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“As coisas do mundo existem em uma espécie de comunhdo, em que cada
uma atua sobre as demais, ainda que a grandes distancias.”
Giordano Bruno, filésofo italiano, século XVI
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“Ha um paradoxo no crescimento do saber cientifico. (...) Fatos desconexos e
mistérios impenetraveis se tornam explicacdes racionais, € a simplicidade
surge do Caos.”

Bruce Alberts, bioquimico americano, século XX

\Y



DEDICATORIA

Aqueles que buscam na razdo e na ciéncia os fundamentos da vida.

Aqueles que encontram na fé e no amor a justificativa da existéncia.

VI



AGRADECIMENTOS
A Deus, que de uma maneira assombrosa fez o Universo, desde suas infimas
particulas até o Cosmo inexplorado, por me manter e por criar as

oportunidades que aqui me trouxeram.

A minha mae, Abigail, que moldou meu carater, sacrificando-se para que eu

pudesse ser uma pessoa melhor.

Ao meu pai, Romualdo, a quem a admiragao tardia veio por me ensinar que a
maior liberdade é a do pensamento.

A minha irma, Priscila, que me admira e me ama mesmo quando eu nio

mereco.

A minha familia, por se orgulhar do que eu fagco, mesmo que as vezes nio

entendam o que é, e me apoiar em todas as empreitadas.

A minha orientadora, Professora Egle, que, mais do que me ensinar os
meandros da Ciéncia, me deu licbes de vida; por ter acreditado no potencial

daquele menino de 16 anos na aula de BioBio Experimental.

A Professora Sandra, que mostra que brilhantismo e simplicidade podem
caminhar juntos, por ter me acompanhado no dia-a-dia, compartilhando as

conquistas e frustracdes de cada experimento.

Ao Professor Fernando, que nos contagia com sua paixao pela ciéncia, por

muito mais do que nos ensinar, nos fazer refletir.

A equipe do Laboratério de Biofisica por ter me compreendido, me suportado e
me ajudado: Adriana (compartilhando experiéncias e viagens), Chiquinho
(pelas risadas, pelo nitrogénio, pelo radio,...), Diego (que carregou gelo para
cobrir o Polo Norte e tenta me ensinar japonés), Fabiani (incansavel e sempre
com um presente para todos), Fernanda (paciente, dedicada e eficiente, que
dividiu a bancada comigo por dois anos e imensamente me ajudou), Gutto (que

VII



nao quer ser meu estagiario, me enrola, mas mesmo assim € competente e um
excelente amigo), Juliana (sempre doce, possui uma inteligéncia incrivel),
Luciano (que tem superado inUmeros obstaculos para atingir os objetivos),
Marcela (uma das pessoas mais intensas que ja conheci, e que recebeu o

Troféu Cubeta de Ouro) e Silvana (sutil, mas sempre eficiente).

As amigas Carol, Cibele, Karyne e Renata, por terem me mostrado todo o amor
e amizade possivel. Vocés estardo sempre comigo. Sem vocés, nao teria

chegado onde estou, nem seria metade do que sou. Em muito eu as devo.

Aos amigos da Republica do Frango: Bruna, Carol, Cris, Frank, Jénatas, Laisa,
Leticia e Lu, que dividiram comigo as pequenas amarguras e esplendores do

dia-a-dia.
Aos amigos da igreja, por fazerem dos meus sabados o melhor dia da semana,
especialmente ao Héber e sua familia, por me acolherem como se fosse um

irmao.

Aos membros da banca, por aceitaram o convite e pelas contribuicées ao

trabalho.
A Professora Maria Sueli, por ter disponibilizado o Real-Time PCR, e a Lorena
Derengowski, por ter, prontamente e sem restricbes, dedicado parte do seu

tempo para me ensinar a usar o aparelho.

Aos colegas de mestrado e colegas dos outros grupos do Laboratério de

Biofisica, pela convivéncia construtiva.

A todos aqueles que de alguma forma contribuiram para que esse projeto de

vida se realizasse.

Meu muito obrigado, agora e sempre!

VIII



SUMARIO

Lista de siglas e abreviaturas
Lista de figuras

Lista de tabelas

Resumo

Abstract

1. Introducao

2. Revisao bibliografica
2.1. Vitamina A

2.1.1. Recomendacéao de vitamina A

2.1.2. Deficiéncia de vitamina A

2.1.3. Excesso de vitamina A

2.1.4. Metabolismo de vitamina A
2.1.4.1. Absorcao
2.1.4.2. Transporte
2.1.4.3. Armazenamento

2.1.5. Carotenoides

2.1.6. Vitamina A e gene

2.2. Ferro

2.2.1. Importancia do ferro

2.2.2. Deficiéncia de ferro

2.2.3. Excesso de ferro

2.2.4. Biodisponibilidade de ferro
2.2.4.1. Fatores extrinsecos
2.2.4.2. Fatores intrinsecos

2.2.5. Recomendacéo de ferro

2.2.6. Balango corporal de ferro

2.2.7. Absorcéo

2.2.8. Transporte e captacao celular

Pagina

Xl
XV
XVI

XVII
XVIII



2.2.9. Armazenamento
2.2.10. Excrecéao
2.2.11. Regulacao
2.2.11.1. Hepcidina
2.2.11.2. IRE e IRP
2.3. Interagéo entre vitamina A e ferro

3. Objetivos
3.1. Objetivo geral
3.2. Objetivos especificos

4. Metodologia
4.1. Animais
4.2. Tratamento
4.3. Ganho de peso
4.4. Consumo de dieta
4.5. Extracdo, tratamento e quantificacdo de RNA
4.6. Sintese da primeira fita de cDNA
4.7. Verificacao de contaminacéao por DNA genémico
4.8. Amplificagao e andlise dos genes de interesse
4.9. Dosagem de hemoglobina
4.10. Teor de ferro nos tecidos
4.11. Teor de retinol hepético

4.12. Anélise estatistica

5. Resultados

6. Discussao

7. Concluséo

8. Bibliografia

34
34
35
35
39
43

47
47
47

48
48
48
49
49
49
50
50
52
53
53
54
56

57

65

71

72



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AX nm
Al

AIN-93G
ANOVA
ANVISA
AR
ARAT
bp

CAR
cDNA
CEUA
CRBP 2
CT
DCNT
Dcytb
DEPC
DNA
dNTP
DMT-1
DRI
EDTA
e.g.
EPO
ER
ERA
EROs
Fe

FPN
hnRNA
HCP
HDL
HFE
HJV

absorbancia a (X) nanémetros
ingestao adequada

dieta padrdo para roedores em crescimento
andlise de variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
acido retinoico

acil coenzima A: retinol-acil-transferase
pares de base

carotenoide

DNA complementar

Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia
proteina celular ligante de retinol 2
controle

doencas crénicas nao transmissiveis
citocromo duodenal B
dietilpirocarbonato

acido desoxirribonucleico
desoxirribonucleotideo trifosfatado
transportador de metal divalente 1
ingestao dietética de referéncia

acido etilenodiamino tetra-acético

por exemplo (exempli grati)
eritropoietina

éster de retinil

equivalente de atividade de retinol
espécies reativas de oxigénio

ferro

ferroportina

RNA heterogéneo nuclear

proteina carreadora de heme
lipoproteina de alta densidade

proteina alterada na hemocromatose

hemojuvelina

XI



HO
HPLC
ICP-AES
IOM

IRE
Ireg-1
IRP

LDL
LPL
LRAT
mRNA
MS
MTP-1
NADPH
NAS
OMS
PCR
RT-PCR
gRT-PCR
pH

QM
QMR
RAL
RAR
RARE
RBP
RDA
RNA
ROH
rpm
RXR
RXRE
SLC
STEAP3

heme oxigenase

cromatografia liquida de alta eficiéncia
espectroscopia de emissao atdbmica

Instituto de Medicina dos Estados Unidos da América
elemento responsivo a ferro

proteina reguladora de ferro 1, FPN, MTP-1
proteina reguladora de ferro

lipoproteina de baixa densidade

lipase lipoproteica

lecitina: retinol-acil-transferase

RNA mensageiro

Ministério da Saude

proteina transportadora de metal 1, FPN, Ireg-1
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida

Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos da América

Organizacao Mundial de Saude

reacao de polimerizacdo em cadeia

PCR semiquantitativa

PCR quantitativa (em tempo real)

potencial hidrogeniénico

quilomicron

quilomicron remanescente

retinal

receptor nuclear ligante de todo-trans-acido retinoico
elemento responsivo de retinoide

proteina ligante de retinol

ingestéo didria recomendada

acido ribonucleico

retinol

rotacao por minuto

receptor nuclear ligante de acido retinoico do tipo X
elemento responsivo de retinoide do tipo X
carreador soluvel

antigeno epitelial seis-transmembrana da préstata 3

XII



SFT
To

Tis
T30
Tss
TEB
Tf
TfR
UL
UNICEF
UTR
-VA
VCM
VLDL
WHO

estimulador de transporte de ferro
periodo basal

15 dias de tratamento

30 dias de tratamento

45 dias de tratamento

tampao tris, EDTA e borato
transferrina

receptor de transferrina

limite de ingestao maxima toleravel
Fundo das Nacées Unidas para a Infancia
regidao nao traduzida

deficiente em vitamina A

volume celular médio

lipoproteina de densidade muito baixa
Organizacao Mundial de Saude, OMS

XIII



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica da vitamina A

Figura 2. Estrutura do todo-trans-retinol

Figura 3. Palmitato de retinil, o éster de retinil mais frequente nos
animais

Figura 4. Esquema do 11-cis-retinal existente na retina e ligado a
rodopsina

Figura 5. Isoformas mais comuns do &cido retinoico

Figura 6. Absorgéo do -caroteno e do retinol pelos enterécitos
Figura 7. Agcado nos tecidos extra-hepaticos e armazenamento no
figado da vitamina A adquirida na dieta

Figura 8. Anel de B-ionona de alguns dos carotenoides presentes na
dieta

Figura 9. Absorcao, metabolismo e transporte de carotenoides

Figura 10. Homeostase sistémica de ferro

Figura 11. Esquema simplificado da absorcao e exportagao celular do
ferro no enterdcito

Figura 12. Recepcgao celular de ferro via transferrina — receptor de
transferrina

Figura 13. Transporte de ferro no hepatdcito

Figura 14. Modelo de regulacao da expressao de hepcidina

Figura 15. Sistema regulador de ferro IRP/IRE

Figura 16. Concentracao de retinol hepatico dos grupos Controle e
Deficiente em vitamina A (-VA)

Figura 17. Consumo diario de dieta dos animais dos grupos Controle
e Deficiente em vitamina A (-VA), peso seco, apos 15, 30 e 45 dias
de tratamento

Figura 18. Ganho de peso dos animais dos grupos Controle e
Deficiente em vitamina A (-VA) ap6s 15, 30 e 45 dias de tratamento
Figura 19. Concentracdo de hemoglobina nos grupos Controle,

Deficiente em vitamina A (-VA) e periodo basal (To)

Pagina

12
14

17
26
28
32
33
38
41

57

58

59

60

X1V



Figura 20. Concentragao de ferro no intestino (A), figado (B) e baco
(C) para os grupos Controle, Deficiente em vitamina A (-VA) e Linha
de base (Ty)

Figura 21. Efeito da deficiéncia de vitamina A nos niveis de mRNA do
transportador de metal divalente do intestino de ratos, tratados com
dieta Controle e Deficiente em vitamina A, por 0, 15, 30 e 45 dias
Figura 22. Efeito da deficiéncia de vitamina A nos niveis de mRNA de
ferroportina do intestino de ratos, tratados com dieta Controle e
Deficiente em vitamina A, por 0, 15, 30 e 45 dias

Figura 23. Mecanismo proposto para a diminuicdo de absorcédo de

ferro induzida pela hepcidina

62

63

64

69

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Ingestdo dietética de referéncia (DRI — Dietary Reference
Intakes) para vitamina A

Tabela 2. Ingestao dietética de referéncia (DRI — Dietary Reference
Intakes) para o mineral ferro

Tabela 3. Principais proteinas envolvidas na absorgao, transporte,
liberacao e regulacdo do metabolismo de ferro, e suas fungdes
Tabela 4. Sistema da RT-PCR

Tabela 5. Sequéncias de oligonucleotideos empregados na qRT-PCR
e RT-PCR

Tabela 6. Sistema da qRT-PCR

Pagina

24

42

51
52

53

XVI



RESUMO

Introducao: As deficiéncias de vitamina A e de ferro encontram-se entre as
deficiéncias nutricionais de maior impacto sobre a Saude Publica no Brasil e no
mundo, atingindo, nos paises em desenvolvimento, entre 140 a 250 milhdes de
adultos e cerca de 2 bilhdes de pessoas no mundo, respectivamente. Estudos
tém evidenciado uma relacao entre o status de vitamina A e de ferro, havendo
um acumulo de ferro em tecidos de animais deficientes em vitamina A. A acéo
hormonal da vitamina na regulacdo da expressao de varios genes tem sido
amplamente divulgada, e € possivel que o efeito da vitamina A sobre a
homeostase do ferro seja mediada por essa acao hormonal. Objetivo: Avaliar
o efeito da deficiéncia de vitamina A sobre a expressdao génica dos
transportadores de ferro (DMT-1 e ferroportina) no enterdcito e no status de
ferro em ratos. Metodologia: Foram utilizados 35 ratos Wistar, separados em
dois grupos: Controle e Deficiente em Vitamina A, que foram tratados com dieta
padrdo e dieta isenta de vitamina A, respectivamente, e sacrificados aos 0, 15,
30 e 45 dias de tratamento. Os parametros avaliados foram: ganho de peso,
consumo de dieta, hemoglobina, retinol hepatico, concentracdo de ferro no
intestino, figado e bacgo, e niveis de transcritos DMT-1 e ferroportina intestinais
por gRT-PCR. Resultados: Os teores de retinol hepatico do grupo Deficiente
em vitamina A reduziram-se a niveis nao detectaveis a partir dos 30 dias de
tratamento; ao final do tratamento houve redugdo no consumo de dieta dos
animais deficientes em vitamina A; os animais dos dois grupos apresentaram
aumento de peso, porém reducdo do ganho de peso ao longo do tempo; os
niveis de hemoglobina aumentaram durante a primeira quinzena, mantendo-se
constantes até o final do tratamento; os ratos tratados com dieta deficiente em
vitamina A apresentaram niveis de ferro intestinal e esplénico diferentes do
grupo Controle aos 15 e 30 dias de tratamento; ndo foi observada alteragéo
nos niveis de mRNA do DMT-1 e da ferroportina intestinais, nos ratos
Deficientes em relacdo ao grupo Controle ao longo do experimento.
Conclusao: Os resultados sugerem que a deficiéncia de vitamina A altera a
homeostase de ferro no intestino e baco desses animais, ndo alterando os
niveis de transcrito, mas em nivel traducional e/ou pos-traducional,
possivelmente mediado pela hepcidina. Palavras-chave: ferro, deficiéncia de
vitamina A, DMT-1, ferroportina, PCR em tempo real, intestino, rato.

XVII



ABSTRACT

Introduction: Vitamin A and iron deficiencies are the major nutritional
deficiencies in Brazil and in the world, with high impact on Public Health,
affecting from 140 to 250 million people in developing countries (vitamin A
deficiency) and around 2 billions people in the world (iron deficiency). Studies
have shown a close relationship between vitamin A and iron status. A tissue
iron accumulation has been reported among vitamin A deficient animals. The
hormonal effect of vitamin A on the regulation of several genes expression has
been widely reported, thus, the effect of vitamin A on the iron homeostasis
could be mediated by its hormonal properties on the regulation of gene
expression of proteins involved on iron metabolism. Objective: To evaluate the
effect of vitamin A deficiency on the expression of iron transporters (DMT-1 and
ferroportin) in the enterocyte, and on the iron status in rats. Methodology: 35
Wistar rats were separated into two groups: Control and Vitamin A Deficient,
that were treated with standard diet and vitamin A free diet, respectively, and
sacrificed at 0, 15, 30 and 45 days of treatment. The parameters evaluated
were: weight gain, diet intake, haemoglobin, hepatic retinol, iron concentration
in gut, liver and spleen, and intestinal mRNA expression of DMT-1 and
ferroportin by real time PCR. Results: The hepatic retinol reduced to
undetectable levels from 30 treatment days on, in the Vitamin A Deficient group;
the vitamin A Deficient animals showed a reduction of diet intake at the end of
the treatment period; both groups increase body weight, however, weight gain
rates decreased during the treatment; the levels of haemoglobin increased
during the first 15 days, and kept constant until the end of the treatment period;
vitamin A Deficient rats presented different gut and spleen iron levels compared
to the Control group; it was not observed alterations in mRNA levels of intestinal
DMT-1 and ferroportin when comparing Control and Vitamin A Deficient groups
along the experiment. Conclusion: These results suggest that vitamin A
deficiency modifies the iron homeostasis in gut and spleen of rats, not at the
transcriptional level, but at translational and/or post-translation level, possibly
mediated by hepcidin. Keywords: iron, vitamin A deficiency, DMT-1,

ferroportin, real time PCR, gut, rat.
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1. INTRODUCAO

As deficiéncias de vitamina A e de ferro encontram-se entre as
deficiéncias nutricionais de maior impacto sobre a Saude Publica no Brasil e no
mundo. Estima-se que, nos paises em desenvolvimento, a deficiéncia de
vitamina A atinja entre 140 a 250 milhdes de individuos, muitos dos quais
apresentando deficiéncia subclinica, sendo que, desse total, cerca de 43
milhdées sado criangcas menores de cinco anos de idade (WHO, 1996). Em
relagao a deficiéncia de ferro, as estimativas sdo de que cerca de 2 bilhdes de
pessoas sejam afetadas em todo o mundo (Shils et al., 2003).

