitamina A, sendo o B-caroteno a forma com maior atividade pré-
vitaminica (Figura 02) (Englberge et al., 2009; Jun et al., 2009). A atividade proé-
vitaminica de um carotendide depende da presenca do anel de B-ionona em sua

estrutura.
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Figura 02. Estrutura Quimica dos principais carotenoides dietéticos pré-vitaminicos .
Fonte: Dragsted, 2008.

Embora essencial ao metabolismo, a ingestdao elevada de vitamina A esta
relacionada com varios efeitos adversos, principalmente no metabolismo hepatico, e
parece ser teratogénica (Yehya et al., 2009; Anderson, 2002; Arnhold et al., 2002).
Alguns estudos demonstraram que altas doses de vitamina A, utilizadas
principalmente pelo uso terapéutico em tratamento de leucemia e dermatoldgicos,
induz a hepatotoxidade, cefaléia, irritabilidade, confusdo mental, depressdo e
alteracées no metabolismo lipidico (De Oliveira et al., 2009; Myhre et al., 2003;
Fenaux, Chomienne, Degos, 2001). Por este motivo, a dose diaria de ingestao deve
ser limitada para evitar os agravos da hipervitaminose. O limite maximo de ingestao
segura (UL) para essa vitamina, estabelecido pelo Comité Cientifico de Alimentagao
Humana (2002) e pela Comissao da Ingestdo Dietética de Referéncia (2002), é de
3000 pg/dia (in Majchrzak (2006), a ingestdao recomendada varia de 300 a 1300
ug/dia de acordo com o sexo, faixa etaria e estado fisioldgico segundo Dietary
Reference Intakes (DRls).

A deficiéncia de vitamina A é um dos grandes problemas de saude publica em
118 paises, atingindo cerca de 20 milhdes de mulheres gravidas; aproximadamente
100 a 140 milhdes de criancas pré-escolares; entre 250.000 a 500.000 criangas por
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ano sendo 50% destas menores de um ano (Davey et al., 2009; Kabat et al., 2009).
Segundo o Sistema de Informacdes de Deficiéncia de Micronutrientes (Micronutrient
Deficiency Information System- MDIS) da Organizacdo Mundial de Saude cerca de
trés milhdes de criancas com idade de 0 a 5 anos adquirem xeroftalmia, doenca
caracterizada por debilidades visuais em decorréncia da deficiéncia de vitamina A.
No caso de gestantes, as estatisticas apontam que cerca de 5% sofrem de cegueira
noturna durante a gravidez (WHO/FAQ, 2002). A deficiéncia de vitamina A apresenta
muitas outras conseqliéncias além da cegueira noturna ou a perda de visdo, é
relatado retardo no desenvolvimento mental, encurtamento e espessamento dos
0sso0s, atrofia dos testiculos, imunodeficiéncia, levando a um aumento da morbidade
e mortalidade (Wei et al., 2009).

No Brasil, considera-se que as informacdes existentes sdo insuficientes para
definir a situacdo da caréncia de vitamina A no pais, ndo dispondo de estudos
suficientes e adequados que permita definir o problema da hipovitaminose A como
um todo (Batista-Filho, Rissin, 2003). Atualmente, 23% das mortes por diarréia em
criangas brasileiras sao reconhecidamente associadas a deficiéncia de vitamina A,
sendo o Brasil classificado pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) como éarea
de caréncia sub-clinica grave. Calcula-se que o numero de criangas com caréncia
marginal de vitamina A seja de cinco a dez vezes maior do que o numero de
criangas com caréncia clinica (Kobori, Amaya, 2008; Ramalho, Flores, Saunders,
2002). Estudos realizados principalmente na regido nordeste tém indicado a
deficiéncia de vitamina A como um grave problema de saude publica, registrando
14,7 a 54,7% de inadequacao dos niveis séricos de retinol (Prado et al., 1995).
Inquéritos bioquimicos confirmam que ha deficiéncia de vitamina A também nos
estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Ramalho, Flores, Saunders,
2002). Os grupos populacionais mais atingidos sao as gestantes, nutrizes e criancas,
sendo a faixa etaria 3 a 5 anos a mais vulneravel (Batista-Filho, Rissin, 2003;
Ramalho, Flores, Saunders, 2002).

A forma subclinica assintomatica aumenta a morbidade e mortalidade por
infeccdes, diarréia, doencas do trato respiratério (Kabat et al, 2009), e anemia (West
Jr, 2003). Em mulheres gravidas esta associada com alta mortalidade durante a
gravidez (West Jr, 2003). A deficiéncia da vitamina A na dieta ou defeito do
metabolismo dessa vitamina sdo citados como as provaveis causas de distrofias e

disfungbes visuais (Kabat et al., 2009). Em alguns casos néo € claro se a ocorréncia
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de hipovitaminose A esteja ligada ao consumo insuficiente ou a outros fatores
envolvidos na biodisponibilidade e bioconversao dos carotendides dietéticos
(Goswami, lvanoff, Barua, 2003). A causa primaria das deficiéncias vitaminicas é a
falta ou aporte deficiente dessas substancias na dieta (Ramalho, Flores, Saunders,
2002; WHO, 1996).

As principais enfermidades causadas pela hipovitaminose A estdo associadas
a visao, na deficiéncia de vitamina A ocorre a condicdo chamada cegueira noturna
(nictalopia), e quando se torna mais severa comecga a alterar a integridade ocular
afetando principalmente a conjuntiva e a cornea. Ocorre uma série de alteragdes
oculares que vao desde o ressecamento (xeroftalmia) até a degeneragado total
(queratomalacia), geralmente irreversivel, da conjuntiva e/ou da cérnea chegando a
consequente cegueira (Tanumihardjo, 2002), causada pela cicatrizacao da cérnea
em uma regiao que compromete a passagem da luz para a retina. Essa cicatrizacao
ocorre em decorréncia da inibicdo da diferenciacdo das células epiteliais basais
causada pela deplecdo de vitamina A, o que faz com que estas células sofram
queratinizacao (Vauclair et al., 2007). Publicacbes da Organizacdo Mundial de
Saude de 2002 indicam que pelo menos 250.000 criancas perdem a visao
anualmente em consequéncia da falta de vitamina A em suas dietas.

A hipovitaminose A também tem sido associada a efeitos negativos na
hematopoiese, parece contribuir para o desenvolvimento da anemia (Davey et al.,
2009), acumulo de ferro nos tecidos em animais submetidos a deficiéncia dessa
vitamina (Arruda et al. 2009), sugerindo que a deficiéncia de vitamina A diminui a
mobilizacdo e/ou aumento da absorcédo de ferro (Roodenburg et al., 2000). Este é
um aspecto importante a ser considerado em paises em desenvolvimento ja que as
anemias nutricionais constituem um dos principais problemas de saude publica.

A hipovitaminose A pode ser diagnosticada por meio de testes bioquimicos
plasmaticos e pelo teste Relativo de Dose Resposta (RDR). A dosagem plasmatica
de vitamina A, embora ja tenha sido muito usada, possui algumas limitacoes, pois 0
figado, principal 6rgao que atua como estoque de vitamina A, mantém os niveis
deste micronutriente constantes no plasma de forma que seus niveis no sangue s6
declinam quando as reservas hepaticas ja estdo esgotadas (Ross, Pasatiempo,
Green, 2004; Davila et al., 1985).

No teste de dose resposta (RDR) sao diluidas doses de vitamina A em 6leos
e oferecidas ao paciente. Amostras do plasma sao coletadas e dosadas no tempo 0
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(zero) e 5 horas ap6s a administracao das doses. O RDR é um bom meio de se
avaliar o estado nutricional de vitamina A, embora a necessidade de duas coletas de
amostras sanglineas possa ser um problema quando se trata de criangas, ou de
lactantes, por causa da necessidade da permanéncia deles no local de coleta (WHO,
2002).

2.1.2 Metabolismo da Vitamina A

A biodisponibilidade da vitamina A é afetada, entre outros fatores, pelo estado
nutricional do individuo e pela integridade da mucosa intestinal. Alguns fatores
nutricionais importantes para a biodisponibilidade da vitamina A sdo: proteinas,
gorduras, vitamina E e zinco (Almeida-Muradian, Penteado, 2003; Ramalho, Flores,
Saunders, 2002), além da alta prevaléncia de infeccoes, a falta de saneamento
ambiental e de agua tratada, as condi¢des sécio-econdmicas desfavoraveis e 0s
tabus alimentares aumentam a demanda ou interferem na ingestdo e metabolizacéo
da vitamina A pelo organismo (Ramalho, Flores, Saunders, 2002).

A absorcdo da vitamina A e dos carotendides pré-vitaminicos comeca com
sua liberacdo da matrix dos alimentos pela acdo de enzimas presentes no estémago
e intestino, e incorporacdo em micelas compostas por acidos biliares, acidos graxos
livres, monoglicerideos e fosfolipideos. A eficiéncia da liberagéo € influenciada pela
disposicao fisica dos carotenoides no alimento, o tamanho das particulas trituradas
pela mastigagdo e agdo das enzimas e acidos estomacais, e da eficiéncia das
enzimas digestivas (Parker, 1996).

O retinol, apds incorporacdo as micelas, é absorvido pela mucosa intestinal
no duodeno, por um mecanismo envolvendo difusdo passiva, semelhante ao do
colesterol e ftriglicérideos, produtos da lipdlise. A eficiéncia de absorcado, ou
biodisponibilidade, é maior para vitamina A pré-formada (80-90%) comparada aos
carotendides (50-60%), e depende tanto de sua polaridade quanto da composicao
dos acidos graxos da micela e da eficiéncia do organismo na liberacdo destes da
matriz do alimento. Essencialmente todos os ésteres de retinil ingeridos (vitamina A)
sdo convertidos no lumen intestinal a retinol e entdo absorvido pelos enterdcitos
(Parker, 1996).

O PB-caroteno € a principal fonte alimentar de vitamina A, por ser uma

molécula proé-vitaminica, cada molécula de B-caroteno é clivada para formar retinal,
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essa acao é catalisada pela enzima B-B-caroteno 15,15 monooxigenase (BCMOOX)
localizada no epitélio intestinal, e produz duas moléculas de retinal que podem ser
reduzidas de maneira reversivel a retinol ou irreversivelmente oxidadas a acido
retindico pela retinal desidrogenase. (Fields, Soprano, Soprano, 2007).

Ao ser absorvido pelo enterécito o retinol pode permanecer livre ou pode ser
associado a proteina celular ligante de retinol (CBRPII), e em seguida, independente
da fonte alimentar de vitamina A, o retinol € esterificado novamente a éster de retinil
(RE) pela lecitina-retinol-aciltranferase (LRAT) e incorporado nos quilomicrons. A
LRAT esterifica o retinol livre e o retinol ligado a CRBPII, enquanto a enzima Acil
Coenzima A: Retinol Acil Transferase (Acyl CoA: Retinol Acyl Transferase- ARAT),
esterifica apenas o retinol livre no citoplasma. Tanto os ésteres de retinil quanto os
carotendides intactos sao incorporados aos quilomicrons, os quais sdo exocitados
no sistema linfatico para entdo cairem na corrente sanguinea e serem transportados
até o figado, onde os ésteres de retinil serdo absorvidos e armazenados nas células
“estreladas” (Parker, 1996;), e em menor quantidade aos tecidos da medula éssea,
baco, tecido adiposo, e os rins (Fields, Soprano, Soprano, 2007).

Nos tecidos, os quilomicrons sofrem acdo das Lipases Lipoproteicas
(Lipoprotein Lipase- LPL), permitindo com isso a liberagdo de &cidos graxos,
carotendides e dos retindides livres. Apds sofrerem acao da lipase lipoprotéica os
quilomicrons resultantes sdo denominados quilomicrons remanescentes, e ao
chegarem ao figado liberam os ésteres de retinil restantes os quais sao incorporados
as células parenquimais hepaticas (Figura 03) (Senno, 2004).
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Figura 03: Acdo nos tecidos extra-hepaticos e armazenamento no figado da
vitamina A adquirida na dieta. A vitamina A atua principalmente como um horménio
nuclear, na forma de acido retindico. No figado a vitamina A é estocada no interior
das células estreladas na forma de éster de retinil, até que seja transportada ao
restante do organismo ligada a proteina ligante de retinol (RBP) como retinol. Fonte:
Senoo, 2004 com adaptacoes.

Quando ha demanda de vitamina A pelos tecidos os ésteres de retinil das
células parenquimais do figado se ligam principalmente a CRBP-III e pela acédo da
enzima LRAT, sédo oxidados a retinol e transportados para os tecidos alvos através
da circulacdo sanguinea ligados a proteina ligante de retinol (RBP) (Touma et al.,
2009; Fields, Soprano, Soprano, 2007). Apds captacao pelos tecidos alvos, o retinol
pode ser metabolizado por seqléncias de reacdes de oxidagdao e produzir duas
classes de retindides biologicamente ativos: o retinaldeido, por acdo da enzima
alcool desidrogenase (ADH1,4,5), e o acido trans retindico, pela acdo da enzima
retinal desidrogenase (RALDH) (Ghenimi et al., 2009; Manicassamya, Pulendrana,
2009; Parker, 1996). O retinal esta presente em concentracdes extremamente baixas
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por ser convertido facilmente em &cido retindico, que é capaz de regular a
transcricdo de alguns genes no nucleo celular. Alguns tecidos sdo capazes de
produzir acido retindico diretamente do [p-caroteno ndo precisando passar
necessariamente a retinol ou retinal (Fields, Soprano, Soprano, 2007).

Os acidos retindicos (RA) possuem em sua estrutura o grupo COOH ligado ao
carbono 15 e inclui véarias isoformas, representados principalmente pelos all-trans-
acido-retinoico (all-trans-RA), o 13-cis-acido retindico e o acido-9-cis-retindico (9-cis-
RA) (Figura 1), desempenham fungbes muito importantes, atuam como potentes
hormbnios na expressdao de centenas de genes, como por exemplo, nos genes
responsaveis pela sintese de enzimas como a alcool desidrogenase e a
transglutaminase, as proteinas transportadoras de retinol, além de potentes
reguladores de diversos processos metabodlicos, atuam nos genes diretamente
envolvidos na diferenciagéo celular e na inibigdo da proliferagéo celular (Mitro et al.,
2007; Vauclair et al., 2007; Ross, 2003).

Uma vez no nucleo, os &cidos retindicos sdo responsaveis pela ativacdo de
duas familias de receptores nucleares, denominados receptores de acido retindico
(RAR) e receptor X de retindides (RXR). Esses receptores possuem trés formas, o, 3
e v, codificados por trés diferentes genes. Na presenca de seus ligantes naturais, o
all-trans-RA é capaz de se ligar com alta afinidade ao RAR a, 8 e y, enquanto o 9-
cis-RA, embora se ligue em ambos os receptores, apresenta maior afinidade pelo ao
RXRa, B e y. Quando ativadas pelo acido retinbico, estas proteinas formam o
complexo ligante-receptor, formando dimeros do tipo RAR/RXR ou RXR/RXR, e
atuam como fatores de transcricdo, ligam-se a sequéncias especificas do DNA,
denominadas elementos responsivos ao acido retindico (RARE ou RXRE),
localizados na regidao 5’ regulatéria de genes que sofrem regulacao pelos retindides
(Ross, 2003).

O all-trans-RA e o 9-cis-RA, por apresentarem alta afinidade por seus
receptores de membrana, tem a producao e catabolismo extremamente controlados,
porém ainda pouco elucidados (Ross, 2003). Uma hip6tese é que as enzimas LRAT
e a citocromo da familia P450 (familia de enzimas envolvidas no catabolismo de
corpos estranhos) especificamente a CYP26 (que degrada o all-trans-retinol a
metabdlitos polares) representam um ponto chave na regulacdo da homeostase dos
retindides (Ross, 2003). O nivel plasmatico da proteina RBP é significativamente
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reduzido com o aumento da concentracao hepatica de RA, sugerindo que o aumento
de RA hepético sinaliza que os tecidos periféricos estdo com niveis normais de
retindides (Randolph, Ross, 1991). Um outro estudo sugere que o intestino possa
ser o0 ponto de regulacao dos retindides através da expressao da enzima BCMOOX
(B-Bcaroteno 15,15 monoxigenase), sugerindo que a regulagdo dessa enzima é
realizada via RAR. O tratamento de animais com antagonistas de RAR provocou o
aumento da atividade da BCMOOX intestinal (Bachmann et al., 2002). Estudos
prévios demonstraram que essa enzima € citosoélica e que sua atividade parece ser
dependente do ion ferroso (Fidge, Smith, Goodman, 2001), porém outros estudos
sugeriram que um ou mais co-fatores celulares também s&o essenciais para a plena

atividade enzimatica em mamiferos (Paik et al., 2001).
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2.2 Ferro

Do ponto de vista biolégico o ferro, é o mais importante dos metais, sem o
qual, a vida nao seria possivel, exceto para alguns microrganismos da familia
Lactobacillus (Crichton et al., 2002). E capaz de formar um nimero muito amplo de
estruturas, na sua grande maioria complexados a compostos organicos, destacando-
se aqueles envolvidos nos processos bioldégicos (Monsen, 1999). O ferro é
componente essencial de diversas metaloproteinas e desempenha papel essencial
em diversos processos bioquimicos, tais como: transporte de oxigénio, metabolismo
oxidativo e crescimento celular (Lynch, 1997).

