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RESUMO

Custodio, VIC. Deteccdo da hipovitaminose A e avaliagdo das concentragoes
plasméticas de vitamina E e IGF-1 ap0s dose terapéutica de vitamina A em criancas
atendidas em uma unidade de saude [tese -doutorado]. Ribeirdo Preto: Universidade de

Sao Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, 2009. 104f.

A vitamina A (VA) ¢é uma substancia lipossoluvel obtida através da dieta, sendo
fundamental para a homeostase do organismo. Sua deficiéncia, mesmo em situacéo
subclinica, € um sério problema de saide publica, também no Brasil, podendo gerar
sérios disturbios as criancas, inclusive com repercussdes para a vida futura. Uma vez
que diversos estudos apontam para o papel da VA como um dos reguladores do
crescimento e a associacdo frequente da deficiéncia de vitamina A (DVA) e de vitamina
E (VE), principalmente em paises em desenvolvimento, este trabalho verificou a
ocorréncia de deficiéncia de VE (DVE) atraves da dosagem de -tocoferol e de DVA
atraves de comparacao entre os metodos do retinol basal e dos testes de resposta a dose
+S30DR (resposta serica de 30 dias) e RDR (resposta relativa a dose). Além disso, foi
verificada a influéncia da suplementacdo de VA com o estado de VE e IGF-1 em
escolares. Para tanto, foi realizado estudo transversal, descritivo e prospectivo em 94
criancas saudaveis de 5 anos e 6 meses a 11 anos incompletos atendidas no CMSC de
Vila Lobato (servico de atendimento pediatrico primario vinculado a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo). O +S30DR consiste na
coleta de sangue para dosagem das concentracfes de retinol sérico antes (Ap) da
suplementacdo com 200000 Ul de palmitato de transretinil (PTR) por via oral e de uma
nova coleta de sangue para a mesma dosagem 30-45 dias apds (Asp) a suplementacao.
Para o calculo do +S30DR, foi aplicada a férmula (Asp-Ao/A30)x100; resultados

individuais >20% indicam baixas reservas hepaticas de VA. Para analise do retinol



sérico foram utilizados os valores pré-suplementacdo (Ay); resultados inferiores a
1,05pumol/l foram considerados deficientes. Como “padrdo ouro” foi utilizado o teste
RDR, para tanto, foi administrado 1000pug de PTR e colhido sangue no tempo zero (Ao)
e cinco horas apos essa dose (As) e aplicada a formula (As-Ag/As)x100. Resultados
positivos (> 20%) sao indicativos de DVA subclinica. A analise laboratorial do retinol
sérico e do a-tocoferol foi realizada atraves de HPLC, o IGF-1 foi mensurado através de
ensaio imunorradiométrico. 5,3% (5/94) e 24,5% (23/94) das criangas apresentaram
valores basais de retinol sérico respectivamente <0,70umol/l e <1,05pumol/l; testes RDR
e +S30DR positivos foram observados em 20,2% (19/94) e 28,2% (27/94) dos sujeitos,
respectivamente. Em relacdo ao RDR, o +S30DR apontou sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de 84,2% (IC 95%: 76,8%-91,6%),
85,3% (IC 95%: 78,1%-92,5%), 59,3% e 95,5%, respectivamente. Os dados de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo quando
retinol sérico <1,05umol/l foram respectivamente de 63,2% (IC 95%: 38,4% - 83,7%),
85,3% (IC 95%: 75,3% - 92,5%), 52,2 e 90,1%, respectivamente. Sendo assim, 0
+S30DR mostrou-se superior para a deteccdo de DVA em relagdo ao retinol sérico, com
a vantagem de ser também terapéutico. DVE foi encontrada em 7,5% (7/94) das
criangas. Houve incremento nos valores de IGF-1 e VE ap0s a suplementagdo de VA
nas criancas com DVA, ndo tendo havido alteragdo nas concentracdes de IGF-1 e VE
nas criangas sem DVA. Em relacdo ao IGF-1, tais resultados sugerem um possivel papel
da VA na regulagdo do crescimento. Em relagcdo ao incremento dos resultados de VE
nas criangas com DVA, pode-se supor que pelo menos parte do efeito anti-oxidante da

VE deve ser mediado pela VA.

Palavras-chave: Deficiéncia de vitamina A. Criancas. RDR. +S30DR. Vitamina E.

Sistema IGF



Custodio, VIC. Detecction of hypovitaminosis A and evaluation of the plasma
concentrations of vitamin E and IGF-1 after a therapeutic dose of vitamin A in children
attended at a health unit [thesis]. Ribeirdo Preto: University of Sdo Paulo, School of

Medicine of Ribeirdo Preto, 2009. 104p.

Vitamin A (VA) is a liposoluble substance obtained from the diet which is fundamental
for the homeostasis of the organism. Its deficiency, even in a subclinical situation, is a
serious public health problem also in Brazil, possibly generating serious disorders in
children with repercussions on future life. Since several studies have pointed out the
role of VA as one of the regulators of growth and the frequent association of vitamin A
deficiency (VAD) and vitamin E deficiency (VED) especially in developing countries,
the objective of the present study was to determine the occurrence of VED by the
measurement of a-tocopherol and the occurrence of VAD by comparing the basal
retinol method and the serum 30-day dose response test (+S30DR) and the relative dose
response (RDR). In addition, the influence of VA supplementation on VE and IGF-1
status was determined in schoolchildren. To this end, a descriptive and prospective
cross-sectional study was conducted on 94 healthy children aged 5 years and 6 months
to 11 years incomplete attended at the CMSC of Vila Lobato (a primary pediatric care
service linked to the School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of S&o Paulo).
The +S30DR test consists of blood collection for the determination of serum retinol
concentrations before (Ag) oral supplementation with 200,000 IU trans-retinyl palmitate
(TRP) followed by another blood collection for the same determination 30-45 days after
supplementation (Asp). +S30DR is calculated by applying the formula (Aso-
Ao/A3)x100; individual results >20% indicate low hepatic reserves of VA. Pre-
supplementation values (Ag) were used for the analysis of serum retinol, with values of

less than 1.05 pmol/l being considered deficient. The RDR test was used as the “gold



standard”. The test consists of the administration of 1000 ng TRP, with blood collection
at time zero (Ao) and five hours after this dose (As), with the application of the formula
(As-Ag/As5)x100. Positive results>(20%) are indicative of subclinical VAD.
Laboratory analysis of serum retinol and a-tocopherol was performed by HPLC. IGF-I
was measured by an immunoradiometric assay. 5.3% (5/94) and 24.5% (23/94) of the
children presented basal serum retinol valuex®f0 pmol/l and <1.05 pmol/l,
respectively; positive RDR and +S30DR tests were observed in 20.2% (19/94) and
28.2% (27/94) of the subjects, respectively. Regarding RDR, the +S30DR test showed
sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value of 84.2%
(95% CI: 76.8%-91.6%), 85.3% (95% CIl: 78.1%-92.5%), 59.3% and 95.5%,
respectively. Sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive
value in the presence of serum retinol <1.05 pmol/l were 63.2% (95% CI: 38.4% -
83.7%), 85.3% (95% CI: 75.3% - 92.5%), 52.2 and 90.1%, respectively. On this basis,
the +S30DR test proved to be superior for the detection of VAD than serum retinol,
with the advantage of also being therapeutic. VED was detected in 7.5% (7/94) of the
children. There was an increase in IGF-1 and VE values after VA supplementation in
children with VAD, with no changes in IGF-I or VE values in children without VAD.
Regarding IGF-I1, these results suggest a possible role of VA in growth regulation.
Regarding the increase in VE in children with VAD, we may assume that at least part of

the antioxidant effect of vitamin E must be mediated by VA.

Key-words: Vitamin A deficiency, Children, RDR, +S30DR, IGF System, Vitamin E
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1- INTRODUCAO

1.1- ASPECTOS GERAIS DA VITAMINA A

As vitaminas sdo substancias organicas essenciais para 0 metabolismo em
grande numero de seres vivos, contudo alguns desses organismos sdo incapazes de sintetiza-
las, necessitando obté-las de fontes externas. O seu armazenamento pode se dar em algum
grau por todas as células (Lehninger, 1990).

A vitamina A e seus derivados pertencem a classe dos retinoides, que inclui
componentes naturais ou sintéticos, com ou sem atividade biologica (Dolinsky; Ramalho,
2003). As formas naturais podem ser divididas em pre-formadas ou em provitaminas (RosS,
2002).

As vitaminas pré-formadas existem na forma de alcool (retinol), aldeido
(retinal), ou acido (&cido retinoico). Sdo de origem animal e podem ser encontradas em
alimentos como ovos, leite integral, figado e Oleos de figado de peixes (Mclaren; Frigg,
2001).

Dentre os carotenoides encontrados na natureza, somente uma pequena parte
possui atividade de vitamina A e geralmente estdo presentes nos vegetais amarelos ou
vermelhos. Estes sdo as provitaminas que serdo convertidas enzimaticamente em vitamina A
pela maioria dos animais (Bellovino et al., 2003).

O acetato de transretinil e o palmitato de transretinil sdo as formas sintéticas da
vitamina A mais utilizadas no tratamento e na prevenc¢do da hipovitaminose A. Tais ésteres
tém alta estabilidade, sdo pouco oxidados, podem ser associados aos alimentos e resistem ao

calor do cozimento (Olson, 1991).
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O termo vitamina A, ao ser empregado neste trabalho, estara se referindo
aquelas substancias com propriedades bioldgicas (Souza; Vilas Boas, 2002).

Sob condi¢des normais, a maior parte da vitamina A é depositada no figado,
nas celulas estreladas ou nos hepatdcitos, sob a forma de goticulas de gordura (Bellovino et
al., 2003). Para a mobilizagdo desses estoques e sua liberacdo para outros tecidos, o retinol €
hidrolisado e transportado por uma proteina especifica: a RBP (retinol binding protein)
(Lehninger, 1990).

No figado e tecidos-alvo, as interacdes entre deposito e liberacdo de vitamina
A ndo sdo totalmente elucidadas (Mclaren; Frigg, 2001; Ferraz et al., 2004). O maior
problema esta relacionado principalmente a dificuldade em se encontrar modelos adequados:
pouco se tem progredido tanto nos estudos in vitro através de culturas celulares, bem como
nos modelos animais alimentados com dietas carentes em vitamina A (Bellovino et al., 2003).

Sabe-se que algumas hidrolases de ésteres de retinil tém sua atividade
intensificada na falta de vitamina A. Sendo assim, a vitamina A é reciclada, razdo pela qual a
sua utilizacdo por tecidos especificos pode parcialmente se adaptar & possivel diminui¢do de
oferta. Tais adaptacGes e reciclagem servem para manter relativamente constantes os niveis
sanguineos, até as reservas organicas se esvairem a um ponto em que a adaptacao ja ndo possa
ser compensada (Blomhoff et al., 1991).

A liberacdo de RBP pelo figado se torna menor quando o organismo passa por
estresse inflamatdrio, como o causado pela febre ou diarreia (Thurnham et al., 2003).

A secrecdo da RBP também € regulada pelo retinol. Verificou-se que, em ratos
alimentados com dietas carentes em vitamina A, a liberacdo de RBP é inibida, ficando
acumulada no reticulo endoplasmaético e, ap6s a administracdo de vitamina A a esses mesmos
ratos, ocorre aumento da atividade das enzimas que esterificam o retinol, além de liberacéo

hepética macica de um complexo contendo RBP e retinol * (Bellovino et al., 2003).
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A RBP é sintetizada em sua grande parte no figado e, por ser uma molécula de
pequeno peso molecular, circula no plasma ligada a uma outra proteina, a transtiretina, o que
impede a sua perda pelo rim em situacdes fisioldgicas (Bellovino et al., 2003).

Ao chegar aos tecidos, ha um receptor celular na membrana que se liga
preferencialmente ao complexo transtiretina-RBP-retinol, mas que também pode permitir a
entrada de &cido retinoico para o meio intracelular. A transtiretina é liberada, a vitamina A
entra no citosol e a RBP é degradada ou secretada de forma modificada (Olson, 1991).

No citosol, o retinol liga-se a CRBP (cellular retinol-binding protein), que
protege o retinol da oxidagdo e funciona como carregador ao sitio de acdo nuclear, onde o
retinol ¢ liberado e transformado em &cido retinoico que é a forma metabolicamente ativa da
vitamina em todas as células-alvo, exceto na retina, cuja forma ativa é o 11-cis-retinal. O
acido retinoico pode se ligar a CRABP (cdlular retinoic acid-binding protein), que sera
posteriormente liberada. Finalmente, apds se ligarem ao &cido retinoico, 0s receptores
nucleares conhecidos por RARs ou RXRs (respectivamente, receptores do acido retinoico e
receptores X retinoicos) irdo promover a ativacdo ou represséo de numerosos genes (Bedo et

al., 1989; Bellovino et al., 2003).

1.2- IMPORTANCIA DA VITAMINA A

A vitamina A é um nutriente essencial requerido em pequenas quantidades em

importantes processos bioldgicos. Seu papel na visdo é um dos mais conhecidos, entretanto,

também participa na regulacdo da proliferacdo e diferenciacéo celulares, na reproducgéo, no

! Este fendmeno ainda no totalmente esclarecido é a base dos testes de resposta a dose que serdo detalhados
posteriormente (MCLAREN; FRIGG, 2001).

desenvolvimento fetal, na funcdo imune e em muitos outros processos metabolicos (Mclaren;
Frigg, 2001; Zile, 2001).
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1.3- ETIOLOGIA E FATORES DE RISCO AO DESENVOLVIMENTO DA

DEFICIENCIA DE VITAMINA A (DVA)

Em termos de micronutrientes, a hipovitaminose A € considerada a segunda
deficiéncia nutricional do mundo. Considera-se que habitos alimentares incorretos levem a
exclusdo ou ao baixo consumo de alimentos ricos em vitamina A, tornando-se o principal
fator etioldgico da caréncia desta vitamina (Dolinsky; Ramalho, 2003).

