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MENSAGEM

A MORTE NAO E NADA

Eu somente passei para o outro lado do caminho.
Eu sou eu, vocés sao voces.

O que eu era para vocés, eu continuarei sendo.
Me déem o nome que vocés sempre me deram,
Falem comigo como vocés sempre fizeram.

Vocés continuam vivendo no mundo das criaturas,
Eu estou vivendo no mundo do Criador.

Nao utilizem um tom solene ou triste,

Continuem a rir daquilo que nos fazia rir juntos.
Rezem, sorriam, pensem em mim.

Rezem por mim.

Que meu nome seja pronunciado

Como sempre foi, sem énfase de nenhum tipo.
Sem nenhum trago de sombra ou tristeza.

A vida significa tudo o que ela sempre significou,
O fio nao foi cortado.

Por que eu estaria fora de seus pensamentos,
Agora que estou apenas fora de suas vistas?

Eu nao estou longe,

Apenas estou do outro lado do caminho...
Vocé que ai ficou, siga em frente...

A vida continua linda e bela, como sempre foi.

Santo Agostinho.
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APRESENTACAO

A presente tese encontra-se dividida em trés partes, correspondendo cada parte
a um artigo. O primeiro artigo, j4 publicado na Revista dos Anais da Faculdade de
Medicina do Centro de Ciéncias da Satde da UFPE, volume 50 (2), 2005, paginas
142-146, intitulado PAPEL DAS CELULAS ESTELARES NA FIBROSE
HEPATICA corresponde a revisio da literatura sobre o papel das células
acumuladoras de vitamina A e a fibrose hepatica que ocorre em algumas patologias
(Artigo 1).

A segunda e a terceira partes correspondem aos artigos dois e trés intitulados
respectivamente CONCENTRACAO DE VITAMINA A EM FIGADOS DE FETOS
E RECEM-NASCIDOS NA CIDADE DO RECIFE - BRASIL e CONCENTRACAO
DE RETINOL HEPATICO EM IDOSOS: UM INDICADOR DE CARENCIA DE
VITAMINA A, artigos originais oriundos dos resultados obtidos durante as pesquisas
(Artigos 2 e 3)

O artigo aqui apresentado, e ja publicado, encontra-se de acordo com as normas
da revista a qual foi submetido.

O modelo de tese presente com uma introdugdo geral e a inclusdo dos artigos
provenientes do desenvolvimento das pesquisas realizadas sobre o tema da tese
proposto foi baseado no regimento interno do Programa de Po6s-Graduacdo em
Nutrigao.



RESUMO

A hipovitaminose A ¢ um dos principais problemas de satde publica em paises em
desenvolvimento ¢ afeta milhares de criancas em todo o mundo. A caréncia de
vitamina A afeta a integridade do sistema imunoldgico, o sistema reprodutor, causa
problemas oftalmolédgicos, como a xeroftalmia, podendo afetar as taxas de morbidade
e mortalidade infantil. O artigo de revisdo Papel das Células estelares na Fibrose
Hepatica aborda a participagdo das células armazenadoras de vitamina A (cé€lulas de
Ito) como as células formadoras de fibrose em algumas patologias hepaticas, sua
localizagdo e numero no figado, bem como seu aspecto ultra-estrutural. Apresenta
ainda aspectos histéricos da descoberta desta célula assim como as diversas
denominagdes recebidas e as técnicas para a identificagdo das mesmas no figado. No
artigo Concentracdo de Vitamina A em Figado de Feto e Recém-nascidos foi avaliada
a concentracao de vitamina A em fragmentos hepaticos de cadaveres de fetos e recém-
nascidos necropsiados no Servico de Verificacdo de Obitos (SVO) do Departamento
de Patologia do CCS da UFPE. Foram examinadas 34 amostras de figado quanto a
concentragdo de vitamina A. As concentragdes variaram entre 0,60ug/g e 83,45ug/g,
com 76,5% do total apresentando niveis baixos de vitamina A. Isto reflete uma
concentragao de retinol hepatico inadequada nos fetos e recém-nascidos, mas ainda
assim, acima do nivel critico (<5ug/g). Este achado ¢ corroborado pelos dados da
Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco, quando informa nao mais se observar
quadros de xeroftalmia no estado. O artigo Concentragdo de Retinol Hepatico em
Idosos: Um Indicador de Caréncia de Vitamina A foi realizado a partir de 50
fragmentos hepaticos obtidos em necropsias realizadas no SVO. As concentracdes
obtidas variaram entre 11,46pg/g e 937,34ug/g, com 94% das amostras demonstrando
estar bem acima do valor de normalidade (20ng/g). Os resultados observados nesta
pesquisa estdo em consonancia com os resultados encontrados na literatura.