A maior parte do ferro corporal estad ligada a hemoglobina no sangue, e em
menor quantidade, a mioglobina nos musculos, as enzimas citocromos e proteinas
com centro ferro-enxofre (FeS) envolvidas nas transferéncia de elétrons na cadeia
respiratéria. (Ponka, 2000).

As diversas propriedades quimicas do ferro, tais como a capacidade de formar
complexos com compostos organicos, o seu potencial 6xido-redutor sendo capaz de
alternar entre as formas ferrosa (Fe*?) e férrica (Fe*®), sdo responsaveis pela funcdo
indispensavel em diversos organismos vivos (Papanikolaoua, Pantopoulosb, 2005).
O oxigénio é capaz de oxidar Fe*? & Fe* espontaneamente, desta forma o estado de
oxidacao mais estavel do ferro, em qualquer que seja 0 meio que contenha oxigénio
€ o férrico (Barros, 1992).

Em torno de 1 a 2 mg do ferro dietético sdo absorvidos diariamente pelos
enterécitos duodenais para repor o ferro perdido. Entretanto, estima-se que cerca de
20-30 mg de ferro por dia é suprida endogenamente para a eritropoiese e demais
funcbes. Na medula éssea o ferro € utilizado para a inser¢gdao no anel de porfirina
para formacao de hemoglobina. O turnover do ferro é mediado principalmente pela
destruicao dos eritrocitos senescentes pelo sistema reticuloendotelial (Beard, 2009).
Os eritrocitos, que contém cerca de 80% do ferro corporal, apresentam uma média
de 120 dias de funcionalidade em seres humanos. Ao final de sua vida funcional
esses sao reconhecidos como senescentes devido a mudancgas na estrutura de suas
membranas e sao catabolizados nas células de Kupffer e macréfagos do baco. Apés
a fagocitose, a hemoglobina é desnaturada para liberacdo do heme, esse no espaco
intracelular &€ degradado pela heme oxigenase que libera o ferro. Cerca de 85% do
ferro proveniente da degradacdo de hemoglobina é novamente liberado para a
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circulagdo em forma de ferro ligado a transferrina ou ferritina. Os hepatdcitos
possuem uma reserva fisiolégica, estratégica, de ferro de aproximadamente 1g,
mobilizada quando ha um desequilibrio na homeostase de ferro (Beard, 2009).

Na dieta, o ferro esta presente sob duas formas fundamentais, heme e nao-
heme ou inorganico, em dois estados de oxidagdo, ferroso e férrico, que
respectivamente, podem doar ou receber elétrons faciimente. O ferro hémico esta
presente principalmente nas carnes, enquanto o ferro nao-heme encontra-se
presente nos alimentos de origem vegetal e alimentos fortificados. Embora o ferro
hémico seja mais biodisponivel, a forma inorganica (Fe*®) esta presente em maior
concentracao na dieta (Vander et al., 2005; Martinez-Navarrete et al., 2002).

O ferro heme refere-se a todas as formas de ferro de origem animal (Figura 04).
Nessa forma o ferro aparece no centro do anel organico chamado de porfirina
(composto organico formado por quatro anéis pirrélicos ligados por ligacoes
metinicas (-CH-), que possui no seu centro um espaco apropriado para acomodar
um ion metdlico), essa estrutura é encontrada na mioglobina, hemoglobina,
citocromos, peroxidases e citocromo oxigenase (Beard, 2009). O grupamento heme
€ o local de transporte de elétrons nos citocromo e citocromo oxigenase; das
peroxidases que protegem as células das lesdes oxidativas ao reduzirem peroxidos
a agua; é também o local de captacédo de oxigénio pela mioglobina e hemoglobina
(Zhenyu, 2009).

cooH cooH

Figura 04: Estrutura quimica do grupo heme.
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O ferro ndo-heme compreende todas as outras formas de ferro. Nessa forma o
ferro aparece ligado a diversos compostos presentes nos alimentos sendo liberado
no trato gastrointestinal apds digestao. Uma vez liberado da matriz dos alimentos, o
ferro ndo-heme apresenta-se na forma férrica no estbmago e permanece na forma
soluvel enquanto o pH do meio se mantiver acido. Diversos compostos alimentares
podem se ligar ao ferro ndo-heme, aumentando ou diminuindo sua
biodisponibilidade. O acido citrico, alguns aminoacidos e o acido ascérbico sao
promotores da absorcdo desse micronutriente. Enquanto os fitatos, polifendis,
taninos, acido tanico se ligam aos ions ferroso ou férrico reduzindo a
biodisponibilidade (Beard, 2009).

Embora seja um elemento essencial, a absor¢cdo de ferro nos mamiferos é
extremamente controlada por mecanismos moleculares, eficazes na manutengcao do
equilibrio entre demandas e oferta, que estabelecem a homeostase de ferro no
organismo (Jamieson & Kuhnlein, 2008; Testa, 2002).

A metabolizagdo do ferro heme tem inicio com sua liberacdo das moléculas de
hemoglobina e mioglobina dos alimentos pela acdo de enzimas proteoliticas
presentes no estdbmago e intestino delgado. A proteina carreadora do grupo heme-1
(HCT1) tem sido apontada como responsavel pela absor¢céo do ferro heme dietético
em funcdo de sua alta expressdo nos enterdcitos do duodeno. Apds absorcéo, o
grupo heme aparece associado a uma vesicula ligada a membrana citoplasmatica.
No interior da vesicula o0 heme é degradado pela enzima heme oxigenase 1 (HO-1)
liberando no citosol o ferro na forma ferrosa (Fe*?) que entdo parece seguir a mesma
via que o ferro ndo hémico (Beard, 2009).

A maior parte do ferro ndo-heme da dieta apresenta-se no trato gastrointestinal
na forma férrica (Fe*®), e precisa ser primeiramente reduzido a forma ferrosa (Fe*?),
possivelmente por acdo da enzima, citrocomo b redutase (Dcytb) presente na
membrana da borda em escova do intestino ou por agentes redutores presentes na
propria dieta. Os ions ferrosos sao entao internalizados pelos enterdcitos, através da
proteina transportadora de metal divalente (DMT-1), onde sdo novamente oxidados
a forma férrica e incorporado a ferritina no enterdcito ou exportado através da
membrana basolateral (Beard, 2009).

Uma vez dentro da célula, o Fe*? é oxidado a Fe*™ incorporado & molécula de
ferritina e armazenado ou transportado até a membrana basolateral, por uma

proteina semelhante a transferrina. Na membrana basolateral, a difusdo do ferro é
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facilitada pelo transportador transmembréanico, a ferroportina (IREG-1). Uma outra
proteina de membrana, hefaestina, promove a oxidacdo do Fe*? a Fe*® que nesta
forma, liga-se a proteina transportadora de ferro, a apotransferrina, que o transporta
através da corrente sanguinea as células alvo, essas células possuem receptores de
transferrina. A associacdo do ferro com proteinas constitui uma forma de protecéo
celular contra possiveis danos oxidativos, catalisados por ferro livre e, facilita a
captacédo deste pelos demais tecidos (Beard, 2009; Fairweather-Tait, 1997).

Embora a absorgéo intestinal de ferro heme e nao-heme seja distinta, sua
exportagéo pela membrana basolateral € comum a ambas as formas, e parece ser
regulada pelas reservas de ferro do organismo através de uma sinalizacdo mediada
pelo peptideo denominado hepcidina (Wang et al., 2006). O controle da absorcao no
limen intestinal € um ponto chave na regulagcdo da homeostase de ferro corporal
(Beard, 2009; Fairweather-Tait, 1997). Em situacbes de baixas concentracées de
ferro corporal, observa-se um aumento significativo nos niveis de mRNA de DMT1 e
da Dcytb duodenal, sugerindo que os genes DMT1 e Dcytb sédo regulados em
sincronia, diferentemente do gene IREG-1, envolvido na transferéncia basolateral do
ferro (Zoller et al., 2001; Dupic et al., 2002).

O ferro é transportado, entre os sitios de absor¢do, armazenamento e
utilizacdo, pela glicoproteina plasmatica denominada transferrina (Tf), que se liga
fortemente de forma reversivel ao ferro. A transferrina é reconhecida por receptores
de membrana especificos denominados receptores de transferrina (TfR),
necessarios para a aquisicao de ferro pelas células. Apos a liberagéo intracelular do
complexo Tf-TfR, o ferro penetra em compartimentos funcionais ou € armazenado
nas células associado a molécula de ferritina (4000 atomos de ferro por molécula)
(Beard, 2009; Rivera et al., 2005; Hernandez M, Sousa, 2003).

A taxa de producao de transferrina é controlada pelo status de ferro corporal.
Em individuos com deplecao dos estoques de ferro e concentragdes plasmaticas de
ferro diminuidas a producao e concentracao plasmatica de transferrina aumentam na
tentativa de manter normais as taxas desse nutriente no organismo. Porém, quando
os estoques estdo muito baixos, ou seja, na deficiéncia de ferro, saturacdo de
transferrina baixa (<15%), o fornecimento de ferro para a medula Ossea €
insuficiente para manter normais as taxas de eritropoiese. A taxa de captacédo e a

localizagdo de captacao do ferro a partir do pool plasmatico sdo proporcionais ao
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namero de receptores de transferrina expressos na membrana plasmatica da célula
(Beard, 2009).

Embora o mecanismo de transporte de ferro intracelular ainda ndo tenha sido
totalmente elucidado, esse mecanismo que envolve a hepcidina é o mais provavel
(Figura05) (Beard, 2009). Animais que nao expressam hepcidina apresentam
sobrecarga de ferro (Nemeth et al., 2004), enquanto a alta expressdo de hepcidina
em ratos e humanos leva a uma reducdo na absorcdo intestinal de ferro e
consequente anemia ferropriva (Nicolas et al., 2002; Weinstein, et al., 2002). Assim,
quando os estoques corporais de ferro estdo repletos observa-se um aumento na
expressdo de hepcidina que se liga a ferroportina e promove sua internalizagdo e
degradacao, inibindo a exportagédo do ferro dos enterécitos. Com o acumulo de ferro
no meio intracelular do enterécito, o DMT1 é inibido, promovendo a redugdo da
absorcao de ferro do lumen intestinal. A hepcidina também inibe a liberagédo de ferro
dos macréfagos (baco) e hepatdcitos, agindo sobre a FPN presente nessas células,
e nos trofoblastos placentarios (Beard, 2009).
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Figura 05 . Esquema de regulacdo da absorcao intestinal de ferro pelo peptideo
hepcidina. Fonte: adaptado de Zimmermann and Hurrell, 2007.
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O estado de ferro corporal esta relacionado com o sexo, sendo que a média
de ferro corporal total é de cerca de 3,8 g no homem, e 2,3 g na mulher. Em ambos
0S géneros, as concentracdes séricas de ferritina se mantém estaveis até a
adolescéncia. A partir da adolescéncia, essas concentragdes aumentam nos
homens, estabilizando por volta dos 30-35 anos de vida McClung & Karl, 2009). Nas
mulheres, as concentragdes de ferritina sdo estaveis entre a menarca e a
menopausa, aumentando apés a menopausa (Swanson, 2003; Milman et al., 2004).
Maiores concentragdes de hemoglobina, ferritina sérica e consumo de ferro dietético
sdo encontradas nos homens em relacdo as mulheres, provavelmente devido ao
maior consumo de energia, carne vermelha e bebidas alcodlicas (Milman et al.,
2004; Fleming et al, 2002). Polla, Polla, Polla (2003) sugerem inclusive que o menor
status de ferro nas mulheres favorece a sua longevidade em relagcao aos homens.

A mesma propriedade que torna o ferro um elemento essencial ao
metabolismo de alguns organismos, também é responsavel por sua toxicidade. O
ferro participa como catalizador de reacbes de Oxido-reducdo, e conseqiente
geracao de radicais livre, sendo que o excesso desse nutriente pode levar ao
estabelecimento de uma condigdo de estresse oxidativo (Maoka, 2009).

Devido a limitada capacidade do organismo em excretar ferro, a sobrecarga
pode ser desenvolvida como resultado de uma hiper-absorcao prolongada de ferro
da dieta, por administracdo parenteral de ferro (via transfusdo de sangue), ou por
combinacao dos dois fatores, ou ainda por alguma alteragdo na mobilizacao de ferro
dos estoques corporais. Pacientes com sobrecarga de ferro acumulam excessivas
quantidades deste em varios érgaos, inclusive no figado, pancreas, e coracéo,
podendo resultar em cirrose hepatica, diabetes e disfuncao cardiaca.

A etiologia das doencas crénicas nao transmissiveis (DCNT) como o cancer, o
diabetes, as doencas cardiovasculares e neurodegenerativas e o envelhecimento
precoce tem sido associada a danos oxidativos produzidos por radicais livres
(Britton, Liaaen-densen, Pfander, 2004). O ferro pode agir como agente
carcinogénico ou co-carcinogénico através da inducdo do estresse oxidativo,
facilitagdo do crescimento tumoral e modificagdo do sistema imune (Jun et al., 2009).
Estudos in vivo, in vitro, achados clinicos e estudos populacionais suportam a
evidéncia de que o ferro, por meio da catalise de reacdes de geracdao de EROs e
radicais livres (RL), tem participagdo na iniciagao (dano ao DNA, como a oxidagao
de bases nitrogenadas e/ou a quebra de fitas simples ou dupla, e falha em repara-
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lo), promogéo de alteragdo fenotipica, onde a anomalia em uma célula leva a
desorganizacdo do tecido ou progressao (desenvolvimento do cancer) da
carcinogénese (Englberge et al.,, 2009; Jun et al, 2009; Papanikolaou &
Pantopoulos, 2005).

O ferro em excesso participa na reacdo de Fenton reagindo com EROs
menos reativas para produzir EROs mais reativas. O ferro catalisa a reacdo do
superéxido (O.7) e peroxido de hidrogénio (H2O.) resultando na formacdo de
radicais hidroxil (‘OH), que apresentam maior reatividade quando comparadas as
anteriores. Os produtos de oxidacdo decorrentes destas macromoléculas podem
iniciar lesdo tecidual, direta ou indiretamente (Jun et al.,, 2009., Halliwell &
Gutteridge, 2007).

Em um estudo onde foram analisadas as fezes de 80 homens suplementados
com sulfato ferroso (19 mg de ferro/dia) foi observado um aumento nas
concentracdes de ferro nas fezes de 60 para 300 umol/L, e de 40% em radicais
livres, aumentando o risco de desenvolvimento do céncer de intestino (Lund et al,
1999). Wu et al (2004) realizaram um estudo de coorte prospectivo com homens e
mulheres com idades entre 35 e 74 anos, nao portadoras de cancer no inicio do
estudo. Apdés 18 anos de acompanhamento dos individuos foi observado um
aumento do risco de morte por cancer entre os individuos com altos niveis séricos
de ferro, saturacao de transferrina ou cobre, sendo a associagcao com a saturacao de
transferrina mais forte entre as mulheres e com o cobre entre os homens. Knobel et
al. (2006) demonstraram in vitro, usando células humanas de tumores de célon
(HT28 clone 19A), que o dano ao DNA, o crescimento celular e a geracao EROS séo
aumentados na presenca de Fe®*.

O aumento da prevaléncia do excesso de ferro corporal entre homens,
mulheres pés-menopausa e em idosos saudaveis tem sido também reportado e
atribuido a mudancas nos habitos dietéticos, como o alto consumo de carne, alcool e
vitamina C, a fortificacdo de alimentos com ferro e a suplementacdao (Milman et al,
2004; Lahti-Koski et al, 2003; Milman et al, 2003; Yuan et al, 2003; Fleming et al,
2002; Milman et al, 2002).