Estudos publicados nas duas ultimas décadas tém evidenciado uma
estreita relagdo entre os stati de vitamina A e de ferro no organismo humano,
em que a deficiéncia de vitamina A prejudicaria o metabolismo de ferro (Jang et
al., 2000). Embora o mecanismo desse efeito ainda ndo seja claro, estudos em
criangas deficientes em ferro e vitamina A revelaram que a suplementagédo com
vitamina A promove a mobilizacdo de ferro dos estoques existentes e aumenta
a produgcdo de eritropoietina (EPO), hormdnio estimulador da eritropoiese
(Zimmerman et al., 2006).

Baseando-se em estudos com modelos animais, ainda ndo se chegou a
um consenso quanto a ocorréncia de anemia induzida por deficiéncia de
vitamina A, entretanto os estudos evidenciam um acumulo de ferro em tecidos
de animais vitamina A-deficientes (Arruda et al., 2004).

O ferro constitui o quarto elemento quimico mais abundante na crosta
terrestre. Paradoxalmente, a deficiéncia de ferro constitui um dos maiores
problemas de Saude Publica no mundo. O ferro € necessario em varios
mecanismos e processos vitais nos seres vivos, incluindo o homem, entretanto,
sua absorcdo nos mamiferos é extremamente controlada por mecanismos
moleculares, eficazes na manutencao do equilibrio entre demandas e oferta,
que estabelecem a homeostase de ferro no organismo. A maior parte do ferro
corporal esta ligada: a hemoglobina no sangue, e em menor quantidade, a
mioglobina nos musculos; as enzimas; e aos citocromos e proteinas com
centro ferro-enxofre (Fe-S) envolvidas nas transferéncias de elétrons na cadeia
respiratéria. O ferro ndo é excretado na urina, sendo, em grande parte,
reaproveitado e, por isso, a necessidade individual de ferro deve ser suficiente
para repor apenas as perdas didrias do organismo (1 mg/d) (Shils et al., 2003;



Ponka, 2000).

Por ser um metal de transicdo catalisador de reacdes geradores de
espécies reativas de oxigénio (EROs), via reacao de Fenton, uma sobrecarga
de ferro é extremamente danosa as células (Crichton et al., 2002), resultando
em danos oxidativos a proteinas, lipidios e acidos nucleicos. Arruda e
colaboradores (2004) observaram que ratos submetidos a deficiéncia de
vitamina A apresentavam aumento nos niveis de oxidacdo de lipidios e
proteinas no figado e coracao. Os autores sugeriram que o acumulo de ferro na
deficiéncia de vitamina A pode ser responsavel pelo aumento do estresse
oxidativo observado nos animais deficientes em vitamina A.

Portanto, além dos efeitos ocasionados diretamente pela deficiéncia de
vitamina A, como baixa imunidade, xeroftalmia e outros, a hipovitaminose A
pode estar envolvida indiretamente na etiologia de doencas crénicas nao-
transmissiveis (DCNT), como céncer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, entre outros processos patolégicos, devido a producao de
radicais livres catalisados pelo ferro (Bozho e Conner, 2004; Kruszewski, 2003;
Crichton et al., 2002).

A acdo hormonal da vitamina A, na forma de acido retinoico,
responsavel pela regulacdo da expressao de varios genes, tem sido
amplamente descrita (McClintick et al., 2006) e, considerando-se a relacao
sinérgica entre a vitamina A e o metabolismo de ferro, € possivel que o efeito
da vitamina A sobre a homeostase deste metal seja mediada por essa acao
hormonal. O acido retinoico poderia regular a absor¢ao e exportacao de ferro
nos tecidos diretamente por meio da regulacao da sintese das proteinas DMT-1
e ferroportina, ou indiretamente, regulando a expressao de hepcidina no figado,
hormonio que regula a absor¢ao e exportacao endoégena de ferro no organismo
(Oates, 2007).

A investigagdo de possiveis mecanismos moleculares de interagdo da
vitamina A na homeostase do ferro em animais se faz necessaria, devido ao
papel fundamental desses dois nutrientes no metabolismo e no estado
nutricional e fisiolégico dos individuos, bem como a importdncia em Saude
Publica que ambos representam em praticamente todos os paises,

desenvolvidos e em desenvolvimento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1, Vitamina A

Vitamina A € uma vitamina lipossoluvel que pode ser obtida da dieta
como vitamina A pré-formada (retinal) e de alguns pigmentos, os carotenoides,
que podem ser clivados pelo organismo, originando retinol (Underwood, 2004).

A vitamina A pré-formada ocorre naturalmente apenas em animais e as
fontes dietéticas mais ricas sdo figado, 6leo de peixes, gema de ovo e
laticinios. Os carotenoides pré-vitamina A sao obtidos de alimentos como
tubérculos, hortalicas e frutas diversas, como a abdbora, a cenoura, 0
espinafre, a manga e o mamao (Giugliani e Victora, 2000).

Algumas das formas de utilizacdo destes vegetais fontes de
carotenoides € a ingestao in natura, a manufaturacdo de sucos, éleos e doces.
Exemplos de utilizacbes destas fontes carotogénicas no Brasil sdo: o 6leo de
dendé (Campos e Rosado, 2005) e o doce de buriti, que teve sua utilizacao
sugerida como forma de se combater a deficiéncia de vitamina A em pré-
escolares no Nordeste Brasileiro (Mariath et al., 1989).

Estima-se que, em paises desenvolvidos, 25 a 35% da vitamina A
dietética seja proveniente dos carotenoides (Van den Broek, 2003). Nas
Américas, segundo a OMS (WHO, 1995), cerca de 60% da vitamina A obtida
na alimentacao é originada de carotenoides pro-vitaminicos A.

Embora o termo vitamina A possa ser utilizado para se referir a um
composto quimico especifico, como o retinol ou seus ésteres, ele € mais
empregado para designar a familia dos retinoides, ou seja, para denominar
compostos lipossoluveis que contenham um anel de B-ionona e uma cadeia de
hidrocarboneto, com saturacdes alternadas, ligada a um grupo funcional que
exibam as propriedades biolégicas do retinol (Figura 1) (Souza e Villas Boas,
2002; Musib, 2000). Assim, o termo vitamina A inclui o éster de retinil, o retinol,
o retinal e o acido retinoico em suas diversas isoformas. A variacdo de um
retinoide para outro estd em suas diferentes formas de oxidacdo do grupo

funcional.
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Figura 1. Estrutura quimica da vitamina A. Adaptado de Musib, 2000.

O retinol é a forma alcodlica da vitamina A, possuindo o grupo hidroxila
(OH) ligado ao carbono 15 (Figura 2). Ele é a principal forma de transporte da
vitamina A pelo plasma.

CH50H

Figura 2. Estrutura do todo-trans-retinol. Adaptado de Senoo, 2004.

Os ésteres de retinil sdo as formas ésteres da vitamina A (Figura 3)
resultante da reacgdo do retinol com acidos graxos. E a principal forma presente
em alimentos de origem animal. Os ésteres de retinil sdo armazenados
juntamente com os lipidios. As isoformas mais comuns sao palmitato de retinil,
esteroato de retinil, oleato de retinil e linoleato de retinil (Piantedosi et al.,
2005).
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Figura 3. Palmitato de retinil, o éster de retinil mais frequente nos animais. Adaptado de Senoo,
2004.

O retinal (Figura 4) é fundamental no processo visual dos vertebrados,
ligando-se a opsina, e formando a rodopsina, que € a proteina responsavel

pela captacao da energia luminosa e esta presente nos bastonetes da retina.



No processo de captacao da imagem, quando a molécula de rodopsina é
excitada por luz visivel, o 11-cis-retinal sofre uma série de reacgdes
fotoquimicas que o convertem em todo-trans-retinal, forcando uma mudanca na
forma estrutural da rodopsina. A rodopsina ativada por essa mudanca estrutural
na molécula do retinal leva a geracao de uma diferenca de potencial, que é
transmitida ao cérebro pelos neurbnios do globo ocular e é a base da
transducéo visual (Nelson e Cox, 2000).

NIRRT
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Figura 4. Esquema do 11-cis-retinal existente na retina e ligado a rodopsina. Adaptado de
Senoo, 2004.

O acido retinoico possui em sua estrutura o grupo COOH ligado ao
carbono 15 e inclui varias isoformas como o todo-trans-acido retinoico, o 13-

cis-acido retinoico e o 9-cis-acido retinoico (Figura 5).

9-cis-dcido retinoico

13-cis-acido retinoico COOH

Figura 5. Isoformas mais comuns do acido retinoico. Adaptado de Musib, 2000.

A vitamina A, em suas varias formas, desempenha trés funcoes
principais: proliferagéo e diferenciacao celular, desenvolvimento embrionario e
ciclo visual. As duas primeiras funcées sdo desempenhadas apenas pelo acido
retinoico, enquanto que apenas a forma retinal atua no processo da visao
(Morriss-Kay e Sokolova, 1996; Vieira, 1995; De Luca, 1991; Blomhoff et al.,
1990). Um papel anti-infeccioso também foi proposto para a vitamina A, pois as



infeccbes estdo associadas com diminuicdo dos niveis de ferro sérico,
eritropoiese suprimida e menores concentracdes de hemoglobina, que ocorrem
na deficiéncia de vitamina A (Van den Broek, 2003).

Normalmente, a avaliacdo do status de vitamina A é feito pela dosagem
do retinol sérico. Entretanto, o retinol no soro sanguineo sofre um controle
homeostatico rigido, ndo sendo, portanto, um bom indicador do status
nutricional individual de vitamina A. Atualmente, tém-se utilizado testes de
dose-resposta para avaliar os estoques vitamina A no figado, sendo um
método mais acurado (Van den Broek, 2003).

Acredita-se que a vitamina A seja essencial na embriogénese,
hematopoiese, crescimento e diferenciacdo epitelial. Durante a gestacéo,
quantidades extras de vitamina A sdo necessarias para 0 crescimento e
manutencao tecidual do feto, para abastecé-lo de reservas e para o
metabolismo da méae. A vitamina A é essencial para a hematopoiese. Ha
relatos na literatura que uma dieta desprovida de vitamina A resulta em
decréscimo dos niveis de hemoglobina (Allen et al., 2009).

2.1.1. Recomendacao de vitamina A
A recomendacéo individual de vitamina A varia de acordo com a idade, o

sexo e 0 momento fisiolégico do individuo, como indicado na Tabela 1.



Tabela 1. Ingestdo dietética de referéncia (DRI — Dietary Reference Intakes)
para vitamina A. Adaptado de NAS, 2001.

Faixa etaria Ingestao diaria Limite maximo
recomendada’ (ug/d)* | toleravel? (ng/d)*

Criancas

0-6 meses 4003 600

7-12 meses 5003 600

1-3 anos 300 600

4-8 anos 400 900
Homens

9-13 anos 600 1700

14-18 anos 900 2800

> 13 anos 900 3000
Mulheres

9-13 anos 600 1700

14-18 anos 700 2800

> 13 anos 700 3000
Gestantes

<18 anos 750 2800

>19 anos 770 3000
Lactantes

<18 anos 1200 2800

>19 anos 1300 3000

- RDA, Recommended Dietary Allowances

2- UL, Tolerable Upper Intake Levels

8- Al, Adequate Intake, recomendacao quando nao ha RDA determinada

*_ Incluem carotenoides pré-vitamina A que sdo precursores de retinol. Valores
expressos como equivalente de atividade de retinol (RAE) = 1 ug de retinol =

12 ug de B-caroteno = 24 ug dos demais carotenoides pro-vitamina A.



2.1.2. Deficiéncia de vitamina A

A deficiéncia de vitamina A é um problema de Saude Publica que tem se
destacado no panorama mundial. A OMS inclui esta deficiéncia, juntamente
com a anemia, como um dos fatores que oferecem maiores riscos a saude
humana (Bloem, 1995).

Os principais grupos de risco da deficiéncia de vitamina A sédo as
criangas com idade menor que cinco anos (WHO, 1996; Stoltzfus e
Underwood, 1995), gestantes e lactantes (WHO, 1996).

Segundo o Sistema de Informagbes de Deficiéncia de Micronutrientes
(Micronutrient Deficiency Information System) da OMS (WHO, 1995), cerca de
251 milhées de pessoas em todo mundo, apresentavam deficiéncias severas
ou moderadas desta vitamina ainda em estagio subclinico (WHO,1996), ou
seja, quando a deficiéncia sbé pode ser detectada por meio de testes
bioquimicos, mas que pode trazer graves problemas a saude, promovendo 0
aumento da morbidade e mortalidade (Kabat et al., 2009; Sommer et al., 1984).

Em casos de deficiéncia de vitamina A marginal, as demandas extras
geradas pela gestagdo podem resultar em um quadro sintomatico de
deficiéncia de vitamina A, como a manifestacdo da cegueira noturna. Durante a
gestacdo, como um resultado das mudancas fisiolégicas que causam altas
demandas nutricionais, os niveis de retinol sérico caem a valores inferiores as
concentracdes de ndo-gestantes (Van den Broek, 2003). Entre gestantes, cerca
de 5% sofrem de cegueira noturna durante a gravidez (WHO, 2002).

A Organizagdo Mundial de Saude estima que cerca de 250 milhdes de
criangas em idade pré-escolar sdo deficientes em vitamina A e que entre 250
mil e 500 mil criancas se tornam cegas por deficiéncia de vitamina A
anualmente, metade das quais morrem em até 12 meses apos a perda da
visdo (WHO, 2009).

Devido ao tamanho e diversidade da populacédo brasileira, a dimensao
deste problema é pouco conhecida no Brasil e sdo poucas as informagdes
disponiveis na literatura sobre 6bito e incapacitacées causadas pela falta de
vitamina A. No Brasil, as areas consideradas endémicas para deficiéncia de
vitamina A s&o a regido Nordeste e o Vale do Jequitinhonha-MG, onde é feito
um programa de suplementacao infantil com megadoses de vitamina A (Souza
e Vilas Boas, 2002; Ferraz et al., 2000).



Contudo, até a data atual, ndo existe um sistema nacional de vigilancia
epidemiol6gica sobre a hipovitaminose A e a xeroftalmia, logo, ndo é possivel
avaliar o impacto das medidas de prevencdo pelo Programa Nacional de
Controle da Deficiéncia de Vitamina A no Brasil (Martins et al., 2007a; Martins
et al, 2007b). H& apenas, alguns estudos regionais antigos, feitos
principalmente na regido Nordeste, como na Paraiba em 1982 e outros estados
da regidao em 1976 (Martins et al., 2007a; Simmons, 1976)

As principais enfermidades causadas pela hipovitaminose A estédo
associadas a visdo. A cegueira noturna, causada pela diminuicdo da rodopsina
nos bastonetes da retina, € uma delas, assim como as doencas ligadas a
queratinizagdo da conjuntiva e da cérnea, como a ceratomalacea
(Tanumihardjo, 2004), que consiste na cegueira irreversivel causada pela
cicatrizagdo da cérnea em uma regidao que compromete a passagem da luz
para a retina. Essa cicatrizagdo ocorre em decorréncia da inibicdo da
diferenciacao das células epiteliais basais, causada pela deplecao de vitamina
A (Vauclair et al., 2007).

Até o final da década de 70 a deficiéncia de vitamina A era unicamente
associada a sintomas ou sinais clinicos como a descamacdo da pele e a
doengas associadas a visdo. No entanto, Souza e Vilas Boas (2002)
demonstraram, em um trabalho realizado com 4600 criancas, uma relacédo
entre 0 aumento na incidéncia de doencas respiratérias e diarreia naqueles que
apresentavam doencas oculares.

A deficiéncia de vitamina A pode ser causada principalmente por um
longo periodo de ingestao inadequada de vitamina A, comprometendo algumas
funcbes fisiologicas, ainda que os sinais de caréncia ndo sejam evidentes
(Morriss-Kay e Sokolova, 1996) e € uma doenca comum em diversos paises
em desenvolvimento.

Os numeros de pessoas em risco para deficiéncia de vitamina A sao
frequentemente estimativas e aproximacdes, contudo, sabe-se que é um
problema de Satde Publica em grande parte da Africa, no Sul e no Sudeste
Asiatico, e em algumas &reas da América Latina e do Pacifico Ocidental (Van
den Broek, 2003).

Os principais sinais da deficiéncia de vitamina A sdo: perda de apetite,

retardo no crescimento, alteracbes nervosas, alteragcbes na pele,



queratinizacdo do tecido epitelial, aumento no risco de infeccbes, cegueira
noturna, xeroftalmia, malformacéao fetal, nefrite, cegueira e morte (Darlow e
Graham, 2000; Ball, 1998; Scrimshaw et al., 1998; Coelho e Ramalho, 1995).

A prevencao da deficiéncia de vitamina A pode ser feita por meio da
suplementacdo medicamentosa, da fortificacdo de alimentos ou pela
diversificacdo da dieta. O fato da vitamina A ser armazenada no figado permite
que a suplementagdo com hiperdoses em capsulas seja eficaz na prevencéao e
combate da hipovitaminose A.

No entanto, apesar do custo com a suplementagdo ser reduzido em
relacdo a fortificacao de alimentos, essa é uma medida de curto prazo. Assim,
fortificagdo de alimentos tem sido utilizada com sucesso em &reas onde a
vitamina A é escassa, como no caso da fortificagdo do agucar, na Guatemala
(Mejia e Arroyave, 1982) e do glutamato de sdédio, na Indonésia (Semba et al.,
1992).

A obtencéao da vitamina A sintética possibilitou a fortificacdo de alimentos
e a disponibilidade de suplementos em paises em desenvolvimento, resultando
em uma reducao significativa da deficiéncia nestes paises, onde, no entanto, a
deficiéncia de vitamina A continua sendo um problema de Saude Publica.
Atualmente, a OMS recomenda suplementacéo rotineira de vitamina A durante
a gestacao e lactagcdo em areas endémicas de deficiéncia de vitamina A (onde
h& ocorréncia de cegueira noturna) (WHO, 2009).