Os vegetais tém, de maneira geral, custo inferior e se apresentam como
componente principal da dieta em muitas regides do globo. No entanto, a provitamina A
dessas fontes possui menor bioeficacia do que a vitamina A pré-formada encontrada nos
alimentos de origem animal (Bellovino et al., 2003), sendo necessario o consumo de grandes
quantidades de alimentos de origem vegetal, 0 que muitas vezes torna-se inviavel, levando a
ingestdo diaria dessa vitamina abaixo do recomendado (Dolinsky; Ramalho, 2003).

De acordo com West et al., (2002), crian¢as na idade escolar, devem ingerir
diariamente aproximadamente 400 RE ao dia (RE = equivalente de retinol = 1pg de retinol =
2 ug de 3-caroteno em 6leos = 12 pg de B-caroteno em mistura de alimentos = 24 pg de outros

carotenoides em mistura de alimentos).

1.4- DEFICIENCIA SUBCLINICA DE VITAMINA A

O impacto da caréncia de vitamina A em outras fungdes metabdlicas, além da
visdo foi, durante muito tempo, quase totalmente ignorado. Somente era considerada
consequéncia da DVA, as lesdes oculares diagnosticadas através de exame clinico, um
indicador que, embora exato, é tardio, representando apenas a ponta do iceberg, sob o qual

podem ser encontrados individuos com caréncia marginal (subclinica) cinco a dez vezes
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superior do que entre aqueles que apresentam manifestacdes visiveis da deficiéncia (Dolinsky;
Ramalho, 2003).

A deficiéncia subclinica de vitamina A tem inicio muito antes do aparecimento
de sinais clinicos, podendo gerar diminuicdo da mobilizacdo de ferro, disturbios de
diferenciacéo celular, alteracGes na resposta imune, aumento de morbimortalidade por causas
infecciosas ou retardo de crescimento (Mclaren; Frigg, 2001; Sommer; Davidson, 2002;

Underwood, 2004).

1.5- DVA - DIAGNOSTICO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu a DVA como sendo a
concentracdo tissular da vitamina A diminuida o suficiente para causar adversas
consequéncias a saude, mesmo que ndo haja evidéncia de deficiéncia clinica sendo, portanto,
0 estado de inadequada nutricdo em relacdo a essa vitamina (World Health Organization,
1996).

Os sinais e sintomas clinicos de DVA detectados através de avaliacOes
oftalmoldgicas ainda sdo importantes ferramentas para o diagndstico em areas onde a
presenca de DVA é grande e severa, entretanto subestimam a presenga de DVA subclinica.
Para tanto, tém sido desenvolvidos e utilizados outros métodos, tais como 0s biogquimicos,
dentre eles, a dosagem do retinol sérico, com o objetivo de quantificar a vitamina A no
organismo (Tanumiharjo, 2004).

O nivel de deplecdo de vitamina A em que as funcgdes fisioldgicas comecam a
ser prejudicadas ndo é preciso. Entretanto, os valores mais aceitos seriam quando as
concentragdes séricas do retinol estivessem abaixo de 0,7 umol/l (Sommer; Davidson, 2002),

embora populacfes consideradas com concentracdes adequadas dessa vitamina apresentem,
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na maior parte dos individuos, resultados superiores ou iguais a 1,05 umol/l (World Health
Organization, 1996; Mclaren; Frigg, 2001).

A OMS considera como problema de saude publico leve, moderado e grave
quando a prevaléncia de concentragdes plasmaticas em jejum inferiores a <0,7umol/l atinja de
2 a 10%, de 11 a 19% ou acima de 20% da populagéo, respectivamente (World Health
Organization, 1996).

Alguns pesquisadores, entretanto, tém chamado atencdo para as limitagdes do
uso isolado do retinol sérico (Ferraz et al., 2004; Tanumihardjo, 2004), tais como:
= As concentragOes séricas do retinol sdo homeostaticamente controladas e ndo comecam a
declinar até que as reservas hepaticas estejam muito baixas;
= As concentragdes séricas do retinol podem se alterar em situages de estresse inflamatdrio,
anemia ou desnutri¢do proteico-energética severa.

Durante as duas ultimas décadas, tém sido desenvolvidos métodos visando
melhor aferir, mesmo que indiretamente, as reservas hepaticas de vitamina A, como 0 método
RDR (resposta relativa a dose) e o +S30DR (resposta sérica de 30 dias). Estes testes de
resposta a dose tém sido aceitos como bons indicadores funcionais do estado de vitamina A
hepéatico. Estes métodos, contudo, ndo permitem estimar quantitativamente as reservas
hepaticas de vitamina A sendo, portanto, considerados métodos indiretos (Underwood, 1990),
possibilitando apenas detectar a presenca ou a auséncia de estoques de vitamina A (Fujita et
al., 2009).

Tais testes ttm como fundamento o fato de que a vitamina A nédo participa da
sintese da RBP, porém regula a sua liberacédo pelo figado. Dessa maneira, nos individuos com
baixas reservas hepaticas de vitamina A, a RBP se acumula no figado e, mediante o estimulo

com uma dose de provocacdo de vitamina A (por exemplo, o palmitato de transretinil), o
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retinol hepatico ligar-se-a ao excesso de RBP, sendo esse complexo liberado para a circulacéo
sanguinea, onde sera mensurado.

Testes de resposta a dose superiores ou iguais a 20% sdo aceitos por
representar estoques hepaticos de vitamina A inadequados, refletindo indiretamente,
as baixas reservas hepaticas de vitamina A (inferiores a 0.7 pumol/g de figado) (World Health
Organization, 1996), mesmo antes que os valores de retinol declinem. S&o considerados,
portanto, métodos adequados para a avaliagdo subclinica da DVA (Loerch et al., 1979;

Mclaren; Frigg, 2001; Fujita et al, 2009).

1.5.1- O método RDR

Este teste consiste em administrar uma pequena dose oral de um éster de retinil
(por exemplo, palmitato de transretinil entre 450 ¢ 1000ug) e colher sangue no tempo zero
(Ap) e cinco horas apds essa dose (As), calculando-se entdo o percentual de aumento,
conforme pode ser visto na férmula a seguir. Caso o resultado dessa equacdo seja igual ou
superior a 20%, estara sugerindo baixas reservas hepaticas de vitamina A e, portanto o teste é
considerado positivo (Loerch et al., 1979).
RDR = As - A x 100

As

1.5.2- O método +S30DR

Este método consiste na coleta de uma amostra de sangue antes da

suplementacdo (Ao) e outra coleta apds 30 a 45 dias (Aszp) da administracdo de 200000 Ul de
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palmitato de transretinil, calculando-se entdo o percentual de aumento, conforme pode ser
visto na formula a sequir:
+S30DR = A3 - Ag X 100
Azo

Resultados dessa equacdo iguais ou superiores a 20% sugerem baixas reservas
hepéaticas de vitamina A e, portanto o teste € considerado positivo (Flores et al., 1984,
Underwood, 1990; Ferraz et al., 2004).

Esta dose de vitamina A ¢é utilizada de acordo com a recomendacéo da OMS
(World Health Organization, 1996), para prevencdo de DVA em criangas de risco durante
aproximadamente 4 - 6 meses (Assis; Barreto, 2002).

A OMS recomenda considerar a DVA como problema de salde publica leve
caso 2 a 20% da populacéo apresente testes de resposta a dose positivos; moderado, caso estes
valores se situem entre 20 e 30% e grave, se superarem 30% da populacdo (World Health

Organization, 1996).

1.5.3- Outros métodos

Outro teste de reposta a dose que pode ser utilizado é o0 MRDR (modified
relative dose response). Além deste, podem ser citados outros métodos que procuram
determinar o estado de vitamina A: determinagfes do retinol em manchas secas de sangue,
determinacdo do retinol no leite materno, citologia de impressédo conjuntival, concentragdes
da RBP e relacdo RBP:transtiretina, teste de hidrolise do retinoil B-glucoronideo, técnicas
com diluicdo com o isétopo deutério, dentre outros (Mclaren; Frigg, 2001; Tanumiharjo,
2004).

Underwood (1990) propds que duas amostras do soro colhidas de um mesmo
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individuo antes e apds a administracdo de vitamina A séo superiores na identificacdo do
estado de vitamina A de um organismo em relacdo a uma medida isolada de retinol serico.
Naquele trabalho ainda sugeriu que para o diagnostico da DVA se tornar mais preciso deveria
ser utilizada a combinacdo de mais de um método funcional, quer seja em ambito individual

como populacional.

1.6- EPIDEMIOLOGIA DA DVA

A DVA existe como um problema de saide publica em pré-escolares de 118
paises do mundo. Estima-se que apresentem DVA baseados em concentracOes sericas de
retinol abaixo de 0,7umol/l e/ou anormalidades na diferenciacdo epitelial conjuntival
aproximadamente 127 milhGes de criancas com idades inferiores a cinco anos e, dessas, cerca
de 4,4 milhdes tenham xeroftalmia (West, 2002).

Nos ultimos trinta anos, varios estudos buscaram avaliar a prevaléncia da
hipovitaminose A no mundo. A imensa maioria dos relatos desta deficiéncia ocorre em grande
parte dos paises em desenvolvimento, principalmente em criancas e de maneira subclinica. A
DVA ja foi documentada nos continentes africano (Etiopia, Africa do Sul, Zaire, Republica
dos CamarGes, Nigéria e Zimbabue), asiatico (Filipinas, Nepal, Indonésia, Bangladesh,
Tailandia, 1émen, Turquia e india), na Oceania e nas Américas (Panama, Equador, Venezuela
e Brasil) (Ramalho et al., 2002; West, 2002; Ferraz et al., 2004; Ramalho et al., 2002;
Demissie et al., 2009).

No Brasil, relatos de DVA e suas consequéncias tém sido realizados
principalmente na regido nordeste (Santos et al., 1983; Dolinsky; Ramalho, 2003; Martins et
al., 2004; Paiva et al., 2006). A DVA também ¢é verificada na regido sudeste e no estado de

Sao Paulo (Gongalves-Carvalho et al., 1995; Ferraz et al., 2004).
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Na zona urbana da cidade de Ribeirdo Preto, no Centro Médico Social e
Comunitario (CMSC) de Vila Lobato, vinculado a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP), Ferraz et al. (2000, 2004) verificaram que 25%
dos lactentes e 75% dos pré-escolares aparentemente saudaveis atendidos neste servico
apresentavam algum grau de DVA.

Custodio et al. (2009), observaram neste mesmo servico, que 20,4% dos
escolares aparentemente saudaveis atendidos entre 2003 e 2004, apresentavam DVA de

acordo com o teste RDR.

1.7- VITAMINA A E CRESCIMENTO

Estudos em animais tém apontado que cobaias alimentadas com dietas
deficientes de vitamina A apresentam reducéo significante do peso corporal (Akazawa et al.,
1989) em relagdo aos controles alimentados com dietas ricas em vitamina A. Uma vez que a
DVA pode levar & queratinizagdo das papilas gustativas, as quais também podem diminuir a
ingestdo alimentar, até o momento ndo se pOde determinar se 0 emagrecimento é
principalmente devido ao retardo do crescimento ou secundario a diminuicdo da ingestdo
alimentar (Lefebvre et al., 2005).

Tem sido questionado o papel desempenhado pela vitamina A nos quadros de
desnutricdo e a regulacéo do IGF-1 através do estado nutricional, aventando-se a possibilidade
que a vitamina A possa ter alguma relacdo com o crescimento soméatico (Mendez, 1985). Sdo
0s horménios, particularmente os componentes do eixo GH - sistema IGF (horménio de
crescimento — sistema de fatores de crescimento insulina-simile ou insulin-like growth
factors), entretanto, os fatores principais que influenciam o crescimento (Martinelli Jr et al.,

2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akazawa%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract�
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O isolamento do GH ocorreu em 1956 (Li; Papikoff, 1956). Salmon;
Daughaday (1957) demonstraram que as acdes do GH sobre o crescimento eram mediadas por
um fator que passou a ser denominado como sulfatation factor activity, posteriormente
somatomedina C e atualmente IGF-1 (Martinelli Jr et al., 2008).

O GH estimula o crescimento longitudinal tanto diretamente quanto através da
mediacdo pelo IGF-1. O IGF-1 € um fator de crescimento enddgeno produzido em varios
tecidos, sua secrecdo ocorre a medida que é produzido ndo existindo, portanto, um 0Orgéo
especifico para seu armazenamento (Martinelli Jr et al., 2008).

A producdo do IGF-1 é modulada principalmente pelo GH e por fatores
nutricionais (Thissen et al., 1994). O sistema IGF desempenha papel fundamental na
homeostase, seja na regulacdo do metabolismo, bem como no controle do crescimento (Jones;
Clemmons, 1995).

A familia dos IGFs € composta por 2 fatores de crescimento peptidicos: o IGF-
1 e 0 IGF-2. Os IGFs atuam mediante interacdo com dois receptores diferentes chamados de
IGF1R e IGF2R. A regulacdo das a¢des promovidas pelos IGFs é influenciada pela presenca
das proteinas transportadoras de IGFs ou IGFBPs (IGF binding proteins). Até o momento,
foram bem caracterizadas 6 proteinas de mamiferos dessa familia, chamadas de IGFBP-1, -2,
-3, -4, -5 e -6 (Martinelli Jr et al., 2008).

Sabe-se que para que o crescimento seja adequado, tanto o IGF circulante, de
origem principalmente hepatica, quanto os IGF produzidos nos tecidos sdo fundamentais. Este
conceito reforca a importdncia das agdes endocrinas, parécrinas e autdcrinas dos IGFs
(Martinelli Jr et al., 2008).

A acdo das vitaminas na modulacdo da secrecdo ou a¢do do GH ainda n&o esta

completamente esclarecida. Estudos feitos em hipofises de cobaias apontam que ocorre
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diminuicdo das células produtoras de GH naqueles animais alimentados com dietas carentes
em vitamina A (Akazawa et al., 1989).

Acredita-se que a vitamina A possa influenciar o crescimento longitudinal
mediante estimulo a secrecdo de GH e consequentemente de IGF-1. Acredita-se que a
vitamina A possa também influenciar a diferenciacdo das células da hipofise em células
produtoras de GH (Bedo et al., 1989).