As recomendacdes de ingestdo de ferro foram revisadas, havendo uma
reducdo para quase todos os grupos populacionais (National Academy of Science,
2001). Porém, muitos paises ainda adotam a fortificacdo de alimentos de forma

generalizada a toda populacédo, podendo estar expondo a parcela da populacdo que
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apresenta estado nutricional de ferro normal a um maior risco de acumulo de ferro e

desenvolvimento de DCNT.
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2.3 Interacao entre Vitamina A e Ferro

A anemia ferropriva e a deficiéncia de vitamina A constituem as duas maiores
deficiéncias nutricionais no mundo, as maiores prevaléncias estdo em areas
geograficas coincidentes, sendo as criangcas e mulheres em idade reprodutiva os
grupos mais vulneraveis. E estas duas deficiéncias podem ocorrer simultaneamente
(WHO, 2002; Monsen, 1999).

Alguns estudos sugerem a existéncia de um sinergismo entre o metabolismo
de vitamina A e a homeostase de ferro no organismo (Schroeder, Reddy,
Schalinske, 2007; Roodenburg et al., 2000; Roodenburg et al, 1996). A
hipovitaminose A parece promover o acumulo do ferro nos tecidos e,
consequentemente, aumenta a sua disponibilidade para a catédlise de reacdes de
oxidacao, como a geracgao de radicais livres. O fen6tipo 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
complicagdes como cirrose hepatica, cardiomiopatia, diabetes e outras, associados a
danos oxidativos catalisados por ferro (Viatte et al., 2006).

Embora a associacdo entre o status de vitamina A e ferro tenha sido relatada
na literatura pela primeira vez em 1978 por Hodges et al, o exato mecanismo de
interac&o entre esses dois nutrientes ainda nao é conhecido.

A vitamina A é necessaria para eritropoiese, portanto quando ha deficiéncia
de vitamina A, o ferro ndo é incorporado as células vermelhas do sangue como em
individuos normais. Ha relato que evidencia a deficiéncia de vitamina A associada
com a reducao na incorporacao de ferro aos enterécitos e reducdo na concentracao
de hemoglobina (Lynch, 1997). Também é descrita a associagdo entre a redugao da
vitamina A com reducao do ferro sérico, baixa capacidade de ligacao de ferro (TIBC)
e saturacao da transferrina, aumento na ferritina sérica, com uma maior deposicao
de ferro no figado e baco (Chaston et al., 2008). No entanto ainda ndo h& consenso
sobre o efeito dessa deficiéncia na absorgéo de ferro (Walczyk et al., 2003).

Alguns mecanismos tém sido relatados para explicar esta interacdo. Alguns
autores sugeriram que a deficiéncia de vitamina A pode diminuir a sintese de
transferrina e assim reduzir o transporte de ferro (Bolem, Wendell, 1990), ou que a

deficiéncia de vitamina A prejudica a captacao de ferro pela medula éssea (Sijtma,
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Van den Berg, 1993; Bolem, Wendell, 1990), ou ainda que esta deficiéncia é
resultado de uma eritropoiese ineficiente (Roodenburg et al.,, 1996), ou que a
deficiéncia de vitamina A afeta a mobilizacdo de ferro armazenado nos tecidos
(Meija, Chew, 1988).

A literatura tem descrito um efeito positivo da suplementagéo de vitamina A no
status de ferro em humanos com anemia (Walczyk et al., 2003; Tanumihardjo, 2002)
e em animais com deficiéncia de vitamina A (Kelleher, Lonnerdal, 2005). A
suplementacdo combinada desses dois micronutrientes tem mostrado ser efetiva na
reducdo da deficiéncia de ferro e anemia ferropriva quando comparada com a
administracédo de ferro ou vitamina A separadamente (Constante et al. 2006; Souza,
Vilas Boas, 2002).

O efeito do ferro sobre o metabolismo da vitamina A e estado nutricional
também tem sido bastante estudado. Em ratos foi observado que a deficiéncia de
ferro estda associada com baixa concentragdo de retinol plasmético e aumento
hepatico de vitamina A, e 0 aumento na deposicao de vitamina A no figado parece
estar associada com baixos niveis de hemoglobina sanguinea. Estes resultados
sugerem que o metabolismo de vitamina A € alterado e a mobilizacdo desta vitamina
pode ser prejudicada na deficiéncia de ferro (Strube, Beard, Ross, 2002; Rosales et
al., 1999).

Strube et al. (2002) investigaram os efeitos da deficiéncia de ferro e vitamina
A isoladamente e combinados, e relacionaram com dados bioquimicos, moleculares
e hematolbgicos desses micronutrientes. A restricdo de ferro reduziu o ganho de
peso, a ingestdo alimentar, e os niveis de hemoglobina, hematdcrito, ferro sérico e
saturacao de transferrina. Os autores observaram ainda que a quantidade de ferro
dietético afeta a concentragdo plasmatica e hepatica de retinol. A deficiéncia de ferro
esteve associada com uma baixa concentracdo de retinol plasmatico e aumento na
concentragdo de vitamina A hepatica, indicando insuficiéncia na mobilizagdo de
estoques de vitamina A hepatica durante a deficiéncia de ferro. A deficiéncia
marginal de vitamina A nao agravou os parametros de ferro durante a deficiéncia de
ferro.

Arruda et al. (2009) observaram que ratos com deficiéncia de vitamina A
apresentaram maiores niveis de estresse oxidativo, e que o estresse foi reduzido
quando os ratos receberam alguma fonte de vitamina A. Os autores observaram

ainda que o aumento de danos oxidativos nos ratos com deficiéncia de vitamina A foi
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acompanhado de um acumulo de ferro nos tecidos. Estes resultados
consubstanciam outros achados que sugerem que a vitamina A por algum
mecanismo modula o metabolismo de ferro e ainda, que a vitamina A é um
antioxidante, cujo mecanismo de acdo pode ser mediado pela regulacdo do status
de ferro no organismo, e ndo por interacao direta com EROs (Arruda et al. 2009; Luo
et al., 2009).
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2.4 Radicais livres, Espécies Reativas e Estresse oxidativo

O acumulo de oxigénio na atmosfera da Terra primitiva teve como
consequéncia a selecao e adaptacdao de organismos vivos para um metabolismo
aerébico. Os organismos comecgaram entao a interagir com o meio ambiente visando
manter um equilibrio interno que favorecesse a sobrevivéncia, o crescimento e a
reproducado, contudo esta mudanca levou ao aumento de mutacdes genéticas e a
aceleracao dos processos evolutivos. A principal vantagem foi a ocorréncia de
transformacdes metabdlicas dependentes de oxigénio que levaram a melhor
utilizacdo dos substratos energéticos, permitindo o desenvolvimento de complexos
organismos multicelulares (Halliwell & Gutteridge, 2007; Valko et al., 2007; Fridovich,
1998).

A evolugdo dos organismos para um metabolismo aerdbico apresenta
vantagens em relacao aqueles com metabolismo anaerdbico, incluindo o melhor
aproveitamento de energia derivada dos alimentos. Nos organismos aerdbicos a
oxidacao de uma unica molécula de glicose produz 36 moléculas de ATP, enquanto
apenas duas moléculas sao produzidas em condigcdes anaerébicas. A producdo de
ATP no metabolismo aerdbico envolve a reducao completa do O, molecular em H.O,
na cadeia respiratoria mitocondrial, com a utilizagdo de 4 elétrons. Entretanto, tais
beneficios revelaram o potencial téxico do Oz, a reducao incompleta da molécula de

O. pode levar a formagao de espécies quimicas intermediarias, altamente reativas e
que ameacam a integridade celular por meio da oxidacao de biomoléculas, as EROs,
como H:0; e '05,e, & geracdo de RL, como o superéxido (Oz*) e hidroxil ("OH). As
EROs podem ser formadas em qualquer compartimento celular, porém a mitocéndria
€ o principal sitio de formacao (Halliwell & Gutteridge, 2007). Desta forma, aqueles
organismos que conseguiram desenvolver defesas contra estas espécies radicalares
sobreviveram e fazem parte da enorme variedade de seres aerdbicos que hoje

compdem a biosfera (Valko et al., 2007).
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2.4.1 Radicais livres e Espécies Reativas

Radical livre é uma terminologia dada a todo 4&tomo ou molécula que possui
elétrons desemparelhados em seu orbital mais externo. A instabilidade eletrdnica
que resulta da presenca deste elétron desemparelhado torna essas espécies mais
reativas (Halliwell & Gutteridge, 2007; Valko et al., 2007; Yu, 1994).

Uma espécie radicalar pode ser formada a partir da perda ou ganho de um
elétron por uma espécie nao radicalar, ou pela dissociacdo de moléculas através da
fissdo homolitica, processo no qual o compartilhamento de elétrons é interrompido,
gerando duas espécies com elétrons desemparelhados. As espécies reativas
embora nao apresentem elétrons desemparelhados podem participar de reacdes
catalisadas por metais de transi¢cdo, gerando radicais livres (Valko et al., 2006;
Bauer, 2000).

No organismo humano sdo produzidos em condigcdes normais as espécies
reativas de carbono, enxofre, nitrogénio e oxigénio. Dentre esses se destacam as
EROs devido a alta reatividade e aos danos que podem causar, principalmente os
radicais superoxido (O2) e o radical hidroxil ("OH). (Valko et al., 2007).

2.4.2 Espécies Reativas de Oxigénio

O oxigénio é um paradoxo pelo fato de ser um gas essencial a producao de
energia, mas ao mesmo tempo gerar EROs através do metabolismo celular. Em alta
concentracao pode ser extremamente prejudicial aos constituintes celulares. Varias
moléculas exdgenas, como os poluentes ambientais organicos e inorganicos, ou
processos enddgenos, inflamacdo, doencas respiratdrias, sdo conhecidas por
aumentar a geracao das EROs resultando no esgotamento de antioxidantes (Amado
et al, 2009).

O oxigénio molecular apresenta 2 elétrons desemparelhados com spins
paralelos em dois orbitais atdmicos distintos, localizados na udltima camada
eletrénica. Isto explica sua capacidade de agir como um agente oxidante. Entretanto,
para se estabilizar o O, no estado basal precisa receber 2 elétrons com spins de
mesma direcao entre si e antiparalelos aos spins ja presentes em seus orbitais. Esta

restricdo ao recebimento de elétrons pelo O, no estado basal faz com que o0 mesmo
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reaja de forma lenta com espécies nao radicalares (Figura 6) (Halliwell & Gutteridge,
2007).

M+t 00+ 1

Figura 6. Representacao da estabilizacao do O,

A maneira de contornar este problema é a insercdo dos elétrons um a um

podendo ocorrer a inversdo do spin eletrénico e facilitar a redugédo do 02. Esta
capacidade de reducao do 02, através de etapas, pode levar a producdo de

espécies intermediarias de oxigénio como peroxido de hidrogénio (H2O,) e oxigénio
singleto ('0.) e, & geracdo de radicais superéxido (O2*) e hidroxil (*OH). Estima-se
que cerca de 1-4% do O, consumido pelos mamiferos seja convertido a O>* e H20..
A alta reatividade e os efeitos oxidativos de algumas destas espécies é que sado os

principais responsaveis pela toxicidade do O2 em organismos vivos (Fridovich, 1998).
A reducdo do O2 a HzO requer quatro elétrons (Figura 7). Durante este

processo, € possivel que ocorra a formacao de espécies intermediarias de oxigénio
parcialmente reduzidas, as quais possuem comumente apenas um elétron

desemparelhado e, por isso, sdo mais reativas que o proprio O2 (Fridovich, 1998).
O 0Oy, HZO2 e "OH sao os principais responsaveis pela toxicidade do 02.

Dessa maneira, as defesas antioxidantes devem agir de forma a minimizar sua
producdo ou maximizar a eliminacao destes compostos quando sua produg¢do nao
pode ser evitada (Fridovich, 1998; Halliwell & Gutteridge, 2007).
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Figura 7 — Reacao de reducao do O, a H,O com formacao de EROs
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2.4.2.1  Oxigénio Singleto ('05)

E formado de acordo com a quantidade de energia absorvida, um dos
elétrons do O, pode ter a direcdo de seu spin invertida, pareando com o elétron de
spin antiparalelo presente no outro orbital atbmico, ou o elétron pode manter-se no
mesmo orbital atbmico, porém ocorre a inversao do spin, tornando a molécula mais
reativa e conseqiientemente tendo uma meia-vida curta. E altamente reativo no
sistema bioldgico, capaz de inativar proteinas, provocar peroxidacao lipidica e danos
ao DNA (Halliwell & Gutteridge, 2007).

24.2.2 Peroxido de Hidrogénio (H.0,)
O peréxido de hidrogénio (HZOZ) € um agente oxidante relativamente fraco, é

menos reativo quando comparado as outras EROs. Em organismos com um balancgo
adequado entre producédo de radicais livres e defesas antioxidantes a maior parte do
radical superoxido produzido é consumido em uma reacdo de dismutacao
espontanea ou catalisada enzimaticamente pela superéxido dismutase (SOD), cujo
produto final é o H.O. (Halliwell, 1994). Porém, uma série de enzimas, tais como

xantina-oxidase e diversas oxidases, sao capazes de produzir in vivo H202 (reacao

). Os niveis de xantina oxidase aumentam em condi¢des de trauma e hip6xia (Valko
et al., 2006; Bauer, 2000).

202-. + 2H+ - H202 + 02 (l)

O que faz com que o HZO2 seja potencialmente danoso é a sua facilidade de

difusdo através de membranas bioldgicas e sua alta estabilidade. Dessa forma, o
H202 produzido na mitocondria alcanca facilmente outros compartimentos

intracelulares, podendo causar danos oxidativos inclusive no nucleo celular. Apesar
disso, existem uma série de compostos (metais de transicdo, enzimas e pequenas

moléculas) capazes de decompor o H202, impedindo seus efeitos (Hermes-Lima,

2004).
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2.4.2.3 Superoxido (02 °)

O radical superoxido (O2 °) é produzido principalmente em sistemas

biolégicos devido a redugdes incompletas do 02, acontece com cerca de 0,1- 0,2%
do 02 consumido pelos vertebrados. A maior parte do 02 consumido pela respiracao

celular é reduzido pela enzima citocromo ¢ oxidase, a qual, pela presenca de dois
grupamentos heme e dois grupos prostéticos de cobre, favorece a reducao do O2 a

HZO sem a liberacédo de intermediarios (Valko et al., 2006; Fridovich, 1998). Quando
ocorre 0 escape de elétrons, a reducao do O2 nao é tetravalente, ocorrendo a

formacao do radical O, *, principalmente na mitocéndria (Bauer, 2000; Babior 1990).

O radical Oz pode agir tanto como um agente redutor como agente oxidante.
A reatividade varia de acordo com o composto que reage, é relativamente baixa, e
conseqlientemente apresenta maior meia vida quando comparado ao radical “OH.
Paradoxalmente, é a espécie intermediaria que causa maiores danos, uma vez que,
devido a sua reatividade seletiva, pode difundir-se por maiores distancias,
alcancando diferentes alvos oxidativos (Valko et al., 2006; Fridovich, 1998).

Este radical pode iniciar uma seqiéncia de rea¢des que levam a formacao de
outras espécies reativas de oxigénio ndo radicalares como o perdxido de hidrogénio
(H20.), e o radical hidroxil ("OH) (reagdes I, Il e Ill). Em organismos vivos, a enzima
superdxido dismutase (SOD), catalisa a dismutagdo do O, * em O, e H,O,. Na
presenca de metais de transicdo ou quinonas, o Oy ° transfere elétrons para os
perdéxidos, e inversamente podem também atuar como oxidante, convertendo
hidroquinonas em semiquinonas com concomitante produgao de H.O, (reacdes Il, IlI
e IV) (Hermes-Lima, 2004).

O+ >0y (1
202-.+2H+% H202 +02 (l”)
H,O, +Fe(ll) — *OH + OH + Fe(lll) (V)

Os organismos vivos estdo frequentemente expostos a agentes nocivos, por
isso algumas células fagocitarias como os macréfagos, neutréfilos, mondcitos e

eosindfilos produzem o radical O, ° para inativar virus e bactérias (Babior 1990).
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Este radical também é gerado em reacdes de autoxidagdo, onde catecolaminas,
tetrahidrofolatos, e flavinas reduzidas reagem diretamente com o O, formando o
radical O, * (Halliwell & Gutteridge, 2007; Halliwell, 1994).