ABSTRACT

Hypovitaminosis A is one of the main public health problems in developing countries
and affects thousands of children in all of the world. The vitamin A deficiency affect
the integrity of the immunological system, the reproductor system, causes
ophthalmologic problems like xeroftalmia, and affects the morbidity and mortality
rates of the children. The revision article Papel das Células Estelares na Fibrose
Hepatica about the participation of the vitamin A accumulating cells (Stellate cells, Ito
cells) as responsible for the fibrosis in some liver diseases, their localization and
number in liver, as well as their ultra-structural aspects. It shows the historical aspects
of these cells, the several names that it had received and the techniques to identify the
cell in liver. In the article Concentracdo de Vitamina A em Figado de Fetos e Recém-
Nascidos na Cidade do Recife, was available the concentration of vitamin A in liver
fragments of fetus an neonates necropsies at Servigo de Verificagdo de Obitos (SVO)
do Departamento de Patologia do CCS da UFPE. It was examined 34 samples of liver
about the vitamin A concentration. The concentrations observed varied between
0,60ung/g and 83,45ug/g, with 76,5% of total showing low levels of vitamin A. This
numbers reflect an inadequate concentration of hepatic retinol in fetus and neonates,
but it is more than critical level (<5ug/g). These numbers are corroborated by data of
Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco, which shows that there is no more
cases do xeroftalmia in the state. In the article Concentragdo de Retinol Hepatico em
Idosos: Um Indicador de Caréncia de Vitamina A was examined 50 fragments of liver
of people with more than 60 yeas old necropsies in SVO. The concentrations observed
varied between 11,46ug/g and 937,34ug/g, with 94% of the samples showing to be
highest than the normality value (20png/g). The results observed in this article are in
consonance with the results of the literature.



1. INTRODUCAO

A vitamina A, descrita apenas no inicio do século passado como Fator Dietético
Lipossoluvel A'* é um composto que participa de varias fun¢des biologicas’® e que,
por ndo ser sintetizada no organismo, deve ser fornecida através de dieta especifica. A
vitamina A ¢ um dalcool (retinol) que se encontra em alimentos de origem animal na
forma de ésteres (palmitato) ou na forma de carotenodides (provitaminas A) em
plantas, especialmente nos vegetais verdes e folhosos, sendo o mais comum o
caroteno".

Independente da forma do composto ingerido, ele precisa ser hidrolisado a
retinol para que possa ser absorvido pelas células da mucosa intestinal. Lipidios
dietéticos, enzimas pancredticas e sais biliares t€ém fundamental importancia na
digestdo intraluminal, na assimila¢do do retinol e dos carotendides.

O retinol absorvido, em forma de éster, chega a via sanguinea como um dos
constituintes quilomicrons através da linfa*. Os quilomicrons remanescentes sdo
captados pelo figado e o retinol ¢ armazenado em células especializadas (células
estelares) sob a forma de palmitato de retinol, correspondendo a cerca de 95% da
vitamina A do organismo™’.

A vitamina A ¢ sensivel a oxidagdo pelo ar. A perda de atividade ¢ acelerada
pelo calor e pela exposicao a luz. A oxidacao das gorduras e dos 6leos pode destruir as
vitaminas lipossoluveis, incluindo a vitamina A. A presenca de anti-oxidantes, como a
vitamina E protege os acidos graxos poliinsaturados das membranas e de outras
estruturas celulares ao ataque de outros radicais livres, e protege as hemacias contra a
hemolise. Além disso, a vitamina E pode facilitar a absor¢cdo, armazenamento
hepatico, utilizagdo e reducao da toxicidade da vitamina A.