A hipotese que a vitamina A desempenhe papel importante na regulacdo da
secrecdo ou dos efeitos do GH € baseada em diversas observacdes (Bedo et al., 1989):
criancas com baixa estatura apresentando disfuncdo neuro-secretora de GH (reducdo da
secrecdo espontanea noturna de GH) habitualmente ingerem quantidades inferiores de
vitamina A do que criangas com estatura normal, levando a correlagdo entre a secrecédo
noturna de GH e os valores de vitamina A plasmatica em crian¢as com e sem baixa estatura
(Raifen et al., 1996), sendo que a suplementacdo de vitamina A aumenta a secre¢ao noturna
de GH na maioria das criangas com disfungdo neuro-secretora de GH (Evain-Brion et al.,
1994).

Estudos in vitro tém demonstrado que a vitamina A é capaz de provocar a
diferenciacdo das células da hipofise em células produtoras de GH (Mogi et al., 2005), além
de aumentar a expressdo génica e a secrecdo de GH em células de linhagem tumoral (Bedo et
al., 1989; Morita et al., 1989; Nogami et al., 2006).

Existem evidéncias de que a expressdo do sistema IGF em diversos tecidos esta
associada tanto a fatores hormonais, bem como nutricionais (Jones; Clemmons, 1995).

Um dos mecanismos intracelulares de acdo da IGF-1 ocorre quando o IGF-1 se
liga ao IGF1R ativando uma lipidio quinase do subgrupo la: a fosfoinositideo 3 quinase (P13)
(Outdit et al., 2004). Uma vez ativada, esta lipidio quinase recruta a proteina quinase Akt

também conhecida por PKB que age ativando a proteina-quinase m-TOR, promovendo
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aumento da sintese protéica (Cantley, 2002). Trabalho recente aponta que o retinol € capaz de
ativar diretamente a P13 quinase através de ligacdo ao IGF1R e consequentemente ativar o
complexo Akt/PKB-mTORC indicando possivelmente que a vitamina A apresenta uma
funcdo de fator de crescimento simile no organismo (Chen; Khillan, 2009).

Yang et al. (2001) verificaram que ocorre aumento significante da sintese de
acido ribonucleico (RNA) mensageiro de IGF-1 em linfocitos incubados com concentracdes
fisioldgicas de vitamina A.

Tem-se verificado também que a vitamina A também esta relacionada a varios
componentes do sistema IGF. Este sistema atua como importante regulador em grande
numero de processos bioldgicos (Mendez, 1985).

Ja foi verificado que a vitamina A estimula a expressdo de IGFBP-4, em
culturas celulares de hepatocitos de camundongos e em células de Sertoli de leitbes, através
do aumento do RNA mensageiro de IGFBP-4 ap0s algumas horas de incubacéo (Bardi et al.,
1999; Demori et al., 2004). Na linhagem de células de adenocarcinoma de mama com
receptores estrogénicos MCF-7, o IGF1R esta intimamente envolvido com a sua proliferacdo
e crescimento (Dupont; Le Roith, 2001), sendo que um dos fatores que promove a ativagéo
deste receptor neste tipo celular é o &cido all-trans retinoico, derivado da vitamina A (Kogai et
al., 2008).

Criangas desnutridas cronicas costumam apresentar deficiéncia de crescimento
(Teixeira; Heller, 2004). Ha evidéncias em humanos de que a DVA possa de alguma forma
prejudicar o crescimento (Cortez et al., 2009).

Estudos em adolescentes com baixa estatura constitucional e atraso puberal
demonstram haver reducdo dos valores de vitamina A em relagdo aos seus controles

(Buyukgebiz et al., 1997) e a suplementacdo de vitamina A e ferro a esse grupo de pacientes
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levou a inducdo de crescimento e puberdade em niveis semelhantes a terapia hormonal com
oxandrolona ou testosterona (Zadik et al., 2004).

Considerando-se que a vitamina A é um dos reguladores do crescimento
normal (Raifen et al., 1996; Chen; Khillan, 2009) e sua deficiéncia é altamente endémica em
paises em desenvolvimento e devido as evidéncias que 0 aumento da expressdo de IGF pode
ser uma importante via para a vitamina A promover um pouco de sua ac¢ao, Sa0 necessarios
mais estudos a fim de verificar o efeito da suplementacdo de vitamina A nos niveis sericos de

IGF-1 em criangas.

1.8- VITAMINA E

Como a vitamina A, a vitamina E também pertence a classe das vitaminas
lipossoluveis, tendo sido isolada pela primeira vez em 1936 (Evans et al., 1936).

A vitamina E (tocoferol) é um termo genérico para designar diversos
compostos. Alfa-tocoferol é a principal forma de vitamina E e representa mais de 90% do
total de tocoferdis presentes no plasma.

Sua acdo no estresse oxidativo vem sendo amplamente estudada, tendo sido
verificada pela primeira vez em 1927 (Sabat et al., 2008). Contudo esté envolvida também em
muitos outros processos metabdlicos (Traber et al., 2008).

Shute et al. (1946) descreveram pela primeira vez as propriedades terapéuticas
da vitamina E contra doencas cardiovasculares. Binder et al. (1967) verificaram certa relagdo
entre disfuncdo neuroldgica e deficiéncia de vitamina E em pacientes com esteatorreia
cronica. Brown e Crowley (2005) através de estudos em culturas celulares puderam verificar

seu papel na prevencéo de aterosclerose, cancer e doencas neurodegenerativas. Todos estes
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trabalhos fortaleciam a ideia da suplementacdo medicamentosa de vitamina E com o intuito de
prevenir certas doencas.

Contudo, Bjelakovic et al. (2007), através de metanalise onde foram avaliados
cerca 130 mil participantes, verificou discreto aumento da mortalidade com suplementacdo de
altas doses de vitamina E: 1330mg/dia. (Limite superior recomendado para adultos:
1000mg/dia) (Food and Nutrition Board, 2000).

Em recente revisao de Traber et al. (2008), o papel da vitamina E no organismo
foi relacionado a imunomodulacédo, além de possuir efeito antiplaquetario, podendo prevenir
certas doencas cronicas e levar a maior sobrevida em individuos que fazem uso de dietas ricas
em vitamina E. Uma vez que a maior parte dos individuos mesmo em paises industrializados
ndo consomem quantidades adequadas dessa vitamina (15mg/dia), esse trabalho recomenda o
consumo de alimentos ricos em vitamina E, principalmente em populacgdes deficientes.

As principais fontes de vitamina E sdo os oOleos vegetais (por exemplo,
amendoim, soja, palma, milho, girassol), grdos integrais, nozes, sementes, germe de trigo e
vegetais de folhas verde-escuras (Food and Nutrition Board, 2000). A maior parte dos
individuos mesmo em paises industrializados ndo consomem quantidades adequadas dessa
vitamina, levando a deficiéncia de vitamina E que geralmente é assintomatica (Schwenke,
2008).

Em escolares, considera-se adequado o consumo de 6mg de a-tocoferol por dia
(Food and Nutrition Board, 2000). O célculo da necessidade média diaria de vitamina E é
baseado nos resultados do teste de hemdlise induzida pelo peréxido de hidrogénio

considerado positivo quando superior a 12% (Farrell et al., 1978).

1.8.1- Deficiéncia de Vitamina E (DVE)
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A DVE é definida em criancas como a concentracdo de tocoferol total ou de
alfa-tocoferol inferior a 7 umol/Il (Farrell et al., 1978).

A deficiéncia severa desta vitamina é rara e pode ocorrer em pessoas com
distdrbios hepaticos ou intestinais que impedem a absorcdo dessa vitamina, por exemplo,
abetalipoproteinemia, fibrose cistica, colestase cronica, sindrome do intestino curto e outras
sindromes de malabsor¢do de gorduras que podem levar a varios estagios de deficiéncias
neuroldgicas, piora da absorcdo de lipidios e se apresenta como uma sindrome neuroldgica
progressiva que inclui ataxia cerebelar e alteracfes medulares (Feki et al., 2001; Rino et al.,
2007).

A ingestdo de vitamina E abaixo de 15mg/dia em adultos e 6mg/dia em
criancas pode levar a DVE que geralmente € subclinica (Farrel, 1978; Ernst 2009).

A deficiéncia que cursa com valores subétimos de vitamina E é um fator de
risco para doencas degenerativas, tais como cancer e doencas cardiovasculares (Diaz et al.,
1997; Boaz et al., 2000; Wright et al., 2006; Schwenke, 2008). Estudos mais recentes tém
apontado também para a associacdo da deficiéncia desta vitamina com comportamentos de
ansiedade (Okura et al., 2009).

Existem poucos estudos realizados em criancas escolares de paises em
desenvolvimento visando avaliar a prevaléncia de DVE nessa faixa etaria. Além disso, a
maior parte destes trabalhos considera como DVE aquelas criangas que apresentam
concentrages séricas de a-tocoferol inferiores a 12umol/l, fato que superestima a prevaléncia

de DVA nessa faixa etéria (Farrell et al., 1978; Kim et al., 2006).

1.8.2- Deficiéncia das Vitaminas A e E e o estresse oxidativo
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As vitaminas A e E sdo requeridas em importantes processos fisioldgicos tais
como a gravidez e o crescimento (Schulpis et al., 2004). A associacdo da deficiéncia de tais
vitaminas € apontada em diversos estudos (Leotsinidis et al., 2000; Schulpis et al., 2004;
Dzieniszewski et al., 2005; Gouado et al., 2005; Obeid et al., 2006; Kwena; Nyandieka, 2006;
Weiss; Litonjua, 2008; Oldewage-Theron; Samuel, 2009)

A principal causa das deficiéncias vitaminicas em criangas € a baixa ingestao e
mesmo em paises desenvolvidos como a Espanha a ingestdo diaria de vitamina A e E
encontra-se abaixo do recomendado (Serra-Majem et al., 2001).

Alguns trabalhos tém analisado o papel da associacdo da deficiéncia das
vitaminas A e E em algumas doencas (Shirahata, 1999; Carr; McBratney, 2000; Al-Saleh et
al., 2007).

A suplementacdo de multivitaminicos € muito comum em diversos paises do
mundo, porém pouco se sabe se tal fato é capaz de melhorar as concentracGes desses
nutrientes no organismo (Maraini et al., 2009). Sendo assim, nesse mesmo trabalho, Maraini
et al. (2009) verificaram que o uso de multivitaminicos pode incrementar os valores séricos
particularmente de vitamina A e E no organismo.

Em gestantes de paises em desenvolvimento, a suplementacdo vitaminica
habitualmente se resume & oferta de acido félico e ferro. Supplementation with Multiple
Micronutrients Intervention Trial (SUMMIT) Study Group (2008) analisaram cerca de 40 mil
gestantes na Indonésia e, a0 comparar 0 grupo que recebeu a terapia ferro-acido folico com o
que recebeu a suplementagdo de micronutrientes (&cido folico, ferro, retinol, vitaminas E, D,
C, complexo B, zinco, cobre, selénio e iodo), verificaram que no segundo houve diminuigédo
nas taxas de perda fetal, mortalidade infantil precoce e melhora dos pesos ao nascer.

Em 102 criangas com fibrose cistica em Israel, Hakim et al. (2007) verificaram

que as exacerbagdes pulmonares da doenca estiveram diretamente relacionadas a
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concentragdes séricas inferiores das vitaminas A e E, ainda que estas concentracdes ainda se
encontrassem dentro de valores considerados adequados para a faixa etaria. Os autores
sugerem que essa diminuicdo da concentracdo vitaminica possa levar ao estresse oxidativo,
gerando assim dano pulmonar e contribuir para o desenvolvimento da doenca pulmonar
cronica na fibrose cistica.

Ainda estudando-se o estresse oxidativo e considerando as vitaminas A e E
como anti-oxidantes na etiopatogenia de doencas, Akbay et al. (2007) avaliaram o estresse
oxidativo, através da mensuracdo do malondialdeido em 40 pacientes com rinite alérgica e
verificaram que o0 grupo de pacientes apresentou estresse oxidativo maior e concentragoes
séricas de vitamina A e E inferiores ao grupo controle, sugerindo que o desequilibrio entre o
estresse oxidativo e as defesas anti-oxidantes possa ter papel importante na etiopatogenia
também da rinite alérgica.

Outros estudos também tém apontado para o papel protetor das vitaminas A e
E em relacdo ao estresse oxidativo. Marzani et al. (2008) verificaram que a suplementacéo de
vitamina A e E foi capaz de melhorar a sintese de proteinas musculares e inibir a degradacao
muscular de cobaias. Também em cobaias, a suplementacdo destas duas vitaminas foi capaz
de reduzir o dano oxidativo a0 DNA em leucécitos de cobaias (Morin et al., 2008). Em
humanos, ha evidéncias que as vitamina E e A desempenhem papel primordial na capacidade
antioxidante do leite materno (Tijerina-Saenz et al., 2009).

Estas vitaminas sdo fundamentais para a homeostase do organismo, podendo
ser causa de morbimortalidade infantil e gerar sérios distdrbios a essas criangas, inclusive com

repercussdes para a vida futura, até mesmo em situagdo de deficiéncia subclinica.
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1.8.3- Objetivos

1.

3.

Este estudo ira avaliar a prevaléncia de DVA e DVE em criancas aparentemente

saudaveis atendidas em uma Unidade Basica de Saude.

Dada a alta prevaléncia de deficiéncia subclinica de vitamina A na populacao local
(Ferraz et al., 2000; 2004; Custodio et al., 2009), sendo o RDR e o +S30DR
considerados padrdo-ouro para avaliacdo indireta dos estoques hepaticos de vitamina
A e a combinacdo dos métodos existentes se mostrar de grande valia para avaliagcdo
deficiéncia de vitamina A, este trabalho terd& como um dos objetivos avaliar a

deficiéncia de vitamina A através dos métodos retinol basal, RDR e +S30DR.