2.1.3. Excesso de vitamina A

O excesso de vitamina A em humanos é uma condicao mais rara do que
a deficiéncia e geralmente ocorre em situacées de suplementagcdo constante
com megadoses de vitamina A. Seus efeitos estdo relacionados a sua
hepatotoxicidade e desregulacdo do controle da divisdo e proliferacdo celular
realizados pela vitamina A (Shils et al., 2003).

Tem-se sugerido que uma alta incidéncia de malformacao fetal esteja
relacionada com alta ingestdo de vitamina A, acima de 10000 Ul/dia (Van den
Broek, 2003).
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2.1.4. Metabolismo da vitamina A
2.1.4.1. Absorcao

A digestdo e absorgdo de vitamina A estdo intimamente relacionadas
com a quantidade de lipidios na dieta, que interfere na biodisponibilidade, tanto
da vitamina A como dos carotenoides pré-vitaminicos A (Van den Broek, 2003).

Biodisponibilidade é definida como a propor¢do do nutriente nos
alimentos que é efetivamente absorvida e assim se tornam disponiveis para
serem utilizados em funcdes fisioldgicas ou armazenados no organismo. Esse
conceito engloba o processo de assimilagdo, transporte e conversdao de um
nutriente em suas formas biologicamente ativas (Krebs, 2001; Castanmiller et
al., 1999; Cozzolino, 1997).

A absorcao da vitamina A e dos carotenoides ocorre por difusdo passiva,
por ser determinada pelo gradiente de concentracdo entre as micelas advindas
da alimentacdo e a membrana plasmatica, da mesma forma e juntamente com
a absorcdo do colesterol e de produtos da lipase de triglicerideos (Parker,
1996). Desta forma, quanto maior a concentracdo de gordura ingerida com a
vitamina A, maior sera sua capacidade de ser absorvida pelo intestino.

A vitamina A presente no leite materno, por exemplo, é altamente
biodisponivel por estar associada a gordura do leite. Assim, existe uma alta
correlacdo entre o que a mae secreta de vitamina A no leite materno e o que a
crianca absorve (Fustinoni, 2008).

Uma vez dentro do enterdcito, o retinol associa-se a proteina celular
ligante de retinol 2 (CRBP 2 - cellular retinol binding protein 2), sendo entao
esterificado a éster de retinil pelas enzimas LRAT (lecitina: retinol-acil-
transferase) e ARAT (acil coenzima A: retinol-acil-transferase), e incorporado
aos quilomicrons (Piantedosi et al., 2005; Senoo, 2004).

Os carotenoides pré-vitamina A, como B-caroteno, a-caroteno e a
criptoxantina, sao clivados na mucosa intestinal a retinal, pela enzima B-
caroteno-15,15-oxigenase, reduzidos a retinol e depois transformados a éster
de retinil (Underwood, 2004; Yeum e Russell, 2002; Parker, 1996).
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2.1.4.2. Transporte

Esteres de retinil recém esterificados, alguns carotenoides intactos e
aqueles convertidos a éster de retinil sdo incorporados aos quilomicrons, os
quais sao exocitados no sistema linfatico (Yeum e Russell, 2002; Parker, 1996).

Os quilomicrons sado agregados lipoproteicos recobertos por
fosfolipidios, que sdo capazes de circular pela corrente sanguinea, sendo
formados por triacilglicerdis, colesterol, apolipoproteinas, ésteres de colesteril e
outras moléculas lipossoluveis oriundas da digestdo (Hultin e Olivecrona,
1998).

Os quilomicrons saem do enterécito para o meio extracelular e, por meio
do sistema linfatico, chegam a circulagdo sanguinea, onde sofrem remocéao de
triacilglicerdis. Os ésteres de retinil presentes nos quilomicrons remanescentes
sao absorvidos pelo figado e armazenados nas células estreladas (Figura 6)
(Underwood, 2004; Shils et al., 2003; Yeum e Russell, 2002; Parker, 1996).

CAPILAR
SANGUINEO

/

Diversos CIP-ER
Tecidos
x 8- cAROTENO = CAROTENO
% ER
QM-ER + ROH
ROH = retinol Q . .
ER = éster de retinil DUTO ~ ENTEROCITO LUMEN
QM = quilomicron LINFATICO INTESTINAL

Figura 6. Absorgao do B-caroteno e do retinol pelos enterdcitos. O B-caroteno absorvido pode
ser clivado a retinol. O retinol é esterificado a éster de retinil, sendo incorporado aos
quilomicrons e transportado por meio da corrente sanguinea para os diversos tecidos do
organismo. Adaptado de Senoo, 2004.
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Quando h& demanda de vitamina A nos tecidos, os ésteres de retinil sdo
convertidos a retinol nas células parenquimais do figado e transferidos para
uma proteina ligante de retinol (RBP) no plasma, através da qual séo
transportados para os tecidos. Apds captacao pelos tecidos alvos, o retinol
pode ser oxidado a retinal e, subsequentemente, a sua forma mais ativa, o
acido retinoico (Underwood, 2004; Yeum e Russell, 2002; Parker, 1996).

2.1.4.3. Armazenamento

Na corrente sanguinea o0s quilomicrons sofrem acado das lipases
lipoproteicas (LPL - lipoprotein lipase), localizadas na membrana dos endotélios
que irrigam os tecidos adiposo, cardiaco, muscular e glandulas, permitindo a
liberacdo de acidos graxos, carotenoides e dos retinoides livres para estes
tecidos (Nelson e Cox, 2000).

Os carotenoides provenientes dos quilomicrons sdo armazenados em
todos os tecidos do corpo, mas estao presentes principalmente no figado e no
tecido adiposo, sendo responsavel por sua coloracao amarelada (Shils et al.,
2003).

Apés sofrerem acdo da lipase lipoproteica, os quilomicrons resultantes
sdo denominados quilomicrons remanescentes e sdo pobres em
triacilglicerideos, mas ainda contém colesterol, apolipoproteinas e alguns
ésteres de retinil. Ao chegarem ao figado, os quilomicrons remanescentes
liberam os ésteres de retinil restantes, os quais sédo incorporados as células
parenquimais hepaticas.

Nas células parenquimais os ésteres de retinil se ligam principalmente a
CRBP 2, onde, pela acao da LRAT, sdo oxidados a retinol (Figura 7) (Senoo,
2004). As células parenquimais sintetizam a proteina ligante de retinol (RBP -
retinol binding protein), responsavel por transportar o retinol no plasma e para
as células estreladas, onde é novamente convertido a éster de retinil, sendo
entdo armazenado (Senoo, 2004; Vogel et al., 2002).

A RBP tem um papel fundamental no controle da vitamina A no
organismo, por ser responsavel pela mobilizagcdo da vitamina A dos érgaos-
estoque (Tsutsumi et al., 1992).
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Figura 7. Acéo 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 &cido
retinoico. 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. Adaptado de Senoo, 2004.

A concentracdo de retinol-RBP plasmatica permanece relativamente
constante até que o figado esteja praticamente depletado (Davila et al., 1985).

2.1.5. Carotenoides

Os carotenoides sao pigmentos naturais que conferem diferentes cores,
do amarelo ao vermelho, sendo empregados como corantes naturais ou
idénticos aos naturais em alimentos, bebidas, cosméticos e medicamentos.
Possuem um grupo croméforo em sua molécula, ocorrendo tanto em plantas
fotossintéticas como em tecidos animais (Penteado, 2003; Yeum e Russell,
2002; Olson, 1999).

Cerca de 600 carotenoides ja foram isolados e caracterizados na
natureza, entretanto apenas cerca de 10% podem ser metabolizados e
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convertidos a vitamina A nos animais. Tanto carotenoides pr6- como nao pro-
vitaminicos A estao presentes no sangue e tecidos humanos, com diferentes
fungdes, como sequestradores de radicais livres, imunomodulagéo, redugéo do
risco de doencas cardiacas e canceres especificos, comunicacao célula-célula,
diferenciacao celular, protecao do tecido ocular e reproducao (Shils et al., 2003;
Yeum e Russell, 2002; Olson, 1999).

A principal importancia nutricional dos carotenoides se deve ao fato de
que alguns possuem atividade pro-vitaminica A, sendo responséavel por 68% da
vitamina A da dieta na populagdo mundial e chegando a 82% da vitamina A
dietética nos paises em desenvolvimento. Estratégias de Saude Publica que
promovem um aumento na ingestdo de frutas e hortalicas ricas em
carotenoides sdo consideradas como sendo a solucdo mais adequada para
diminuir a incidéncia de deficiéncia de vitamina A (Penteado, 2003; Rock et al.,
1998).

a-caroteno
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Figura 8. Anel de B-ionona (circulados) de alguns dos carotenoides presentes na dieta.
Adaptado de Palace et al., 1999.

15



Quimicamente os carotenoides se caracterizam como estruturas
alifaticas-aciclicas, poli-isoprénicas, apresentando um amplo sistema de duplas
ligacbes conjugadas, contendo geralmente 40 atomos de carbono, com
simetria interna. A atividade pré-vitaminica de um carotenoide depende da
presenca do anel de B-ionona n&o hidroxilado em sua estrutura (Figura 8)
(Shils et al., 2003; Penteado, 2003).

Em animais, os carotenoides pré-vitaminicos A ingeridos na dieta podem
ser armazenados em sua forma original, convertidos em vitamina A ou serem
degradados pelos radicais livres, agindo como antioxidantes (Olson, 1999;
Palace et al., 1999; Stahl e Sies, 1996).

Apbs serem ingeridos, os carotenoides passam por um processo de
absorcdo e metabolismo semelhante ao da vitamina A, sendo liberados da
matriz do alimento, incorporados nas micelas, absorvidos no intestino delgado
— principalmente no duodeno — via difusdo passiva, passando a compor o
quilomicron rico em triacilglicerol (Yeum e Russell, 2002; Parker, 1996).

Deve-se salientar que nem todo o carotenoide presente nos alimentos é
absorvido e utilizado pelo organismo. Existem varios fatores dietéticos que
influenciam na biodisponibilidade dos carotenoides dietéticos, entre estes
estdo: a composicdo da matriz alimentar, os tipos de carotenoide presentes na
dieta, o processamento do alimento, a mastigacao, a ingestao concomitante de
lipidios e a ingestao concomitante de fibras (Van het Hof et al., 2000).

Carotenoides pré-vitamina A, como [-caroteno, a-caroteno e
criptoxantina, sao parcialmente convertidos a vitamina A, na forma de éster de
retinil, na mucosa intestinal, sendo entdo incorporados no quilomicron,
secretados na linfa para distribuicdo pela circulagdo sanguinea, de onde sao
removidos para os outros tecidos. Carotenoides nao pré-vitamina A, como a
luteina, zeaxantina e o licopeno, sdo absorvidos intactos e incorporados
diretamente no quilomicron (Parker, 1996).

Os carotenoides podem ser convertidos a vitamina A no figado, onde
sdo armazenados, e, em menor propor¢ao, no intestino, em humanos. Alguns
animais, como os ratos, no entanto, convertem totalmente os carotenoides em
vitamina A no intestino (Van den Broek, 2003).

O quilomicron remanescente € absorvido pelo figado, que secreta os
carotenoides associados com a lipoproteina de densidade muito baixa (very
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low density lipoprotein — VLDL). Em situacdes de jejum, contudo, a maior parte
do carotenoide plasmatico esta associada a lipoproteina de baixa densidade
(low density lipoprotein — LDL) e lipoproteina de alta densidade (high density
lipoprotein — HDL) (Figura 9) (Penteado, 2003; Yeum e Russell, 2002).

Lumen Intestinal Enterodcito Circulagao sanguinea Hepatocito

quilomicron
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Figura 9. Absorcao, metabolismo e transporte de carotenoides. CAR, carotenoides; apo-CAR,
apocarotenoides; RAL, retinal; VLDL, very low density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein;

HDL, high density lipoprotein. Adaptado de Yeum e Russell, 2002.

O B-caroteno e, presumivelmente, os outros carotenoides pro-vitamina A
podem sofrer clivagem oxidativa no intestino ou em outros 6rgaos, como o
figado (Yeum e Russell, 2002). A clivagem central do B-caroteno catalisada
pela enzima p-caroteno 15,15’-oxigenase origina duas moléculas de
retinaldeido (retinal). Os carotenoides podem também sofrer clivagem
assimétrica por acado de outra enzima, diferente da p-caroteno-15,15-
oxigenase, ou por acao de radicais livres produzidos por enzimas como a
lipoxigenase. A clivagem central ou randémica do carotenoide depende da
presencga de antioxidantes no intestino de ratos. (Yeum e Russell, 2002).

Apesar de nao haver recomendacdes dietéticas para carotenoides, o
Comité de Ingestdo de Referéncia Dietética (Dietary Reference Intake
Committee) divulgou os fatores de conversdo de carotenos em vitamina A: 12
ug de B-caroteno ou 24 ug de outros carotenoides pré-vitamina A originam 1 ug
de retinol equivalente (Campos e Rosado, 2005; FNB/IOM, 2000).

Entre as principais fontes dietéticas de carotenoides estdo: damasco

seco, beterraba, cenoura, abdébora, caqui € manga (B- e a-caroteno), brocolis,

17



couve e espinafre (luteina e zeaxantina), laranja e mamao (criptoxantina) e

tomate (licopeno) (Shils et al., 2003).

2.1.6. Vitamina A e gene

Os acidos retinoicos sao responsaveis por ativarem duas familias de
receptores hormonais nucleares, a familia de receptores do todo-frans-acido
retinoico (RAR) e a familia de receptores de acido retinoico do tipo X (RXR). O
todo-trans-acido retinoico é capaz de se ligar com alta afinidade ao RAR dos
tipos a, B e v, enquanto o 9-cis-acido retinoico se liga com alta afinidade aos
RXR a, B e y (Ross, 2003).

Quando associadas a um &acido retinoico, estas proteinas interagem
entre si, formando dimeros como RAR/RXR ou RXR/RXR. Estes dimeros sao
capazes de se ligar a algumas regides especificas do DNA chamadas de
Elementos Responsivos de Retinoides (“RARE” ou “RXRE”) (Blomhoff et al.,
1990) localizadas na regido 5’ do gene, regulando, desta forma, sua expressao
(Ross, 2003).

O &cido retinoico € um potente horménio que atua na expressdo de
centenas de genes (Mitro et al.,, 2007; Ross, 2004; Vogel et al., 2002), como
nos responsaveis pela sintese da alcool desidrogenase e da transglutaminase,
proteinas transportadoras de retinol, matriz extracelular (laminina), além de
genes diretamente envolvidos na diferenciacdo celular e na inibicdo da
proliferacao celular (Vauclair et al., 2007; Shils et al., 2003), podendo estar,

também, envolvido na regulagdo do metabolismo de ferro (Arruda et al., 2009).
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2.2. Ferro
2.2.1. Importancia do ferro

O ferro € um elemento quimico, de numero atémico 26 e massa atémica
56. Embora seja um dos metais mais abundantes na Terra (constituindo,
inclusive, o nucleo do planeta) e no Universo, quase todo ferro no ambiente é
insolavel, existindo sob a forma de éxidos de ferro e ferro metalico, restando
pouco para as necessidades bioldgicas (Shils et al., 2003).

Mais do que qualquer outro metal, o ferro € um elemento-chave no
metabolismo de todos o0s organismos vivos, sendo necessario em passos
essenciais do processo de fotossintese, no ciclo de Krebs e fosforilacao
oxidativa do metabolismo energético, na sintese de DNA (acido
desoxirribonucleico), faz parte do grupo heme, que é o local ativo de transporte
de elétrons nos citocromos e na captacao de oxigénio, e protege as enzimas
fixadoras de nitrogénio da inativacdo oxidativa nas raizes de leguminosas
(Dunn et al., 2006; Shils et al., 2003).

Por ser essencial em diversos processos fisiolégicos, relativamente
indisponivel, apesar de abundante, os organismos vivos guardam o tesouro de
ferro como se ele fosse um elemento-trago, sendo chamado por Fairbanks
(2003) de “metal da vida”.

Naturalmente o ferro existe em estados oxidativos que variam de -2 a
+6, entretanto, em sistemas biolégicos ocorrem, majoritariamente, nos estados
+2, +3 e +4, anteriormente chamados de ferro ferroso, férrico e ferril,
respectivamente. A interconversdao dos estados de oxidacdo do ferro é o
mecanismo pelo qual ele participa na transferéncia de elétrons e em ligacdes
reversiveis com outros compostos; caracteristicas que o torna tdo essencial

aos organismos vivos (NAS/IOM, 2001).

2.2.2. Deficiéncia de ferro

Apesar de ser o quarto elemento mais abundante no planeta, a
deficiéncia de ferro é amplamente prevalente em humanos, afetando todos os
grupos étnicos, sem excegado. A deficiéncia de ferro afeta cerca de 40% da
populacdo mundial (cerca de 2 bilhdes de pessoas), colocando-se como o
segundo maior problema nutricional no mundo, atrds apenas da fome
(Arredondo et al., 2006; Shils et al., 2003).
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A prevaléncia mundial de anemia por deficiéncia de ferro, ou anemia
ferropriva, € de aproximadamente 15%, sendo de cerca de 50% da populacao
em paises em desenvolvimento e 10% em paises desenvolvidos (Denic e
Agarwal, 2007).

No Brasil ndo se dispde de uma pesquisa de representatividade nacional
que indique a situacdo dessa caréncia nas varias regides, sendo os estudos
existentes pontuais, com metodologias distintas. Entretanto, eles revelam
aumento progressivo na prevaléncia da anemia por deficiéncia de ferro, o que a
transforma atualmente como um grave problema de Saude Pdublica,
ressaltando-se que a anemia esta disseminada por todas as classes de renda
(MS/UNICEF, 2007).

Visando reduzir os indices de prevaléncia e prevenir uma maior
incidéncia de deficiéncia de ferro, por determinacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), desde 2004, no Brasil, todas as farinhas de trigo
refinadas e de milho sao fortificadas com 4,2 mg de Fe e 150 ug de acido félico
/100 g de farinha (MS/UNICEF, 2007).