2.42.4  Hidroxil ("OH)

A caracteristica mais relevante do radical hidroxil (*OH) é a sua alta
reatividade com um tempo de meia-vida estimado em 1ns (Halliwell & Gutteridge,
2007). Em organismos vivos, devido a sua alta reatividade, pode reagir com todas as
biomoléculas proximas do local que é gerado, provocando danos em DNA, lipideos e
proteinas, podendo assim inviabilizar uma célula originando um quadro de apoptose
celular (Halliwell & Gutteridge, 2007; Bauer, 2000). O dano ao DNA pode resultar em
interrupcdo ou inducao da transcricao, inducao de sinais para a transducéo, erros de
replicacdo e instabilidade genémica. Esse dano é o primeiro passo envolvido na
mutagénese, carcinogénese e no envelhecimento (Halliwell & Gutteridge, 2007).

O radical hidroxil pode ser formado a partir das espécies reativas peroxido de

hidrogénio (HZOZ) e do radical superdxido (O2"*) com um metal de transicdo na sua

forma reduzida, tais como ferro e cobre conforme as reacbes de Fenton e Haber-
Weiss (reagdes V, VI e VII) (Yu, 1994). Na reacdo de Fenton a formacédo do ‘OH

ocorre através da reducao do H202, processo que resulta na quebra da ligagao O-O,

onde o doador de elétrons é um metal de transicdo na sua forma reduzida. As
reacoes demonstram a formacdo do radical hidroxil catalisada por ions cuprosos

(Cu()) e ions ferrosos (Fe(ll)), respectivamente (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Cu(l) + H:O, o, Cu(ll) + OH+°0OH Reacao de Fenton (catalisada por Cu”) (V)
Fe (I) + HO, _, Fe(lll) + OH +°*0OH Reacgéo de Fenton (catalisada por Fe*z) (VI

Fe(ll) +O,°  Fe(ll) + O,

O, +H,0O, . O,+ OH+ *OH Reacéo de Haber-Weiss (VII

Os complexos com ions metalicos podem ainda reagir com agentes redutores

presentes no meio intracelular, como por exemplo, o acido ascorbico (vitamina C) e
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radicais O, * . Dessa forma o radical hidroxil pode ser formado a partir do ciclo redox
dos ions Fe (Ill) e Cu (ll) (ver reacdes VIII a Xl) (Halliwell & Gutteridge, 2007;
Babior, 1990). O &cido ascérbico reduz espécies reativas e participa do mecanismo
protetor contra peroxidacao, o gene responsavel pela sintese de acido ascorbico ndo
¢é transcrito em humanos e em alguns outros mamiferos, embora esteja presente no
genoma. Essa a via enddgena de sintese é fonte de EROs, portanto a perda da
capacidade de sintetizar acido ascérbico é considerada benéfica, visto que a dieta é
capaz de suprir a deficiéncia enddgena (Cerqueira et al, 2007).

Cu (Il) + ascorbato — Cu (ll)-ascorbato — Cu () + radical ascorbil (VI
Cu (I) + 02—> Cu (Il) + 02_ (I1X)
20 +2H >HO +0 X)
2 2 2 2
Cu (I) + H202—> Cu (Il) + OH +-OH (X1)

2.4.2.5 Radicais Peroxil e Alcoxil

O radical hidroxil (OH®) ao reagir com compostos organicos produz um
carbono radicalar (R*) que em condicdes aerdbicas reage com o oxigénio dando
origem aos radicais alcoxil (RO") e peroxil (RO,") (reagdo Xll). A quimica do radical
peroxil varia de acordo com a natureza do radical R, o meio e a concentracdo de O,
e outros reagentes. (Goetz, 2008; Babior 1990).

R*+0, I RO," (XI1)

A acdo das EROs sobre as membranas bioldgicas promove reacbes em
cadeia, que resultam na peroxidacdo de fosfolipidios de membrana contendo
cadeias de acidos graxos insaturados, resultando na formacdo de hidroperdxidos
lipidicos. Apesar dos perdxidos organicos (ROOH) serem relativamente estaveis a
temperatura ambiente, a exposicdo destes a metais de transicdo, ao aquecimento ou
aos raios UV, provoca sua decomposicao levando também a geracao de radicais de
alcoxil (RO’) e peroxil (ROQO") (reacdes Xlll e XIV). A oxidacdo de lipidios em
condi¢des de estresse oxidativo e a acdo das prostaglandinas H sintetases 1 e 2,
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que participam da sintese de prostaglandinas, constituem processos significativos na
geracao destes radicais (Valko et al., 2006; Fridovich, 1998; Emerit, 1994).

ROOH + Fe (lll) - RO, + Fe (Il) + H* (XIIl)

ROOH + Fe (Il) — RO"+OH + Fe (lll) (XIV)

Os radicais peroxil estao envolvidos na clivagem do DNA e na modificacdo do
esqueleto carbbnico da proteina. (Halliwell & Gutteridge, 2007; Emerit, 1994).

2.4.3 Espécies Reativas de Nitrogénio

O principal radical livre de nitrogénio é o éxido nitrico (NO®), é um radical
alcoxil, é sintetizado nos organismos vivos na presenca de oxigénio a partir da L-
arginina durante a conversao da arginina a citrulina, por acdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS). Quando exposto ao ar, o radical 6xido nitrico reage com o O
formando o gés diéxido de nitrogénio (NO,"), espécie reativa de nitrogénio de maior
reatividade que o NO® (Halliwell & Gutteridge, 2007).

O interesse no estudo do NO® comecou a partir da descoberta da capacidade
deste ativar a enzima guanilato ciclase aumentando os niveis de GMP ciclico com
consequente queda nos niveis intracelulares de calcio, resultando no relaxamento
muscular, dilatacdo dos vasos e conseqlente queda da pressao sanguinea (Halliwell
& Gutteridge, 2007; Valko et al., 2006).
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O NO’ tem uma meia-vida de segundos em ambiente aquoso e maior
estabilidade em meios com baixa concentragcdo de O,. Por ser soluvel em meio
aquoso e lipidico, o NO' difunde-se pelo citoplasma e atravessa a membrana
plasmatica. Atua como importante sinalizador bioldégico em diversos processos como
neurotransmissao, regulacdo da pressdao sanguinea, mecanismos de defesa,
relaxamento dos musculos lisos e na regulagdo do sistema imune. No meio
extracelular, o NO" reage com H>O e O, para formar nitrato e nitrito. Durante os
processos inflamatérios as células do sistema imune produzem Oz ° e NO’, que
reagem entre si formando uma espécie reativa com maior potencial oxidativo, o
anion peroxinitrito (ONOQO’) que pode causar fragmentacdo do DNA e oxidacao
lipidica (Valko et al., 2007).

2.4.4 Estresse Oxidativo

s

Estresse oxidativo € definidko como a condicdo na qual ocorre um
desequilibrio entre a producao fisioldgica de EROs e acao das defesas antioxidantes
favorecendo os efeitos oxidativos danosos (Halliwell & Gutteridge, 2007). As células,
apesar de produzirem continuamente RL e EROs durante o metabolismo aerdébico,
produzem simultaneamente antioxidantes para combaté-los, evitando assim o
estresse oxidativo. A producao intracelular de EROs ndo implica necessariamente
toxicidade celular, isso somente ira ocorrer quando sua producao ultrapassar a
capacidade das defesas antioxidantes ou afetar a sinalizagcdo redox, interferindo na
funcionalidade das células (Jones, 2006), e consequentemente, resultando em
patologias decorrentes da acao dos radicais livres sobre as biomoléculas (Halliwell &
Gutteridge, 2007).

Os danos causados pelos radicais livres as biomoléculas, através da
destruicdo de membranas biolégicas, mutacées génica, alteracdo de receptores
bioquimicos e outros processos podem resultar em condi¢des patologicas (Valko et
al., 2007; Cooke et al., 2003).

O estresse oxidativo parece estar relacionado a etiologia de diversas doencas
croénico nao-transmissiveis, tais como, doencas cardiovascular, cancer, diabetes,
doencas neurodegenerativas; também tem sido comumente associado ao
envelhecimento, doencas inflamatérias e auto-imunes, infeccao por HIV, quadros de
isquemia e reperfusdo devido a transplantes de o6rgaos (Asare et al., 2009;



47

WHO/FAOQO, 2003; ). As doenga crbnicas nao-transmissiveis compreendem aquelas
desenvolvidas ao longo da vida como resultado de uma interacdo entre
caracteristicas genéticas e influéncias ambientais, estas Ultimas representadas
principalmente por habitos alimentares inadequados, o tabagismo, poluicao,
sedentarismo e o consumo de bebidas alcodlicas (Block et al., 2002).

Tanto o excesso como a deficiéncia de micronutrientes podem potencializar
danos oxidativos ao DNA, lipideos e proteinas. A perda da homeostase desses
nutrientes pode acontecer devido a erros inatos do metabolismo e/ou consumo
excessivo de micronutrientes (Block et al., 2002). Nos paises em desenvolvimento,
como o Brasil, as doencgas carenciais coexistem com as DCNT que, em sua maioria,
estdo associadas ao excesso de nutrientes (Brasil, 2007). A prevaléncia das DCNT
tem aumentado no mundo e, este cenario tende a se intensificar com o
envelhecimento da populagdo (Brasil, 2006). Mundialmente, a mortalidade por
doencas cronicas em 2001 foi de 46% e estima-se que atinja 57% em 2020
(WHO/FAQ, 2002). No Brasil, houve um aumento de 34% para 48% de 1979 a 2003
(Brasil, 2006).

2.4.4.1 Agentes Oxidantes (Pro-oxidantes)

Agentes oxidantes ou pré-oxidantes sdo substancias endégenas ou exdgenas
que possuem a capacidade de oxidar moléculas-alvo devido a maior geracao
intracelular de EROs e conseqlente deficiéncia dos mecanismos antioxidantes
(Figura 8). Dentre algumas moléculas exdgenas que fazem parte dos agentes
oxidantes podemos citar a radiacdo ionizante, medicamentos, cigarro, o0zénio,
poluentes ambientais e alguns micronutrientes dietéticos. No grupo das moléculas
endogenas estdo algumas enzimas da cadeia respiratoria, inflamacoes,
peroxissomos e fagocitos. Alguns metais de transicdo, principalmente ferro e cobre,
provenientes de fontes dietéticas sdo utilizados como doadores de elétrons nas
reacdes que desencadeiam a formacéo de alguns radicais livres, potencializando o
efeito dessas no organismo (Cerqueira, Medeiros, Augusto, 2007; Young, Lowe,
2001; Guven et al., 2000)
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Figura 8. Esquema da regulagéo fisioldégica entre oxidantes e antioxidantes. Os
antioxidantes (ANTIOX) enddgenos incluem enzimas: superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), peroxirredoxinas (PRX) e tiorredoxinas
(Trx); compostos de baixo peso molecular: acido urico (AU); acido lipoico (AL);
coenzima Q (CoQ) e glutationa (GSH); tiol proteinas, como albumina,
peroxirredoxinas e tiorredoxinas, e proteinas armazenadoras/transportadoras de
ions de metais de transicdo. As defesas antioxidantes exdgenas referem-se aos
antioxidantes obtidos por meio da alimentagdo, sendo os mais estudados o acido
ascérbico (Asc), a-tocoferol (a-TH), carotendides (CAR) e polifenodis. Fonte:
Cerqueira, Medeiros, Augusto, 2007 com adaptacoes.
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2.4.4.1.2 Marcadores de Danos Oxidativos a Biomoléculas

24.41.21 Peroxidacao Lipidica

Em termos gerais, a peroxidacao lipidica é o processo, segundo o qual,
ocorrem oxidacdes sucessivas em lipideos insaturados, se inicia com a oxidacao dos
acidos graxos insaturados devido ao excesso de radicais livres, principalmente
radicais ‘OH, com conseqliente formacdo de radicais de &cidos graxos e
hidroperéxidos de lipideos (L* ou LOOH®, respectivamente). Levam a alteracdo da
fluidez das membranas, alterando, portanto seu funcionamento e podendo até
rompé-las (Montine, Quinn, Montine, 2003). O termo é largamente conhecido pela
industria alimenticia, uma vez que € o principal responsavel pela rancidez de 6leos,
carnes e derivados (Girotti, 1998).

Este processo parece ocorrer por sucessivas abstracoes de atomos de
hidrogénio do grupamento metil dos acidos graxos poliinsaturados ou da cadeia
lateral destes por radicais livres. O radical resultante desta reacdo pode entdo, ao
interagir com O, formar radicais perdxidos (Montine, Quinn, Montine, 2003; Guven
et al., 2000; Henle, Linn, 1997). Os lipideos hidroper6xidos alteram a estrutura,
propriedades e funcao das membranas celulares (Girotti, 1998), além de
constituirem fonte de aldeidos reativos, como o MDA, que séo capazes de causar
danos ao DNA e proteinas, resultando em processos mutagénicos (Toyokuni et al.,
1994).

Os niveis de malondialdeido (MDA) sao utilizados para avaliar a peroxidacao
lipidica em tecidos, sendo quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), ou por espectrofotometria através do teste de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARSs), que identifica compostos que apresentam reatividade com o
acido tiobarbiturico (TBA). O teste espectrofotométrico tem sido criticado na
literatura, pois pode superestimar os niveis de peroxidacao lipidica, pois diversos
produtos da oxidacao de lipideos que nao apenas o malondialdeido sdo capazes de
formar complexos com o TBA.
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Figura 9. Reacdo do TBA (1) e MDA (2) resultando no complexo TBA-MDA. Fonte:
Griffiths et al, 2002.

O processo de peroxidacdo lipidica ocorre em trés etapas: iniciagcao,
propagacao e terminacao (Figura 10) (Halliwell & Gutteridge, 2007). A iniciacdo €
caracterizada pela abstracdo de um atomo de hidrogénio do lipideo (LH), devido a

presenca do agente oxidante, formando um radical lipidico (L ), que posteriormente

reage com o O2 liberando o radical peroxil (LOO'). A propagacao da peroxidacao

lipidica caracteriza-se pela reacdo do LOO com outro lipideo, ocorrendo nova

abstracao do atomo de hidrogénio e liberando nova molécula de L e um lipideo
hidroperéxido (LOOH). O LOOH pode reagir com metais de transigéo, liberando

tanto radical alcoxil (LO.) quanto radical peroxil (LOO.). Na terminacao os peroxidos
se combinam, formando moléculas mais estaveis (Cerqueira, Medeiros, Augusto,
2007).

Iniciacio Propagacio Terminagio
1y
0, F&* Fo» Aldeidos
L
LH —= L' = LOO' 7= LOOH— LO Cetonas
HO®| H,0 Lm L Fe' Fe* + N0 Epdxidos

Figura 10. Representacdao esquematica das fases de peroxidacao lipidica. Fonte:
Cerqueira, Medeiros, Augusto, 2007.

Os processos de peroxidacao lipidica sdo considerados os principais
responsaveis por causar dano e morte celular, os produtos de peroxidacao lipidica
(aldeidos e radicais peroxil e alcoxil) podem interagir com bases nitrogenadas e
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proteinas transmembranicas aumentando os danos celulares. Varias condi¢des
patolégicas estdo relacionadas a peroxidacdo lipidica. Isto ocorre porque os
produtos formados sdo potencialmente téxicos, como é o caso principalmente dos
aldeidos e dos hidroperoxidos (Halliwell & Gutteridge, 2007). O MDA, assim como
outros produtos da peroxidacdo lipidica, também possui efeito mutagénico e
carcinogénico (Valko et al., 2006).

2.4.4.1.2.2 Peroxidacao Protéica

A oxidagdo de proteinas estd intimamente relacionada aos processos de
envelhecimento e de desenvolvimento de desordens neurodegenerativas. Uma vez
oxidadas, as proteinas tornam-se alvos de degradacédo por proteases endogenas.
Este processo proteolitico diminui 0 acumulo de proteinas sem funcao bioquimica
adequada (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Na oxidacao protéica pode ocorrer a introdugdo de um novo grupo funcional,
como o hidroxil e o carbonil, que levam a uma alteracdo da funcédo e do turnover
protéico (Valko et al., 2007). O radical ‘OH promove a abstracdo de um atomo de
hidrogénio da cadeia polipeptidica da proteina resultando na formagao de um radical
de carbono central, que reage com O, formando o radical peroxil, este reage com a
forma protonada do Oy * (HO") originando o alcoxil peréxido. Na auséncia de metais
de transicao, as proteinas sao resistentes a acao do H.O,, mas os radicais hidroxil e
alcoxil podem provocar a clivagem das ligacdes peptidicas (Griffiths et al., 2002)..