Apesar de diversos estudos apontarem para o papel da vitamina A como um dos
reguladores do crescimento e a associagdo freqlente da deficiéncia de vitamina A e
vitamina E, principalmente em paises em desenvolvimento, ndo existem dados sobre a
influéncia da suplementacdo de vitamina A com o estado de vitamina E e IGF-1 no
organismo. Este trabalho tera também como objetivos, avaliar a situacdo de vitamina
A, vitamina E e IGF-I, 30 a 45 dias ap0s a suplementacao das criangas estudadas com

vitamina A.
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2- CASUISTICA E METODOS

2.1- Populacéo estudada

O Centro Médico Social Comunitario (CMSC) de Vila Lobato fica
localizado em um bairro periférico da cidade de Ribeirdo Preto, estado de S&o Paulo,
oferecendo atendimento medico desde 1969 a referida populacdo, através de convénio
firmado entre a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FMRP-USP), o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP) e a Secretaria de Saide do Municipio de
Ribeirdo Preto.

De acordo com Ferraz et al. (2004), a renda per capita das pessoas atendidas
nesse centro € de 1382,52 ddlares anuais e aproximadamente 55% dos adultos com filhos nao

completaram os 8 anos do ensino fundamental.

2.1.1- Programa médico de atencdo primaria a saude da crianga e do adolescente no

CMSC

Sédo atendidos pela equipe pediatrica os pacientes com idades entre 0 e 21 anos.
Os atendimentos de rotina sdo realizados semestralmente nas criangas acima de 2 anos de
idade. S&o feitos atendimentos chamados de fora de dia para os pacientes que necessitam de
atendimento médico por qualquer outro motivo de saude além dos retornos programados e, a
critério médico, podem ser solicitadas novas avaliagdes a partir das consultas realizadas fora

de dia ou de rotina, as quais sdo chamadas de retornos médicos. Ha& também as consultas de
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triagem que sdo para pacientes que ainda ndo possuem seguimento médico regular no servico

e que comparecem ocasionalmente na unidade.

2.2- RECRUTAMENTO DOS INDIVIDUOS

Foram estudadas 94 criancas de ambos 0s sexos com idades entre 5 anos e 6
meses e 10 anos e 11 meses, atendidas no CMSC entre 13/09/2003 a 12/03/2004. O
recrutamento teve inicio logo ap6s a consulta médica da crianga no servico, sendo exposta aos
pais/responsaveis e a crianca a natureza do estudo e, havendo concordancia foi firmada
assinatura no termo de consentimento livre e esclarecido (apéndice A).

Foram excluidas as criancas que apresentaram ao menos um episodio de
temperatura axilar > 37°C aferida por termdmetro nos 15 dias precedentes a primeira coleta
de sangue ou se a crianga havia evacuado trés ou mais vezes, com eliminagdo de fezes
liquidas ou semiliquidas num periodo de 24 horas, ou ainda, se houve eliminagdo de fezes
com sangue visivel a ectoscopia ao menos uma vez nos 15 dias precedentes a primeira coleta
de sangue (Baqui et al., 1991).

Caso qualquer uma das situacfes acima ocorresse, ndo eram prosseguidas as
coletas de sangue, uma vez que estas moléstias poderiam gerar resultados falsos positivos
para a deficiéncia de vitamina A (DVA) (Stephensen et al., 2002). Os individuos que foram
dispensados da coleta foram convidados a retornar 2 semanas ap6s o episodio, para nova
avaliacdo e possivel entrada no estudo.

N&o foram incluidas as criancas que fizeram uso de suplementos vitaminicos
nos seis meses anteriores a coleta de sangue. Outros dados referentes a histdria nutricional

e/ou morbida prévias ndo foram considerados critérios de exclusdo para este trabalho.
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Os pais/responsaveis foram informados a respeito dos resultados dos exames
em retornos posteriores da crianga na unidade. As criangas com exames anormais receberam
tratamento no proprio CMSC.

As despesas com o projeto foram custeadas pelo Departamento de Puericultura
e Pediatria da FMRP-USP, pelo Conselho Nacional Cientifico e Tecnoldgico e pela
pesquisadora, ndo recebendo recursos de laboratdrios farmacéuticos.

Cada sujeito participou apenas uma vez do estudo, tratando-se, portanto, de um
estudo transversal, prospectivo e descritivo.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
04/08/2003, de acordo com o processo HCRP n°® 6007/2003, cuja copia encontra-se disponivel

no anexo 1.

2.3- COLETA DO MATERIAL

Havendo concordancia em participar do trabalho, os responsaveis foram
orientados a trazer as criangas na préopria unidade em dia e hora agendados pela pesquisadora.

Foram realizadas trés coletas de sangue, com intervalo de cinco horas entre a
primeira e a segunda, com jejum prévio minimo de 6 horas para a primeira coleta e de 30-45
dias entre a segunda e terceira coletas, também esta coleta de sangue foi realizada apds jejum
prévio minimo de 6 horas.

Para a primeira coleta de sangue foram utilizados aproximadamente 4 ml de
sangue total para as dosagens de retinol, IGF-1 e vitamina E, para a segunda coleta foram
utilizados cerca de 2 ml de sangue para a dosagem do retinol e para a terceira coleta foram
retirados aproximadamente 4 ml de sangue total para as dosagens de retinol, IGF-1 e vitamina

E.
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Imediatamente ap0s a primeira coleta de sangue foi administrado 1QQf de
palmitato de transretinil miscivel em &gua para as criancas®. Logo ap6s a segunda coleta de
sangue, foi administrado as criancas 200000UI de palmitato de transretinil miscivel em agua
(40 gotas de Arovit © - Roche).

Logo ap6s a primeira coleta, foi oferecida as criancas e seus acompanhantes,
uma pequena refeicdo que consistia em leite com achocolatado (200ml) e sanduiche de péo de
férma, com presunto e queijo tipo mussarela. Este lanche, contendo cerca de 14g de lipidios e
baixo teor de vitamina A, faz parte da refeicdo gordurosa recomendada pela Organizacdo
Mundial de Saude para a realizacdo do teste relative dose response (RDR) (Underwood,
1990; World Health Organization, 1996).

Apos essa refei¢do padrdo, foram avaliados o peso e a estatura das criancas.

2.4- PROCESSAMENTO PRE-LABORATORIAL DAS AMOSTRAS

Durante a coleta de sangue, a luz foi apagada, de modo a minimizar a
fotodegradacgéo da vitamina A e vitamina E e o0 sangue colocado em tubos de coleta a vacuo
(BD Vacutainer®) (figura 1).

O sangue, logo apds a coleta, foi centrifugados durante 15 minutos a 2500 rpm
e, com a luz apagada, o soro foi separado através de pipetadora automatica, com ponteiras
novas e estéreis e armazenado em tubos eppendorf também novos e estéreis, sendo

imediatamente congelados a — 30°C até a anélise®.

? Esta dose é segura, sendo recomendada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (World Health
Organization, 1996) para avaliacdo da DVA em criangas.

O palmitato de retinol transretinil utilizado no estudo foi preparado pelo Servico de Atividades Industriais do
Hospital das Clinicas do HCFMRP-USP.

3 0s tubos para dosagem das vitaminas foram armazenado em tubos eppendorf encapados com papel aluminio.
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Nlmero Tubo com rolha: Anticoagulante Volume Exames Laboratorio
Sangue total de destino

1 & Gel separador com 2ml Re\/tlirt]grlrfiﬁgclzo \utrolodi
ativador de coagulo utrologia

amarela
encapado com papel aluminio
? | Gel d
Wl ¢} separador tom 2ml IGF-1 Endocrinologia

ativador de coagulo

amarela

Figura 1- Tubos de coleta com os respectivos volumes de sangue necessarios, de acordo com

0 exame realizado em cada laboratorio.

ApoOs o término da coleta dos 94 pacientes, os soros 1 e 2 foram enviados

congelados aos respectivos laboratorios, para analise, em duplicata.

2.5- LABORATORIO DE NUTROLOGIA

No Laboratorio de Nutrologia do Departamento de Clinica Médica da FMRP-
USP através do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Arnaud et al.
1991), foram feitas as dosagens do retinol sérico basal, isto é, antes da administracdo de
vitamina A (Ao), vitamina E sérica basal (VEy), retinol apds 5 horas da administracdo de
1000 pg de palmitato de transretinil (As) e retinol sérico apos 30-45 dias da administracdo de
200000UI de palmitato de transretinil (As) e vitamina E sérica pos suplementacdo de
200000U1 de palmitato de transretinil (VEszo).

A cromatografia € baseada no principio da presenca de diferentes pesos

moleculares e diferentes cargas elétricas na superficie das moléculas, sendo assim, percorrem,
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em tempos diferentes, uma coluna contendo particulas carregadas eletricamente. Dessa forma,
o aparelho é capaz de separar as substancias, atraves das leituras em tempos diferentes e

diferentes comprimentos de onda (Ferraz et al., 2004).

2.5.1- Sistema cromatografico

Foi utilizado o cromatégrafo liquido, Shimadzu®, com detectores UV/Vis,
degaseificador Thornton® T7, bomba de gradiente Olidef® CZAC 49. A coluna utilizada foi
da marca Nucleosil® C18, com 25 cm de comprimento e didmetro interno de 4,6 mm, com
didametro da particula de 5 um. Integrador e registrador incorporados ao cromatografo.

Para a fase movel foi utilizada mistura de acetonitrila, diclorometano e metanol
na propor¢do de 70:20:10. Todos os reagentes utilizados foram para CLAE (grau de pureza:
100%).

As curvas de calibragdo, com coeficientes de correlagdo superiores a 0,99,
foram realizadas sempre antes da utilizacdo da coluna e obtidas em func¢do da concentragéo
dos padrdes externos de retinol (0,5, 1 e 2 uM) e vitamina E (5,0, 10,0 e 20,0 uM).

Para o preparo das amostras, foram pipetados 0,5 ml do soro em 1 ml de etanol,
e colocados em agitador automatico por 1 minuto. Acrescentou-se entdo 1 ml de N-hexano,
agitando-se novamente por mais 1 minuto, sendo entdo centrifugado a 3000 rpm durante 10
minutos. Retirou-se 0,5 ml do sobrenadante (N-hexano), o qual foi seco em vapor de
nitrogénio e, apds, ressuspenso e homogeneizado com 0,5 ml do eluente da fase mével. Para a
leitura pelo cromatografo foram injetados 20 pl dessa solu¢do, em duplicata.

Para as analises, foi utilizado o sistema isocratico, com detector na regido
ultravioleta no comprimento de onda de 325 nm para o retinol e de 292 nym para a vitamina E.

A velocidade de fluxo foi de 1 ml/min, com coluna em temperatura ambiente e tempo de



42

corrida de 10 minutos. O tempo de retencdo do retinol foi de cerca de 2,5 minutos sendo que o
de vitamina E foi de aproximadamente 3,5 minutos. Foram realizados testes de

reprodutiblidade e recuperacdo (Arnaud et al., 1991).

2.6- LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA

O IGF-1 foi determinado por ensaio imunorradiométrico (IRMA) atraves de kit
da DSL (Diagnostic System Laboratories, Webster, Texas), o qual é baseado no ensaio a
partir de dois sitios de ligacdo (MILES et al., 1974).

A extracdo do material foi realizada com etanol e &cido cloridrico. Padrdes,
controles e amostras reagiram com o primeiro anticorpo imobilizado dentro da parede dos
tubos e com o segundo anticorpo marcado com *#I sem incubac&o prévia.

A curva-padrdo, a partir da qual foram calculadas as concentracbes das
amostras desconhecidas, foi construida com seis pontos de concentra¢des distintos de IGF-1
padréo (0, 5, 20, 60, 200 e |690). A radioatividade foi quantificada em contador de
emissdo gama (ANSR — Abbott). Todas as amostras foram determinadas em duplicata e os

resultados expressos em pg/l. A dose minima detectavel foi de 5Sug/l.

2.7- ANTROPOMETRIA

O peso e a estatura das criancas foram obtidos conforme recomendacdo da
OMS (Organizacién Mundial de la Salud, 1995).
A estatura de cada crianca foi verificada sempre pelos mesmos dois

examinadores (a pesquisadora e uma auxiliar de enfermagem treinada).
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Para tanto, foi utilizado um estadidmetro de madeira, fixado na parede, com
campo de uso de 0,4 a 2,2 m e resolu¢do em milimetros.

Cada crianca foi colocada descalca, com as costas e a parte posterior dos
joelhos encostados a parede, permanecendo com os bracos estendidos ao longo do corpo, 0s
pés unidos por sua regido medial, com os calcanhares, gluteos e ombros tocando a superficie
do estadidometro. A crianca foi mantida reta, olhando para a frente, com uma das
examinadoras segurando o queixo, fazendo uma leve pressdo para cima a fim de manter a
cabeca ereta e a outra mantendo os joelhos e calcanhares na posic¢éo correta. A examinadora
que segurava a cabeca da crianca abaixava por¢cdo movel do antropdmetro até tocar no ponto
mais cranial da cabeca da crianca, fazendo a leitura da estatura a partir da distancia entre esse
ponto até o plano dos calcanhares. As medidas foram realizadas até que duas delas néo
apresentassem variacoes superiores a 0,2 cm. (Jellife,1968).

O peso das criancas foi aferido em quilogramas, mediante o emprego de
balanca eletronica tipo Filizola® (Personal Line), com preciséo de 100 g e capacidade para até
150 Kg. As criancas foram pesadas em sala apropriada, com a presenca da pesquisadora e um
responsavel, descalgas, vestindo somente roupas intimas (calcinha ou cueca). A criangca
permaneceu em pe, imovel, com 0s pés completamente apoiados no centro da balanca e os
bragos estendidos e soltos ao longo do corpo, até a apresentagdo do peso pela balanga.

Para o calculo dos escores Z (desvio padrdo) das relacdes estatura por idade
(E/1), peso por estatura (P/E) e peso por idade (P/1) foi utilizado o programa Epi Info, versédo
2002 (software de dominio publico do Centers for Disease Control and Prevention)
utilizando-se como padrdo de referéncia os dados do National Center for Health Satistics
(Dean, 1999; Centers for Disease Control, 2002).

Os individuos que apresentaram o indicador estatura ou altura /idade abaixo de

-2 escores z (ou seja, situados abaixo do percentil 3) dos valores de referéncia foram
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considerados como tendo baixa estatura. As criancas com o indicador peso/estatura ou altura
< -2 escores z foram classificadas como emagrecidas e aquelas com o indicador peso/idade <
-2 escores z foram classificadas como apresentando baixo peso (Organizacion Mundial de la

Salud, 1995).