O diagnéstico de anemia por deficiéncia de ferro é feito quando ocorre
um decréscimo no nivel de hemoglobina a valores inferiores a 13 g/dL para
homens, 12 g/dL para mulheres e criancas de 6 a 14 anos, e 11 g/dl para
gestantes e criancas de 6 meses a 6 anos (WHO, 2007). Geralmente esse
quadro esta associado a microcitose, que € a diminuigcdo do volume celular
médio (VCM) (Denic e Agarwal, 2007).

Diversos autores tém proposto que a deficiéncia de ferro é um
mecanismo fisioldégico adaptativo da espécie humana, que seria benéfico em
algumas ocasidées, como na diminuicdo da viruléncia de micro-organismos
patogénicos invasores, que também dependem de ferro para sua sobrevivéncia
(Cronje e Bornman, 2005; Collins, 2003; Weiss, 2002).

Uma das hip6teses do surgimento da deficiéncia de ferro propbe que ela
comecgou com a revolucao agricola pela qual o homem passou cerca de dez mil
anos atras, com o inicio do cultivo de plantas e domesticacdo dos animais,
quando houve uma mudanga no padrdo alimentar, outrora composto
basicamente por carne de cacga, para a uma dieta baseada em cereais,
aumentando a ingestdo calérica, mas diminuindo o consumo de ferro, que

também passou a ser de menor potencial absortivo (Denic e Agarwal, 2007).

20



A deficiéncia de ferro, com ou sem anemia concomitante, pode
prejudicar o crescimento e o desenvolvimento intelectual em criancgas, levar a
anormalidades no epitélio do trato gastrointestinal, dificuldade de cicatrizagéo,
apatia e letargia, anorexia, desfechos gestacionais indesejados, e, em casos
mais graves, hepatoesplenomegalia e morte. Ha o registro também, ainda que
sem uma explicacao plausivel, de picamalacia (desejo de ingerir substancias
estranhas) e geofagia (Shils et al., 2003). Outras caracteristicas da deficiéncia
de ferro sdo: palidez cutanea, da conjuntiva, dos labios, da lingua e das palmas
das maos, respiracao ofegante, disfagia (dificuldade na degluticdo) e astenia
(fraqueza orgéanica) (MS/UNICEF, 2007; Andrews, 2000).

2.2.3. Excesso de ferro

A propriedade do ferro de facilmente receber e doar elétrons, mudando
seu estado de oxidacdo, torna-o um componente essencial em citocromos,
moléculas ligantes de oxigénio (e.g. hemoglobina e mioglobina) e iniUmeras
enzimas cataliticas. Entretanto, essa mesma caracteristica é responsavel pela
sua toxicidade (Reddy e Clark, 2004; Fraga e Oteiza, 2002; Andrews, 2000).

O ferro é o principal catalisador da reacao de Fenton (reagédo 1), na qual
o peroxido de hidrogénio é convertido a radical hidroxil, que é o radical livre

mais danoso em sistemas biolégicos (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Reacéao de Fenton:

Fe (I1) + H,O, — Fe (lll) + OH + OH’ )

As concentragdes de ferro livre no organismo sdo mantidas baixas por
dois motivos principais: o Fe (Ill) ndo € soluvel em agua e Fe (ll) participa na
geracao de radicais livres. Os radicais livres, gerados pela reacado de Fenton,
podem reagir com outras moléculas, levando a formacado em cadeia de outros
radicais e espécies reativas. Dessa forma, um aumento nas concentracoes de
ferro intra e extracelular pode resultar em aumento na producao de espécies
reativas de oxigénio, peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo, danos a
membranas celulares, proteinas e DNA. Para prevenir esse problema, o ferro
presente no corpo apresenta-se, quase sempre, ligado a proteinas, impedindo
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que esteja livre e catalise a producdo de espécies reativas (Papanikolaou e
Pantopoulos, 2005; Urso, 2003; Fang et al., 2002; Andrews, 2000).

As principais condi¢des clinicas associadas ao excesso de ferro séo:
neoplasias, cardiomiopatia, aterosclerose, maior severidade de infartos,
doencas hepaticas crbnicas, diabetes tipo 2, hipertensao, faléncia renal aguda,
desenvolvimento de tireoidite subaguda e maior gravidade de infecgbes. O
mecanismo pelo qual o ferro estaria envolvido no surgimento e/ou agravamento
dessas doencas é devido ao seu potencial catalitico na producao de radicais
livres (Puntarulo, 2005).

Uma doenca relacionada ao excesso de ferro, muito estudada
recentemente, é a hemocromatose hereditaria, que é um defeito genético
relativamente comum em populagdes caucasianas, de heranca autossdémica
recessiva, caracterizando-se por uma absorcdo de ferro aumentada no
intestino, com consequente acumulo de ferro em 6rgaos parenquimais, de
modo destacado o figado, pancreas, coracdo e glandula pituitaria. Entre
portadores de hemocromatose € alta a prevaléncia de diabetes, doencas
cardiovasculares e outras doencas relacionadas a estados de estresse
oxidativo (Piperno et al., 2007; Limdi e Crampton, 2004).

2.2.4. Biodisponibilidade de ferro

Nem todo o ferro contido nos alimentos é absorvido, pois sua
biodisponibilidade varia de acordo com fatores extrinsecos e intrinsecos. Os
fatores intrinsecos séo relacionados ao individuo e as suas necessidades,
considerando-se sexo, idade, estado nutricional de ferro e situagéao fisiologica.
Os fatores extrinsecos sao relativos ao alimento e seus componentes, que

também podem interferir positiva ou negativamente.

2.2.4.1. Fatores Extrinsecos

O ferro nos alimentos encontra-se em duas formas: ferro hémico (ligado
a uma protoporfirina, formando o grupo heme) e ferro nao-hémico (geralmente
associado a sais e 6xidos).

O estado de oxidagao do ferro hémico € 2+, e é derivado principalmente
da hemoglobina e da mioglobina presente em carnes, aves e peixes. Apesar de
representar uma pequena proporcdo do conteudo de ferro da dieta,
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desempenha importante papel, pois a porcentagem absorvida é maior e sua
absorcao € menos afetada pelos demais componentes da dieta (MS/UNICEF,
2007).

Entretanto, quase todo o ferro da dieta &€ ndo-hémico, respondendo por
cerca de 85% do total de ferro ingerido. Os fatores dietéticos podem alterar a
absorcao de ferro de uma unica refeicdo em até 10 vezes. Sua absorcao
depende, em grande parte, das reservas corporais e da solubilidade do ferro na
parte proximal do intestino delgado (Hunt, 2003; Reddy et al., 2000).

Tal solubilidade é alterada por outros componentes da dieta, tais como:
acido ascérbico, proteina animal, peptideos que contém cisteina, acidos citrico,
malico e tartarico, outros &cidos organicos e etanol, que aumentam a
solubilidade e, portanto, a biodisponibilidade do ferro. Ha, contudo, fatores
dietéticos que diminuem a solubilidade, dificultando sua absorcao e utilizacao
pelo organismo, como: fitatos, polifendis, flavonoides, taninos, fosfato, oxalato e
suplementacao de ferro (Hunt e Roughead, 2000; Roughead e Hunt, 2000;
Fairweather-Tait, 1997).

A presenca de outros minerais na dieta também pode prejudicar a
absor¢do do ferro ndo-hémico, como célcio, zinco, cobre, cobalto, niquel,
cadmio e manganés (metais divalentes), pois, provavelmente, utilizam vias
comuns de absorcédo, levando a um mecanismo de competicdo entre esses

minerais (Arredondo et al., 2006).

2.2.4.2. Fatores intrinsecos

Existem determinados momentos fisiol6gicos em que a necessidade de
ferro € maior, alterando o padrao absortivo do organismo, como nas fases de
crescimento (infancia e adolescéncia) e gestacdo. Situacdes de deficiéncia
nutricional de ferro também aumentam o potencial absortivo do ferro,
resultando em uma maior biodisponibilidade. Situagcdes de baixa acidez
gastrica podem levar a uma menor solubilidade do ferro, reduzindo, assim, sua
biodisponibilidade (Fairweather-Tait, 1997).

2.2.5. Recomendacao de ferro
A ingestao dietética de referéncia do ferro esta resumida na Tabela 2.
Essa recomendacdo, apesar de ser feita baseada na populacdo norte-
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americana, é aceita para outras populacdes, especialmente as ocidentais
(Cuppari, 2003).

Tabela 2. Ingestdo dietética de referéncia (DRI — Dietary Reference Intakes)
para o mineral ferro. Adaptado de NAS, 2001.

Faixa etaria Ingestao diaria Limite maximo
recomendada' (mg/d) toleravel? (mg/d)

Criancas

0-6 meses 0,273 40

7-12 meses 11 40

1-3 anos 7 40

4-8 anos 10 40
Homens

9-13 anos 8 40

14-18 anos 11 45

> 18 anos 8 45
Mulheres

9-13 anos 8 40

14-18 anos 15 45

19-50 anos 18 45

> 50 anos 8 45
Gestantes

< 18 anos 27 45

>19 anos 27 45
Lactantes

< 18 anos 10 45

>19 anos 9 45

- RDA, Recommended Dietary Allowances
2- UL, Tolerable Upper Intake Levels
8- Al, Adequate Intake, recomendacédo quando ndo ha RDA determinada

As principais fontes alimentares de ferro sdo: figado, carne vermelha,
ostras, leguminosas como feijao e lentilha, e melago escuro (Shils et al., 2003).
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2.2.6. Balanco corporal de ferro

Adultos normalmente tém cerca de 3 a 4 g de ferro total no corpo. A
maior parte desse ferro estd envolvida na producdo de hemoglobina, no
desenvolvimento das células precursoras eritroides e eritrocitos maduros. Cada
eritrécito contém mais de um bilhdo de atomos de ferro sob a forma de
hemoglobina. Do total de ferro restante no corpo, a maioria é armazenada no
figado (Andrews, 2000).

A dieta padrdao de um ser humano contém de 13 a 18 mg de ferro por
dia. Entretanto, desse total ingerido, apenas cerca de 1 mg é absorvido. Até
mesmo em situacoes de deficiéncia de ferro, em que a absorcao € otimizada, é
de apenas 2 a 4 mg diarios. Em casos de excesso de ferro, a absorcao é
reduzida a 0,5 mg Fe/ dia. Evidenciando, assim, um fino controle do
metabolismo de ferro na absorcado intestinal, considerando-se que nao ha
excregao renal significante desse metal (Miret et al., 2003).

No processo de formagéo de células vermelhas, demanda-se cerca de
30 mg de ferro/ dia. Necessidade essa que € suprida pelo fluxo de ferro
advindo da degradacgédo de eritrécitos senescentes pelas células do sistema
reticuloendotelial do bago e células de Kupffer no figado (Hentze et al., 2004;
Miret et al., 2003).

As perdas corporais de ferro sdo relativamente pequenas, consistindo de
perdas com descamacao de células epiteliais (pele, células gastrointestinais,
células do trato urinario) e por fluidos (lagrimas, suor e sangue, principalmente
a menstruacdo, em mulheres). Essas perdas contabilizam cerca de 1 mg de
ferro por dia (2 mg/ dia em mulheres pré-menopausa), sendo repostas pela
absorcao de ferro dietético (Miret et al., 2003).

O figado desempenha um papel central no metabolismo do ferro, sendo
responsavel por aproximadamente 8% do turnover de ferro do plasma em
humanos. Os hepatdcitos sdo responsaveis, também, por expressar a maioria
dos genes que estdo associados com doencas hereditarias relacionadas ao
ferro (Graham et al., 2007).
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Figura 10. Homeostase sistémica de ferro. Tf, transferrina. Adaptado de Hentze et al., 2004.

2.2.7. Absorcao

A absorcdo de ferro envolve a movimentagdo do metal do lumen
intestinal através da membrana do enterécito (importacdo ou influxo), a
movimentacdo dentro da célula (processamento ou fluxo intracelular) e a
movimentacao através da membrana basal (exportacdo ou efluxo) para a
corrente sanguinea (Oates, 2007).

O ferro dietético absorvido pode se apresentar sob duas formas
diferentes: ferro hémico, presente nas carnes vermelhas, e ferro ndo-hémico,
proveniente principalmente de hortalicas, cereais e leguminosas.

O ferro nao-hémico (ou inorganico) presente nos alimentos pode estar
na forma reduzida (Fe Il) ou oxidada (Fe Ill). Em condic¢des fisiologicas normais
o Fe (ll) é rapidamente oxidado, podendo entdo formar precipitados nao-
absorviveis. Varios fatores dietéticos podem alterar o estado de oxidacao do
ferro, aumentando ou diminuindo sua biodisponibilidade. E importante salientar
que o ferro é absorvido em sua forma Fe (ll) (Miret et al., 2003).

Ferro nao-hémico ¢é absorvido cedo no processo digestivo,

principalmente no duodeno, onde o pH baixo favorece a solubilidade do ferro.
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Ao longo do tubo digestivo, com o0 aumento do pH alimentar, ocorre a formacéao
de complexos férricos insoluveis, reduzindo sua absorgéo.

O outro tipo de ferro presente nos alimentos é o ferro hémico, presente
em carnes. Apesar de ser mais biodisponivel, a quantidade ingerida € menor.
Acredita-se que o anel porfirico se separa da globina no lumen e o grupo heme
intacto (Fe-porfirina) é transportado pelas células da borda em escova do
intestino (Miret et al., 2003; Andrews, 2000).

As células da mucosa duodenal envolvidas na absorcdo de ferro sao
formadas nas criptas de Lieberkihn. Elas migram para o vilo, tornando-se
funcionais apenas quando atingem o topo. Ap6s um curto periodo de
funcionalidade, as células sao perdidas no lumen intestinal juntamente com o
ferro que havia entrado na célula, mas que ainda nao havia sido transferido
para o plasma (NAS, 2001, Roy e Enns, 2000).

Em humanos, o tfurnover dos enterécitos dura entre 48 e 72 horas. As
células sao programadas para regular a absorcao de ferro quanto atingem o
topo dos vilos pela quantidade de ferro que recebem do plasma enquanto ainda
estao nas criptas, no seu desenvolvimento primario (NAS, 2001).

Na membrana apical dos enterdcitos maduros, situados nos microvilos
intestinais,  encontram-se  predominantemente as  proteinas DMT-
1(transportador de metal divalente - divalent metal transporter), a ferro
reductase duodenal (Dcytb) e o exportador transmembrénico ferroportina
(FPN), proteinas associadas a absorcao e exportacdo de ferro intestinal. O
Fe(lll) inorganico é reduzido pela Dcytb, que transporta elétrons do NADPH
citosolico para aceptores extracelulares, como o Fe(lll), sendo captado pelo
enterécito, através do transportador DMT-1 (Kaplan, 2002; Ponka, 2000).
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Figura 11. Esquema simplificado da absorcdo e exportacao celular do ferro no enterécito.
DMTH1, transportador de metal divalente 1; Dcytb, Citocromo duodenal B; FPN, ferroportina;

HO-1, Heme oxigenase 1; Tf, transferrina. Adaptado de Mackenzie e Hediger, 2004.

A identificacdo do DMT-1 ocorreu em 1997 por Hediger e sua equipe,
através de um escaneamento funcional de cDNA de rato que induziu a
atividade de transporte de ferro, sendo classificado na familia de carreadores
solaveis 11 (SLC11 — solute carrier 11) (Mackenzie e Hediger, 2004).

O DMT-1 é uma glicoproteina com 12 hélices transmembrénicas e ha,
atualmente, quatro isoformas conhecidas (Graham et al., 2007), funcionando
como um simportador: quantidades equivalentes de Fe(ll) e H' séo
cotransportados para dentro do enterdcito. Contudo, a maior parte do ferro
dietético ingerido € nao-hémico, estando na forma Fe(lll), e ndo pode ser
transportado pelo DMT-1, devendo ser reduzido antes (Oates, 2007).

A reducdo do Fe(lll) a Fe(ll), que possibilita a absorcdo do ferro
inorganico via DMT-1 pode ser realiza de diversas maneiras, como pelo acido
ascérbico dietético e baixo pH estomacal (esse ultimo com menor relevancia).
Entretanto, grande parte dessa reducdo é realizada por ferrirredutases
intestinais, como a Dcytb (Dunn et al., 2006; Hentze et al., 2004).
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Assim como a maioria das proteinas integrais expressas na membrana
apical, o DMT-1 é glicosilado, presumivelmente para proteger-se da digestéao
pelas secrecdes luminais e acidez (Oates, 2007).

No enter6cito, o DMT-1 é essencial para a captacdao e transporte do
Fe(ll) pela membrana apical. Entretanto, ele € um transportador promiscuo,
atuando também no carreamento de outros metais divalentes como cadmio,
cobalto, cobre, manganés, zinco e, em menores propor¢des, niquel e chumbo
(Mackenzie e Hediger, 2004).

O DMT-1 é expresso ao longo do intestino delgado, principalmente no
duodeno proximal. Também é encontrado em grandes quantidades nos
macréfagos (bacgo e células de Kupffer), células precursoras eritroides, e quase
que ubiquamente no organismo, estando presente nos endossomas
(Mackenzie e Hediger, 2004; Canonne-Hergaux et al., 2001).

Durante a deficiéncia severa de ferro, o DMT-1 encontra-se, quase que
exclusivamente, na superficie da célula. Entretanto, em condi¢cées normais, ele
também é encontrado em sitios intracelulares, sugerindo que o ferro dietético e
o DMT-1 podem interagir dentro da célula (Oates, 2007).

O heme é soluvel em ambiente alcalino e sua absorcao € menos afetada
por fatores intraluminais. Em 2005 foi descrita a proteina carreadora de heme
(HCP — heme carrier protein), o primeiro transportador intestinal especifico de
heme. A atividade ligante de heme da HCP é maior no duodeno e diminui ao
longo do intestino delgado (Atanasiu, 2006).