A vitamina A ¢ essencial para os sistemas reprodutor, imunologico e Optico,
sendo uma das substancias que regula a diferenciacdo e o crescimento de varios tipos
celulares na espécie humana e em alguns animais.

A elevada ingestdo de vitamina A, que acarreta em uma hipervitaminose A,
podendo resultar em toxicidade, ocorre mais freqiientemente em paises desenvolvidos,
devido ao consumo excessivo de suplementos vitaminicos’. O baixo influxo de
vitamina A leva a uma hipovitaminose A ou, mesmo, a uma deficiéncia de vitamina A
e ocorre, principalmente, em criancas mal-nutridas de paises do terceiro mundo.
Doencas importantes sdo relatadas incluindo a xeroftalmia, doencgas infecciosas, como
0 sarampo, e a uma baixa de imunidade””®.

Os retindides sdo compostos essenciais para a reproducao, desenvolvimento e
crescimento normal dos animais. Os retindides sdo também requeridos para a visao e
para a manutengdo da diferenciagdo epitelial e da secregdo de muco’. O mecanismo de
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acdo pelo qual os retindides executam sua funcdo se faz através dos receptores
nucleares referidos como receptores de 4cido retindico (RARs)'™.

Como os niveis séricos de vitamina A sdo controlados homeostaticamente, estes
ndo refletem adequadamente os acimulos corporais dessa vitamina. Desta forma, a
dosagem sanguinea isolada de vitamina A ndo serve como indicador preciso do status
corporal de vitamina A''. A quantificagdo do acimulo de vitamina A no figado ¢é a
que melhor reflete a concentracao desta vitamina por individuo, uma vez que a grande
maioria do total acumulado de vitamina A é encontrado neste 6rgdo' . Contudo, a sua
distribui¢do intra-hepatica tem demonstrado ser heterogénea em amostras de tecido
humano e rato, vindo a dificultar sua analise em material obtido por biopsia. Os niveis
hepaticos da vitamina A em amostras obtidas de necropsia foi sugerido como um bom
método para a avaliagdo epidemiologica do status de vitamina A em uma populagdo
"' A capacidade hepatica em acumular o retinol é enorme, ja foram observados
valores superiores a 3500ug/g, embora a concentragao média observada de vitamina A
em uma populacdo seja de 100 a 300ug/g. Lesdes bioquimicas s6 sdo observadas
quando o nivel desta vitamina estiver bastante diminuido, ou ocorra um disturbio na
mobiliza¢do dessas reservas secundariamente a deficiéncia da proteina, ou de uma
doenca hepatica. Distlrbios fisiologicos e alteracdes morfoldgicas podem rapidamente
acompanhar as lesdes bioquimicas, algumas das quais sdo irreversiveis. Sob o ponto
de vista da saude publica ¢ importante conhecer a prevaléncia do estado pré-
patoldgico na populagdo'’.

O figado ¢ composto por ce€lulas parenquimatosas (hepatocitos) e nado
parenquimatosas. Sabe-se que ha quatro tipos de células ndo parenquimatosas: 1)
células endoteliais sinusoidais; 2) células de Kupffer ou macrofagos hepaticos; 3)
células natural killer; 4) células estelares perissinusoidais'®. As células estelares estio
localizadas na parte interna dos 16bulos hepaticos, no espaco de Disse, sob as células
endoteliais, em contato intimo com as células parenquimatosas do figado". As células
estelares acham-se distribuidas quase que homogeneamente através de diferentes
zonas do 16bulo hepéatico”.