2.8- ANALISES ESTATISTICAS

As diferentes variaveis coletadas e calculadas para cada crianga estudada foram
digitadas em planilha do programa Microsoft Excel 2000°.

Para as comparacfes dos resultados de varidveis quantitativas entre dois
grupos, foi utilizado o Teste t de Student (Siegel; Castellan Jr, 1988), o0 Teste de Wilcoxon
(Siegel; Castellan Jr, 1988) ou o teste Mann-Whitney. Nas comparacfes das frequéncias de
diferentes varidveis qualitativas foi empregado o Teste do qui-quadrado (Fleiss, 1981). Para a
avaliacdo das medidas de dispersdo estatistica dos dados foi aplicado o teste de Kruskal-
Wallis. O teste de Mc. Nemar avaliou a diferenca de sensibilidade dos resultados de vitamina
E nos grupos pré e pos suplementacdo de vitamina A. O indice Kappa avaliou a concordancia
entre os métodos de deteccdo de vitamina A (Fleiss, 1981).

Além destes, foram realizadas também medidas de avaliacdo de teste
diagnéstico: sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.
(Hosmer; Lemeshow, 1989; Daniel, 1991).

O grau de significancia estatistica adotado sera de 5% (p <0,05).
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3- RESULTADOS

3.1-DVA

Foram incluidas no estudo 94 criancas que possibilitaram a realizacdo de
retinol basal e os testes RDR e +S30DR. Suas idades variaram entre 66 meses (5 anos e 6
meses) e 131 meses (10 anos e 11 meses).

N&o houve relato de lesbes fisicas ou psicologicas, dado que o material foi de
simples obtencdo e a técnica ndo gerou dano aos participantes.

Dentre as criancas analisadas, nenhuma apresentou evidéncias de xeroftalmia a
inspecdo ocular.

Na tabela 1 estdo descritos os valores de média e desvio padrdo de Ag, As e
Ao, em todas as criancas (geral), naquelas apresentando retinol basal inferior a 0,7 pmol/Il, >
0,7 umol/l, retinol basal inferior a 1,05 umol/l ou superior ou igual a esse valor e naquelas
gue tiveram os métodos RDR e +S30DR positivos e negativos. Apos, foi realizado o teste t de
Student para comparagdo das amostras, no inicio e ao final do estudo, sendo verificado que
houve aumento dos valores do retinol ao final do estudo nas criangas com DVA através
métodos do retinol basal (< 1,05 umol/l), RDR e +S30DR.

Foram encontradas criangas com DVA subclinica em todos os metodos
estudados: 24,5% (23/94) das criangas tiveram valores séricos de retinol inferiores a 1,05
pmol/l, enquanto que somente 5,3% (5/94) das criangas apresentaram valores inferiores a 0,7
pumol/l. O menor resultado encontrado foi 0,47 umol/l. Apresentaram testes RDR positivos,
20,2% dos sujeitos (19/94) e 28,2% (27/94) das criangas tiveram testes +S30DR positivos

(tabelas 1, 2 e 3).



Tabela 1- Médias, desvios padrdo, medianas e respectivos p das criancas com e sem DVA de

acordo com cada método analisado

Ao As Az p
(mediatDP) (mediatDP)  (mediatDP) value
Mediana Mediana Mediana

Populacgéo geral (n=94) (1,32+0,39) (1,38+0,46) (1,43+0,41) 0,48
1,3 1,31 1,39

Retinol basal < 0,7 pmol/l (n=5) 0,58+0,08 1,16+0,45 1,61+1,07 0,09
0,58 1,07 1,21

Retinol basal > 0,7 pmol/l (n=89) 1,37+0,36 1,40+0,46 1,42+0,35 0,22
1,36 1,31 1,39

Retinol basal < 1,05 pmol/l (n=23) 0,84+0,16 1,17+0,33 1,40+£0,57  0,0004
0,90 1,07 1,22

Retinol basal > 1,05 pmol/l (n=71) 1,47+0,31 1,45+0,48 1,44+0,35 0,51
1,43 1,38 1,43

RDR positivo (n=19) 0,98+0,33 1,67+0,65 1,66+£0,63  0,0002
0,94 1,54 1,45

RDR negativo (n=75) 1,41+0,36 1,31+0,37 1,38+0,32 0,38
1,38 1,22 1,32

+S30DR positivo (n=27) 1,01+0,35 1,47+0,62 1,66+0,56 <
0,95 1,37 1,47 0,0001

+S30DR negativo (n=67) 1,45+0,34 1,35+0,38 1,34+0,29 0,09
1,42 1,27 1,31

Neste trabalho foram encontrados 23 sujeitos (24,5%) com retinol basal < 1,05
umol/l e destes, somente 5 (5,3%) apresentaram resultados de retinol basal inferior a 0,7
pmol/l (tabela 1). Como pode ser verificado na tabela 3, todas estas 5 criancas apresentaram o
teste +S30DR positivo e somente 1 teve o teste RDR negativo. 18 das 94 criancas
apresentaram retinol basal entre 0,7 e 1,05 pmol/l (tabela 1) e destas 18, 8 tiveram RDR
positivo e 11 foram consideradas deficientes de VA de acordo com o0 método +S30DR. Mais
ainda, houve 7 criangas que tiveram tanto RDR e +S30DR positivos.

Sendo assim, de acordo com os testes realizados, quando o retinol basal é
normal (>1,05 pmol/l), 90,1% das criancas apresentam o teste RDR negativo (X2= 19,29
p<0,001) e 84,5% das criancas tém o teste +S30DR negativo, demonstrando associacdo
significativa entre os valores normais de retinol basal normal e testes de resposta a dose

negativos (tabela 2).
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Quando as criancas apresentam DVA diagnosticadas através do método do
retinol basal (<1,05 pumol/l), a chance de apresentar testes RDR positivos é aproximadamente
10 x superior (Odds ratio=9,97; IC 95% (3,22-30,89)), enquanto que a chance de ter testes
+S30DR positivos é quase 12,5 x maior (Odds ratio=12,47; 1C 95% (4,17-37,32)). Quando as
criancas sdo consideradas como deficientes de vitamina A através do método do retinol basal
(<1,05 pmol/l), 69,6% delas também o sdo de acordo com o teste +S30DR, (X2=24,81
p<0,001) (tabela 2).

Quando os resultados das concentragdes séricas do retinol basal forem >1,05
pumol/l, encontraram-se 7 criancas com RDR positivos (tabela 2), destas 7 criangas, 5 tém o
teste +S30DR positivo. Dentre as 71 crian¢as com retinol basal >1,05 pumol/l, 11 delas foram
consideradas como DVA de acordo com o0 método +S30DR (tabela 2) e destas, 5 tiveram o
teste RDR positivo. O indice Kappa relacionando o método RDR com o retinol basal foi de

+0,45. O indice Kappa relacionando o método retinol basal com o +S30DR foi de +0,50.

Tabela 2- Comparagdo do método do retinol basal <1,05 pmol/l com os testes RDR e

+S30DR
Retinol basal RDR +S30DR

Negativo Positivo Negativo Positivo
> 1,05 pmol/l 64 (90,1%) 7 (9,9%) 60 (84,5%) 11 (15,5%)
(n=71)
< 1,05 pmol/l 11 (47,8%) 12 (52,2%) 7 (30,4%) 16 (69,6%)
(n=23)
Total 75 (79,8%) 19 (20,2) 67 (71,3%) 27 (28,7%)

(n=94)




49

Tabela 3- Comparacdo do método do retinol basal <0,7 pmol/l com os testes RDR e

+S30DR

Retinol basal RDR +S30DR
Negativo Positivo Negativo Positivo

> 0,7 pmol/I 74 (83,1%) 15 (16,2%) 67 (75,2%) 22 (24,8%)

(n=89)

< 0,7 umol/I 1 (20%) 4 (80%) 0 (0%) 5 (100%)

(n=5)

Total 75 (79,8%) 19 (20,2%) 67 (71,2%) 27 (28,7%)

(n=94)

Na tabela 4, verifica-se que quando o teste RDR € negativo existe associacdo
significativa com 85,3% dos testes +S30DR negativos. Da mesma forma, quando o teste RDR
é positivo, 84,2% dos testes +S30DR séo positivos (X2=35,81; p<0,001), sendo que a chance
de ser +S30DR positivo € 31 vezes superior quando o RDR é positivo (Odds ratio= 31,03; IC

95% (7,74-124,48). O indice Kappa relacionando o método RDR com o +S30DR foi de 0,62.

Tabela 4- Comparacéo dos testes RDR e +S30DR

RDR +S30DR

Negativo Positivo
Negativo (n=75) 64 (85,3%) 11 (14,7%)
Positivo (n=19) 3 (15,8%) 16 (84,2%)

Total (n=94) 67 (71,3%) 27 (28,7%)
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Considerando-se o teste RDR como padrdo-ouro, foi elaborada a tabela 5, que
apresenta resultados referentes a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo (VPN) com seus respectivos intervalos de confianca (IC) dos métodos

retinol basal e +S30DR em relacdo ao RDR.

Tabela 5- Sensibilidade, Especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo dos
métodos +S30DR e retinol basal considerando-se como o nivel de corte do retinol basal, os

valores 1,05 pumol/l e 0,7 umol/l

Sensibilidade Especificidade VPP VPN

(1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%)
Retinol basal  63,2% 85,3% 52,2% 90,1%
1,05 umol/I (38,4%-837%)  (753%-925%) (30,6% - 73,2%) (80,7% - 96,0%)
Retinol basal 21,1% 98,7% 80,0 83,1%
0,7 pmol/l (12,9%-28,3%) (96,4%-100,0%)
+S30DR 84,2% 85,3% 59,3% 95,5%

(60,4%-96,6%)  (75,3%-92,5%) (38,8% - 77,6%) (87,5% - 99,1%)

Apesar de apresentar boa especificidade (98,7%), ao considerar-se criangas
com DVA somente aquelas que apresentarem o retinol basal < 0,7 umol/l, este método
apresenta baixa sensibilidade (21,1%) para deteccdo, mesmo que indireta, dos estoques
hepaticos de vitamina A, subestimando assim, grande parcela dos casos com DVA subclinica
(tabela 5).

Sendo esta uma populacéo de risco para a DVA subclinica, ja que ndo foram
encontradas criangas com evidéncias de alteragdes oculares causadas pela DVA, para efeitos

de comparacdo com o +S30DR, foi feita analise estatistica utilizando-se o ponto de corte igual
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a 1,05 pumol/l. Ao considerar-se criangcas com DVA aquelas que apresentaram retinol basal <
1,05 umol/l, este indicador foi considerado menos sensivel que o +S30DR (63,2% versus
84,2%, respectivamente; p= 0,15). Retinol basal e +S30DR tiveram especificidades
semelhantes (85,3% versus 85,3%, respectivamente; p=1,00). Os valores preditivos positivos
foram semelhantes (52,2% versus 59,3%, respectivamente; p=0,85). Os valores preditivos
negativos foram semelhantes (90,1% versus 95,5%, respectivamente; p=0,66), conforme pode
ser verificado na tabela 5.

Na tabela 6 sdo observadas as médias e os desvios padrdo das idades em cada
método analisado. N&o foi encontrada diferenca significativa conforme o método t de Student

(p>0,05).

Tabela 6- Médias, desvios padrdo e respectivos p das idades das criangas em cada método

analisado

Metodo Media (anos) Desvio padrao (anos) p value
Retinol basal > 1,05 pmol/l 8,01 1,48

Retinol basal < 1,05 pmol/I 8,30 1,55 0.43
RDR negativo 8,16 1,50

RDR positivo 7,79 1,49 0.35
+S30DR negativo 8,17 1,51

+S30DR positivo 7,87 1,46 0.39

Quando a variavel analisada € o sexo, ndo se encontra diferenca significativa
no método do retinol basal (X2=0,36; p=0,58). Quando o método ¢ o RDR, apesar de néo

haver diferenca significativa, existe certa tendéncia de que o grupo deficiente apresente maior
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percentual de criangas do sexo masculino (meninos: 68,4% versus meninas: 31,6%) em
relacdo ao grupo sem deficiéncia (meninos: 46,7% versus meninas: 53,3%). X2=2,87; p=0,09.
Odds ratio=2,43; IC 95% (0,85-7,21). Quando o método analisado é o +S30DR, 0 grupo com
DVA apresenta marcadamente maior numero de criancas do sexo masculino (meninos: 66,7%
versus meninas: 33,3%) em relacdo ao grupo sem DVA (meninos: 44,8% versus meninas:
55,2%) X2=3,69 p=0,05. Odds ratio=2,47 IC 95% (1,00-6,28), portanto a chance de ter teste

+S30DR positivo é aproximadamente 2,5 x maior quando o0 sexo € masculino (tabela 7).

Tabela 7- Distribuicdo das criangas de acordo com o sexo em cada método analisado

Método Sexo feminino Sexo masculino
Retinol basal < 1,05 pmol/I 36 (50,7%) 35 (49,3%)
Retinol basal > 1,05 pmol/I 10 (43,5%) 13 (56,5%)
RDR negativo 40 (53,3%) 35 (46,7%)
RDR positivo 6 (31,6%) 13 (68,4%)
+S30DR negativo 37 (55,2) 30 (44,8%)
+S30DR positivo 9 (33,3%) 18 (66,7%)

A classificacdo nutricional antropométrica das criangas pesquisadas €
apresentada na tabela 8, onde pode se verificar que, através do critério analisado, houve baixa
ocorréncia de desnutricdo: nenhuma crianca apresentando baixa estatura (altura/idade < -2
escores z), 1 crianca apresentando-se emagrecida (peso/altura <- 2 escores z) e 2 criangas
apresentando baixo peso (peso/idade < -2 escores z), dentre as criangas consideradas

desnutridas, nenhuma apresentou DVA de acordo com o método RDR.
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Tabela 8- Individuos classificados de acordo com o estado nutricional e respectivas

porcentagens

Variavel N %
Baixa estatura 0 0
Sem baixa estatura 91 100
Emagrecido 1 5
Sem emagrecimento 19 95
Baixo peso 2 2
Sem Baixo peso 91 98
3.2- DVE

ConcentracOes plasmaticas de alfa-tocoferol inferiores a 12 umol/l e inferiores
a 7 umol/l foram observadas respectivamente em 32,98% (31/94) e 7,4% (7/94) das criancas
ao iniciarem o estudo. Resultados de alfa-tocoferol inferiores a 7 umol/l sdo os mais aceitos
na literatura e serdo utilizados neste estudo na consideracdo de populacdes pediatricas

deficientes de vitamina E (figura 2).
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Figura 2- ConcentracGes plasmaticas de a-tocoferol nas criangas ao inicio do estudo (VEy), 5
horas apds a administracdo de 1000ug de palmitato de transretinil (PTR) (VEs) e 30 a 45 dias

apos a administracao de 200000 Ul de PTR (VE3o)

Dentre as criangcas com DVE, 28,6% (2 de 7) eram meninos e 71,4% (5 de 7)
meninas. Ndo houve diferenga significante entre meninos (2 de 48) ou meninas (5 de 46) em
relacdo a prevaléncia de DVE (p= 0,26) (tabela 9). Também néo houve diferenca significativa
quando foi comparada a mediana das idades de criangcas com e sem DVE, respectivamente

7,08 e 7,92 anos (p=0,35).