A maior evidéncia de que EROs sdo capazes de interagir com proteinas é a
presenca de proteinas carboniladas em condi¢cdes de estresse oxidativo, geradas
pela quebra e oxidacdo da cadeia polipeptidica ou pela oxidacdo das cadeias
laterais dos aminoacidos como arginina, lisina, prolina e treonina. Os niveis de
proteinas carboniladas tem sido utilizado como um dos marcadores de estresse
oxidativo, sendo considerado um biomarcador genérico, pois & produto da oxidacao
de diferentes aminoacidos (Figura 11) (Stadtman & Levine, 2000).
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Figura 11. Formacao do grupamento carbonil. Fonte: Griffiths et al., 2002.

24.4.2 Agentes Antioxidantes

O desenvolvimento dos organismos aerdbicos somente tornou-se possivel
gracas as adaptacdes bioldgicas que levaram ao desenvolvimento de defesas
antioxidantes contra a toxicidade do oxigénio e espécies derivadas deste (Cerqueira,
Medeiros, Augusto, 2007).

Por definicdo um antioxidante constitui qualquer substancia que em baixa
concentragdo comparada com uma substancia oxidante, retarda ou inibe a
velocidade de oxidacdo do substrato (Englberge et al., 2009). De maneira geral, o
sistema de defesas antioxidantes é composto por defesas enzimaticas e nao
enzimaticas.

Os principais mecanismos de acdo de compostos antioxidantes incluem:
captadores de radicais e supressores de estados excitados; sistemas cataliticos que
neutralizam ou eliminam EROs/ERNs e a ligacao de ions metélicos a proteinas, o
que os torna indisponiveis para a producao de espécies oxidantes (Cerqueira,
Medeiros, Augusto, 2007). Entre os principais antioxidantes encontrados no plasma
humano estdo proteinas/peptideos com grupamento tiol (SH) (800-1000 umol/L),
sendo a albumina a principal representante; acido urico (150-400 umol/L); &cido
ascérbico (30-150 umol/L); tocoferol (20-50 uymol/L) e carotendides (0,08-3 umol/L)
(Cerqueira, Medeiros, Augusto, 2007). De maneira geral as defesas antioxidantes

podem ser classificadas em: enzimaticas e ndo-enziméaticas.
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24.4.21 Defesas enzimaticas

Os antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas: superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase dependente de selénio (SeGPx ou
GPX), glutationa-S-transferase (GST) e glutationa-redutase (GR), que protegem as
células dos efeitos tdxicos dos radicais livres (Valko et al., 2007).

O sistema de defesa enzimatico comecou a ser descrito na década de 60,
com a descoberta da enzima superdxido dismutase (SOD), essa enzima converte
02" em H.,O, através de um reacdo de dismutagdo do radical O.", constitui a
primeira defesa do organismo contra as EROs. Possui diversas isoformas, cada uma
sendo caracterizada pelo tipo de metal que compde seu grupo prostético (Fridovich,
1998). Nas células de mamiferos a enzima SOD mitocondrial € dependente de Mn
(MnSOD), enquanto a citosélica é dependente de Cu e Zn (CuZnSOD). Devido a
atividade da enzima SOD gerar como produto final H>O,, a eficiéncia de sua agéao é
dependente da atividade de duas outras enzimas para remocao deste produto, a
catalase e a glutationa peroxidase (GPX) (Valko et al., 2007).

A CAT é responsavel pela degradacdo do H.O, a H.O e O, enquanto a
SeGPx, catalisa reacbes de degradacao de perdxidos organicos e inorganicos,
através da oxidacdo da glutationa. A reducdo da glutationa-oxidada (GSSG) a
glutationa reduzida (GSH) é catalisada pela enzima glutationa redutase (GR) e libera
duas moléculas de agua, utilizando como co-fator a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). A SeGPx e a GR sao encontradas no
citoplasma e na mitocéndria. A enzima GPx possui atividade de glutationa-
peroxidase independente de selénio, reduzindo peroxidos orgénicos (Englberge et
al., 2009; Valko et al., 2007). Por ser o maior sitio de geragcao de radicais livres, a
mitocOndria possui alta atividade de enzimas antioxidantes como GR, SOD e GPX,
em ambos os lados das suas membranas, em relacdo aos demais compartimentos

celulares, para minimizar o estresse oxidativo (Figura 12) (Valko et al., 2007).
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Figura 12. Esquema de agao das defesas antioxidantes enzimaticas. Fonte: Halliwell
& Gutteridge, 2007.

2.44.2.2 Defesas nao - enzimaticas

O sistema nao-enzimatico de defesas antioxidantes é composto por
antioxidantes de baixo peso molecular. Estes podem ser substancias produzidas
pelo préprio organismo ou obtidas da dieta. Os componentes celulares ndo sao
protegidos totalmente por antioxidantes enddgenos, dessa forma os antioxidantes
obtidos da dieta parecem auxiliar nas defesas contra oxidacao, tendo importante
papel na manutencdo da saude. Os beneficios para a salde associados ao
consumo de frutas e hortalicas devem-se, em parte, a presenca de antioxidantes
nestes alimentos. Os compostos antioxidantes podem reagir de duas maneiras
distintas, diretamente com um radical livre, neutralizando-o, ou impedindo a sua
formacao (Cerqueira, Medeiros, Augusto, 2007).

Dentre os agentes antioxidantes ndo enzimaticos seqlestradores de elétrons
estdo os metabdlitos como lactato, piruvato e acido uUrico, outras substancias
endoégenas como o hormdnio do crescimento (GSH), estrégenos, acido lipdico,
melatonina e bilirrubina, e por fim, os chamados fitonutrientes, largamente
encontrados nos denominados alimentos funcionais, como os polifendis, os
flavondides, o acido ascorbico, o a-tocoferol, os carotendides, como o B-caroteno, as
xantofilas e o licopeno. Ha também os sequestradores de origem nao-biolégica,
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utilizados, em estudos in vitro. Os mais comuns sdo: benzoato, 2-desoxirribose, butil
hidroxi tolueno (BHT), dimetilsulféxido (DMSO), tiouréia e compostos furanosidicos.
(Asare et al., 2009).

No grupo de antioxidantes que atuam impedindo ou dificultando o inicio das
reacdes de formacao de EROs os mais estudados sédo desferroxamina (DFO), acido
etileno diamino tetracético (EDTA), acido dietileno triamino pentacético (DTPA),
acido N,N’-o-hidroxi benzil etileno diamino diacético (HBED), e piridoxal isocotinoil
hidrazona (PIH). Normalmente, essas moléculas agem como quelantes de metais de
transicao, principalmente de ferro e cobre (Block et al., 2002).

As defesas ndo-enzimaticas compreendem ainda as proteinas que se ligam
aos metais de transicdo, como a transferrina, a ferritina e a ceruloplasmina néo
deixando esses metais disponiveis para catalisarem reacdes, como a reacao de
Fenton (Block et al., 2002).

Os mecanismos de acdo antioxidante do &acido ascoérbico, a-tocoferol,
carotendides e polifendis in vitro sdo conhecidos. No entanto, estudos tem sido
desenvolvidos na tentativa de estabelecer a eficiéncia de absorcdo no trato
gastrointestinal, biodisponibilidade, mecanismo de agdao e recomendagdes desses
compostos para consumo humano. H& perspectivas de que antioxidantes dietéticos
possam ser usados futuramente no tratamento de doengas cuja génese envolva
processos oxidativos (Jun et al., 2009).

A vitamina E € relatada como um dos antioxidantes mais eficazes, sendo o
mais comum e potente antioxidante distribuido na natureza, principalmente em 6leos
vegetais, além de ser parte integrante de um sistema de protecdo que envolve
outros componentes, dentre eles o0 4cido ascérbico e as enzimas como a glutationa
redutase, a glutationa peroxidase, a superéxido dismutase e a catalase (Bianchini-
Pontuschka & Penteado, 2003). Os tocoferdis, quando nao esterificados, protegem
as membranas celulares por terem a habilidade para atuar como antioxidante por
quelar radicais livres pela doacao de hidrogénio fendlico e elétron (Gregory, 1996).
Parece oferecer protecdo contra os efeitos da superdosagem de vitamina A, além
disso, acentua a atividade do retinol no intestino prevenindo assim sua oxidacao
(Youngson, 1995).

E importante frisar que existem antioxidantes certos para cada tipo de radical
livre. Deve-se conhecer o tipo de radical livre lesivo e qual 0 mecanismo que este
age para poder definir o antioxidante adequado para combaté-lo (Youngson, 1995).
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Estudos recentes sugerem que os antioxidantes sdo eficazes na prevencao
de DCNT associadas ao estresse oxidativo quando aplicados em grupos que
apresentam concentracées plasmaticas inadequadas desses compostos (Hercberg
et al., 2004; Knoops et al., 2004). Nao existem evidéncias de que o consumo de
alimentos ricos em antioxidantes ao longo da vida acarrete efeitos prejudiciais. Ao
contrario, ha fortes evidéncias epidemiologicas de que estejam associados a um
envelhecimento saudavel e a longevidade funcional (Hercberg et al., 2004; Knoops
et al., 2004). A maioria dos estudos que apresentam resultados controversos utilizam
antioxidantes em doses de suplementos (Asare et al., 2009, Young, Lowe, 2001).

Asare et al. (2009) estudaram o efeito da combinacédo das vitaminas A e E
sobre o0 cancer hepatico iniciado por EROs, em ratos tratados com sobrecarga de
ferro na dieta. Os animais foram divididos em quatro grupos, um grupo controle
(dieta AIN-93G), trés grupos com sobrecarga de ferro (2,5% de ferro pentacarbonil),
sendo um sem uso de antioxidante e dois outros tratados com diferentes doses de
vitamina A e E (42xRDA e 10xRDA, respectivamente), e um quarto grupo com dieta
deficiente em vitaminas A e E. O estudo teve duracdo de 32 meses, sendo
sacrificados cinco animais de cada grupo ap6s 2 meses, 4 meses € em seguida a
cada 4 meses até os 2 anos e ao final de 32 meses. Os autores observaram que a
suplementacao de vitamina A e E reduziu os efeitos do estresse oxidativo por um
periodo limitado (20 meses), entretanto, um longo periodo com altas doses dessas
vitaminas nao foi capaz de reduzir o efeito toxico dos produtos de reacdes de
oxidacao e consequentemente os danos hepaticos. Porém estudos com doses

fisiolégicas sdo necessarios para avaliar o potencial antioxidantes dessas vitaminas.

2.44.2.2.1 Acao Antioxidante dos retindides e

carotenoides

Na literatura tem sido proposto o papel antioxidante do retinol em sistemas
biolégicos, varios estudos procuram esclarecer o0 mecanismo da vitamina A em
alguns processos envolvendo doengas relacionadas a oxidagéo de biomoléculas, e a
relacdo entre a ingestdo de vitamina A e a protecao contra DCNT. Bjelke, em 1975,
relatou pela primeira vez algumas evidencias epidemiolégicas sugestivas de que a
vitamina A poderia ter um efeito protetor contra o cancer de pulmao. Entretanto no
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inicio de 1980 tornou-se mais forte a associagcao entre o B-caroteno e a redugao de
cancer de pulméao, mas nao para o retinol (Moreno, 1999).

Uma revisdo de estudos epidemiolégicos publicados na literatura descreveu
gue em animais a vitamina A apresenta uma acao preventiva no desenvolvimento de
tumores da bexiga, mama, estdbmago e pele. Estudos epidemiolégicos também
mostraram que o consumo regular de alimentos ricos em vitamina A pode diminuir a
incidéncia de cancer retal e de célon (Bianch, Antunes, 1999; WCRF, 1999). A
atividade quimiopreventiva dos retindides observada tanto em modelos
experimentais de carcinogénese quanto em alguns tipos de canceres em humanos,
tem sido atribuida a acéo do acido retindico sobre a expressao de genes envolvidos
com a diferenciacao e proliferacao celular (Asare et al., 2009; Lotan, 1996).

O processo carcinogénico € caracterizado por um estado oxidativo crénico,
especialmente na etapa de promocado. Além disso, a fase de iniciagdo esta
associada com dano irreversivel no material genético da célula, muitas vezes devido
ao ataque de radicais livres. Desse modo, os nutrientes antioxidantes podem reduzir
o risco de cancer inibindo danos oxidativos ao DNA, sendo, portanto considerados
como agentes potencialmente quimiopreventivos (Pool-Zobel et al.,1997).

A atividade antioxidante da vitamina A ainda ndo esta bem definida, porém é
sugerido que a vitamina A é capaz de interagir com radicais livres, como o radical
peroxil, interrompendo a propagacao da peroxidacao lipidica e a geracao de
hidroperoxidos (Palace et al, 1999). Tesoriere et al (1993) demonstraram em células
lisossomais que o retinol € um eficaz sequestrador de radicais peroxil, sendo capaz
de inibir a peroxidacdo em solucdes oxidaveis. Neste experimento quando as
espécies radicalares foram colocadas em ambientes lipidicos o retinol teve melhor
efeito antioxidante que o tocoferol, comparados a meios aquosos. Essa propriedade
do retinol foi atribuida a sua estrutura quimica menor que a do tocoferol, o que
permitiria ter uma maior mobilidade e uma menor habilidade de interagir com os
radicais peroxil nas membranas. Além de estabilizar os radicais peroxil, a vitamina A
pode ser oxidada diretamente por espécies radicalares estabilizando o radical
lipidico. DAS & PEREIRA (1990) estudaram o uso de antioxidantes naturais em
6leos comestiveis, e observaram que a vitamina A e seus analogos, retinal, acido
retindico, acetato e palmitato de retinol, mostraram efeitos antioxidantes expressivos,

podendo ser usados como uma alternativa na inibicao da peroxidacao lipidica.
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A atividade pré-vitaminica dos carotendides vem sendo estudada desde a
década de 50, mas foi no inicio da década de 90 que surgiu o interesse no papel
antioxidante destes compostos relacionados a protecdo das DCNT (Hercberg et al.,
2004). O B-caroteno, o mais importante precursor da vitamina A, esta amplamente
distribuido nos alimentos e possui acdo antioxidante. Os carotendides séao
considerados quimiopreventivos, porque inibem, principalmente, a iniciagdo e
propagacdao da carcinogénese (Peres et al, 2003). O p-caroteno, apresenta
propriedade de interceptar certos radicais livres e desativar moléculas reativas de
oxigénio singleto, que sdo geradas como subprodutos de muitos processos
metabdlicos normais. Logo, € possivel que o B-caroteno livre circulante tenha efeito
protetor na carcinogénese, independente de sua conversado a retinol, desativando
estes tipos de moléculas ou prevenindo dano oxidativo (Peres et al, 2003).

Os mecanismos de acao dos carotendides capazes de proteger as células
contra danos oxidativos resumem-se na habilidade destas moléculas funcionarem
tanto como agentes fotoprotetor, contra os efeitos nocivos da luz e oxigénio, quanto
como moléculas reativas contra espécies quimicas geradas dentro das células,
capazes de induzir danos oxidativos (Cerqueira, Medeiros, Augusto, 2007; Young,
Lowe, 2001). A habilidade dos carotendides com a molécula de O, fundamenta-se
na estrutura desses compostos, principalmente as duplas ligagcdes conjugadas que
possivelmente captam radicais livres. Enquanto como agentes fotossensiveis o0s
carotendides possuem a habilidade de suprimir as formas tripleto e singleto gerados
nas células, via transferéncia de energia destas, transformando-as na molécula de
oxigénio em seu estado fundamental. A energia entdo absorvida pelo carotendide é
dissipada na forma de calor, retornando a molécula ao seu estado basal (Cerqueira,
Medeiros, Augusto, 2007; Young, Lowe, 2001). O carotendide excitado resultante
libera pouca energia e, portanto, é inofensiva ao meio celular (Cerqueira, Medeiros,
Augusto, 2007; Young, Lowe, 2001).