Apés se ligar ao receptor, o complexo heme-HCP ¢é internalizado por
endocitose. Sugere-se que a vesicula endossomal migre para o reticulo
endoplasmatico, onde o ferro é liberado do heme pela heme oxigenase (HO),
localizada na superficie do reticulo, produzindo também mondxido de carbono
e bilirrubina-1Xa. O ferro absorvido por essa via passa a fazer parte, dentro do
enterocito, do pool labil de ferro, e entra na via comum de exportacao de ferro
pela ferroportina (Dunn et al., 2006; NAS, 2001).

O mecanismo pelo qual o ferro é transportado dentro do enterdcito ainda
nao foi completamente elucidado. O ferro absorvido passa a fazer parte do pool
labil de ferro, que € transportado até a membrana basolateral do enterdcito,
onde é exportado pela ferroportina e ligado a transferrina para transporte no
plasma até as outras células (NAS, 2001), ou armazenado na proteina ferritina.
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As caracteristicas moleculares do pool/ de ferro dos enterdcitos
permanecem desconhecidas, mas poderia consistir de quelatos de baixo peso
molecular ou proteinas chaperonas que se ligariam e transportariam o ferro
intracelular (Dunn et al., 2006).

Ha evidéncias consideraveis que mostram que, apds ser absorvido na
membrana apical, ocorrem interagdes com diversas organelas no
processamento intracelular do ferro, antes de ser exportado pela ferroportina.
Entretanto esse mecanismo ainda é desconhecido (Oates, 2007).

A ferroportina, ou SLC40 (solute carrier 40), foi descoberta no ano de
2000 por trés grupos independentes, sendo primeiramente chamada de
proteina transportadora de metal-1 (MTP-1, metal transporter protein-1), depois
Ireg-1 (proteina reguladora de ferro-1; iron regulatory protein-1) e, mais
recentemente, rebatizada como ferroportina (FPN), e parece ser o Unico
membro da familia de carreadores SLC40 (McKie e Barlow, 2004).

A ferroportina é uma proteina transmembranica expressa em tecidos
envolvidos no turnover e na manutencao dos estoques de ferro corporal, como
enterécitos, macréfagos, placenta e hepatécitos e moderadamente nos rins e
pulmdes, e seu papel no metabolismo do ferro € de exportador celular (Oates,
2007; McKie e Barlow, 2004).

A superexpressao de ferroportina resulta em um fenétipo de deficiéncia
de ferro intracelular, indicando que a ferroportina é a responsavel pelo efluxo
celular de ferro. Quando a superexpressao de ferroportina ocorreu em células
expostas a hepcidina, a ferroportina foi internalizada e encaminhada aos
lisossomos, onde foi degradada, ocorrendo um aumento dos estoques
intracelulares de ferro (Oates, 2007; Nemeth et al., 2004).

MutagOes na ferroportina tém sido descritas como causadoras de um
fenétipo da hemocromatose, sugerindo que a liberacao de ferro das células
esta prejudicada ou que a ferroportina nao é responsiva a hepcidina (Oates,
2007).

Mesmo em condigdes de funcionamento normais, a ferroportina dos
macréfagos e dos enterécitos pode responder de modo distinto aos estimulos
recebidos, possivelmente por interacdes com outras proteinas de membrana

especificas de cada 6rgao (Oates, 2007).
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A ceruloplasmina, proteina plasmatica, e a hefaestina, proteina presente
na membrana basolateral, também estdo envolvidas no metabolismo do ferro,
atuando como ferroxidases e promovemdo a oxidagdo do Fe(ll) a Fe(lll), que
se liga a glicoproteina plasmatica transportadora de ferro, transferrina (Tf)
(NAS, 2001; Andrews, 2000; Ponka, 2000).

2.2.8. Transporte e captacao celular

O transporte de ferro entre as células é conduzido pela ligagéao reversivel
do ferro a proteina de transporte, transferrina (Tf). Um atomo de ferro pode se
ligar a cada um dos dois sitios de ligacao que a transferrina possui. As células
possuem em sua superficie um receptor de transferrina (TfR) altamente
especifico, que se complexa com a transferrina ligada ao ferro (Graham et al.,
2007; Frazer e Anderson, 2003).

As trés formas possiveis de transferrina tém diferentes afinidades pelo
TfR: a Tf diférrica (ligada a 2 atomos de ferro) possui 4 vezes mais afinidade
que a Tf monoférrica (ligada a um atomo de ferro) e 24 vezes mais afinidade
qgue a apotransferrina (ndo ligada a ferro) (Atanasiu et al., 2006).

Por ser a principal proteina circulante ligada a ferro, os niveis de
saturacao de transferrina refletem o status de ferro no organismo e podem agir
como sinalizadores para mecanismos que mantém o balancgo de ferro (Atanasiu
et al., 2006).

A expressdo de TfR é regulada primariamente pelos niveis de ferro do
organismo, através de um mecanismo pos-transcricional. Outros fatores que
regulam, secundariamente, a sua sintese sao a hipdxia, citocinas e fatores de

crescimento (Graham et al., 2007).
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Figura 12. Recepcao celular de ferro via transferrina — receptor de transferrina. TfR, receptor de
transferrina; Tf, transferrina; Apo-Tf, apotransferrina; DMT1, transportador de metal divalente 1.
Adaptado de Daniels et al., 2006.

Na figura 12 é apresentada de forma esquematica a captacao celular de ferro.
O complexo transferrina-receptor de transferrina (Tf — TfR) é internalizado,
resultando na formacdo de uma vesicula endossomal, onde ocorre uma
acidificacao do meio. Em pH de aproximadamente 5,5 o ferro perde a sua
afinidade de ligacdo com a transferrina, sendo liberado dentro do endossoma.
Esse ferro, que se encontra na forma Fe (lll), sofre reducdo pela enzima
STEAP3 (six-transmembrane epithelial antigen of the prostate 3 — antigeno
epitelial seis-transmembrana da préstata 3), presente na membrana do
endossoma (nao representada na Figura 12). Também presente na superficie
endossomal encontra-se o DMT-1 que realiza o transporte do Fe (ll) do interior
do endossoma para o citoplasma. O complexo Tf-TfR, sem o ferro, retorna a
superficie da célula, onde a apotransferrina (transferrina nao ligada a ferro) é
liberada na circulacéo para novo transporte (Graham et al., 2007; Daniels et al.,
2006; Dunn et al., 2006; Hentze et al., 2004; Andrews, 2000).

O gene de um segundo transportador presente no endossoma,
estimulador de transporte de ferro (SFT — stimulator of iron transport), foi

clonado e caracterizado como um transportador exclusivo de ferro, tanto na
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forma férrica como ferrosa, do endossoma para o citoplasma (Gutierrez et al.,
1997).

Outras formas de captacdo celular tém sido descritas, entretanto sao
expressivas apenas no figado. Sao elas: ferritina, lactoferrina, complexo heme-
hemopexina e complexo hemoglobina-haptoglobina. A ferritina circulante
contém pouca quantidade de ferro e ndo é, portanto, uma fonte majoritaria de
ferro em humanos (Graham et al., 2007). Os principais processos de captacao
celular do ferro pelo figado estao representados na Figura 13.
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Figura 13. Transporte de ferro no hepatécito. Apo-Tf, apotransferrina; Tf-diférrica, transferrina
ligada a dois atomos de ferro; TfR1 e TfR2, receptor de transferrina 1 e 2; HFE, proteina
alterada na hemocromatose; STEAP3, antigeno epitelial seis-transmembrana da prostata 3;
DMT-1, transportador de metal divalente 1; FPN, ferroportina. Adaptado de Graham et al.,
2007.

Apbs entrar nas células o ferro pode ser incorporado em compostos
funcionais, armazenado como ferritina ou utilizado para regulagdo futura do
metabolismo de ferro através da atividade moduladora das IRPs. A regulacéo
de proteinas de armazenamento, transporte e metabolizadoras de ferro sofre
regulacao pds-transcricional pelo préprio pool de ferro intracelular (NAS, 2001).
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2.2.9. Armazenamento

A disponibilidade de ferro intracelular € regulada pelo aumento na
expressao de receptores de transferrina por células deficientes em ferro e pelo
aumento na producgédo de ferritina quando o fornecimento de ferro excede as
necessidades funcionais da célula (Hentze et al., 2004).

Apés entrar na célula, a por¢ao de ferro que nao é necessaria para uso
imediato € armazenada sob a forma de ferritina, uma proteina multimérica
ubiqua e altamente conservada. Em vertebrados, a ferritina possui duas
subunidades: leve (L) e pesada (H), podendo se ligar a até 4500 atomos de
ferro (Hentze et al., 2004).

A ferritina sequestra o ferro do pool labil, ligando-se a ele de uma forma
menos reativa. A subunidade H possui ferroxidases que transformam o Fe(ll),
mais reativo, em Fe(lll), sendo assim armazenado. A degradacgéo da ferritina e
consequente liberagcdo do ferro ajudam na mobilizacdo do ferro para uso
extracelular (Hentze et al., 2004).

Outra forma de armazenamento do ferro intracelular é a hemossiderina,
que é um produto da degradacdo da ferritina, sendo insoluvel em agua. A
quantidade de ferro na hemossiderina é variavel e, por ser insoluvel, possui
menor importancia biologica (NAS, 2001).

Virtualmente, todas as células sao capazes de armazenar ferro.
Entretanto, em humanos, essa atividade é desenvolvida principalmente pelo
figado, baco e células da medula éssea (NAS, 2001).

A associacao do ferro com proteinas, dentro do sistema biolégico,
constitui uma estratégia bioquimica capaz de proteger as células contra
possiveis danos oxidativos catalisados por ferro livre, evitar a perda do ferro
por filtracao glomerular e, ainda, facilitar a captacao deste pelos demais tecidos
(Hentze et al., 2004; Crichton et al., 2002).

2.2.10. Excrecao

Nao ha um mecanismo de excrecao de ferro em humanos. Na auséncia
de sangramento, incluindo a menstruacao, ou gravidez, apenas uma pequena
quantidade de ferro é perdida diariamente, por descamacao de células, sendo,
portanto, o ferro corporal altamente conservado (Hentze et al., 2004).
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As perdas diarias de ferro atingem de 0,9 a 1,02 mg/dia em mulheres
gue nao menstruam. A maior parte do ferro perdido é eliminada pelas fezes.
Diariamente, as perdas urinarias, do trato gastrointestinal e descamacao da
pele sdao de 0,08 mg, 0,6 mg, e 0,2 mg, respectivamente. As perdas basais
podem diminuir a 0,5 mg/ dia na deficiéncia de ferro e aumentarem até 2 mg/
dia no excesso de ferro (NAS, 2001).

2.2.11. Regulacao
A regulagdo do metabolismo do ferro pode ser feita por um mecanismo
de controle da traducao (IRP/IRE) ou pés-traducional (hepcidina).

2.2.11.1. Hepcidina

O figado regula o fluxo e absorcao de ferro do organismo através do
controle de pelo menos quatro proteinas: a proteina da hemocromatose (HFE),
hemojuvelina (HJV), receptor de transferrina 2 (TfR2) e hepcidina. Os papéis
da HFE, HJV e TfR2 sao de regular a expressdo adequada e liberacdo de
hepcidina, que é o mediador humoral que determina a quantidade de ferro
liberado pelos enterdcitos e pelos macrofagos (Oates, 2007; Frazer e
Anderson, 2003).

A hepcidina (hepcidin - hepatic bactericidal protein) foi isolada
inicialmente como um peptideo circulante antimicrobiano, a partir da urina de
humanos, em 2000, por Krause e sua equipe, e posteriormente nomeada por
Park. Sua expressdo ocorre majoritariamente no figado, como pré-hepcidina,
com pequenos niveis sendo encontrados nos mausculos, intestino, estdmago,
célon, pulmbes e coracao (Atanasiu et al., 2006). A sintese de hepcidina é
estimulada pelo excesso de ferro e por processos inflamatérios (interleucinas),
sendo inibida na anemia e na hipdxia (Atanasiu et al., 2006; Wang et al., 2005;
Nicolas et al., 2002b). Apés ser clivada, a forma madura bioativa é secretada
na circulacdo como um peptideo formado por 25 aminoacidos (Wang et al.,
2005).

Estudos indicam que a hepcidina desempenha um papel essencial na
manutencao do status de ferro através da regulagao da sua absorgao, principal

ponto de controle da homeostase do ferro (Leong e Loénnerdal, 2004;
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Templeton e Liu, 2003; Kaplan, 2002; Park et al., 2001), por meio de interagdes
com a ferroportina (Nemeth et al., 2004; Yeh et al., 2004).

A falta de expressao de hepcidina tem sido associada com acumulo de
ferro, enquanto sua superexpressao resulta em anemia por deficiéncia de ferro,
em ratos. Algumas mutacées no gene da hepcidina, em humanos, tém sido
reportadas como causadoras de hemocromatose juvenil severa (Wang et al.,
2005; Yamaiji et al., 2004).

Pesquisas apontam a hepcidina como a molécula responsavel pela
sinalizacdo humoral das informacdes do figado ao duodeno, regulando a
absorcao de ferro de acordo com os niveis sistémicos (Nicolas et al., 2002a) e
com a demanda de ferro, para a producao de eritrocitos (Pigeon et al., 2001).

A hepcidina plasmatica regula negativamente a absorcao de ferro nas
células duodenais e inibe a liberagdo de ferro dos macréfagos (Wang et al.,
2005). O mecanismo de inibicdo da absorcao ainda ndo estd esclarecido,
porem, foi postulado, recentemente, um mecanismo no qual a hepcidina induz
a internalizacao e degradacao da proteina exportadora de ferro nas células, a
ferroportina, resultando na retencdo de ferro nos enterdcitos, macrofagos e
hepatécitos (Ganz, 2005; Nemeth et al., 2004).

Em um estudo de Rivera e colaboradores (2005), a ativagcdo da
expressao de hepcidina reduziu os niveis plasmaticos de ferro em um prazo de
cerca de 6 horas. Uma resposta mais rapida foi vista apds a administracao
parenteral de hepcidina-25 (forma bioativa) recombinante em camundongos. A
diferenca de tempo de resposta representa o tempo necessario para ativar a
transcricdo, traducdo e modificacbes pds-traducionais do peptideo, e sua
secrecédo, antes de produzir algum efeito.

A regulacdo da expressao da ferroportina parece ser diferenciada no
figado e nos tecidos extra-hepaticos. No figado tal regulacado parece ocorrer
independentemente dos niveis de hepcidina (Chaston et al., 2008; Constante et
al., 2006).

Outras proteinas como a transferrina (Tf), os receptores de transferrina
(TfR1 e TfR2), a ferritina, a HFE (proteina modificada na hemocromatose) e a
hemojuvelina (proteina modificada na hemocromatose juvenil) também estao
envolvidas na sinalizagdo celular do status de ferro mediada pela hepcidina
(Oates, 2007; Ganz, 2005).
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A mutacdo do gene da HFE foi a primeira a ser comprovada como
causadora da hemocromatose, que leva a uma producao constantemente baixa
de hepcidina, e consequente acumulo de ferro nos érgaos, sugerindo que a
HFE regula positivamente a expressao de hepcidina (Wang et al., 2005). A
HFE também esta envolvida na captacdo celular de ferro pelo TfR1,
possivelmente limitando a quantidade de ferro liberada da transferrina (Graham
et al., 2007).

O status corporal de ferro alto é refletido em altos niveis de Tf diférrica,
levando a um aumento na interacdo entre a Tf e o TfR1, e um subsequente
aumento na quantidade de HFE livre na superficie do hepatdcito. Maiores
quantidades de HFE livre estimulam um sinal de transdugdo ainda
desconhecido que leva a um aumento da expressao de hepcidina (Atanasiu et
al., 2006; Frazer e Anderson, 2003).

A diminuicdo dos estoques corporais de ferro produzida pela hepcidina
leva a uma retencdo mais eficiente de ferro. A saturacdo de transferrina
diminui, a proporcao de Tf monoférrica aumenta em relagédo a Tf diférrica, a
expressao de TfR1 aumenta. O TfR1 produzido se liga a HFE na superficie do
hepatécito, restando poucas moléculas de HFE livres e cessando o estimulo
para producao de hepcidina (Atanasiu et al., 2006; Frazer e Anderson, 2003).

O mecanismo atualmente aceito para a regulacdo da expressdo de
hepcidina hepatica encontra-se exemplificado na Figura 14.

A necessidade de ferro do organismo é detectada pelas alteragdes na
razdo de transferrina diférrica e receptor de transferrina 1. A Tf-diférrica tem
preferéncia na ligacdo com o TfR1, em relacdo a HFE. Em situacées normais
(Figura 14A), ha Tif-diférrica suficiente para se ligar ao TfR1. A HFE livre
sinaliza o nucleo para a producao de hepcidina. Tf-diférrica também se liga ao
TfR2, produzindo um sinal redundante. Na deficiéncia de ferro (Figura 14B), os
niveis de Tf-diférrica sao reduzidos drasticamente, liberando o TfR1 e
permitindo a ligacdo deste a HFE, diminuindo o sinal para producao de
hepcidina. Em condicdes de excesso de ferro (Figura 14C), os niveis de Tf-
diférrica aumentam e a quantidade de TfR1 livre na superficie da célula diminui,
liberando a HFE, que induz a secrecdo de hepcidina no plasma.
Simultaneamente, o excesso de Tf-diférrica se liga ao TfR2, potencializando o
sinal para producao de hepcidina (Frazer e Anderson, 2003).
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2.2.11.2. IRE e IRP

A quantidade de diversas proteinas relacionadas ao metabolismo do
ferro é diretamente relacionada a quantidade de ferro intracelular. A sintese
dessas proteinas pode sofrer modulacdo da transcricdo, estabilidade do
MRNA, traducao e modificacoes pds-traducionais (Hentze et al., 2004).