Existe um grande numero de denominagdes para as células especializadas no
acumulo de vitamina A e fibrose hepatica: 1- células estelares (KUPFFER, 1876;
WAKE, 1971); 2- células granulares (BERKLEY, 1893); 3- pericitos
(ZIMMERMANN, 1928); 4- c€lulas acumuladoras de gordura (ITO, 1951); 5- células
intersticiais (SUZUKI, 1958); 6- células perissinusoidais (WOOD, 1963); 7- células
mesenquimais (RHODIN, 1964); 8- células do espaco de Disse (TAKEUCHI, 1967);
9- c¢lulas de Ito (HRUBAN, 1974); 10- células acumuladoras de lipidios (HRUBAN,
1974); 11- lipdcitos perissinusoidais (terminologia em histologia, 1975); 12- células
acumuladoras de vitamina A (Yamada e Hirosawa, 1976). A variedade de nomes
sugere que ndo apenas a classificacdo, mas também a natureza dessas células t€ém sido
controversa. A variedade de designacoes citadas esta baseada na morfologia ¢ nas
propriedades funcionais destas células'”.

As células estelares (células de Ito) sdo c€lulas acumuladoras de vitamina A no
figado, desempenhando uma a¢do primordial nos mecanismos de injuria, regeneragao
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e fibrose hepatica. As células estelares sintetizam coldgeno e tecido conjuntivo,
responsaveis pela sustentacdo do parénquima hepatico, bem como no fluxo sanguineo
e perfusdo dos hepatdcitos. Estudos tém demonstrado que o nivel de vitamina A
acumulado pode modular a sintese e deposito de coldgeno, uma vez que o acumulo de
retinol nas células estelares reduz a sintese de coldgeno, no entanto, o excesso de
vitamina A aumenta a sensibilidade do figado a agentes hepatotoxicos, podendo
suprimir a fibrose hepatica.

Embora as cé€lulas estelares sejam encontradas em outros orgdos, as c€lulas de
Ito sdo as que melhor desempenham suas fun¢des devido ao seu nimero e sua
capacidade em acumular vitamina A. Por outro lado, considera-se que, sob certas
condigdes patologicas, como lesdo hepatica aguda acompanhada por necrose
hepatocelular ou esteatose hepatica na obesidade, as células de Ito venham a sintetizar
o colageno tipo III. Ja foram observadas presencas de células que foram consideradas
intermediarias entre as células estelares e fibroblastos em processos de fibrose
hepatica, sugerindo uma transformac¢do dessas células em fibroblastos. Estes achados
indicam fortemente que as células estelares sdo potentes produtoras de fibras".
Alteragdes correlacionadas com fibrose incluem um aumento ou diminui¢do no
conteudo lipidico das células estelares e/ou um aumento reticulo endoplasmatico
rugoso ou ribossomos dessas c€lulas. A transformacdo das células em fibroblastos ou
miofibroblastos serve para explicar o aumento da sintese de colageno, que culmina em
um quadro de fibrose. Essas transformagdes sdo conhecidas como ativagdo ou
transformacao das células estelares (células de Ito).
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2. JUSTIFICATIVA.

Sendo a deficiéncia de vitamina A um problema de satde publica de muitos
paises desenvolvidos, contribuindo de forma assustadora com a mortalidade infantil e,
podendo causar redugdo na resisténcia a doengas infecciosas € cegueira em criangas,
torna-se imperativo uma avaliagdo mais acurada da concentragdo do acumulo de
vitamina A em fetos e criangas recém-nascidas, assim como sua avaliagao em 1dosos
(a partir de sessenta anos) para a observacao da reserva da vitamina A.

Defini¢des atuais da Organizagdo Mundial da Saude estabelecem que, a
detecg¢do de um caso de comprometimento corneo em 10.000 criangas, em idade pré-
escolar, ¢ suficiente para considerar a deficiéncia de vitamina A como um problema
de satide publica'®.