Diversos fatores, tais como, a estrutura da molécula oxidavel, tipo de
carotendide; a localizacao e sitio de atuagdo do carotendide; a capacidade de
interagir com outros carotendides e antioxidantes; a concentracdo do carotendide e
a pressdo parcial de oxigénio influenciam a capacidade antioxidante dos
carotendides em sistemas bioldgicos (Young, Lowe, 2001). Entre as reacdes in vitro

bem estabelecidas dos antioxidantes carotenodides (CAR), encontram-se as reagdes
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com radical peroxil (ROO’) que se ddo ao menos por trés vias (reagdes XV a XVII)
(Cerqueira, Medeiros, Augusto, 2007, Young, Lowe, 2001):

CAR + ROO+ — CARe++ + ROO- (transferéncia de elétrons) (XV)
CAR + ROO+ — CAR- + ROOH (abstrac¢ao de hidrogénio) (XVI)
CAR + ROO+ — ROOCAR:- (adigao) (XVII)

As reacdes de transferéncia de elétrons resultam em carotendides radicalares
na forma de céation (CAR*), anion (CAR™) ou de um radical alkil (CAR®) (Young,
Lowe, 2001). A adicao de radicais livres, como radicais peroxidos (ROO-) pode
ocorrer em qualquer ponto da molécula de carotendide (CAR), resultando na
formagdo de um carotendide carbono radicalar. O radical seria estabilizado
interferindo, portanto, na fase de propagacdo da oxidacdo, por exemplo, na
peroxidacao lipidica (Young, Lowe, 2001).

In vivo, o conteudo e a composicdo tecidual de carotendides sao
heterogéneos. Em ambientes apolares, como tecido adiposo e interior de
membranas plasmaticas, a separacao de carga é termodinamicamente desfavoravel,
e a reacgao (transferéncia de elétrons) é improvavel para licopeno e B-caroteno
(hidrocarbonetos). Contudo, carotendides, como zeaxantina, possuem grupamentos
polares, e podem, portanto interceptar radicais no meio aquoso e na superficie de
membranas. Uma vez que o cation radical carotenéide (CAR™) é formado, pode
oxidar diferentes compostos no ambiente aquoso (Young, Lowe, 2001).

Os radicais carotendides podem decair por meio de reagdes com outros
radicais, formando produtos estaveis; ou podem ser estabilizados por ressonancia e,
portanto, sdo pouco reativos. Contudo, os diferentes mecanismos pelos quais 0s
carotendides podem captar radicais levam a uma variedade de radicais carotendides
que, por sua vez, levam a multiplos produtos finais. O potencial protetor ou deletério
destes produtos finais depende da natureza do radical, de seu meio ambiente
(aquoso ou lipidico) e de caracteristicas estruturais, como terminal ciclico ou aciclico,
grupos finais polares ou apolares, propriedades redox, entre outras (Young, Lowe,
2001).

A protecgéo sinérgica dos diversos carotenoides depende da razdo molar entre

estes antioxidantes. Um aumento ou decréscimo de um destes componentes
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proporciona um desequilibrio, podendo gerar uma acao pré-oxidante. O aumento
excessivo na concentracdo de carotendides resulta na formagdo de carotendides
radicalares (CAR®) muito acima da concentracdo de ascorbato e tocoferol. O
acumulo de CAR® propicia a reagdo com os carotendides presentes, produzindo o

efeito pré-oxidante nas células (reacao XVIII) (Young, Lowe, 2001; Russel, 2000):

CAR;*" + CAR; — CAR; + CAR,™ (XVIN)

Embora estudos com animais demonstrem que a suplementacdo com [3-
caroteno protege contra o cancer em algumas situacdes, estudos populacionais
mostraram efeitos nulos ou negativos. O estudo populacional CARET (“The Beta
Carotene and Retinol Efficacy Trial”) realizado com 18000 fumantes norte-
americanos no qual foi administrado B-caroteno e vitamina A na forma de
suplementos, previsto para durar 5 anos, encerrou-se na metade do tempo devido a
uma tendéncia de aumento no desenvolvimento de cancer de pulmdo e da
mortalidade nos individuos suplementados (Omen et al., 1996). O estudo anterior,
ATBC “Alpha-Tocopherol Beta- Carotene”, também realizado em fumantes,
apresentou igual tendéncia nos grupos suplementados com (-caroteno e (-caroteno
e a-tocoferol, o que néo foi observado na suplementagdo apenas com a-tocoferol.
Nao ha consenso entre os pesquisadores em relacdo a atividade pro-oxidante dos
carotendides, mas sugere-se que em sistemas biolégicos existem muitos fatores que
podem reduzir a eficacia antioxidante destes compostos (Fields, Soprano, Soprano,
2007).

A participacdo dos carotendides nos processos de comunicagdo celular,
regulacao da transcricdo de alguns genes e conversao em retindides pode ser tao
ou mais importante que a atividade antioxidante nos efeitos fisioldégicos atribuidos
aos radicais livres (Englberger et al., 2009; Young, Lowe, 2001). Um dos
mecanismos propostos para o efeito antineoplasico do RA quando associado aos
seus receptores (RAR e RXR), seria que o complexo RA-RAR-RXR se ligaria a
proteina ativadora 1 (AP-1) inibindo sua atividade. A AP-1 compreende um complexo
protéico, codificado pelos genes c-Fos e c-Jun, que medeia a sinalizacdo de fatores
de crescimento, oncogenes e promotores de tumores, que usualmente resulta em
proliferacdo celular. Desta forma a perda da homeostase do RA por indugdo das
CYPs levaria consequentemente a uma diminuicao da sinalizacao celular por acao
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do RA, e conseqiente aumento da expressao de AP-1 (Russel, 2000). Assim,
estudos adicionais sdo necessarios para confirmar se o0s beneficios dos
carotendides relacionam-se as propriedades antioxidantes ou a outras atividades
biolégicas.

Apesar de fortes evidéncias epidemiolégicas estabelecerem essas
associagcdes, o mecanismo de inibicAo da carcinogénese pela vitamina A e
carotendides nao esta completamente elucidado. Assim, o uso de vitaminas e outros
antioxidantes na prevencdo e modulacdo das conseqiiéncias patologicas dos
radicais livres precisa da definicdo de doses e de protocolo de tratamento, sendo
necessarios mais estudos sobre 0 mecanismo de ac¢do desses agentes antes da sua

prescricdo em larga escala (Kabat et al., 2009).
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3 Objetivos

3.40bjetivo geral

Avaliar in vivo o efeito da deficiéncia de vitamina A na concentracdo de ferro e

no dano oxidativo em tecidos de ratos em diferentes estagios de deplecéo.

3.50bjetivos especificos

¢ Avaliar a concentracao de vitamina A no figado dos ratos submetidos a dietas
com diferentes concentragdes de vitamina A e em diferentes estagios de deplecao;

e Avaliar a concentracdo de ferro no figado, baco e intestino dos ratos
submetidos a dietas com diferentes concentracées de vitamina A e em diferentes

estagios de deplecéo;

e Avaliar a peroxidacao lipidica e protéica nos tecidos (intestino, baco, figado)
de ratos submetidos a dietas com diferentes concentracbes de vitamina A e em

diferentes estagios de deplecéao;

¢ Verificar possiveis associacdoes entre o0s niveis de peroxidacao lipidica e
protéica com a concentragdo de vitamina A e ferro nos diferentes tecidos
estudados em diferentes estagios de deplecgao.
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4 Materiais e Métodos

4.4Animais

52 ratos Wistar machos, com 21 dias de idade, foram alojados no biotério, em
gaiolas individuais, com ciclos de luz / escuriddo 12/12h, e temperatura de 22° + 2°C.
A dieta foi oferecida durante o ciclo de escuridao, 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 n° 18996/2008.

No inicio do estudo (To), apds trés dias de aclimatizagao, foram sacrificados
por deslocamento cervical 10 animais para determinacdo dos parametros basais
(Grupo Tp). 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 4000Ul de
vitamina A. Estes teores correspondem a recomendacao de ferro e vitamina A para
roedores (Reeves, 1993).

* Grupo Deficiente em Vitamina A (VA): dieta AIN-93G com 35 mg de Fe/kg dieta e
sem fonte de vitamina A (Reeves, 1993).

Apébs 15 (Tys), 30 (Ta0) € 45 (T4s) dias de tratamento com uma das dietas
descritas anteriormente, 7 animais de cada grupo foram sacrificados. O figado, baco
e intestino delgado foram retirados e lavados com solucédo salina para retirada do
excesso de sangue, o excesso de salina removido em papel toalha; pesados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -70° C até a

realizacdo das analises.

4.5Variaveis Analisadas

Ganho de peso: Os animais foram pesados semanalmente em balanga de precisao
com capacidade minima de 0,5g e maxima de 500g + 0,001g.

Consumo de dieta: foi determinado diariamente através da diferenca entre a
guantidade de dieta ofertada e a sobra.
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Determinacao da concentracao de retinol hepatico

A concentracdo de retinol hepatico foi determinada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), segundo método descrito por Tanumihardjo &
Penniston (2002). Todo processo foi realizado a meia luz. Brevemente, uma
amostra de aproximadamente 0,1 g de figado foi macerada em homogeneizador de
tecidos (Ultra-Turrax T8, IKA®- Werke, Alemanha) a temperatura de 4°C,
posteriormente ressuspendido em etanol (1,5 x volume) e agitado durante 15
segundos em vortex. Ao homogeneizado foi acrescentado KOH 50% (0,8 x volume),
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 incubagcdo. Apds a
saponificagcao, o retinol foi extraido com hexano pureza HPLC (2 x volume/3 vezes).
A extracdo foi feita da seguinte forma: apds a adicdo do hexano, a amostra foi
homogeneizada em vortex durante 30 segundos sendo posteriormente centrifugada
a 1000xg durante 3 minutos para a separacao 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 o extrato estocado a -70°C em microtubos
protegidos da luz, para evitar oxidacao, até leitura no HPLC.

A separacéo e identificagdo da molécula de retinol foram feitas utilizando o
Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, Shimadzu, Sinc do
Brasil Instrumentacao Cientifica Ltda), coluna CLC-ODS (M), com fluxo de 1 mL/min,
fase movel metanol/ agua (95:5) e deteccao em 325 nm. Para obtencao do perfil
cromatografico, o extrato foi diluido em 2 mL de etanol pureza HPLC, filtrada em
filtro de membrana de nylon 0,45 um e 13 mm de diametro (Millipore), o filtrado foi
colocado no injetor automatico e aplicado 20 uL para andlise. As analises foram
feitas em duplicata.

Para quantificacdo foi construida uma curva padrao utilizando o all-trans-
retinol sintético (Fluka Biochemika, retinol > 99% - HPLC) diluido em etanol. A
concentracao da solugao anterior foi calculada a partir da absorbancia obtida a 325
nm em espectrofotémetro (Pharmacia Biotech, Brasil), utilizando o valor de A'325nm
= 5248. A solugéo concentrada foi entdo diluida 0, 2, 5, 4 e 10 vezes e aplicada no
HPLC pelo injetor manual (20 uL), com fluxo de 1 mL/min de metanol/agua (95:5).
Tendo como base a concentracdo de retinol e a area do pico obtida no
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cromatograma para cada diluicdo, obteve-se entao a equacao da reta, y = 0,031 —
2,3574x + 43,162; = 0,9998.

Peroxidacao lipidica

O nivel de peroxidagdo lipidica no figado, bago e intestino foram
determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), segundo Candan
e Tuzmen (2008) com modificacdes. Brevemente, cerca de 0,1g de tecido foi
homogeneizado em acido sulfurico 1%, com diluicao final de tecido : solugdo de 1:10
(p/v) utilizando homogeneizador elétrico Ultraturrax (Ultra-Turrax T8, IKA®- Werke,
Alemanha). Posteriormente, foi retirada uma aliquota para dosagem de proteina total
e a outra parte do homogeneizado foi centrifugado a 11.000 x g, a temperatura de
4°C, por 15 minutos. A uma aliquota de 500uL do sobrenadante do homogeneizado
foram adicionados 750uL de acido fosférico 440 mmol/L e 250uL de &cido
tiobarbiturico 42 mmol/L, a mistura foi entdo agitada no vortex, aquecida a 100°C
durante 1 hora em banho-maria para formacao do complexo acido tiobarbiturico e
malondialdeido (TBA-MDA). Apoés resfriamento das amostras, retirou-se uma
aliquota de 500 uL e acrescentou-se mais 500 uL de solucdo metanol pureza HPLC :
hidréxido de sddio 1 mol/L (91:9). As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
11.000 x g, o sobrenadante filtrado em filtro de membrana de nylon 0,45 um e 13
mm de didmetro (Millipore), e aplicadas em sistema HPLC (Shimadzu) utilizando
coluna Shim-park Cig CLC-ODS 25 cm, e detector de fluorescéncia. O comprimento
de onda de excitacao utilizado foi 553nm e a emissdo monitorada a 532nm. O
volume de amostra injetado foi de 20 a 30 uL de acordo com o tecido. A elui¢cdo do
complexo MDA-TBA foi realizada utilizando fase mével metanol : tampéao fosfato 50
mmol/L, na propor¢do de 60:40 com fluxo mantido em 0,6 mL/min, temperatura de
30 °C, e tempo de corrida de seis minutos por amostra.

A curva padrao de MDA foi feita a partir da hidrolise do composto 1,1,3,3-
tetraethoxy-propano 97% (Sigma) em H>.SO,4 1% e diluido em agua para obtencao
das seguintes concentracées: 1,62; 4,04; 8,08; 16,16 nmol/mL. As solu¢des padrdes
ficaram a temperatura ambiente por 2 horas, e em seguida foram submetidos ao
mesmo protocolo descrito anteriormente para os homogeneizados de tecido. A
concentragdo de MDA foi expressa em nmol de MDA por mg de proteina total. (y =
2,637 x + 0,01851; r*: 0,9986).
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A concentracao de proteinas totais dos homogeneizados de tecidos utilizados
para as dosagens MDA foi determinada pelo método de Lowry modificado por
Hartree (1972). (y = 0,0127x + 0,0022; r*: 0,9978).

Proteina carbonilada

Amostras de aproximadamente 0,1g de figado, bagco e intestino foram
homogeneizadas (Ultra-Turrax T8, IKA®- Werke, Alemanha) na proporcdo de 1:20
(p/v) em tampao Tris HCI 25 mmol/L contendo uréia 6 mol/L (pH 9,0). Foram
retiradas 4 aliquotas do homogenizado, 2 para dosagem de proteina carbonilada,
uma para o branco do tecido e outra para determinacdo de proteina total. Esta
ultima foi imediatamente congelada até o momento da analise. As outras trés
aliquotas de 200 uL de homogeneizado foram transferidas para microtubos e 200uL
de acido tricloroacético (TCA) 20 % adicionados para precipitagao das proteinas. Os
tubos foram rapidamente agitados e em seguida centrifugados a 11.000 x g / 2 min.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 pL do tampéao
de homogeneizacao. Aos tubos contendo amostra foram adicionados 0,7 mL de 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH) 0,2% em HCI 2 mol/L e aos brancos 0,7 mL de HCI 2
mol/L. As amostras foram agitadas por 15 min a 4°C, apds agitacdo foram
adicionados 0,7 mL de TCA 20% e novamente centrifugadas a 11.000 x g / 2 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de proteinas foi lavado trés vezes com 1
mL de solugédo de acetato de etila : etanol (1:1) e centrifugado a 11.000 x g / 2 min.
O precipitado foi deixado a temperatura ambiente por 10 min, para evaporacado do
excesso de acetato de etila:etanol, e posteriormente ressuspendido em 0,5 mL de
tampao fosfato de potassio 500 mmol/L (pH 2,5), contendo 6 mol/L de cloreto de
guanidina, e incubado a 4°C por 30 min em um agitador. Apds agitagdo os tubos
foram novamente centrifugados a 11.000 x g / 2 min. A absorbancia foi entdo lida a
375nm. Os calculos foram realizados retirando o branco de cada tecido e utilizando o
coeficiente de extingdo molar do complexo proteina - dinitrofenil-hidrazina de 22 mM"
'em™ a 375 nm (Richert et al. 2002). A concentragdo de proteina carbonilada foi

expressa em nmol de proteina carbonilada por mg de proteina total.

A concentracao de proteinas totais no sobrenadante dos homogeneizados de
tecidos utilizados para as dosagens de proteina carbonilada foi determinada pelo
método de Lowry modificado por Hartree (1972). (y = 0,0127x + 0,0022; r*: 0,9978).
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Concentracao de Ferro nos tecidos

Foram utilizados aproximadamente 0,1 g de figado e baco, e 0,4 g de
intestino para determinacao da concentracao de ferro. Na capsula de digestao foram
adicionados as amostras 5mL de HNO, 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: 5 min — 330W; 6 min — 700W ; 1 min — 800W; 20 min — OW (resfriamento).