O mecanismo de regulacdo melhor caracterizado para o ferro € o de
controle apds a transcricdo, aumentando ou diminuindo a estabilidade do
MRNA, envolvendo proteinas reguladoras de ferro (IRP — iron regulatory
proteins) e elementos responsivos a ferro (IRE — iron responsive elements) no
mRNA (NAS, 2001).

O maquinario de transporte de ferro nas células da borda em escova do
intestino (DMT-1 e Dcytb) é significativamente induzido pela privagao de ferro,
enquanto 0s genes que codificam proteinas basolaterais necessarias na
exportagdo de ferro (ferroportina e hefaestina) ndo foram consistentemente
regulados em um estudo de Collins e colaboradores (2005). Entretanto essa
menor regulagdo na expressao de ferroportina e hefaestina pode ser explicada
por uma regulacao na atividade da proteina, pés-traducional (NAS, 2001).

Os niveis de mRNA de DMT-1 no intestino de ratos e humanos sofrem
um aumento em reposta a privagdo de ferro, sugerindo uma regulacao da
estabilidade do mRNA pela concentracdo de ferro intracelular (Mackenzie e
Hediger, 2004; Zoller et al., 2001), chegando a aumentos da ordem de 10
vezes, nos estados de deficiéncia de ferro (Andrews, 2000).

No estudo de Aydemir e outros (2009), houve um aumento paralelo nos
niveis de mRNA e hnRNA (RNA heterogéneo nuclear) de ferroportina, em
resposta a um aumento nas concentragdes de ferro. Entretanto, é possivel que
esse aumento nao seja resultado de uma maior ativacao transcricional, mas de
uma maior estabilidade do pré-mRNA.

Na auséncia de hepcidina, os mecanismos celulares sao 0s principais
controladores da expressdao de ferroportina, sendo a regulacdo pos-
transcricional, via IRP/IRE, um dos mais ativos (Aydemir et al., 2009).

IREs sdo um grupo de sequéncias de cerca de 30 nucleotideos que
ocorrem em regides nao-traduzidas do mRNA, tanto na por¢do 5’ como na 3. A
estrutura dessas sequéncias é similar a um tronco de bases pareadas, com
cerca de 10 pares de base (bp) de comprimento, formando um /oop central de
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bases ndo pareadas com a sequéncia CAGUGX. Ha uma regiao anterior ao
loop com 5 bases C que formam o ponto em que as proteinas reguladoras de
ferro (IRPs) se ligam (Hentze et al., 2004; Templeton e Liu, 2003).

IREs na regidao 5 UTR (nao-traduzida) do transcrito ocorrem em copias
Unicas e sao encontrados no mRNA da ferritina e da ferroportina, entre outras
proteinas. Sua ligacdo aos IRPs é aumentada pela deficiéncia de ferro. A
complexacao IRP-IRE em uma regido pré-codificadora bloqueia o progresso do
maquinario de tradugéo, diminuindo a sintese de proteinas de armazenamento
e exportacado celular (ferritina e ferroportina, respectivamente), em casos de
deficiéncia de ferro (Templeton e Liu, 2003; Martini et al., 2002).

IREs na regidao 3 UTR sao encontrados em cdpias multiplas no mRNA
do receptor de transferrina e DMT-1, e ndo sado posicionadas de forma a
bloquear a traducdo. Pelo contrario, ao se complexarem aos IRPs, 0 mRNA é
protegido da degradacdo pelas endonucleases celulares, aumentando a
quantidade de proteina sintetizada. Fica evidente a necessidade de
transportadores como o TfR e o DMT-1 em casos de deficiéncia de ferro,
aumentando a capacidade absortiva e de captacéao celular de ferro (Templeton
e Liu, 2003).

O mecanismo pelo qual os IREs regulam a estabilidade do mRNA & por
meio da interacdo com a IRP1 e IRP2. Essas proteinas possuem um centro Fe-
S. Em altas concentracdes intracelulares de ferro, 4 &tomos de Fe se ligam a 4
residuos de cisteina da molécula de IRP, formando um centro 4Fe-4S. Essa
configuragdo molecular converte IRP1 em uma proteina que tem atividade
catalitica, a aconitase, porém perdendo a afinidade pelos IREs. A IRP2 é
degradada em altas concentragbes de ferro. Entretanto, em baixas
concentracdes de ferro o centro 4Fe-4S perde atomos de Fe, e a molécula
assume a conformacéao dos IRPs ativos, que se ligam aos IREs na molécula de
mMRNA das proteinas ferritina, TfR, DMT-1 e ferroportina. Conforme a posicao
do IRE no mRNA, 5 UTR ou 3’ UTR, apdés a formacao do complexo IRE/IRP a
traducao é bloqueada ou 0 mRNA é estabilizado, diminuindo ou aumentando,
respectivamente, a traducdo da proteina regulada (Dupic et al., 2002;
Eiseinstein, 2000; Eiseinstein e Blemings, 1998).
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Figura 15. Sistema regulador de ferro IRP/IRE. Em situagdes de baixas concentragdes de ferro,
a traducdo de proteinas de armazenamento e exportagdo celular (ferritina e ferroportina,
respectivamente) € bloqueada pela ligacado da IRP ao IRE na posigéo 5-UTR, enquanto que
proteinas de captacdo do ferro (TfR1) e absorcdo (ndo mostrado na figura) tém seu mRNA
estabilizado contra degradagéo por endonucleases pela ligagdo IRP/IRE na posi¢do 3’-UTR. H-
ferritin, subunidade pesada da ferritina; L-ferritin, subunidade leve da ferritina; ferroportin,
ferroportina; TfR1, receptor de transferrina 1; IRP, proteina reguladora de ferro; IRE, elemento

responsivo a ferro. Adaptado de Hentze et al., 2004.

A regulagéo da sintese das proteinas-sensores e de transporte de ferro
€ responsavel pela habilidade do intestino adaptar a absorcdo de ferro de
acordo com a demanda e o estado de ferro intracelular. Este processo de
regulacdo é bastante eficiente dentro de uma ampla faixa de concentragédo de
ferro na dieta, porém ha limites para as dietas com concentracbes excessivas

ou muito deficientes em ferro.
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Tabela 3. Principais proteinas envolvidas na absorcao, transporte, liberacao e
regulacao do metabolismo de ferro, e suas funcdes. Adaptado de Oates, 2007.

Proteina Funcao
DMT-11 Importa Fe(ll) para o citoplasma
Dcytb? Ferrorredutase
STEAP33 Ferrorredutase
Ferritina

Armazena Fe(lll)

Ferroportina

Exporta Fe(ll)

Hefaestina

Ferroxidase

Transferrina (Tf)

Transporte plasmatico de Fe(lll)

Receptor de transferrina (TfR)

Liga-se a HFE e Tf diférrica;

modula a captacéao de ferro

HFE* Liga-se ao TfR; modula sintese
de hepcidina
Hepcidina Horménio regulador

- Transportador de metal divalente-1
2- Citocromo duodenal B

8- antigeno epitelial seis-transmembrana da préstata 3

. Proteina alterada na hemocromatose
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2.3. Interacao entre vitamina A e ferro

Desde a década de 1920 alguns estudos vinham observando uma
associacao entre a deficiéncia de vitamina A e anemia, em humanos e em
animais (Koessler et al., 1926; Blackfan e Wolbach, 1933), sem, no entanto,
encontrar uma explicacao metabdlica e fisioldégica para essa associacao que foi
novamente confirmada em 1978 por Hodges e colaboradores (Hodges et al.,
1978). No fim da ultima década alguns autores sugeriram a existéncia de um
sinergismo entre o metabolismo de vitamina A e a homeostase de ferro no
organismo (Garcia-Casal e Layrisse, 1998; Roodenburg et al, 1996;
Roodenburg et al., 1994; Findlay e MacKenzie, 1992).

Dados experimentais em humanos e animais tém mostrado que os
metabolismos de ferro e vitamina A podem interagir entre si. Essa interacéo foi
primeiramente demonstrada com o efeito da vitamina A sobre o metabolismo
de ferro, em que a deficiéncia da vitamina A resulta em anemia moderada,
resposta imune fraca e dificuldade no reparo a danos epiteliais, tanto em
animais quanto em humanos (Ameny et al., 2002).

Nos individuos que sofrem de deficiéncia de vitamina A o ferro nao é
adequadamente incorporado pelas células vermelhas do sangue como em
individuos saudaveis (Walczyk et al., 2003), mostrando que a vitamina A é
necessaria para a eritropoiese. Uma correlagdo positiva entre os valores de
retinol sérico e hemoglobina foi observada em criancas de alguns paises como
a india (Mohanram et al., 1977), Guatemala (Mejia et al., 1977), Indonésia
(Semba et al., 1992), Africa do Sul (Beynen et al., 1992) e em modelos animais
(Sijtsma e Van den Berg, 1993).

A suplementacdo com ferro e vitamina A aumentou significativamente a
concentracdo de hemoglobina em criancas (Mejia e Chew, 1988) e em
mulheres gravidas e anémicas (Suharno et al., 1993; Panth et al, 1990)
quando comparada a suplementacao apenas com ferro.

Estudos tém demonstrado que a deficiéncia de vitamina A pode estar
associada a anemia (Ettyang et al, 2003; Bloem, 1995). Hodges e
colaboradores (1978), ao analisarem alguns estudos feitos em pessoas cuja
ingestdo de vitamina A era baixa e a ingestdo de ferro era adequada,
encontraram uma correlagdo positiva entre os niveis de hemoglobina e os

niveis de vitamina A no sangue, enquanto nao foi observada relagéo entre os
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niveis de hemoglobina e a ingestao de ferro. Além disso, a suplementagéao de
vitamina A demonstrou aumentar os niveis de hemoglobina e ferritina no
plasma (Zimmerman et al., 2006; Semba et al., 1992). A suplementagao
simultdnea de vitamina A e de ferro apresentou uma melhor resposta no
aumento da taxa de hemoglobina do que a suplementacdo separada destes
dois nutrientes (Mwanri et al., 2000).

Alternativamente, foi sugerido que a alta prevaléncia de infecgdes,
frequentemente detectadas durante a deficiéncia de vitamina A, seja
indiretamente responsavel pela baixa concentragdo de hemoglobina, ja que o
organismo sequestra o ferro durante o processo de infeccao (Thurnham, 1993).

Além do efeito que a vitamina A exerce sobre o processo de absorgao,
armazenamento, transporte e utilizacdo do ferro no organismo, o ferro parece
também atuar sobre o estado nutricional de vitamina A (Ameny et al., 2002). A
reducado da ingestdo de ferro resultou em uma redugédo nas concentracoes de
vitamina A plasmatica (Jang et al., 2000; Rosales et al., 1999), enquanto que a
suplementacdo com altas doses de Fe em gestantes demonstrou exercer um
efeito similar sobre o estado nutricional de vitamina A quando comparado a
mulheres que foram suplementadas apenas com vitamina A (Shatrugna et al.,
1997).

Tendo por base que em diversas areas as deficiéncias de vitamina A e
ferro ocorrem simultaneamente, Ameny e colaboradores (2002) realizaram um
estudo simulando a recuperagao da co-ocorréncia dessas duas caréncias, com
uma suplementacdo de vitamina A, ferro ou uma combinagdo dos dois,
havendo melhora no quadro de ambas as deficiéncias e identificando uma forte
interacao entre esses micronutrientes.

Tém-se observado também que em condi¢cdes de deficiéncia de vitamina
A a severidade de algumas doencas infecciosas € aumentada, em especial
aquelas associadas a diarreia. Estes resultados acarretam em inumeros
problemas de salde em paises em desenvolvimento, que recorrem a
programas de suplementacao (Ameny et al., 2002).

Tais resultados sdo de importantes consequéncias nutricionais em
paises em que ocorre a dupla prevaléncia dessas deficiéncias, no que
concerne a suplementacdao de ambos os nutrientes, como politica publica em
Saude (Ameny et al., 2002).
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O mecanismo pelo qual a vitamina A melhora os stati de hemoglobina e
ferro ainda n&o estad completamente elucidado, mas os estudos sugerem que a
vitamina A é necessaria para a mobilizacdo e utilizacdo do ferro para sintese
de hemoglobina (Van den Broek, 2003).

Varios mecanismos tém sido descritos na tentativa de explicar esta
interagdo: a deficiéncia de vitamina A poderia diminuir a sintese de transferrina
e assim reduzir o transporte de ferro, prejudicaria a captacao de ferro pela
medula 6ssea (Beynen et al., 1992; Sijtma e Van Den Berg, 1993), afetaria a
mobilizacdo de ferro armazenado (Mejia e Arroyave, 1982); esse Ultimo sendo
corroborado por um estudo recente de Zimmerman e colaboradores (2006).

A hipovitaminose A promove o acumulo do ferro nos tecidos e,
consequentemente, aumenta a sua disponibilidade para a catalise de reagdes
de oxidacdo, como a geracao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). O
fenotipo apresentado na deficiéncia de vitamina A é similar ao de individuos
portadores de hemocromatose, ou seja, acumulo de ferro em tecidos (Arruda et
al., 2009). Estes individuos apresentam frequentemente complicagcbes como
cirrose hepatica, cardiomiopatia, diabetes e outras patologias, associadas aos
danos oxidativos catalisados por ferro (Crichton et al., 2002).

Arruda e colaboradores (2004) observaram que ratos com deficiéncia de
vitamina A apresentaram maiores niveis de estresse oxidativo que os ratos
controle, e que a suplementacao dos animais deficientes com uma fonte de B-
caroteno reduziu significativamente o estresse oxidativo. Os autores
observaram ainda que o aumento de danos oxidativos nos ratos com
deficiéncia de vitamina A foi acompanhado de um acumulo de ferro nos
tecidos. Estes resultados consubstanciam os outros achados que mostraram
qgue a vitamina A de alguma maneira afeta o metabolismo de ferro e, ainda, que
a vitamina A é um antioxidante, cujo mecanismo de acdo pode ser mediado
pela regulacéo do status de ferro no organismo.

A diminuicdo das concentra¢des de ferro e de hemoglobina no sangue,
causados pela deficiéncia em vitamina A, parece estar ligada ao acimulo deste
mineral em alguns tecidos, como no baco e figado. No entanto, esse
mecanismo de acumulo ainda estd sendo investigado, possivelmente
relacionado ao aumento na expressao de hepcidina, também observado nos
animais deficientes em vitamina A (Arruda et al., 2009).
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As diversas alteracbes observadas na deficiéncia de vitamina A sao
devidas, possivelmente, a reduzida disponibilidade de receptores ligantes de
acido retinoico (RAR e RXR), amplificados pelas mudangas na expressao de
diversos fatores de transcricao e do estado nutricional e enddcrino dos animais
(McClintick et al., 2006), podendo ser esse, entdo, o mecanismo pelo qual a

vitamina A interagiria com o metabolismo do ferro.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da deficiéncia de vitamina A, durante o periodo de
deplecao, nos niveis de transcrito dos transportadores de ferro no enterécito e

no status de ferro em ratos.

3.2. Objetivos especificos

Analisar os niveis de transcrito do importador celular de ferro, DMT-1,
em ratos com deficiéncia de vitamina A.

Analisar os niveis de transcrito do exportador celular de ferro,
ferroportina, em ratos com deficiéncia de vitamina A.

Avaliar o efeito da deficiéncia de vitamina A sobre a concentragdo de
ferro no intestino, figado e baco, em ratos.

Avaliar o status de hemoglobina e a evolucdo ponderal de animais
deficientes em vitamina A.

Analisar a evolucdo da concentracdo hepatica de retinol dos ratos
submetidos a deficiéncia de vitamina A.
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4. METODOLOGIA
4.1. Animais
Foram adquiridos do Biotério Central da Universidade de Brasilia
(Brasilia-DF) 35 ratos machos, da raca Wistar, recém-desmamados, com 21
dias de idade. Os animais foram alojados em gaiolas individuais, em biotério
com ciclos de luz / escuriddo de 12/12 horas e temperatura de 22 + 2 °C. As
dietas foram oferecidas no periodo das 16:00 as 8:00, com livre acesso a agua.
O 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.

4.2. Tratamento

Os animais passaram por um periodo de trés dias de aclimatacao,
ingerindo dieta padrao AIN-93G (Reeves et al., 1993), correspondendo a
recomendacgao para roedores em crescimento.

No inicio do estudo, apds o periodo de aclimatacao, cinco animais foram
sacrificados, para determinacdao dos parametros basais (Ty). Os demais ratos
foram aleatoriamente separados em dois grupos (15 ratos / grupo) e tratados

com uma das seguintes dietas:

* Grupo Controle (CT): dieta AIN-93G com 35 mg de Fe/ kg dieta e 4000 Ul de
vitamina A. Estes teores correspondem a recomendacao de ferro e vitamina A
para roedores.

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

Todos os componentes da dieta foram fornecidos por Rhoster (Séo
Paulo, SP, Brasil).

Apds 15 (T1s), 30 (Tso) € 45 (T4s5) dias de tratamento com uma das dietas
descritas anteriormente, sacrificaram-se 5 animais de cada grupo por
deslocamento cervical. O figado, o baco e o intestino delgado foram retirados e
lavados com solucdo salina a 4 °C para retirada do excesso de sangue. Os
orgaos foram pesados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -70 ° C até a realizagdo das analises.
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O intestino delgado foi retirado descartando-se cerca de 1 cm apés o
piloro e 1 cm antes da valvula ileocecal, por se tratar de tecido de transicao, e
todo o tecido mesentérico e pancreatico que envolve o intestino delgado dos
ratos. O lumen intestinal foi lavado com solucéo salina 0,9% a 4 °C.

Os reagentes e materiais utilizados nesse estudo eram livres de RNAse
ou ficaram imersos por 8 horas em solucdo de dietilpirocarbonato - DEPC
(Sigma, Saint Louis, MO, EUA) 0,1%, e posteriormente lavados trés vezes em

solucao de DEPC 0,01% antes de serem utilizados.

4.3. Ganho de peso

Os animais foram pesados semanalmente em balanca de precisdo
(Marte Balangas, AS 500C, Sao Paulo, SP, Brasil) com capacidade minima de
0,5 g e maxima de 500 g + 0,001 g.