Tabela 9- Numero de

95

individuos com ou sem DVE de acordo com 0 sexo e respectivas

porcentagens
DVE
Sexo Total
Sim Nao
Masculino 2 (28,6%) 46 (52,9%) 48
Feminino 5 (71,4%) 41 (47,1%) 46
Total 7 (100,0%) 87 (100,0%) 94

Dentre as 7 criangas com DVE, ao inicio do estudo, 2 apresentaram retinol <

1,05umol/l, 1 teve o teste RDR positivo e 2 tiveram testes +S30DR positivo (tabela 10).

Tabela 10- Situacdo de cada crianga com DVE em relacdo ao estado de vitamina A e IGF-1

(ng/ml) nos trés métodos analisados

Crianca Retinol basal RDR +S30DR IGF-1inicial 1GF-1 (30-45d)
1 >1,05 pumol/litro Negativo  Negativo 360 ng/ml 400 ng/mi
2 >1,05 pumol/litro Negativo  Negativo 345 ng/ml 335 ng/mi
3 <1,05 pumol/litro  Positivo Positivo 95 ng/ml 310 ng/mi
4 <1,05 umol/litro Negativo  Positivo 120 ng/ml 180 ng/ml
5 >1,05 pumol/litro Negativo  Negativo 335 ng/ml 335 ng/mi
6 >1,05 pumol/litro Negativo  Negativo 220 ng/ml 180 ng/ml
7 >1,05 pumol/litro Negativo  Negativo 260 ng/ml 290 ng/ml

Ao ser realizada andlise de acordo com o teste de Wilcoxon, verificou-se que

ndo houve diferenca estatistica nos resultados de IGF-1 antes e apds a suplementacdo de

vitamina A nas criangas com DVE (criangas 1 a 6) (p= 0,24), tampouco houve alteracdo dos



56

resultados de IGF-1 antes em relacdo a apos a suplementacdo de vitamina A, naquelas
criangas com DVE porém sem DVA (pacientes 1,2,5,6 e 7) p=1,00, ver tabela 10.

As médias e os desvios padrdo dos valores de VE( nas criangcas com e sem
DVA estdo demonstrados na tabela 11, verificando-se que as criangas sem DVA tém

resultados superiores de vitamina E (Mann-Whitney; p=0,01) em relacdo aquelas com DVA.

Tabela 11- Médias e os desvios padrdo dos valores de VE, nas criangas com DVA e sem

DVA de acordo com o retinol basal, RDR e +S30DR

Metodo Vitamina E p value

Meédia + desvio padrao (umol/l)

Retinol basal > 1,05 pmol/l 14,42+4,41

Retinol basal <1,05 pmol/I 11,94+3,62 001
RDR negativo 14,23+3,82

RDR positivo 12,18+4,4 0.08
+S30DR negativo 14,55+4,36

+S30DR positivo 11,99+3,80 0.0076

De acordo com o teste t de Student, observa-se que existe diferenca
significativa entre as médias e desvios padrdo em pumol/l entre os grupos VE, (13,82+4,35) e
VE3 (15,73 + 4,41) com resultados superiores no segundo grupo (t=2,89 p=0,005). Na tabela
12, os resultados das variaveis VEq e VE3p s@0 agrupados em duas categorias (resultados
iguais ou superiores a 7 umol/l e inferiores a 7 umol/l) e, de acordo com o teste de Mc Nemar
existe certa tendéncia que em VE3z ocorra aumento dos resultados iguais ou superiores a 7

pumol/l em relacdo a VE (97,8% versus 92,5%) (p=0,08).
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Tabela 12- Classificacdo dos resultados de vitamina E (VE) em criancas sem DVE (>7

pumol/l) e deficientes (<7 pmol/l), nos tempos zero (VE,) e 30 — 45 dias ap0s a primeira coleta

(VE3o)

VE3,> 7 pmol/I VE3o< 7 umol/l Total
VEq> 7 pmol/l 85 (91,4%) 1(1,1%) 86 (92,5%)
VEo< 7 pmol/l 6 (6,4%) 1 (1,1%) 7 (7,5%)
Total 91 (97,8%) 2 (2,2%) 93 (100%)

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis, pode-se verificar que os pacientes
considerados como deficientes de vitamina A, apresentaram aumento significante das
concentracdes séricas de vitamina E 30 - 45 dias ap6s a suplementagédo de vitamina A (VEsz)
nos 3 métodos de deteccdo de DVA estudados (retinol basal: p=0,0031; RDR: p= 0,0028;
+S30DR: p=0,0002). N&o houve variacdo significativa nos valores de vitamina E ap6s 30- 45
dias da suplementacdo de vitamina A naqueles individuos ndo deficientes de vitamina A

(p>0,05). Ver figuras 3 a 6.
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Figura 3: Concentragdes séricas de vitamina E antes (A) e entre 30 e 45 dias depois (D) da

suplementacdo com vitamina A em criangas com retinol sérico < 1,05umol/litro



58

201

VE
(micromol/l)

10+

0 . I
s Q

Figura 4- Concentragdes séricas de vitamina E antes (A) e entre 30 e 45 dias depois (D) da

suplementacdo com vitamina A em criangas com testes RDR positivos
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Figura 5: Concentragdes séricas de vitamina E antes (A) e entre 30 e 45 dias depois (D) da

suplementacdo com vitamina A em criangas com DVA de acordo com o teste +S30DR
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Figura 6- ConcentracGes séricas de Vitamina E (VE) antes (VE,) e depois (VE3) da
suplementacdo com vitamina A em criangas sem DVA de acordo com o método do retinol

basal (>1,05umol/l) e testes de resposta a dose RDR e +S30DR negativos

3.3-IGF-1

O mesmo comportamento verificado com a vitamina E nas criangas com DVA
também ocorre com o IGF-1, isto é, apo6s 30 dias da suplementacdo de vitamina A também foi
verificado incremento nos valores sanguineos de IGF-1.

Quando foi realizado o teste t de Student, na primeira amostra colhida no

tempo zero (IGFy) e na segunda amostra, realizada aproximadamente 30 dias apds a
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administracéo de 200000 Ul de vitamina A (IGF3p), encontrou-se diferenca significativa entre
as médias e desvios padrdo em pg/l entre IGF, (256,01 + 115,64) e IGF3, (276,11 + 107,24)
com resultados superiores no segundo grupo (t=2,48 p=0,02), estes valores foram obtidos do
grupo total das criangas, isto €, independentes de terem apresentado ou ndo DVA.

De acordo com o método t de Sudent, o grupo considerado como DVA pelo
retinol basal, 30 — 45 dias ap0s a suplementacao de vitamina A, passa a apresentar resultados
semelhantes de IGF-1 em relagdo ao grupo sem DVA (t=0,58; p=0,56), ver tabela 13 e figura
7.

Sendo assim, a tabela 13 demonstra que as criancas diagnosticadas como DVA
apresentam tendéncia, de acordo com o método t de Student, a ter resultados inferiores de
IGF-1 em relacdo aquelas sem DVA no inicio do estudo, ndo havendo diferenca significativa
apos 30 dias da suplementacdo de vitamina A. Este fato também pode ser verificado nas

figuras 7 e 8.

Tabela 13: Médias e desvios padrdo dos resultados de IGFy e IGF3, nos trés métodos de

deteccéo de DVA aplicados

Metodo IGFy IGF3 p value
Média + SD Média + SD
(pa/l) (Hg/l)
Retinol basal > 1,05 pmol/I 270,12 + 116,99 272,29 + 111,76 0,05
Retinol basal < 1,05 pmol/l 214,30 + 102,90 287,39 + 93,96
RDR negativo 264,28 + 115,82 277,82 +113,10 0,17
RDR positivo 222,44 + 111,80 269,17 + 81,53
+S30DR negativo 270,66 + 107,60 275,03 + 107,25 0,06
+S30DR positivo 219,38 + 128,65 278,81 + 109,29
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Figura 7- ConcentracOes séricas iniciais de IGF-1 (IGF0) e finais (IGF30) em criangas com
(DVA) e sem DVA (ADVA) através dos metodos do retinol basal e RDR (As barras

representam as medianas)
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Figura 8- Concentracdes séricas iniciais de IGF-1 em criancas com DVA e sem DVA

diagnosticadas pelo teste +S30DR. (As barras representam as medianas)

As medianas dos resultados de IGF, sdo significativamente inferiores aos
resultados encontrados em IGF3,, de acordo com o teste de Wilcoxon, qualquer que seja o
método de deteccdo de hipovitaminose A aplicado. Tal fato ndo ocorre nas criangas sem

DVA, conforme pode ser verificado na tabela 14.



63

Tabela 14- Medianas dos resultados de IGF, e IGF3, nos trés métodos de deteccdo de DVA

aplicados
Metodo IGFy IGF3 p value
Mediana ( pug/l) Mediana ( pg/l)

Retinol basal > 1,05 umol/l 260 269 0,5902
Retinol basal < 1,05 umol/l 190 280 0,0013
RDR negativo 260 270 0,1195
RDR positivo 190 270 0,0253
+S30DR negativo 260 270 0,3723
+S30DR positivo 190 270 0,0041

As figuras 9, 10 e 11 apresentam os resultados de IGF-1 nas criangas com
DVA, podendo se verificar que em grande parte das criangas ocorre incremento de IGF-1 30
dias apds a suplementacéo de vitamina A.

A figura 9 demonstra o comportamento das concentracbes de IGF-1 nas
criangcas com DVA, de acordo com o método do retinol basal, verificando-se aumento nos
valores de IGF-1 ap0s a suplementacdo de vitamina A, p=0,0013.

A figura 10 demonstra 0 aumento das concentracdes de IGF-1 ocorrido nas
criancas com DVA, de acordo com o método RDR, ap0s a suplementacdo de vitamina A,
p=0,002.

A figura 11 demonstra o comportamento das concentracdes de IGF-1 nas
criancas com DVA, de acordo com o0 método +S30DR, verificando-se aumento nos valores de

IGF-1 apds a suplementacdo de vitamina A, p=0,0041.
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Figura 9- Concentracdes séricas de IGF-1 nas criangas com DVA, de acordo com o método

do retinol basal, antes (A) e cerca de 30 depois (D) da suplementacédo de vitamina A
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Figura 10: ConcentracOes séricas de IGF-1 nas criancas com DVA, de acordo com o método

RDR, antes (A) e aproximadamente 30 dias depois da suplementacdo de vitamina A (D)
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Figura 11- Concentragdes séricas de IGF-1 antes e apds 30 dias da suplementacdo de VA em

criangas com DVA de acordo com o0 método +S30DR
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4- DISCUSSAO

A deficiéncia de micronutrientes, particularmente de vitamina A, vem sendo
bastante estudada principalmente em paises em desenvolvimento (Ferraz et al., 2000, 2004;
Custodio et al., 2009; Lander et al., 2009).

A faixa etaria de maior prevaléncia de deficiéncia de vitamina A (DVA) é a de
pré-escolares (Ferraz et al., 2004), entretanto nos Gltimos anos tem sido pesquisada e
detectada também a ocorréncia dessa deficiéncia vitaminica em outras idades, como por
exemplo em lactentes (Ferraz et al., 2000; Weinman et al., 2007 ) e escolares (Singh; West Jr,
2004, Custodio et al., 2009; Maslova et al., 2009). O presente estudo, foi realizado em
criangas de 6,5 a 10 anos, cuja média de idade foi de aproximadamente 8 anos.

O estado de vitamina A de um individuo é idealmente avaliado através de
biopsia hepatica, uma vez que a maior parte dessa vitamina no organismo € armazenada no
figado (McLaren; Frigg, 2001). Contudo, pela obvia dificuldade técnica, em estudos
populacionais este método nao costuma ser realizado (Fujita et al., 2009).

Dessa maneira, ainda que todos os métodos bioquimicos disponiveis
apresentem algumas limitacdes, em estudos epidemiologicos o retinol basal é o indicador
bioquimico mais frequentemente utilizado para o diagnostico da DVA devido a sua facilidade
de execucdo. (Underwood, 1990; Dolinsky; Ramalho, 2003). Todavia, costumam-se empregar
também outros métodos, como os testes de resposta a dose, preferidos em areas de deficiéncia
subclinica de vitamina A como € o caso do presente trabalho.

Em relacdo ao retinol basal, quando seus valores se apresentarem mais
elevados (acima ou igual a 0,7 pmol/l), encontrados em 94,7% das criancas deste estudo,
raramente se detectam individuos com alteracdes histologicas oculares decorrentes da DVA

(Olson, 1992). Ao contrario, quando este micronutriente apresentar concentracdes plasmaticas
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inferiores a 0,35 pmol/l, existem grandes chances de lesdes oculares estarem associadas
(Sommer; Muhilal, 1982).

Neste trabalho, 0 menor valor encontrado para o retinol basal foi 0,47 pmol/I,
ndo sendo detectadas evidéncias de quaisquer alteracGes oculares decorrentes de DVA. A
auséncia de casos clinicos de DVA ja fora documentada previamente nesta regido por Ferraz
et al. (2004).