Apé6s a digestdao, o volume das amostras foi completado para 25 mL com
HNO3; 0,1 mol/L, e filtrado em papel de filtro quantitativo faixa preta e armazenados
em tubos sob refrigeracdo. A concentracdo de ferro nas amostras foi determinada
por Espectroscopia de Emissdao Atémica (ICP-AES-Shapes-Spectroflame Modulates
— Spectro Analytical Instruments - Kleve-Germany) induzido por plasma, € como
fonte de excitagdo o gas arg6nio. Foi utilizada uma curva padrao construida com
padrao de ferro (Titrisol; Merk) nas seguintes concentragcées 0,04; 0,4; 2,5; 5,0; 10
ppm e comprimento de onda 238nm. Os resultados foram expressos em pug de ferro
por g de tecido umido. A exatiddo do método para quantificacdo de ferro foi
determinada utilizando uma amostra referéncia (Rice Flour (1568a), United States
Department of Commerce, National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, Maryland), analisada em ftriplicata. A exatidao obtida foi de 86%.
Todas as vidrarias utilizadas na realizacdo das analises foram deixadas em HCI 10%
por 3 h, e posteriormente lavadas com H,O deionizada (sistema Milli-Q, Millipore

Corporation). (Baranowska, Czernicki, Aleksandrowicz, 1995).
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4.3 Analise Estatistica

A andlise estdtica da normalidade dos dados foi realizada pelo teste
Kolmogorov-Smirnov, utilizando o software SPSS (versao 12.0, SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Para analise das diferencas intra-grupo (mesmo tratamento ao longo do
periodo de tratamento) foi utilizado o teste ANOVA multiplas comparagbes com
correcao de Bonferroni, e para comparacgao entre grupos foi utilizado o teste ANOVA
fator Unico, no programa Excel Office 2003. As andlises de correlagdes entre
concentracao de ferro e malondialdeido ou proteina carbonilada nos tecidos foram
realizadas utilizando os testes de Pearson e Spearman, de acordo com a distribuicdo
apresentada pelos dados, normal ou nao-normal, respectivamente, no software
SPSS (versao 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). O nivel de significancia utilizado
foi p < 0,05.



69

5 Resultados

Os grupos controle (CT) e deficiente em vitamina A (VA) apresentaram um
aumento significativo no ganho de peso durante os 45 dias de tratamento. A
deficiéncia de vitamina A nao alterou o ganho de peso e o consumo de dieta dos
animais (Tabela 1).

Apbés 15 dias de deplecdo, os animais apresentaram uma reducdo da
concentracao de retinol hepatico (57%) em relagdo ao grupo controle (p = 0,0007). E
apds 30 dias de deplecao nao foi mais possivel quantificar a concentragao de retinol
no figado dos animais pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (Tabela 1; Figura 13). No tempo basal (T,) os niveis de hemoglobina foram
significativamente menores em relacdo aos demais periodos de tratamento, em

ambos os grupo CT e VA.

Tabela 1: Ganho de peso, ingestao total de dieta e retinol hepatico de animais
controle e deficientes em vitamina A nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias de deplecgéo.

Ganho de peso Consumo de dieta Retinol hepatico Hemoglobina
Grupos (9) (g/periodo) (ug/g de tecido) (g/dL)
To - - 43,0 £ 10,6 @ 86+1,1°
CT 15 142,9+11,2° 323,5 + 24,39° 34,8 +8,0° 12,3+1,4°
VA 15 149,1+12,0© 348,81 + 23,5 15,1 + 3,8®" 12,6 +0,7°
CT 30 233,5 + 20,3° 584,6 + 45,1° 47,3+ 7,6% 13,2+1,7°
VA 30 239,1 + 28,6® 635,4 + 58,2¢) <LD@" 12,3+2,1°
CT 45 289,4 + 22,0° 869,6 + 72,8° 51,7+5,5° 14,2+0,8°
VA 45 289,9 + 36,0® 886,3 + 73,6 <LD9" 13,7+1,1°

LD (limite de deteccéo) = 0,0011 pg/g. Letras diferentes indicam comparacgéao intra-
grupo e letras diferentes entre parénteses comparacéo intra-grupo VA, durante os 45
dias de tratamento (p < 0,05). * Comparacao entre grupos, no mesmo periodo de
tratamento (p < 0,05). CT: controle; VA: deficiente em vitamina A. TO: tempo inicial.
Os dados correspondem a média e desvio padrdo, n= 6 animais por grupo.
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Figura 13: Concentragdo hepatica de retinol (ug/g) dos ratos controle e deficientes
em vitamina A, durante os 45 dias de tratamento. Letras diferentes indicam
comparacao intra-grupo CT e letras diferentes entre parénteses comparacao intra-
grupo VA, entre os quatro periodos de tratamento (p < 0,05). *Comparacao entre
grupos, N0 mesmo 2perl'odo de tratamento (p < 0,001). Controle: y = 0,014x* —
0,3753x + 41,597; r* = 0,7306. Deficiente em vitamina A (y = 0,031 — 2,3574x +
43,162; = 0,9998). Os dados correspondem a média e desvio padrdo, n= 6 animais
por grupo.

Na Figura 14 observa-se um aumento significativo na concentragdo de ferro
hepatico entre 15 e 30 dias nos grupos CT e VA (p = 0,0309; p < 0,0001
respectivamente). O grupo VA apresentou uma reducao neste teor entre 30 e 45
dias de tratamento. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa no teor
hepatico de ferro entre os dois grupos nos trés periodos de tratamento (Figura 14;
Figura 17).

No baco, dos ratos do grupo CT pode ser observada uma oscilacao significativa
na concentragao de ferro, aumentou no inicio do tratamento (To a T15 — p = 0,0029),
com reducdo significativa com 30 dias (Ts a Tgp — p = 0,01080) e aumentou
novamente com 45 dias de tratamento (T45). No grupo VA, é observado claramente
um acumulo gradual de ferro no bago, durante os 45 dias de tratamento (To, T15 €

T30). Com 30 dias o grupo VA apresentou um aumento de ferro em relacdo ao grupo
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controle (p = 0,0046), entretanto, apds 45 dias, nao foi observada diferenca
significativa nos niveis de ferro, entre os dois grupos (Figura 14, Figura 18).

No intestino dos animais controle também foi observada uma oscilacdo no
conteudo de ferro durante todo o periodo de tratamento. No inicio do tratamento, aos
15 dias, os ratos do grupo controle apresentaram um aumento na concentragdo de
ferro em relagdo ao tempo basal (p < 0,0001), havendo uma reducao significativa
com 30 dias (p = 0,0307) para, novamente, aos 45 dias, retornar ao valor encontrado
com 15 dias de tratamento (p= 0,0038). Os niveis de ferro intestinal nos animais do
grupo VA mantiveram-se constantes durante os 30 dias de tratamento, sofrendo um
aumento significativo aos 45 dias. Entre os grupos, foi observada uma reducao
significativa nos niveis de ferro no intestino dos ratos VA até o periodo de 30 dias (p
= 0,0021; p = 0,0016 para Ti5 e Tao, respectivamente). Entretanto, ap6s 45 dias de
deplecdo, os ratos deficientes apresentaram niveis de ferro semelhantes aos dos
animais do grupo controle (Figura 14; Figura 19).
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Figura 14: Concentracao de ferro (ug/g) no figado, baco e intestino de ratos controle
e deficientes em vitamina A (VA) durante os 45 dias de tratamento. Letras diferentes
indicam comparagao intra-grupo CT e letras diferentes entre parénteses comparacao
intra-grupo VA, entre os quatro periodos de tratamento (p < 0,05). *Comparacgéao
entre grupos, no mesmo periodo de tratamento (p < 0,01). To: tempo inicial. Os
dados correspondem a média e desvio padrdo, n = 6 animais por grupo.
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A Figura 15 apresenta os niveis de malondialdeido (MDA) nos trés tecidos
estudados. Os animais apresentaram maior teor de MDA hepatico no tempo basal,
em relacdo aos demais periodos de tratamento, nos dois grupos. Os animais
deficientes em vitamina A (VA) apresentaram menor concentracao de MDA hepéatico
com 30 e 45 dias de tratamento quando comparados ao grupo controle nos mesmos
periodos (p = 0,0428; p = 0,0109, respectivamente). No baco, os dois grupos
apresentaram maior concentracdo de MDA no tempo 45 em relacdao aos demais
periodos de tratamento, ndo havendo diferenca significativa entre os dois grupos. No
intestino houve um acumulo gradativo de MDA no grupo controle e uma reducao
gradativa no grupo VA. Com 45 dias de tratamento, o grupo VA apresentou menor
estresse oxidativo que o grupo controle (p =0,0247) (Figura 15; Figura 18).
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Figura 15: Concentracdo de malondialdeido (MDA) (nmol/mg de proteina total) no
figado, bago e intestino de ratos controle e deficientes em vitamina A (VA) durante
os 45 dias de tratamento. Letras diferentes indicam comparacao intra-grupo CT e
letras diferentes entre parénteses comparacdo intra-grupo VA, entre os quatro
periodos de tratamento (p < 0,05). *Comparagéo entre grupos, no mesmo periodo de
tratamento (* p < 0,05). To: tempo inicial. Os dados correspondem a média e desvio
padrao, n = 6 animais por grupo.
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A Figura 16 apresenta concentracdo de proteinas carboniladas nos trés tecidos.
No figado, ambos os grupos apresentaram aumento na concentracdao de proteinas
carboniladas apds 30 dias de tratamento (Ts0), havendo uma estabilizacdo em T4ys,
A deficiéncia de vitamina A nao influenciou a concentracdo de proteinas
carboniladas no figado (Figura 16; Figura 19).

No baco dos ratos do grupo controle foi observado um decréscimo na
concentragao de proteinas carboniladas com 30 dias de tratamento, mantendo este
nivel no T4. No grupo VA foi observada uma reducdo no teor de proteina
carbonilada apdés 15 dias de tratamento, mantendo-se este nivel até 45 dias de
tratamento. O grupo VA apresentou menor concentracao de proteinas carboniladas
em relagdo ao grupo controle, no periodo T15, (p =0,0002), ndo sendo observada
diferenca significativa entre os dois outros periodos.

No intestino nédo foi observada diferencas significativas no teor de proteinas
carboniladas no grupo VA durante o periodo de deplecdo, enquanto no grupo
controle, a concentracao basal (To) de proteina carbonilada foi maior em relagao aos
demais tempos de tratamento. Apenas com 15 dias de tratamento (T1s), 0 grupo VA
apresentou maior teor de proteinas carboniladas no intestino quando comparado ao

grupo Controle (p =0,0011) (Figura 16; Figura 19).
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Figura 16: Concentracao de proteina carbonilada (nmol/mg de proteina total) no
figado, bago e intestino de ratos controle e deficientes em vitamina A (VA) durante
os 45 dias de tratamento. Letras diferentes indicam comparacao intra-grupo CT e
letras diferentes entre parénteses comparacdo intra-grupo VA, entre os quatro
periodos de tratamento (p < 0,05). Comparacao entre grupos, no mesmo periodo de
tratamento (*p < 0,01; ** P < 0,001). To: tempo inicial. Os dados correspondem a
média e desvio padrao, n = 6 animais por grupo.
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Figura 17: Concentracdao de ferro (ug/g), malondialdeido (MDA) (nmol/mg de
proteina total) e proteina carbonilada (nmol/mg de proteina total) no figado (A), de
ratos controle (CT) e deficientes em vitamina A (VA) durante os 45 dias de
tratamento. Letras diferentes indicam comparacao intra-grupo CT e letras diferentes
entre parénteses comparacado intra-grupo VA, entre os quatro periodos de
tratamento (p < 0,05). Comparacgao 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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Figura 18: Concentracao de ferro (ug/g), malondialdeido (MDA) (nmol/mg de
proteina total) e proteina carbonilada (nmol/mg de proteina total) no baco (B), de
ratos controle (CT) e deficientes em vitamina A (VA) durante os 45 dias de
tratamento. Letras diferentes indicam comparacao intra-grupo CT e letras diferentes
entre parénteses comparacado intra-grupo VA, entre os quatro periodos de
tratamento (p < 0,05). Comparacgao 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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Figura:19: Concentracdo de ferro (ug/g), malondialdeido (MDA) (nmol/mg de
proteina total) e proteina carbonilada (nmol/mg de proteina total)no intestino (C), de
ratos controle (CT) e deficientes em vitamina A (VA) durante os 45 dias de
tratamento. Letras diferentes indicam comparacao intra-grupo CT e letras diferentes
entre parénteses comparacado intra-grupo VA, entre os quatro periodos de
tratamento (p < 0,05). Comparacgao 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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6 Discussao

Uma relacdo sinérgica entre o metabolismo de vitamina A e ferro tem sido
descrita na literatura (Arruda et al., 2009; Ma et al., 2008; Zimmermann et al.,2006;
Kelleher & Lonnerdal, 2005; Walczyk et al., 2003; Strube, Beard, Ross, 2002).
Alguns estudos mostram uma alteracdo nos niveis de hemoglobina em animais
deficientes em vitamina A (Arruda et al., 2009; Lechtig et al., 2009; Meija Hodges,
Rucker, 1979). Arruda et al (2009) observaram um aumento na concentracdo de
hemoglobina em ratos deficientes em vitamina A comparados ao controle, apds 57
dias de deplecdo. No entanto outros estudos mostram uma reducdo na
concentracdo de hemoglobina em ratos e humanos (Zimmermann, 2006; Meija et al.,
1979). No presente estudo a deficiéncia de vitamina A ndo alterou os niveis de
hemoglobina (tabela 1), sugerindo que o tempo e o grau de deficiéncia sao fatores
determinantes para alteracéo dos niveis de hemoglobina.

No presente estudo com 30 dias de deplecao a concentracao de retinol
apresentou-se abaixo do limite de deteccado, indicando que a reserva de retinol
hepatico foi esgotada entre 15 e 30 dias da auséncia de ingestdo dietética (tabela
01; Figura 13). Sendo o figado o 6rgao estoque de vitamina A, e consequentemente
responsavel pela manutencao de sua homeostase sistémica (Nobili et al., 2009), as
funcbes dependentes de vitamina A deveriam somente estar comprometidas quando
as reservas hepaticas estivessem completamente esgotadas. Ghenimi et al. (2009)
observaram que apéds trés semanas de indug¢do da deficiéncia de vitamina A em
ratos, os niveis séricos de retinol eram significativamente menores em relacdo ao
grupo controle, e apds aproximadamente cinco a seis semanas 0s niveis séricos
estavam praticamente esgotados (0.36 + 0.13 e 2.4 + 0.08 umol/L deficiente e
controle, respectivamente). Estes resultados sugerem que a concentracao de retinol
de outros tecidos é dependente da concentracao de retinol hepatica.

Embora alguns autores demonstrem uma reduc¢ao no crescimento de animais
deficientes em vitamina A (Ghenimi, 2009; Husson et al, 2004, Arruda et al, 2009),
no presente estudo, com 45 dias de deplecao, ndo foi observada diferenca no ganho
de peso entre os ratos controle e VA (tabela 1). Estes resultados sugerem que os
animais foram acompanhados em um estagio inicial de deplecao, 45 dias, nao sendo
suficiente para alterar o ganho de peso. Nos estudos citados anteriormente os
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autores somente obtiveram reducdo significativa do ganho de peso dos animais
deficientes em vitamina A a partir de 7 semanas de deplegéo.

A vitamina A apresenta uma capacidade antioxidante direta in vitro, no entanto,
sua acgao antioxidante in vivo, assim como seu efeito sobre os biomarcadores de
estresse oxidativo, ainda ndo sdo bem estabelecidos (Lars, 2008). Um mecanismo
de acao antioxidante direto, no qual a vitamina A seria capaz de reduzir moléculas
radicares ou formar um aduto (complexo) com espécies radicalares, estabilizando os
elétrons desemparelhados por ressonéancia tem sido sugerido pela literatura (Peres
et al, 2003; Palace et al, 1999).

Um estudo recente desenvolvido por nosso grupo (Arruda et al, 2009)
demonstrou um aumento na concentragao de ferro, MDA e carbonil no bago, e um
aumento da expressao de hepcidina hepatica em animais submetidos a deficiéncia
de vitamina A por 57 dias. Sugerindo que as mudancas no estado oxidativo
provocadas pela deficiéncia de vitamina A sejam mediadas pela perda da
homeostase de ferro. Em altas concentracées, o ferro € capaz de catalisar reacdes
de oxidagdo, como a de Fenton, gerando radicais hidroxil e consequentemente
promovendo danos a biomoléculas (Maoka, 2009; Britton, Liaaen-Jensen, Pfander,
2004).