A hipovitaminose A leva a diminuicdo do apetite devido a queratinizagdo das
papilas gustativas, o crescimento 0sseo € lento, nio acompanhando o crescimento do
sistema nervoso, podendo levar a lesdes no sistema nervoso central. Mesmo nas suas
formas mais leves, a deficiéncia de vitamina A aparece como um fator importante na
determinacao da morbidade e mortalidade infantil’, sem observacao, na literatura, de
sua participacdo em patologias que ocorram em idosos. A vitamina A desempenha
papel essencial para a diferenciagdo normal dos tecidos epiteliais e secrecao das
mucosas, mantem a espermatogénese no homem e previne a reabsorcao fetal na
mulher. Atua no funcionamento do sistema imunoldgico e, como antioxidante,
seqiiestra radicais livres em tecidos de baixa pressdao de oxigénio, podendo diminuir o
risco de cancer de pulméo'’.

Classicamente, o figado tem sido apontado como o principal o6rgao de
armazenamento da vitamina A no organismo animal e, portanto, como o 6rgio de
escolha para se determinar as reservas corporeas desta vitamina'~.

As pesquisas no campo da hipovitaminose A sdo numerosas em todo o mundo.
No estudo da deficiéncia da vitamina A, varios métodos ja foram descritos e, a
maioria deles tem o propdsito de reconhecer a caréncia sub-clinica, visando evitar o
aparecimento das manifestacoes graves da deficiéncia. Alguns ndo sdo adequados,
enquanto que outros falham por falta de fidedignidade. Assim, o método de
diagnéstico continua a ser um fator limitante no reconhecimento da deficiéncia '*.

Apesar de a literatura referir inimeros trabalhos na area, poucos destes utilizam
a metodologia de andlise de vitamina A em fragmentos de figado, obtidos em
necropsias, € aqueles que empregaram a mesma metodologia em nossa regido, o
fizeram na década de 80.

Faz-se necessario, também, estabelecer o grau de concentracdo de vitamina A
em fetos e recém-nascidos na cidade do Recife, para melhor avaliar e prevenir
complicagdes caracteristicas de deficiéncia da vitamina A. Assim como, avaliar a
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concentracdo desta vitamina em idosos, acima de sessenta anos, uma vez que a
literatura ¢é totalmente deficiente em trabalhos nesta faixa etaria.
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3. OBJETIVOS.

3.1 GERAL.
Determinar a concentragdo do acumulo de vitamina A em figado de fetos,

recém-nascidos e idosos, com morte natural, obtidos em necropsias como valor
prognostico no diagnostico da caréncia de vitamina A.

3.2  ESPECIFICOS

3.2.1 Quantificar os niveis de vitamina A em fragmentos de figado de
fetos e recém-nascidos.

3.2.2 Quantificar os niveis de vitamina A em fragmentos de figado de
1dosos.
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ARTIGO 1:

PAPEL DAS CELULAS ESTELARES NA FIBROSE HEPATICA.

ARTIGO DE REVISAO — Publicado na Revista Anais da Faculdade de Medicina,
v.50 (2), 2005, p: 142 — 145.

Neste artigo foi feita uma revisao literdria sobre a participagdo das células estelares na

Formacao da fibrose hepatica em algumas patologias que acometem o figado.
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RESUMO

As células estelares (Células de Ito) sao células acumuladoras de vitamina A no
figado, desempenhando uma a¢do ativa nos mecanismos de injuria, regeneracao €
fibrose hepatica. As células estelares sintetizam coldgeno e tecido conjuntivo,
responsaveis pela sustentagdo do parénquima hepatico, bem como no fluxo sangiiineo
e perfusdo dos hepatdcitos. Foram observadas a expressao de antigenos de linhagens
celulares diferentes, como a proteina acida glial-fibrilar e a actina de musculo liso,
caracterizando fases diferentes de ativacdo das células estelares. Estudos tém
demonstrado que o nivel de vitamina A acumulado pode modular a sintese ¢ deposito
de colageno uma vez que o acimulo de retinol nas c€lulas estelares reduz a sintese de
colageno, no entanto, o excesso de vitamina A aumenta a sensibilidade do figado a
agentes hepatotoxicos, podendo suprimir a fibrose hepatica.

DESCRITORES: Célula estelar; Fibrose; Figado.