Ainda Ferraz et al. (2004), avaliando pré-escolares da mesma regido do
presente estudo, apesar de também néo ter detectado qualquer caso de DVA clinica, verificou
a existéncia de varios casos de DVA subclinica, reforcando a teoria de que os casos de DVA
clinica representam a ponta do iceberg, sob a qual se encontra a grande porcentagem dos
casos de deficiéncia marginal de vitamina A, representante do sério problema nutricional
conhecido como fome oculta (Lima, 2009).

Na literatura, apesar da limitagdo do emprego do retinol basal isoladamente,
principalmente porque nem sempre apresenta correlagdo com as reservas hepaticas de
vitamina A (Flores et al., 1984), o nivel de corte mais aceito, abaixo do qual sdo encontradas
as criangas deficientes de vitamina A, € de 0,7 umol/l (World Health Organization, 1996;
Sommer; Davidson, 2002).

Entretanto, a adocdo desse valor (<0,70umol/l) para a definicio da DVA
(World Health Organization, 1996) permite questionamento sobre 0s possiveis casos de
subnotifica¢do desse diagndstico no pais e no mundo, conduzindo a uma reflexdo quanto aos
atuais valores de prevaléncia em ambito populacional, os quais podem ser ainda mais
elevados do que os atualmente relatados (Ramalho et al., 2008).

Existem alguns estudos que apontam que a faixa de valores mais provavel de
se encontrar a maior prevaléncia DVA subclinica ocorre quando as concentracfes séricas de

retinol basal estiverem entre 0,7 e 1,05 umol/l (Olson, 1992).
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Valores intermediarios (retinol basal entre 0,7 e 1,05 umol/l) s&o mais dificeis
de serem interpretados (Flores et al., 1984; Ferraz et al., 2004). Sabe-se que individuos sao
capazes de manter o retinol sérico dentro de valores normais, mesmo ap6s longos periodos de
ingestdo inadequada (Kelleher; Lonnerdal, 2001) e isso pode ser devido ao controle
homeostatico dessa substancia, uma vez que as concentracfes séricas do retinol s6 comegcam a
diminuir quando as reservas hepaticas se encontrarem muito baixas, conforme ja descrido
anteriormente por Tanumihardjo (2004).

Concentracdo serica de retinol < 1,05 pumol/l € sugerida atualmente como o
valor mais adequado para a identificacdo da DVA subclinica (Sommer; Davidson, 2002;
West, 2002), baseando-se na ideia de que resultados superiores apresentem menor
probabilidade de deplecdo dos estoques hepaticos de vitamina A (Ferraz et al., 2004).

Ao se analisar os trés méetodos, verifica-se melhor concordancia entre os testes
quando se utiliza o ponto de corte de 1,05 pmol/l para o retinol basal. Estes dados sdo
semelhantes a outros estudos (Ferraz et al., 2004) reforcando a hipdtese de que é importante a
utilizacdo do ponto de corte <1,05umol/l, de forma a possibilitar a detec¢do de mais casos de
DVA subclinica (Ramalho et al., 2008). Desse modo, o valor de corte do retinol basal
considerado neste trabalho para compara¢do com os demais métodos diagndsticos utilizados
neste estudo para a avaliacdo de DVA subclinica foi, na maior parte das vezes, de 1,05
pmol/I.

Semelhantemente ao descrito previamente por (Flores et al.,1984; Ferraz et al.,
2004), houve 13 criancas que apresentaram concentracdes séricas de retinol basal dentro da
normalidade (>1,05 umol), porém com testes de resposta a dose positivos. Estas também
devem ser consideradas como deficientes de vitamina A, uma vez que 0s testes de resposta a
dose sdo considerados superiores em relacdo ao retinol basal na deteccdo DVA (Flores et

al.,1984). Tal fato pode ser explicado pelo fato de que apesar de apresentarem retinol basal
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considerado normal, estas criangcas podem apresentar baixas reservas hepaticas de vitamina A
(Ferraz et al., 2004).

A concordancia dos métodos, contudo, € s situagdo mais verificada quando se
trata das criangas consideradas sem DVA: quando o retinol basal é superior ou igual a 1,05
pumol (verificado em 71 das 94 criangas), foram encontrados 64 deles com RDR negativos e
60 com +S30DR negativos. 58 das 71 criancas tiveram tanto RDR como +S30DR negativos.

Particularizando cada método, a percentagem de individuos com DVA foi de
24,5%, 20,2% e 28,2%, respectivamente, de acordo com o retinol basal, RDR e +S30DR.
Apesar dos métodos apresentarem resultados semelhantes nesta populacdo, com boa
correlacdo entre si, estes indicadores ndo identificaram sempre os mesmos individuos de
risco, resultado semelhante ao encontrado anteriormente por outros estudos: Tanumihardjo et
al. (1994) e Makdani et al. (1996), comparando em ambos os estudos 0os métodos do retinol
basal e o teste RDR e Ferraz et al. (2004) avaliando o retinol basal e o teste +S30DR.

Os motivos pelos quais grande parte destas criangas apresentaram DVA ndo
foram estudados neste trabalho. Contudo uma hipotese provavel é o consumo de alimentos
pobres em vitamina A, fato documentado principalmente em paises em desenvolvimento, cuja
fonte principal deste nutriente sdo os carotenoides, alimentos de origem vegetal, que de modo
geral, também costumam apresentar taxas de absorcdo inferiores a vitamina A pré-formada,
de origem animal (principal fonte de vitamina A em paises desenvolvidos).

Das 22 criancas (24,5%) que apresentaram ao inicio do estudo concentragdes
séricas de retinol inferiores a 1,05umol/l, 30 dias ap6s a suplementacdo de vitamina A,
somente trés persistiram com concentragdes inferiores a 1,05umol/l. Este incremento nas
concentragOes séricas de vitamina A apds sua suplementacdo pode reforcar a ideia de que a

ingestdo inadequada de vitamina A seja o principal causador da DVA.
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O encontro de DVA nessa populacdo reforca a hipotese de que essa caréncia
nutricional ndo é uma situacdo exclusiva daquelas regides de extrema pobreza do pais e/ou
das camadas sociais menos favorecidas e/ou das criancas pré-escolares, tornando a DVA
presente independente do mapa historico do pais, sendo necessario incuir também o0s
escolares nos programas publicos de combate as deficiéncias de micronutrientes e de
educacéo nutricional (Ramalho et al., 2008).

Apesar de a DVA nessa regido ser considerada um problema de saude publico
moderado uma vez que a frequéncia dos testes de reposta a dose positivos esteve entre 20,2%
e 28,2%, e a prevaléncia de DVA de acordo com o retinol basal ter sido de 24,5%, nao foram
detectados casos clinicos de DVA. Desse modo, os testes de resposta a dose devem ser
priorizados nessa populacdo por serem capazes de melhor identificar os individuos com
maior chance de apresentar reservas hepaticas deficientes de VA.

Além disso, através de trabalho de revisdo sobre métodos de deteccdo de
vitamina A, Underwood (1990) relata que duas dosagens séricas de retinol (antes e apds a
suplementacdo de vitamina A), realizadas, por exemplo, através dos métodos RDR ou
+S30DR sdo superiores para identificar o estado de vitamina A ao se comparar com a
dosagem isolada do retinol basal quer seja num individuo ou numa populacéo.

Sendo assim, os testes de resposta a dose, que sdo0 minimamente invasivos em
relacdo a biopsia hepatica e por serem capazes de representar indiretamente as reservas
hepéticas de vitamina A, sdo considerados padrdo-ouro na identificacdo dos individuos de
risco em estudos populacionais (Flores et al.,1984, World Health Organization, 1996).

O RDR tem sido considerado como um bom método de referéncia funcional e
é o teste de resposta a dose mais comumente utilizado (Loerch et al., 1979; Flores et al., 1984;
Amedée-Manesme et al., 1987; Tanumihardjo et al., 1994; Makdani et al., 1996; Stephensen

et al., 2002; Dolinsky; Ramalho, 2003; Custodio, 2007; Weinman et al., 2007).
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Sendo assim, para a analise de sensibilidade, especificidade, valores preditivo
positivo e negativo, o teste RDR foi considerado como padréo-ouro neste estudo. Com isso, 0
+S30DR apresentou melhor sensibilidade do que a avaliacdo pelo retinol basal isolada. Os
valores de especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo foram
semelhantes. Dessa forma, o retinol basal apesar de ser o teste laboratorial mais utilizado em
estudos com grande numero de individuos, ndo apresenta sensibilidade suficiente para
confirmar grande parte dos casos subclinicos de DVA, fato também ja descrito anteriormente
por Ramalho et al. (2008).

Uma vez que o RDR apresenta como maior desvantagem a necessidade de
coleta de duas amostras de sangue no mesmo dia e o retinol basal ndo refletir as reservas
hepéticas de vitamina A, j& que podem ser encontradas concentracdes séricas adequadas de
retinol em individuos com baixas reservas hepaticas de VA (Flores et al., 1984; Weinman et
al., 2007; Ramalho et al., 2008), o +S30DR pode ser uma boa alternativa uma vez que
apresenta boa sensibilidade em relacdo ao RDR, pode apresentar melhor aceitagcdo pelos
individuos uma vez que ndo ha necessidade de duas coletas de sangue no mesmo dia do
exame e, capacidade de ser usado em popula¢fes que apresentem muitos individuos com
hipovitaminose A subclinica como a encontrada.

O +S30DR além de ser um bom teste diagndstico conforme ja descrito
anteriormente (Flores et al., 1984; Ferraz et al., 2004), é considerado também adequado para
prevenir a DVA em criancas, uma vez que a administracdo de 200000 Ul de vitamina A é
capaz de aumentar as concentragOes séricas de retinol e manté-las em valores superiores aos
encontrados pré-suplementacao por até 6 meses da administracdo dessa dose (Assis; Barreto,
2002), sendo capaz de prevenir a tdo prevalente deficiéncia subclinica de vitamina A e suas

consequéncias (Perlas, 1996; World Health Organization, 1996).
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Dentre os trés métodos estudados, o +S30DR foi 0 Unico que demonstrou ser 0
sexo masculino um fator de risco para a DVA, resultado semelhante ao encontrado por
grandes inquéritos epidemiologicos (Yamamura et al., 2004). Além disso, foi positivo sempre
que se detectou retinol basal com concentragdes inferiores a 0,7umol/l, talvez refletindo ainda
melhor que o RDR os individuos que realmente apresentavam baixas reservas hepaticas de
vitamina A.

A importancia de se detectar o mais precoce e precisamente possivel a
deficiéncia de algumas vitaminas, particularmente da vitamina A, vem ao encontro aos
estudos concernentes as consequéncias da DVA subclinica para o organismo, principalmente
no Brasil onde ainda € baixa a prevaléncia de alteracBes oculares decorrentes da DVA
(Ramalho et al., 2008).

Nos ultimos anos, principalmente em decorréncia do fenbmeno da inversdo
nutricional, cada vez menos tém sido encontradas criancas com desnutri¢do proteico-calorica
primaria (Lipton, 2001), tal fato também foi verificado neste trabalho, detectando-se dentre as
criancas estudadas somente uma com emagrecimento e duas com baixo peso. Nenhuma teve
baixa estatura.

A desnutricdo proteico-caldrica pode estar associada com a deficiéncia de
micronutrientes, dentre eles, a vitamina A (Ramalho et al., 2008), no entanto, neste trabalho,
dentre as criancas consideradas deficientes dessa vitamina, nenhuma apresentou desnutricao
proteico-caldrica, possivelmente pelo pequeno nimero de criangas desnutridas.

O encontro de pequeno numero de criangas desnutridas e sua ndo relacdo com
DVA também foi descrito anteriormente por Ferraz et al. (2004) estudando pré-escolares na
mesma regido onde foi realizado este trabalho. Tal fato reforca a hipotese de que a DVA no
Brasil apresenta uma historia independente da evolucdo da desnutricdo energética e proteica

do pais (Ramalho et al., 2008).
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S&o antigos os estudos que evidenciam ser a alimentacdo um dos fatores
capazes de modular o crescimento somatico, porém pouco se sabe ainda sobre o papel de cada
nutriente na regulacdo do crescimento, quer seja através do GH (hormonio do crescimento) ou
do IGF-1 (insulin growth factor - 1) (Mendez, 1985).

Mesmo néo tendo sido encontradas criancas apresentando baixa estatura nesta
populacédo, dada a prevaléncia de DVA subclinica e da ocorréncia de estudos relacionando a
vitamina A com o crescimento € importante aprofundar o conhecimento sobre a influéncia
dessa deficiéncia vitaminica para o crescimento (Mendez, 1985).

Em recente estudo realizado em adolescentes do sexo feminino em
Bangladesh, apds a suplementacdo diaria de micronutrientes no periodo de um ano (foi
oferecido 50% das necessidades diarias de vitamina A, além de outros nutrientes), verificou-
se que apods 6 meses de estudo houve melhora do ganho ponderal, indice de massa corporal e
circunferéncia braquial (Hyder et al., 2007).

Apesar de ndo ter sido possivel determinar se o responsavel por esse
implemento foi um nutriente isolado ou associacdo de vitaminas e minerais, pode-se verificar
também que houve melhora das concentracdes séricas de vitamina A, contudo, este trabalho
néo foi suficiente para elucidar o real papel da vitamina A em melhorar o crescimento (Hyder
et al., 2007).

Alguns estudos tém sido feitos no sentido de verificar o efeito da
suplementacdo da vitamina A em criangas, € em alguns, foi observado melhora do
crescimento naquelas com DVA (Bahl et al., 1997; Donnen et al., 1998; Hadi et al., 2000),
uma provavel explicagdo para esse incremento estatural verificado nas criancas com DVA
pode ser devido ao aumento das concentracGes sericas de IGF-1, fato corroborado

recentemente por Kheirvari et al. (2008) que verificaram aumento nas concentragfes sericas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hyder%20SM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hyder%20SM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kheirvari%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�

75

de NGF (fator de crescimento nervoso) apds a suplementacdo de vitamina A em ratos com
deficiéncia dessa vitamina.