Estudos anteriores evidenciaram que a deficiéncia de vitamina A promove um
aumento da concentracdo de ferro em alguns 6rgaos, possivelmente pela reducao
da mobilizacdo do ferro armazenado (Maoka, 2009; Bolem, Wendell, 1990; Meija,
Chew, 1988). Embora o mecanismo de manutengdo da homeostase do ferro ndo
esteja totalmente elucidado, a concentragédo de ferro nos tecidos é controlada pelo
peptideo hepcidina, que é secretado principalmente pelo figado (Beard, 2009). Um
aumento dos niveis de ferro nos tecidos promove um aumento da secreg¢do de
hepcidina, que por sua vez induz a internalizacdo e degradacao da ferroportina
intestinal, promovendo um acumulo de ferro nos enterdcitos e inibicao da absorcao
de ferro via DMT-1. Mecanismo contrario acontece quando ocorre reducao dos
niveis de ferro tecidual (Beard, 2009; Nemeth et al., 2004; Nicolas et al., 2002;
Weinstein, et al., 2002). No presente estudo, os dados do grupo controle mostram
um acumulo do ferro intestinal nos animais com 15 dias de tratamento, enquanto no
figado os niveis de ferro se mantiveram estaveis nesse periodo. Considerando a
brusca mudanca na biodisponibilidade de ferro dietético (do leite para a racao)
durante os primeiros dias de tratamento dos ratos, a maior oferta e absorcéo
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repentina de ferro dietético, acarretariam no aumento dos niveis de ferro séricos,
resultando na indugdo da secrecado da hepcidina hepatica e, consequentemente, na
internalizacdo da ferroportina. O acumulo de ferro intestinal e manutengao dos niveis
de ferro hepatico sugerem uma reducao na exportagao do ferro do enterécito para o
sangue, e, portanto, uma reducao na funcao da ferroportina. O aumento repentino e
significativo na concentracdo de hemoglobina observado nos primeiros quinze dias
de tratamento corrobora com esta teoria da maior oferta e absorcao de ferro dietético
no inicio do tratamento. Apds 30 dias houve uma redugcdo nos niveis de ferro
intestinal e simultdneo aumento no figado, sugerindo um aumento na exportacéo do
ferro do enterdcito e, consequente, armazenamento no figado (Figura 14).

O figado tem sido identificado como o principal 6rgao responsavel pela
secrecao de hepcidina (Beard, 2009). No entanto, os niveis de ferro no figado
parecem nao responderem a auto-regulacédo via hepcidina, conforme resultados
obtidos por Arruda et al (2009). Quando o figado esta com altas reservas de ferro
ocorre a estimulacao da expressao de hepcidina, que entao ird impedir a exportacao
de ferro pelo intestino e bago, o que explica um aumento simultaneo da
concentracao de ferro nesses 6rgaos, suportando os resultados obtidos no presente
estudo (Figura 14, Figura 20).

Portanto os resultados sugerem que a homeostase do ferro no organismo é
mantida através de uma comunicacao entre os diferentes 6rgaos, que respondem de
acordo com suas funcoes especificas. O conteudo de ferro no baco parece
responder a variagdo do ferro intestinal de modo diferenciado ao proposto para o
figado.
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Figura 20: Representagdo do mecanismo de homeostase de ferro em animais
controles durante 45 dias de tratamento. A principio (To ao T1s5) h4 uma mudancga na
biodisponibilidade do ferro, com maior oferta e maior absorcdo de ferro e um
aumento na concentracao de ferro sérico, confirmado com aumento na concentracao
de hemoglobina (Hb), o que leva ao aumento da expressao de hepcidina (Hpc)
hepatica e internalizacao da ferroportina (FPN) intestinal e esplénica e retém ferro
nesses tecidos. Aos 30 dias, com a redugdo na concentracdo de ferro no intestino e
baco sugere uma reducédo na expressao da hepcidna, e liberagao da ferroportina,
com aumento na exportacdo de Fe pelos tecidos, aumentando o armazenamento
hepatico. O aumento da concentracdo de ferro hepatico sugere ao aumento na
expressdo de hepcidina e novamente internalizacdo da ferroportina e retencéo de
ferro nos tecidos como observado aos 45 dias. Hb: hemoglobina; Fe: ferro; Hpc:
hepcidina; FPN: ferroportina; DMT1: transportador de metal divalente.

A deficiéncia de vitamina A alterou o perfil da concentracado de ferro nos trés
orgaos ao longo do periodo de tratamento. No grupo VA os niveis de ferro intestinal
ao longo dos 30 dias de tratamento se mantiveram estaveis, ao contrario do grupo
controle que apresentou uma oscilagdo. Embora nao tenham ocorrido variagbes nos
niveis de ferro intestinal até 30 dias foi observado um aumento de ferro hepatico aos
30 dias e no baco aos 15 dias (Figura 14), sugerindo que a deficiéncia de vitamina A

promove uma perda da homeostase do ferro mediada pelo aumento da expresséo
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da hepcidina pelo figado, que promove a internalizacdo da ferroportina e
consequente retencao de ferro no baco (Beard, 2009; Nemeth et al., 2004; Arruda et
al, 2009).

A reducéo significativa dos niveis de retinol hepatico nos ratos deficientes,
apds 15 dias de deplecéao foi acompanhada de uma reducdo da concentragdo de
ferro no intestino quando comparado ao grupo controle, o mesmo foi observado aos
30 dias quando os estoques de retinol hepatico estavam esgotados (Figura 13).
Apesar da literatura sugerir que a reducao do nivel de ferro intestinal induziria um
aumento de sua absorcdo (Beard, 2009; Strube et al., 2002), ndo foi observado
acumulo de ferro no figado dos animais deficientes em vitamina A, enquanto no
baco foi observado acumulo de ferro apenas aos 30 dias quando comparado ao
grupo controle (Figura 14). Aos 45 dias foi observada uma reducédo da concentragcéao
de ferro hepatico no grupo VA em relacdo ao obtido ao periodo anterior. Esses
dados sugerem que a deficiéncia de vitamina A promova a retencdo de ferro no
baco, e reducao da importacéo e exportacao do ferro do intestino (Figura 21).

Em estudo anterior foi obtido resultado semelhante ao descrito no presente
estudo, aos 57 dias de deficiéncia de vitamina A houve um acumulo significativo de
ferro no baco, mas nado no figado de animais deficientes em vitamina A quando
comparados a ratos controle (Arruda et al., 2009; Asare et al., 2009). Os autores
ainda observaram um aumento na expressao de hepcidina no figado, sugerindo que
a liberacao de ferro do baco seja inibida pela hepcidina, através da internalizacéo e
degradacao da ferroportina, resultando no acumulo desse mineral (Chaston et al.,
2008). Outros estudos consubstanciam a tese de que a hepcidina nao regule a
ferroportina hepatica, (Constante et al.; 2006; Wang et al., 2006; Rivera et al., 2005),
Strube et at (2002) ndo observaram acumulo de ferro hepatico em ratos com
deficiéncia marginal de vitamina A, mesmo quando os estoques de ferro do baco e
da medula éssea estavam aumentados. Os autores sugerem que os efeitos da
deficiéncia de vitamina A nos niveis de ferro teciduais sdao dose e/ou tempo
dependentes, e que alguns biomarcadores do estado nutricional de ferro sejam mais

responsivos que outros.
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Figura 21: Representagdo do mecanismo de absorcdo de ferro na deficiéncia de
vitamina A durante 45 dias de tratamento. Com 15 dias foi observada uma reducgao
significativa da concentracdao de retinol hepatico e uma possivel perda da
homeostase de ferro, sugerida pela manutengédo da concentracao intestinal de ferro
comparado ao T0, ndo sendo observado acumulo hepatico. Com 30 dias de
deficiéncia observa-se absorgcao intestinal de ferro e acimulo de ferro hepatico,
porém houve retencdo na concentracdo de ferro no baco em relacdo aos animais
controle, 0 que sugere uma expressado ou atuacao deficiente da hepcidina nesses
tecidos e uma perda da homeostase de ferro nesses tecidos. Aos 45 dias sugere
gue embora tenha ocorrido internalizagdo da ferroportina e acimulo de ferro no bago
e intestino, a concentracdo de ferro hepatico ndo estava alta, e a deficiéncia de
vitamina A estava alterando a expressao de hepcidina e controle da homeostase de
ferro nesses tecidos. Hb: hemoglobina; Fe: ferro; Hpc: hepcidina; FPN: ferroportina;
DMT1: transportador de metal divalente.

A concentracao de ferro tem sido frequentemente correlacionada positivamente
a danos oxidativos a biomoléculas, e consequentes, a danos teciduais (Englberge et
al., 2009; Kabat et al, 2009; Britton, Liaaen-densen, Pfander, 2004). O ferro participa
como catalisador da reagdo de Fenton promovendo a geragdo de radicais hidroxil
que podem causar danos oxidativos a biomoléculas (Valko et al., 2007). Alguns

estudos mostram que em animais com o aumento da idade ocorre um aumento da
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concentracao de ferro nos tecidos, que esta associado ao aumento da peroxidacao
lipidica e outros danos oxidativos (Valko et al., 2007; Mecocci et al., 1999; Cook &
Yu, 1998).

Os dados obtidos no presente estudo mostram um aumento significativo na
concentracao de ferro e MDA, e uma reducao nos niveis de proteina carbonilada no
baco e intestino dos animais controle no tempo 45 em relagdo ao tempo basal (T0)
(Figura 14- 19). Uma correlagédo positiva foi encontrada entre idade do animal e
niveis de MDA no baco e intestino dos animais controle (r = 0,6173, p = 0,0010; r =
0,6060, p = 0,0017; respectivamente), enquanto uma correlagdo negativa foi
observada entre idade e proteina carbonilada nestes 6rgaos (r = - 0,4466, p =
0,0326; r = - 0,4129, p = 0,050; respectivamente). Esses resultados sugerem que os
danos oxidativos a lipideos aumentam com a idade do animal e sdo dependentes da
concentracdo de ferro nesses tecidos. Xu et al (2008) observaram um aumento
gradativo na concentracdo de ferro e de danos oxidativos ao DNA com a idade dos
animais.

Contrariando a tendéncia observada no bago e intestino dos animais controle,
no figado, apesar dos niveis de ferro terem aumentado em fungéo direta da idade
dos animais, foi observada uma correlagéo inversa entre idade e MDA (r = - 0,4312;
p = 0,0399) e direta entre idade e proteina carbonilada (r = 7263; p= 0,00006). Esse
aumento na concentracao de proteinas carboniladas foi também observado em outro
estudo no figado de animais submetidos a deficiéncia de vitamina A por 57 dias,
embora ndo tenha sido observado maior acumulo de ferro no figado em relacéo a
animais controle (Arruda et al, 2009). Esses achados sugerem que 0 mecanismo de
oxidacao das proteinas seja ferro independente. Um estudo que investigou a
exatidao da resposta dos biomarcadores (MDA, TBARs, proteina carbonilada e Free
8-is0-PGF2) ao estresse oxidativo induzido por administracdo de tetracloreto de
carbono (CCl,), os autores verificaram que os biomarcadores de danos oxidativos a
proteinas nao refletiram com exatiddo os danos causados por CC l4. Nao foram
obtidas respostas com carbonil e de outros marcadores de aminoacidos oxidados,
sugerindo que nao existe um consenso quanto a resposta dos diferentes
marcadores de estresse oxidativo frente aos diferentes modelos de indugdo do
estresse (Kadiiska et, 2005).

Os danos oxidativos sdo causados a partir da perda do balanco entre a
quantidade de oxidantes gerado e a capacidade antioxidante do organismo (Valko et
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al., 2007). A deficiéncia de vitamina A induziu a redug&o dos niveis de ferro intestinal
aos 15 e 30 dias de tratamento, mas nao foram observadas diferencas em relacao
aos niveis de MDA nesse tecido entre os grupos. Embora a capacidade antioxidante
dos ratos do grupo VA estivesse menor em funcdo da menor concentracdo de
retinol, a quantidade do elemento oxidante, ferro, também foi menor, mantendo,
portanto, o balango entre antioxidante e oxidante, o que poderia explicar a obtencao
de niveis de MDA similar entre os grupos nos tempos de tratamento 15 e 30 dias.

A capacidade antioxidante total dos organismos vivos é mantida por uma série
de diferentes agentes incluindo, enzimas antioxidantes, proteinas quelantes de
metais, e compostos de baixa massa molecular sequestradores de EROs
provenientes principalmente da dieta (Halliwell & Gutteridge, 2001; Hercberg et al.,
2004; Knoops et al., 2004). A composicao das defesas antioxidantes difere de tecido
para tecido e entre tipos celulares em um determinado tecido.

Apesar dos grupos Controle e deficiente em vitamina A (VA) apresentarem
niveis hepaticos de ferro similares ao longo do tempo de tratamento, as
concentragdes hepaticas de MDA foram significativamente menores nos ratos
deficientes em vitamina A a partir de 30 dias de tratamento. Um aumento na
concentragdo do antioxidante GSH foi descrito em camundongos sem pélos
(hairless) submetidos a estresse oxidativo por deficiéncia de vitamina A. Os autores
sugeriram que um aumento da concentragdo de vitamina E nos tecidos causado
pela deficiéncia de vitamina A, pode ter poupado o uso de GSH, promovendo o
aumento desse nos tecidos (Pélissier et al, 1997). Portanto o menor dano oxidativo a
lipideos observado no grupo VA pode ser explicado por um aumento na
concentracao de outros antioxidantes induzido pela deficiéncia de vitamina A.

Comportamento semelhante foi observado no baco, onde os animais com 30
dias de deficiéncia de vitamina A apresentaram acumulo de ferro nesse 6rgao, mas
tinham igual nivel de dano a lipideos e a proteinas em relacéo ao controle. E aos 15
dias de tratamento embora o grupo deficiente em vitamina A tivesse nivel de ferro e
niveis de MDA semelhantes, os niveis de proteinas carboniladas foram menores que
0s obtidos para o grupo controle. Portanto um aumento nas defesas antioxidantes
induzido pela deficiéncia de vitamina A ou ainda o fato da quantidade de ferro
acumulada no tecido nao ter sido suficiente para ultrapassar a capacidade
antioxidante do organismo desses animais podem explicar esses resultados. Ainda,
as variacbes decorrentes da mudanca abrupta na biodisponibilidade do ferro
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dietético, no inicio do estudo (ferro proveniente do leite e da ragdo), somado as
demandas especificas, durante o processo de amadurecimento dos 6rgaos do rato
recém desmamado podem ter exercido efeito nos resultados obtidos no presente
estudo. A utilizagdo de ratos adultos e um aumento no periodo de tratamento dos

animais poderiam confirmar os resultados obtidos no presente estudo.
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7. Conclusao

Os resultados obtidos sugerem que a deficiéncia de vitamina A altera a
homeostase de ferro do bago e intestino, sendo essas alteragdes dependentes do
periodo de deplecédo e tecido especifica. A correlagdo positiva entre os niveis de
ferro e danos oxidativos a lipideos observada no baco dos animais dos dois grupos
sugerem um efeito do ferro no mecanismo de oxidacdo dos lipideos, nao sendo
observado este efeito nos danos a proteinas. Considerando que as reservas de
vitamina A foram esgotadas com trinta dias de tratamento, o reduzido periodo de
deficiéncia (15 dias) pode ter sido responsavel por uma alteracdo moderada nos
niveis de ferro e, consequentemente, menor resposta dos danos oxidativos a
biomoléculas obtidas no presente estudo. Parece que a oxidacdo de proteinas e
lipideos se comporta de maneira diferenciada em cada tecido, sugerindo uma
protecdo especifica de cada 6rgdao. Também observamos que a deficiéncia de
vitamina A, durante 45 dias de deple¢ao, ndo alterou o consumo de dieta € 0 ganho
de peso dos animais.

Estudos empregando uma cinética com maior tempo de duracdo e menor
intervalo de analises, bem como animais adultos sdo necessarios para verificar
melhor a correlagdo entre deficiéncia de vitamina A, o acumulo de ferro e danos
oxidativos nos tecidos desses animais. Entretanto, salvaguardados os limites
inerentes ao modelo de estudo empregado, a deficiéncia de vitamina A influencia a
homeostase de ferro podendo contribuir para a etiologia de patologias associadas ao

acumulo de ferro nos tecidos.
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