INTRODUCAO

Os estudos realizados sobre a regeneracdo hepatica estdo centralizados nos
hepatocitos, entretanto todas as células hepdticas participam do fendmeno
regenerativo. As células estelares, também chamadas de Ito ou armazenadoras de
lipideos, localizam-se no espaco de Disse, em contato direto com os hepatocitos e com
o epitélio sinusoidal’.

As células estelares quiescentes acumulam vitamina A e, quando ativadas,
possuem um aumento na capacidade de sintese protéica e de DNA. Em lesoes agudas
ou cronicas no parénquima hepatico, desempenham uma ag¢ao ativa na fibrogénese do
figado'. Fisiologicamente, essas células regulam a homeostasia da vitamina A e, em
condigdes patoldgicas, desempenham um importante papel nos mecanismos de injuria,
regeneragdo e fibrose hepaticas”.

Recentemente, alguns marcadores das células estelares humanas, incluindo a
actina de musculo liso (SMA), proteina de ativacdo do fibroblasto (FAP) e proteina
acida glial-fibrilar (GFAP), tém sido identificados nessas células. Trabalhos anteriores
mostraram uma forte e significante correlagdo entre a expressdo de FAP, vista no
remodelamento tecidual, e a fibrose hepdtica. Enquanto uma fraca e ausente
correlacdes foram observadas com a GFAP e a SMA”.

Quando as células estelares sofrem um processo de ativagdo, passam a constituir
um fenotipo semelhante a miofibroblastos, mas ndo se transformam em
miofibroblastos hepaticos. Ha evidéncias praticas que comprovam a existéncia de
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duas populagdes de células diferentes: os miofibroblastos do figado e as células
semelhantes a miofibroblastos (células estelares ativadas)'.

As células estelares possuem estruturas citoplasmaticas contrateis que envolvem
os sinusdides, sendo capazes de promover a constricio desses canais vasculares’,
regulando, assim, o fluxo sangiiineo sinusoidal, sendo também um componente da
hipertensao porta.

Localizagao e funcao das células estelares.

Os hepatocitos sao as cé€lulas parenquimais do figado e perfazem mais de 80%
do volume hepatico. As células que ndao sdo parenquimais incluem macréfagos
(células de Kupffer), células endoteliais sinusoidais, células NK (natural Killer) e as
células presentes no espago de Disse (estreito espago que separa os sinusoides dos
hepatocitos)'.

Os sinusoides sao capilares que ocupam o espago entre as placas de hepatdcitos,
e suas paredes sdo revestidas pelas células endoteliais tipicas, pelos macrofagos e
pelas células estelares que produzem colageno e tecido conectivo responsaveis pela
sustentagdo do parénquima’.

As células estelares apresentam duas fungdes bem estabelecidas: o
armazenamento de vitamina A e desempenham papel importante na fibrogénese
hepatica. Existe uma aceitacdo geral na literatura de que as cé€lulas estelares estdo
associadas com as fibras de colageno®, contém um extenso reticulo endoplasmatico
granular’™® e auséncia de lamina basal®'’. Baseado na presenca dessas estruturas
fibroplasmaticas nas células estelares, a sintese de fibras colagenas por essas células
foi, entdio, proposta”'”'!. Estudos demonstraram, através de métodos histoquimicos, a
presenga de glutamiltranspeptidase nas células estelares, que parece contribuir na
sintese de proteina das fibras contendo também hidroxiprolina, glicina, prolina e &cido
glutdmico. Pesquisas mostraram a agregacdo de finos granulos impregnados pela
coloragdo do acido periddico - prata metanamina nos prolongamentos citoplasmaticos
dos fibroblastos de tecido conjuntivo do figado. Esses dados indicam que as células
estelares podem assumir caracteristicas morfologicas e funcionais dos fibroblastos.
Observou-se a presenca de células estelares em varios o6rgdos: pulmido, canal
digestivo, bago, adrenal, ttero e pelel2’13 .

Ativagao das células estelares e a fibrose hepatica.
No figado normal, os coldgenos intersticiais (tipo I e II) concentram-se nos
. . . . . . 4
tratos portais e ao redor das veias centrais, com feixes eventuais no espaco de Disse".