4.4. Consumo de dieta

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

4.5. Extracao, tratamento e quantificacao de RNA

Os érgaos foram macerados em nitrogénio liquido em gral mortalha livre
de RNAse e amostras foram aliquotadas para extracao do RNA.

O RNA total do intestino delgado dos animais foi extraido com o
reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), utilizando-se as
recomendacgdes do fabricante, como se segue: 100 mg de tecido foram
homogeneizados em 1 mL de TRIzol, utilizando-se um homogeneizador elétrico
(Ultra-Turrax T8, IKA - Werke, Staufen, Alemanha). Apds extragdo com
cloroférmio (J. T. Baker, México) (0,2 mL/ 1 mL TRIzol), o RNA da fase aquosa
foi precipitado com alcool isopropilico (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) (0,5
mL/100 mg de tecido), os tubos centrifugados a 10000g/4 °C (1200rpm)
(centrifuga Eppendorf, 5415R, Hamburgo, Alemanha), o RNA foi lavado com
etanol (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) 70%, e depois de secar foi dissolvido em
agua deionizada (MilliQ Plus, Millipore, Sdo Paulo, Brasil).
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Apébs extracdo, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse (RQ1
RNAse Free- DNAse Kit; Promega, Madison, WI, EUA), utilizando-se o
protocolo do fabricante: 10 uL da amostra foram transferidos para um novo
tubo e tratados com 10 pL de tampao 10x; RQ1 RNAse-free DNAse (1 u/ug
RNA) e agua livre de nuclease para um volume final de 100 uL. A mistura foi
incubada a 37 °C por 30 min e a reacéo interrompida através da adicdo de 10
uL de RQ1 DNase Stop Solution e incubagdo a 65 °C por 10 min, para
inativagdo da DNAse. O RNA foi extraido novamente com reagente TRIzol,
como descrito anteriormente, quantificado a 260 nm em espectrofotbmetro
(Ultrospec 3000 UV-Visible, Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra), e o

grau de pureza determinado pela razao de densidade Optica 260/280nm.

Determinacao da concentracédo de RNA:

[RNA] =40 x A2s0 x D

Onde:

[RNA]: concentracdo de RNA total, em ug/mL,

A260: = leitura espectrofotométrica de absorbancia no comprimento de onda
260nm,

D: diluicdo empregada, em numero de vezes diluidas.

4.6. Sintese da primeira fita de cDNA

Posteriormente foi sintetizado o DNA complementar (cDNA), a partir do
RNA tratado com DNAse, utilizando-se o Kit Improm Il Reverse Transcription
System (Promega, Madison, WI, EUA): a 10 ug de RNA foram adicionados os
oligos (dT) e a mistura foi submetida a desnaturagédo a 70 °C por 5 min. Em
seguida, a enzima Improm-lI™ transcriptase reversa foi adicionada e a reacéo
incubada a 42 °C por 50 min. A reacao foi interrompida com incubagéo a 70 °C
por 15 min.

4.7. Verificacao de contaminacao por DNA genémico
Quando da sintese de cDNA pela enzima transcriptase reversa,
realizaram-se 0s mesmos procedimentos com um controle sem a enzima para

cada amostra. Uma aliquota desta reacao controle (sem transcriptase reversa)
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foi submetida a RT-PCR, empregando-se o sistema de reacao apresentado na

Tabela 4 e os oligonucleotideos mostrados na Tabela 5:

Tabela 4. Sistema da RT-PCR

Reagente Quantidade (uL) Fornecedor
Phoneutria, Belo
Tampao 10x 1 .
Horizonte, MG, Brasil
_ Phoneutria, Belo
Taq Polimerase (5 u/ulL) 1 , .
Horizonte, MG, Brasil
Phoneutria, Belo
MgCl, (50 umol/L) 0,3 . .
Horizonte, MG, Brasil
Sigma, Saint Louis, MO,
dNTP (10 mmol/L) 0,5
EUA
Oligonucleotideo Integrated DNA
iniciador 0,1 Technologies
forward (10 umol/L) (IDT), Coralville, IA, EUA
Oligonucleotideo Integrated DNA
iniciador 0,1 Technologies
reverso (10 umol/L) (IDT), Coralville, IA, EUA
cDNA 0,4 -
Agua deionizada 6,6 -
Volume final 10 -

As amostras foram submetidas a PCR em termociclador (Esco, Swift

Maxi, Hatboro, PA, EUA), utilizando-se 0s seguintes parametros de
amplificagéo:

e DMT-1: desnaturacéo inicial a 94 °C / 1 min, seguida de desnaturagao a

94 °C /30 s, hibridacdo a 50 °C /40 s e elongacédo a 72 °C / 40 s, por 40
ciclos.

e FPN: desnaturagio inicial a 94 °C / 1 min, seguida de desnaturacéo a 94

°C / 30 s; hibridagdo a 60 °C / 30 s e elongacgédo a 70 °C / 2 min, por 40

ciclos.
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Uma aliquota da reacdo de RT-PCR foi submetida a eletroforese
(Thermo Scientific, Owl Easycast B1, Portsmouth, NH, EUA) em gel de agarose
1% (Invitrogen, Espanha), em tampao TEB 0,5x (tris: Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil; EDTA: Sigma, Saint Louis, MO, EUA; boro: Vetec), corado com 0,2
ug/mL de brometo de etideo (Sigma, Saint Louis, MO, EUA). Os produtos da
reacdo foram analisados utilizando-se o software Lablmage 1D (Kapelan Bio-
Imaging Solutions, Leipzig, Alemanha) para confirmar a auséncia de material
genético amplificado.

Tabela 5. Sequéncias de oligonucleotideos empregados na qRT-PCR e RT-
PCR

Transcrito | Cédigo no

Gene Oligonucleotideo (5’- 3’)
(bp) GeneBank

CTGATTTACAGTCTGGAGCAG (forward?)
DMT*-1 134 NM_ 013173
CACTTCAGCAAGGTGCAA (reverso?)

. TTCCGCACTTTTCGAGATGG (forwarcP)
Ferroportina 106 AF394785
TACAGTCGAAGCCCAGGACCGT (reverso?)

_ GTCGTACCACTGGCATTGTG (forward?)
B-actina - 181 NM 031144
CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA (reverso”)

1 - Transportador de metal divalente

2- Desenhado no software PrimeTime qPCR Assay, disponivel em URL:
http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/RealTimePCR/

3- Retirado de Christiansen et al., 2007.

“. Retirado de Wang et al., 2008.

4.8. Amplificacao e analise dos genes de interesse

Os genes de interesse, DMT-1 e ferroportina, e 0 gene constitutivo, -
actina, foram amplificados utilizando-se a reacdo de polimerizacdo em cadeia
em tempo real (gRT-PCR) (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied
Biosystems, Cingapura), empregando-se o0 sistema de reagdo descrito na

Tabela 6 e as sequéncias de oligonucleotideos descritas na Tabela 5.
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Tabela 6. Sistema da qRT-PCR

Reagente Quantidade Fornecedor
(L)
Fast SYBR ® Green Master 5 Applied Biosystems,
Mix 2x Foster City, CA, EUA
Oligonucleotideo forward 0. Integrated DNA Technologies
(10 umol/L) ’ (IDT), Coralville, IA, EUA
Oligonucleotideo reverso 02 Integrated DNA Technologies
(10 umol/L) ’ (IDT), Coralville, IA, EUA
cDNA 4.6 -
Volume final 10 -

Os parametros de amplificacao utilizados foram: desnaturacdo a 95 °C /
20 s; hibridacédo 60 °C / 3 s e elongacao a 60 °C / 20 s, por 50 ciclos. Apés a
amplificacao foi realizada a curva de dissociacdo do produto amplificado para
verificar a formacgédo de dimeros de oligonucleotideos e/ou outros produtos nao
especificos.

Foi feita, entdo, a andlise dos valores para um limiar de amplificacdo T
(threshold) de 0,2 (unidades arbitrarias de fluorescéncia), ou seja, a quantidade
de ciclos de amplificagdo em que a amostra atingia um valor de intensidade de
fluorescéncia igual a 0,2. Os valores obtidos para B-actina foram subtraidos dos
valores para DMT-1 e ferroportina, e determinado o AC;. Utilizou-se a razdo dos
AC; como parametro de comparacdo dos niveis de transcrito, conforme

Peinnequien e colaboradores (2004).

4.9. Dosagem de hemoglobina
A concentragcao de hemoglobina foi determinada em contador de células
(Coulter Corporation, T-890, Miami, FL, EUA).

4.10. Teor 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 5 mL de HNO, (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
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2,5 mL de H,SO, (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As amostras foram entao

digeridas em forno micro-ondas (Provecto Analitica, DGT 100 Plus, Sao Paulo,
SP, Brasil), de acordo com a metodologia descrita por Baranowska et al.
(1995), utilizando-se o seguinte programa: 5 min — 330 W; 6 min — 700 W ; 1
min — 800 W; 20 min — 0 W (resfriamento).

Apés a digestao, o volume das amostras foi ajustado para 25 mL com
HNO; 0,1 mol/ L, filtradas em papel de filtro quantitativo faixa preta (J. Prolab,
JP41, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) e armazenadas em tubos sob
refrigeracdo. A concentracdo de ferro nas amostras foi determinada por
Espectroscopia de Emissao Atdémica (ICP-AES, Spectro Analytical Instruments,
Shapes-Spectroflame Modulates, Kleve, Germany), utilizando-se uma curva
padrao construida com padrao de ferro (Titrisol, Merck, Darmstadt, Alemanha)
nas seguintes concentracées 0,04; 0,4; 2,5; 5,0; 10 ppm e comprimento de
onda 238 nm. Os resultados foram expressos em ug 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,
MD, EUA), analisada em triplicata. A exatiddo obtida foi de 86%. Todas as
vidrarias utilizadas na realizacdo das andlises foram imersas em HCI 10%
(Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) por 3 h, e posteriormente lavadas com agua
deionizada (MilliQ Plus, Millipore, Sao Paulo, Brasil).

4.11. Teor de retinol hepatico

A concentracao de retinol hepatico foi determinada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC — High Performance Liquid Chromatography),
segundo método descrito por Tanumihardjo e Penniston (2002). Todo processo
foi realizado a meia-luz.

Uma amostra de aproximadamente 0,1 g de figado foi macerada em
homogeneizador de tecidos (Ultra-Turrax T8, IKA - Werke, Staufen, Alemanha)
a temperatura de 4 °C, posteriormente ressuspendido em etanol (J. T. Baker,
México) (1,5x volume) e agitado durante 15 segundos em vortex (B. Braun
Biotech International, Certomat MV, Melsungen, Alemanha). Ao
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homogeneizado foi acrescentado KOH 50% (J. T. Baker, México) (0,8x
volume), em seguida agitado durante 15 segundos e depois incubado em
banho-maria (Quimis, Diadema, SP, Brasil) a 50 °C, durante 30 minutos. As
amostras foram homogeneizadas a cada 15 minutos por aproximadamente 15
segundos durante o periodo de incubacao. Apds a saponificacao, o retinol foi
extraido com hexano pureza HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha) (2x volume)
por 3 vezes.

A extracao foi feita da seguinte forma: apdés a adicao do hexano, a
amostra foi homogeneizada em vortex durante 30 s, sendo, posteriormente,
centrifugada a 1000g (centrifuga Janetzki, T24, Engelsdorf-Leipzig, Alemanha)
durante 3 minutos para a separacdo 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 separacgéao e identificacdo da molécula de retinol foram feitas utilizando
o Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao), em coluna CLC-ODS (M) (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japao), com fluxo de 1 mL/ min, fase moével metanol/ 4gua (95:5) e
deteccdo em 325 nm. Para obtencdo do perfil cromatogréafico, o extrato foi
diluido em 2 mL de etanol pureza HPLC (J. T. Baker, México), filtrada em filtro
de membrana de nylon 0,45 um e 13 mm de diametro (Whatman, Maidstone,
Inglaterra). O filtrado foi colocado no injetor automatico e aplicado 20 uL para
analise. As analises foram feitas em duplicata.

Para quantificagéo foi construida uma curva padrao utilizando o todo-
trans-retinol sintético (retinol > 99% - HPLC, Fluka Chemika, Buchs, Suica)
diluido em etanol. A concentracao da solucao anterior foi calculada a partir da
absorbancia obtida a 325 nm em espectrofotbmetro, utilizando o valor de
A" 3050m = 5248. A solugdo 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 concentracéo de retinol e a area do
pico obtida no cromatograma para cada diluicdo, obteve-se entdo a equacéao
da reta (y = 3,8547.10°x + 0,001188; R2 = 0,9998).
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4.12. Anadlise estatistica

A andlise da normalidade dos dados foi realizada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, utilizando o software SPSS (versdo 17.0, SPSS
Incorporation, Chicago, IL, EUA). Para analise das diferencas intragrupo
(mesma dieta ao longo do periodo de tratamento) foi utilizado o teste de analise
de variancia (ANOVA) de multiplas comparagées com correcdo de Bonferroni,
e para comparagao entre os grupos foi utilizado o teste ANOVA fator unico
(Microsoft Corporation, Microsoft Office Excel 2003, Redmond, WA, EUA). As
andlises de correlagdes foram realizadas utilizando-se o teste de Pearson
(todas as amostras apresentaram distribuicdo normal), no software SPSS. As
diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

A partir do 15° dia de tratamento o Grupo -VA apresentou reducao
significativa na concentracao de retinol hepatico em relacao ao grupo Controle
(p = 0,0007). Apds o 30° dia de tratamento, ndo foi mais possivel quantificar a
concentracdo de retinol no figado dos animais -VA pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Tanumihardjo e Penniston,
2002). O grupo Controle apresentou um aumento significativo no teor de retinol
hepatico ap6s 45 dias de tratamento em relacao a T+5 (p = 0,0106) (Figura 16).
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Figura 16. Concentracéo de retinol hepatico dos grupos Controle e Deficiente em vitamina A (-
VA). Média + desvio padrao, n = 5. Letras diferentes: comparagao intragrupo, para os quatro
periodos de tratamento (p<0,05). Asterisco: comparagdo entre 0s grupos, no mesmo periodo
de tratamento (p<0,001).

Nao houve diferenga significativa no consumo diario de dieta entre os
tipos de tratamento. No grupo Deficiente em vitamina A, a ingestdo de dieta
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aos 45 dias foi significativamente menor do que aos 15 dias
(Figura 17).
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Figura 17. Consumo diario de dieta dos animais dos grupos Controle e Deficiente em vitamina
A (-VA), peso seco, apds 15, 30 e 45 dias de tratamento. Média + desvio padrdo, n = 5. Letras
diferentes: comparagéo intragrupo, para os quatro periodos de tratamento (p<0,05). Nao houve

diferenca entre os grupos, no mesmo periodo de tratamento.
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Houve uma reducdo do ganho de peso dos animais Controle

Deficiente em vitamina A ao longo do tratamento (Figura 18).
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Figura 18. Ganho de peso dos animais dos grupos Controle e Deficiente em vitamina A (-VA)

apés 15, 30 e 45 dias de tratamento. Média +

desvio padréo, n = 5. Letras diferentes:

comparacao intragrupo, para os diferentes periodos de tratamento (p<0,05). Nao houve

diferenca significativa entre os tipos de tratamento.
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Houve um aumento significativo na concentracdo de hemoglobina dos
ratos, apds 15 dias de tratamento, mantendo-se constante durante os 45 dias
de tratamento, em ambos os grupos CT e -VA (Figura 19).
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Figura 19. Concentragdo de hemoglobina nos grupos Controle, Deficiente em vitamina A (-VA)
e periodo basal (Ty). Média * desvio padrao, n = 5. Letras diferentes: comparacao intragrupo,
para os quatro periodos de tratamento (p<0,05). Asterisco: comparagdo entre 0s grupos, no

mesmo periodo de tratamento (p<0,05).

A Figura 20A apresenta os niveis intestinais de ferro dos ratos tratados
com dieta Controle e Deficiente nos quatro periodos de tratamento. Na figura
pode ser observado que o grupo controle apresenta uma oscilagdo no
conteudo de ferro intestinal durante todo o periodo de tratamento. No inicio do
tratamento, aos 15 dias, houve um aumento significativo na concentracao de
ferro intestinal em relacdo ao periodo basal (p < 0,0000). Entretanto aos 30
dias ocorreu uma reducdo significativa em relacdo a Tp e ao 15° dia de
tratamento (p = 0,0071 e p = 0,0308, respectivamente), retornando no 45° dia
ao valor encontrado com 15 dias de tratamento. Nos animais do grupo -VA os
teores de ferro nos enterocitos se mantiveram constante durante os 30 dia de
tratamento, tornando-se significantemente maior aos 45 dias (p = 0,0007). Na

comparacao entre os grupos, pode ser observado que os animais deficientes
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em vitamina A apresentaram menor concentracao de ferro intestinal em relacéo
aos animais do grupo Controle, durante os 30 primeiros dias de tratamento (p =
0,0021 e p = 0,0016; para T1s e Tso, respectivamente). Entretanto, 45 dias apés
a deplecdo, os ratos Deficientes em vitamina A apresentaram um aumento
significativo na concentracdo de ferro intestinal, atingindo os niveis de ferro
encontrados nos animais do grupo Controle (Figura 20A).

No figado, a concentracao de ferro apresentou um aumento significativo
aos 30 dias, tanto para o grupo Controle quanto para o grupo Deficiente em
vitamina A em relacdo ao 15° dia de tratamento (p = 0,0309 e p < 0,0000;
respectivamente). O grupo Deficiente em vitamina A apresentou uma reducao
no teor de ferro hepético entre 30 e 45 dias de tratamento (p = 0,0142).
Entretanto, essa reducdo nao produziu alteracao significativa no teor de ferro
do figado dos ratos Deficientes, quando comparado com o grupo Controle
(Figura 20B).