Em cobaias alimentadas com dietas com DVA, Fu et al. (2001, 2002)
observaram reducdo do peso corporal, baixas concentracfes séricas de IGF-1 e, conforme
eram mantidas dietas pobres em vitamina A, também ocorria retardo de crescimento
somatico. Estes autores sugeriram que a reducao sérica do IGF-I deve ter sido causada pela
diminuicdo hepatica do RNA-mensageiro de IGF-1.

O presente trabalho também observou o efeito da suplementacdo da vitamina
A, desta vez nas concentracdes séricas de IGF-1 em escolares com e sem DVA, tendo
verificado que 30 dias ap6s a administracdo de vitamina A, nos individuos apresentando
hipovitaminose A ocorreu incremento das concentracfes séricas de IGF-1, 0 mesmo néo
acontecendo nas criancas com estado adequado de vitamina A ou naquelas apresentando
DVE.

Sendo assim, sdo necessarios mais estudos para identificar se o papel
desempenhado pela vitamina A é na regulagdo da secrecdo IGF-1 ou ainda, se apresenta
alguma ac¢do na proliferacdo de células somatotrofas ou na secrecdo de GH. Estudos recentes
tém apontado que o IGF1R pode também constituir um outro ponto de regulacdo da vitamina
A sobre o sistema IGF (Decensi et al., 2009).

Os receptores dos fatores de crescimento sdo expressos em varias células,
atuando, por exemplo, na diferenciagdo e multiplicacdo celulares, ndo se conhecendo,
entretanto como esses diferentes fatores de crescimento interagem entre si, e tampouco, suas
interacfes na célula, de forma a promover as respostas fisiolégicas (Kheirvari et al., 2008;

Martin et al., 2008).
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Nossos resultados sugerem que a vitamina A possa de alguma forma contribuir
para o crescimento longitudinal do individuo, contudo devido ao curto periodo de seguimento

dessas criancas, ndo foi possivel a confirmacédo desse dado.

Conforme ja verificado em diversos estudos, a associacdo da deficiéncia das
vitaminas A e E pode ser encontrada, principalmente em paises subdesenvolvidos (Leotsinidis
et al., 2000; Schulpis et al., 2004; Dzieniszewski et al., 2005; Gouado et al., 2005; Obeid et
al., 2006. Kwena; Nyandieka, 2006; Weiss; Litonjua, .2008). O presente trabalho, além das
criancas apresentando DVA, também detectou criangas com DVE.

Ao inicio da pesquisa, 7,5% das criancas apresentaram concentraces séericas
de a-tocoferol aquem do recomendado (inferiores a 7 umol/l), esta baixa prevaléncia pode ser
devido ao consumo de feijdo, além do acréscimo de 6leo de soja no preparo dos alimentos,
considerados boas fontes de vitamina E (World Health Organization, 1998).

Apesar da existéncia de diversos trabalhos apontando a associacdo da
deficiéncia de vitaminas lipossollveis, as interagdes bioquimicas entre esses micronutrientes
ndo foram completamente elucidadas e vérios trabalhos tem sido feitos no sentido de
compreender melhor essas vias (Lietz; Hesketh, 2009).

O impacto da suplementacdo da vitamina A sobre alguns micronutrientes foi
verificado previamente por Jimenez et al. (2009), onde foi verificado que apds 30 dias da
administracdo de 200000Ul de vitamina A a pré-escolares ocorreu incrementonas
concentragfes de hemoglobina, volume corpuscular médio e retinol basal em relacdo aos
valores ocorridos pré-suplementacao.

O presente trabalho verificou que, ao final de um més da suplementacdo de
vitamina A, além de incremento das concentragdes de retinol e IGF-1, foi encontrada

tendéncia de melhora das concentragdes séricas de vitamina E (p<0,10), melhora significante
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nas concentracdes sericas de vitamina E ocorre quando as criangas deficientes de vitamina A
sdo analisadas (p<0,05). Até o momento, entretanto, ndo existem estudos em criangas na
idade escolar realizados com o objetivo de avaliar o estado de vitamina E ap0s a
suplementacédo de vitamina A.

Sabe-se, contudo que as vitaminas A e E sdo requeridas em importantes
processos fisioldgicos tais como a gravidez e o crescimento e que as vitaminas A e E tém
efeito anti-oxidante (Schulpis et al., 2004; Black et al., 2008).

Na prematuridade pode ocorrer aumento da peroxidacao lipidica causado por
radicais livres de oxigénio os quais podem ocasionar sérias consequéncias a esses pacientes.
A suplementacdo somente de vitamina E ndo exerce efeito algum nesses prematuros, contudo
naqueles com DVA, a suplementacdo dessa vitamina exerce potente papel anti-oxidante.
(Schwarz et al., 1997), sugerindo que a vitamina E isolada ndo tem papel protetor no stress
oxidativo.

Em gestantes infectadas pelo HIV, apds a suplementacdo de vitamina A, ndo
foi verificado aumento das concentracbes séricas de vitamina E em seus recém-nascidos
(Baylin, 2005), contudo tal fato pode ter sido devido a baixa eficiéncia na transferéncia
placentaria de vitamina E (Brigelius-Flohe et al, 2002).

Apesar de ndo ter sido o escopo principal do trabalho de Lin et al. (2009) ao
analisarem os figados de 24 ratos alimentados com trés tipos de dietas: controle (dieta padrédo
do laboratdrio), dieta com 30% de etanol e dieta com 30% de etanol acrescida de 10% de
beta-caroteno, encontraram, respectivamente 81,03+25,85, 78,78+15,29 e 82,16+16,67ug de
a-tocoferol/g de figado. Ainda que ndo houvesse diferenga estatistica entre os trés grupos (p>
0,05), talvez pelo pequeno nimero de ratos do estudo, pode se verificar que houve certo
aumento na concentracdo dea -tocoferol hepatica, devido provavelmente a suplementacéo de

vitamina A.
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Sabe-se que as vitaminas A e E exercem papel importante na prevencdo do
stress oxidativo, porém o mecanismo para que essa protecdo ocorra ainda ndo foi totalmente
elucidado (Alpsoy et al., 2009).

Uma vez que nosso trabalho verificou que a suplementacdo de vitamina A
provoca aumento nas concentracfes séricas de vitamina E nas criangas com DVA (p< 0,005),
podemos supor que pelo menos parte do efeito anti-oxidante da vitamina A deve ser mediado

através do incremento nos indices séricos de vitamina E.
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5- CONCLUSOES

A DVA subclinica foi prevalente nesta populacéo e considerada um problema
de saude publico moderado, apesar do encontro de pequeno numero de criangas consideradas
desnutridas.

O retinol basal ainda é muito empregado em estudos populacionais contudo, 0s
testes de resposta a dose sao superiores devido a sua capacidade de refletir indiretamente os
estoques hepaticos. O teste de resposta a dose mais utilizado na deteccdo de DVA subclinica €
0 RDR, no entanto 0 +S30DR pode ser uma boa alternativa em escolares, pois aléem de
apresentar uma boa capacidade diagndstica € considerado terapéutico por até 6 meses apos a
execucdo do teste.

Houve aumento das concentracfes sericas de IGF-1 e vitamina E nas criancgas
com DVA suplementadas com vitamina A. Por outro lado, ndo houve variagéo significativa
nas concentracBes de IGF-1 ou de vitamina E nos individuos ndo deficientes de vitamina A.
Tal fato pode sugerir um papel importante da vitamina A nas vias do metabolismo humano

dependentes de IGF-1 ou de vitamina E.
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Anexo A- Aprovacio do trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
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Apéndice A- Modelo do termo de consentimento livre e esclarecido utilizado no trabalho

Centro Médico Social Comunitario de Vila Lobato
Departamento de Puericultura e Pediatria
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

Universidade de Sao Paulo
Fones: (16) 621-6513 (residéncia)
(16) 630-0006 (Vila Lobato)
(16) 9134-5852 (celular)

Termo de Consentimento

Nome da pesquisa:
"Avaliacdo de deficiéncia de vitamina A em escolares atrves dos métodos RDR e de
alguns fatores de risco associados".

Pesquisadores:
Viviane Imaculada do Carmo Custddio, CRM-SP n® 97599
Julio Cesar Daneluzzi, CRM-SP n® 13261 - orientador

Informacdes gerais:

Gostaria de solicitar a sua autorizacdo para que o(a) seu (sua) filho(a) participe de um
estudo de pesquisa. Esta participagéo é voluntaria e o Sr.(a) ira receber informacéo atualizada durante o
estudo. Se o Sr.(a) e seu (sua) filha quiserem participar, 0 Sr.(a) devera entender e assinar esse
documento. Caso o(a) Sr.(a) ou seu (sua) filho ndo concordem em participar ou quiserem desistir do
estudo, isto podera ser feito a qualquer hora, sem haver prejuizo do atendimento de seu(sua) filho(a)
neste Centro de Sadde.

Motivo da pesquisa

A vitamina A é encontrada no figado, nas gorduras animais, nos alimentos de cor amarela
como na cenoura e abobora e nas verduras de folhas verde-escuras como couve, agrido e brocoli.

A vitamina A ajuda a manter o corpo saudavel. Anemia, olhos secos, dificuldade para
enxergar a noite e infecgdes séo alguns dos sinais de falta de vitamina A.

As criangas sdo as principais vitimas dessa falta de vitamina. Aqui no posto de Vila
Lobato, foram encontradas muitas criancas com esse problema até 0s 6 anos de idade.

Esta pesquisa servira para saber quantas séo as criancas com falta de vitamina A na idade
de 6 aos 10 anos, além disso, também serdo feitos outros exames que podem estar associados com a falta
de vitamina A no corpo.

Procedimentos

Para realizar esta pesquisa é necessario que o(a) Sr.(a) concorde em trazer seu filho em
jejum para ser colhido sangue no braco de seu (sua) filho (a), entre 7h e 7h30min da manh& neste posto
de salde. Logo depois sera dado 1 gota de vitamina A e o(a) Sr.(a) podera ir para casa e 5 horas depois,
0 Sr.(a) devera retornar com seu (sua) filho (a), para nova coleta de sangue.

Devera ser colhido, cerca de 16 a 18 ml de sangue na primeira coleta (mais ou menos uma
colher de sobremesa), e outros 2 ml na segunda coleta. Essa quantidade néo fara falta no corpo de sua
crianga.

Na primeira coleta sera medida a vitamina A e serdo feitos exames para anemia, dosagem
de zinco e avaliar presenca de infeccdo. A segunda coleta de sangue serd para ver se a vitamina A do
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organismo da crianca aumentou (e nesse caso a crianca tinha falta de vitamina A) ou ndo aumentou, e
nesse caso a crianga ndo tinha falta de vitamina A.

Antes da primeira coleta de sangue, serd procurada secura nos olhos do seu filho, que
pode ser um dos sinais de falta de vitamina A. Nessa ocasido, seu filho ser& pesado e medido também.

O(a) Sr.(a) devera trazer o cartdo de vacinas de seu(sua) filho(a) e caso haja atraso, se ndo
existirem contra-indicagdes, as vacinas serdo atualizadas.

Serdo feitos exames de fezes para verificar se a crianca tem vermes e se for 0 caso, sera
feito o tratamento.

Se o(a) Sr.(a) quiser participar do estudo, o(a) Sr.(a) devera responder uma entrevista. As
perguntas da entrevista serdo lidas pelo(a) Sr.(a) ou por nos.

Riscos e/ou desconfortos esperados

O Unico desconforto para seu (sua) filha serd o da picada. A agulha, a seringa e os tubos
de sangue serdo descartaveis. A vitamina dada por nds é segura, sem riscos esperados. Em doses muito
superiores (acima de 250 gotas de uma vez) pode haver vomitos, dor de cabeca e portanto o Sr.(a) ndo
devera dar nem tomar a vitamina A sem orientacdo médica.

O Sr.(a) sera ressarcido por gastos adicionais relativos a transporte e alimentagdo
relacionados a pesquisa.

Confidencialidade

Os seus dados e os dados de seu (sua) filho(a) durante a pesquisa séo confidenciais. As
informag0es pessoais ndo serdo liberadas sem a sua permisséo por escrito. Vocés ndo serdo identificados
pessoalmente em nenhuma publicacéo sobre o estudo.

Custos
N&o havera custos para o(a) Sr.(a) por sua participagao na pesquisa.

Lesdo relacionada com a pesquisa

N&o ha risco de lesdo fisica ou psicoldgica com o estudo, entretanto, caso o(a) Sr.(a) e/ou
seu (sua) filho(a) necessitem de atendimento medico em funcdo deste estudo, o Centro Médico Social
Comunitario de Vila Lobato ou o Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto lhes dara o atendimento
necessario e imediato, sob minha superviséo.

Beneficios

Esta pesquisa é importante para saber quantas criangas tém falta de vitamina A no corpo,
para que no futuro sejam tomadas providéncias para prevenir essa doenga.

Seu filho ira receber vitamina A em dose segura e 0s exames que serdo feitos poderdo
revelar, por exemplo, anemia, presenca de vermes, e se for o caso, também serdo tratados.

Apobs o término do estudo, os resultados serdo divulgados em revistas médicas para que
mais pessoas possam se beneficiar deste conhecimento, porém os dados que possam identificar o Sr.(a)
ou seu (sua) filho(a) serdo mantidos em segredo.

Problemas ou perguntas

Caso vocé tenha alguma pergunta sobre este estudo ou no caso de problemas de salde
relacionadas a pesquisa, entre em contato com Dra. Viviane Imaculada do Carmo Custodio neste posto
de Saude ou pelo telefone 9134-5852 ou 6216513.

Assinaturas
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Se tiver lido todo o consentimento livre e esclarecido e/ou se ele tiver sido explicado para

o(a) Sr.(a) e tiver entendido a informagéo, e concorda voluntariamente em participar deste estudo, por
favor assine embaixo:

nome do responsavel

assinatura do responsavel
(datilografado ou em letra de forma)

data

nome da testemunha

assinatura da testemunha
(datilografado ou em letra de forma)

data

Eu expliquei o proposito deste estudo ao responsavel pela crianca. Estou certo de que
ele(a) entendeu o propdsito, os procedimentos, riscos e beneficios deste estudo.

Assinatura

Data:
Nome da pesquisadora Viviane Imaculada do Carmo Custodio




Apéndice B- Trabalho publicado pela autora durante a realizacdo do doutorado
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia
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Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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