Semelhantemente ao observado no intestino, no bago dos animais
Controle pode ser observada uma visivel oscilacdo na concentragdo de ferro
intestinal. Com 15 dias de tratamento, os ratos apresentaram um aumento
significativo em relacdo ao Ty (p = 0,0029), sofrendo um reducéo significativa
apds os 30 dias em relagdo a 15 dias (p = 0,0108) e, novamente, hd um
aumento, aos 45 dias de tratamento (p < 0,0000), em relacdo a 30 dias. No
baco dos animais -VA é observada uma clara tendéncia no aumento gradativo
do teor de ferro. A analise comparativa evidencia que o grupo Controle
apresenta menor teor de ferro no baco em relacdo ao grupo Deficiente em
vitamina A (p = 0,0046), aos 30 dias, entretanto, ap6s 45 dias de tratamento
(T45), ndo é mais detectada diferenca significativa nos niveis de ferro, entre os
dois grupos (Figura 20C).
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Figura 20. Concentracdo de ferro no intestino (A), figado (B) e bago (C) para os grupos
Controle, Deficiente em vitamina A (-VA) e Periodo basal (T,). Média + desvio padréao, n = 5.
Letras diferentes: comparagao intragrupo, para os quatro periodos de tratamento (p<0,05).

Asterisco: comparagao entre os grupos, no mesmo periodo de tratamento (*p<0,05; **p<0,001).

62



Os niveis de mRNA do DMT-1 e da ferroportina, normalizadas em
relagio a P-actina, nao apresentaram diferenca significativa quando

comparados os diferentes tipos de tratamento (Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Efeito da deficiéncia de vitamina A nos niveis de mRNA do transportador de metal
divalente do intestino de ratos, tratados com dieta Controle e Deficiente em vitamina A, por 0,
15, 30 e 45 dias. Apresentado como razdo entre os C; de DMT-1 e PB-actina, dos grupos
Controle, Deficiente em vitamina A (-VA) e Periodo basal (T,). Leitura em threshold de 0,2.
Média + desvio padrao, n = 5. Nao houve diferenga significativa nos niveis de DMT-1 entre os

grupos nos diferentes periodos de tratamento ou intragrupo em relagao ao T,.
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Figura 22. Efeito da deficiéncia de vitamina A nos niveis de mRNA de ferroportina do intestino
de ratos, tratados com dieta Controle e Deficiente em vitamina A, por 0, 15, 30 e 45 dias.
Apresentado como razédo entre os C; de FPN e B-actina, dos grupos Controle, Deficiente em
vitamina A (-VA) e Periodo basal (Ty). Leitura em threshold de 0,2. Média * desvio padréo, n =
5. Nao houve diferenca significativa nos niveis de FPN entre os grupos nos diferentes periodos

de tratamento ou intragrupo em relagéo ao T,.

As correlagbes de Pearson foram calculadas para: DMT-1 e
concentracao de ferro no intestino; DMT-1 e concentracao de ferro no figado;
FPN e concentragdo de ferro no intestino; FPN e concentracao de ferro no
figado; concentracéo de ferro no figado e hemoglobina; concentracédo de ferro
no intestino e no figado; e concentracdes hepaticas de ferro e de retinol.

Entretanto, nenhum dos dados apresentou significancia.
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6. DISCUSSAO

Varios estudos tém demonstrado uma estreita correlacao entre os stati
de ferro e de vitamina A no organismo (Arruda et al., 2009; Zimmerman et al.,
2006; Walczyk et al., 2003; Ameny et al., 2002), entretanto, os mecanismos
moleculares dessa interacdo ainda ndo estdo devidamente esclarecidos.

Nos mamiferos, as células estreladas do figado constituem o principal
reservatério de armazenamento de vitamina A no organismo. Desta forma, a
deplecao desta reserva, estabelece a deficiéncia de vitamina A sistémica.

Em situacdes de deplecao de vitamina A, os niveis de retinol hepatico
vao sendo reduzidos gradativamente, a medida que ocorre sua liberacao para
o plasma e consumo nos tecidos, decorrente das demandas fisiologicas (Davila
et al., 1985).

No presente estudo, ratos Wistar, recém desmamados, submetidos a
uma dieta deficiente em vitamina A, apresentaram, apds 15 dias, deplecéao
parcial das reservas hepaticas (reducao de cerca de 50%) e total, aos 30 dias
de tratamento (Figura 16). Estudos realizados em ratos evidenciam uma
reducao de retinol sérico também gradativa em animais depletados de vitamina
A (Ghenimi et al., 2009). Os efeitos da deficiéncia de vitamina A sao
observados apenas apo6s a deplecédo dos estoques corporais € da consequente
diminuicao dos niveis de retinol plasmatico.

Sendo os alimentos a Unica fonte de vitamina A em animais, uma baixa
biodisponibilidade na dieta pode alterar o status desta vitamina no organismo
(Zimmerman et al., 2006; Walczyk et al., 2003; Ameny et al., 2002; Yeum e
Russell, 2002). No presente estudo a redugcdo na concentragdo de retinol
hepatico observada no grupo Controle, durante a primeira quinzena de
tratamento, pode ser explicada por uma adaptacao fisioldégica. Considerando-
se que 0s animais passaram de uma alimentacdo predominantemente rica em
vitamina A na forma de retinil (leite materno), para uma alimentacdo com dieta
sélida, de menor biodisponibilidade de vitamina A. No periodo posterior, apds
30 dias com a dieta Controle, a concentracdo de retinol hepatico atinge os
valores basais, sugerindo uma adaptacdo dos animais, posterior a dieta sélida
oferecida, refletida no aumento dos estoques hepaticos de retinol.

Alguns estudos tém demonstrado que a deficiéncia de vitamina A
compromete o desenvolvimento fisico (Evan-Brian et al.,, 1994). No presente
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estudo a estreita correlagdo entre niveis hepaticos de retinol e consumo de
dieta sugere um efeito anoréxico da deficiéncia de vitamina A nos ratos
(Figuras 16 e 18). Entretanto, esta redugdo marginal no consumo de dieta dos
ratos depletados em vitamina A durante 45 dias ndo foi suficiente para provocar
redug&@o no ganho de peso dos animais (Figura 18).

Os valores de concentracdo de hemoglobina variaram de acordo com
um perfil fisiolégico de desenvolvimento normal, em que os animais do periodo
basal (To) apresentaram niveis menores, que se normalizaram a partir do 15°
dia, mantendo-se sem alteracdes ao longo do experimento (Figura 19). Os
menores valores observados em T, podem ser explicados pelo fato de os
animais desse grupo terem se alimentado previamente apenas de leite
materno, que possui a maior parte do ferro ligado a lactoferrina, que reduz a
biodisponibilidade do ferro proveniente do leite (Dunn et al., 2006), ou seja,
durante o periodo de amamentacdo o surgimento de uma leve deficiéncia de
ferro é considerado fisiologico.

Apé6s a introducdo da alimentagdo soélida, com teores de ferro mais
elevados e apresentando maior biodisponibilidade de ferro, na forma de sulfato
ferroso, os valores de hemoglobina aumentaram na primeira quinzena de
tratamento, em ambos o0s grupos, apesar da deplecao de vitamina A, e se
estabilizaram, ndo havendo variagdes ao longo do experimento (Figura 19).

Estes resultados sugerem que a deplecao de vitamina A dietética nao
interfere na sintese de hemoglobina. Entretanto, a deplecéo total das reservas
hepaticas de ferro sé foi observada apds 30 dias de tratamento com dieta
deficiente em vitamina A. Desta forma, os efeitos sobre a hematopoiese podem
ter sido postergados pelo eficiente papel do figado como provedor de vitamina
A para as demandas fisioldgicas. Os resultados contraditérios na literatura,
referentes ao efeito da deficiéncia de vitamina A na concentracdo de
hemoglobina podem ser devidos a periodos de deplecao diferentes (Lechtig et
al., 2009; Zimmerman et al., 2006).

No baco e intestino a oscilacdo na concentracdo de ferro observada no
grupo Controle na primeira quinzena de tratamento (Ti5) fortalece a tese de
uma maior biodisponibilidade do ferro na dieta AIN-93G (Reeves et al., 1993)
em relacdo ao leite (Figuras 20A e 20C). A variagdo observada ao longo do
periodo de tratamento na concentracdo de ferro nestes dois 6rgaos decorre,
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provavelmente, da adaptacao fisiolégica do intestino e baco — responsaveis
pela fonte exdégena e enddgena de ferro (homeostase do ferro no organismo) —,
as necessidades fisiol6gicas do animal em crescimento.

No figado dos animais do grupo Controle ndo foi observado aumento na
concentragao de ferro na primeira quinzena (Ts), mas na segunda quinzena de
tratamento (T3). O aumento de ferro no figado, simultdneo a reducéo de ferro
no intestino e baco, sugere uma eficiéncia maior na exportacdo do ferro
intestinal e esplénico para os outros érgaos, via corrente sanguinea, ou seja,
sugere um aumento de ferro sérico, que devera ser transportado e absorvido
nos outros 6rgaos, dentre eles o figado que é o principal érgdo de estoque de
ferro (Figura 20B).

De acordo com Frazer e Anderson (2003), um aumento nos teores de
ferro sérico induziria a secrecao de hepcidina hepatica, horménio que regula a
homeostase do ferro, induzindo a internalizacdao da ferroportina (Nemeth et al.,
2004), proteina exportadora de ferro dos enterécitos e macrofagos do baco.

No presente estudo, o acumulo de ferro intestinal e no bago, observado
no grupo Controle aos 45 dias de tratamento, pode ter sido resultante desse
mecanismo de regulacao, que responde as concentragdes séricas de ferro, ou
seja, a saturacdo de transferrina. Em resumo, a flutuacdo nos niveis de ferro do
intestino e baco, observada no grupo Controle, poderia ser explicada, entao,
por duas razdes principais: 1) aumento da biodisponibilidade do ferro dietético
na primeira quinzena e, 2) alteracbes na concentracdo de ferro sérico,
decorrentes do aumento da demanda (crescimento e manutencdo das
atividades vitais).

Devido ao envolvimento da vitamina A na regulacdo da expressao de
varios genes, como reportado na literatura (McClintick et al., 2006), associado
aos efeitos da deficiéncia da vitamina A no status de ferro, observado em
mamiferos (Zimmerman et al., 2006; Ameny et al., 2002; Yeum e Russel, 2002;
Thurnham, 1993), as alteragdes observadas nos niveis de ferro intestinais e no
baco dos animais Deficientes em vitamina A em relagdo ao Controle podem ter
sido resultantes da alteracdo na expressao das duas proteinas transportadoras
de ferro, DMT-1 (importador de ferro no lumen intestinal) e ferroportina
(exportador de ferro nos enterécitos e nos macréfagos), mediados pelo acido

retinoico.
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Entretanto, apesar da variacao nos teores de ferro intestinal e esplénico
observada nos animais Deficientes em vitamina A em relacdo ao Controle
(Figuras 20A e 20C), no presente estudo nao foi observada alteracédo
significativa nas quantidade de mRNA de DMT-1 e ferroportina intestinais entre
os dois grupos (Figura 21 e 22). Estes resultados sugerem que o controle
absortivo mediado pela vitamina A ndo ocorreria diretamente sobre os niveis de
transcrito de DMT-1 e ferroportina.

A relacdo entre a vitamina A e os niveis de mRNA de hepcidina, em
ratos, foi recentemente identificado em nosso laboratério (Arruda et al., 2009).
Este estudo mostrou que ratos com deficiéncia em vitamina A apresentavam
aumento dos niveis de transcrito de hepcidina e aumento significativo no teor
de ferro no bago. Nemeth e colaboradores (2004) mostraram em cultura de
células que o efeito da hepcidina no status de ferro ocorreria através da
internalizacdo da ferroportina, e n&o por alteragdo nos niveis de mRNA dessa
proteina ou de DMT-1.

Essa regulacao poés-traducional feita pela hepcidina sobre a ferroportina,
somaria-se ainda ao esquema proposto por Oates (2007), pelo qual a
hepcidina estaria envolvida na diminuicdo da absorcao de ferro (Figura 23).

Em sua revisdo, Oates (2007) acrescenta ao modelo de Nemeth e
colaboradores (2004) uma interacéo entre ferroportina e DMT-1, mediada pela
hepcidina. Neste modelo, o autor sugere que tanto o DMT-1 quanto a
ferroportina apical sdo constitutivamente internalizados, em um processo
ciclico, retornando a membrana apical. Entretanto, quando da presenca de
hepcidina, a ferroportina da membrana basolateral é internalizada, sendo
encaminhada ao mesmo compartimento em que se encontram a ferroportina
apical e o DMT-1. No endossoma, as ferroportinas provenientes das
membranas apical e basolateral, ligadas a hepcidina, sdo degradadas. A
degradacao da ferroportina apical impediria, entdo, o retorno do DMT-1 a
membrana, permanecendo internalizado e reduzindo o potencial absortivo da

célula, conforme mostrado na Figura 23.
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Figura 23. Mecanismo proposto para a diminuicdo de absor¢do de ferro induzida pela
hepcidina. Em circunstancias normais, ferroportina e DMT-1 encontram-se na membrana apical
e, constitutivamente, sofrem endocitose (1). O endossoma primario se funde ao endossoma
tardio (2). A hepcidina bioativa forma oligbmeros que se ligam a ferroportina na membrana
basal (3), desencadeando a internalizagdo da ferroportina da membrana basal para 0 mesmo
endossoma em que se encontra a ferroportina da membrana apical (4), também se ligando a
hepcidina (5). A ferroportina é entdo encaminhada ao lisossoma para degradacao (6). Ao se
degradar a ferroportina da membrana apical, isso impediria o DMT-1 de retornar a membrana,
resultando em um decréscimo da taxa absortiva (7). Apds a normalizagao dos niveis de ferro,
nova ferroportina é sintetizada pelo reticulo endoplasmatico rugoso (8), encaminhando-se para

as membranas apical (9) ou basolateral (10). Adaptado de Oates, 2007.

Juntando-se o modelo proposto por Oates (2007) e o aumento da
expressdo de hepcidina hepatica em ratos deficientes em vitamina A,
observado por Arruda e colaboradores (2009), o acumulo de ferro no intestino
dos animais submetidos a deficiéncia em vitamina A por 45 dias, observado no

presente estudo, poderia ser decorrente do aumento da expressdo de
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hepcidina, que inicialmente, ao internalizar a ferroportina basolateral, reduziria
a exportacao de ferro do intestino e do bago, acarretando no acumulo de ferro
nesses dois 6rgaos. Entretanto, a medida que a ferroportina basolateral é
internalizada, o DMT-1 permaneceria impedido de retornar a membrana apical,
resultando também na reducdo da absorcdo do ferro intestinal. No baco,
apenas a exportacao estaria comprometida, posto que a entrada de ferro nos
macrofagos ocorre principalmente via fagocitose de hemacias senescentes. O
aumento mais significativo de ferro no bagco que o observado no intestino dos
ratos deficientes em vitamina A no periodo de 30 a 45 dias de tratamento,
guando o estoque de ferro esta completamente esgotado, e, provavelmente, o0s
niveis de hepcidina ja aumentados, favorece o modelo de Oates (2007).

Por esse mecanismo, a deficiéncia de vitamina A nao alteraria os niveis
de mRNA do DMT-1, conforme demonstrado nesse estudo, mas agiria
indiretamente sobre a proteina DMT-1, via hepcidina, em uma regulacédo poés-
traducional.

Pode-se argumentar que a regulacao depois da traducao, ou seja, apds
a proteina formada, visando internaliza-la e/ou desativa-la, em vez de uma
regulacdo transcricional, seria mais dispendiosa ao organismo. Entretanto,
deve-se considerar que, por se tratar de um 6rgao absortivo, a regulagcédo de
proteinas pds-transcricao seria estratégica devido as constantes flutuacdes nos
niveis de nutrientes provenientes da dieta.

A disponibilidade das proteinas transportadoras de ferro permitiria, pois,
o ajuste imediato da absorcao e exportacédo de ferro, conforme as modulagdes
dietéticas e fisiolégicas do organismo. Ou seja, a regulacdo dessas proteinas
em nivel transcricional seria um processo mais demorado (Nelson e Cox,
2000), o que dificultaria a adaptacdo imediata do animal as flutuagdes
frequentes na dieta. Todavia, a possibilidade de existir uma regulagdo em nivel
transcricional em outros 6rgaos relacionados ao metabolismo do ferro deve ser

ainda investigada.
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7. CONCLUSAO

A tese de que o mecanismo de interacdo molecular da vitamina A no
metabolismo de ferro ocorre por meio da regulacao da expressao génica das
proteinas transportadoras de ferro no intestino (DMT-1 e ferroportina) foi
testada no presente estudo. A analise dos niveis de mMRNA por PCR em tempo
real mostrou ndo haver alteracdo em suas concentracdes, tanto do DMT-1
quanto da ferroportina, nos ratos tratados com dieta deficiente em Vitamina A,
por 45 dias, em relacdo ao grupo Controle. Entretanto, foram observadas
alteragbes significativas nas concentragdes de ferro intestinal e bago dos
animais Deficientes em relacdo aos do grupo Controle, durante o periodo de
tratamento. Esses resultados sugerem que a vitamina A altera a homeostase
de ferro no intestino e baco desses animais, nao em nivel transcricional, e que,
devido a evidéncia de um aumento na expressao génica da hepcidina hepatica
nos animais deficientes em vitamina A observado em estudo anterior,
provavelmente esse efeito da vitamina A sobre o metabolismo de ferro ocorre
em nivel traducional e/ou pds-traducional, mediado pela hepcidina.

O presente trabalho atingiu os objetivos determinados e como
perspectiva futura de investigacdo consideramos a analise da expressao dos
genes de DMT-1 e ferroportina em outros érgaos envolvidos no metabolismo
de ferro (figado e baco), a expressdao de hepcidina e a analise da sintese
proteica, averiguando as possiveis alteracdées no mecanismo de regulagao de

traducao.
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