O colageno, que segue ao longo das trabéculas hepaticas, ¢ composto de filamentos
delicados de colageno do tipo IV no espaco de Disse.
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Em resposta a inflamacao ou insulto toxico direto, forma-se um tecido fibroso
no figado, sendo a fibrose uma conseqiiéncia da lesdo hepatica. O deposito de
colageno tem conseqiiéncias importantes sobre o fluxo sangiiineo e a perfusao dos
hepatdcitos. O actimulo continuado de coldgeno no espaco de Disse, dentro do
parénquima preservado, ¢ acompanhado de perda das fenestragdes nas células
endoteliais sinusoidais, diminuindo a perfusdao dos hepatécitos, as trocas metabdlicas,
levando a insuficiéncia hepatica®.

Nas doengas hepaticas cronicas, com a continuacdo de injuria, necrose,
inflamacao e fibrose, o figado vai sendo subdividido em nodulos de hepatdcitos em
regeneracao circundados por tecido cicatricial, denominado cirrose. A principal fonte
de excesso de coldgeno na cirrose parece ser as células estelares perisinusoidais.
Embora funcionem normalmente como células armazenadoras de vitamina A e
lipidios, elas sdo ativadas durante o desenvolvimento de cirrose, perdem suas reservas
de ester de retinil e se transformam em células semelhantes a miofibroblastos. Os
estimulos para a sintese e depdsito de coldgeno podem ter varias origens: a)
inflamacao cronica, com producgdo de citocinas inflamatorias como o fator de necrose
tumoral (TNF)-q, fator transformador do crescimento (TGF)-& e a interleucina-1; b)
producao de citocinas por células endogenas estimuladas (células de Kupffer), células
endoteliais, hepatocitos e células epiteliais dos ductos biliares; ¢) ruptura da matriz
extracelular; d) estimulagio direta das células estelares por toxinas®.

Alguns estudos propuseram que o d-interferon tenha efeito anti-fibrosante
através da inibicdo do TGF-d, citocina que estimula a transformagdo das células
estelares em células semelhantes a miofibroblastos. TGF-& ¢ considerado um fator
importante, ndo apenas no reparo tecidual, mas também no desenvolvimento de
desordens fibrogénicas. Estudos de fibrogénese hepatica, em modelos experimentais
de fibrose do figado bem como em doencas hepdticas, indicaram o papel
predominante de TGF-& na estimulagdo da fibrogénese. Outro fator de destaque € o
TNF-& que, além de modular a ativacdo das células estelares hepaticas, regula a
sintese de algumas proteinas da matriz extracelular e de proteinas envolvidas na
degradacio da matriz'.

No processo de ativacdo das células estelares, ocorrem mudangas fenotipicas e
funcionais na sua forma estrelada. Em seu estado de quiescéncia, a célula estelar
acumula vitamina A e expressa proteina acida glial fibrilar (GFAP) e, quando se
diferencia em células semelhantes a miofibroblastos (c€lula estelar ativa), torna-se
uma cé¢lula pobre em vitamina A que expressa actina do muasculo liso (SMA) e menos
GFAP. Ultraestruturalmente, a célula estelar ativada possui um nucleo mais alongado,
ausentes ou apenas pequenas gotas de lipidio, reticulo endoplasméatico rugoso bem
desenvolvido e proeminentes complexos de Golgi. Além disso, observaram-se
microfilamentos citoplasmaticos condensados'.

Durante a ativacao da célula estelar hepatica, a produgdo de proteinas da matriz
extracelular muda qualitativa e quantitativamente'.

Através do processo de lesdao e fibrose hepaticas, os hepatdcitos remanescentes
sdo estimulados a se regenerar, e eles proliferam como nodulos esféricos dentro dos
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limites dos septos fibréticos. O resultado final ¢ um figado fibrético nodular no qual o
transporte de sangue até os hepatdcitos € intensamente comprometido, assim como a
capacidade dos hepatdcitos de secretar substancias no plasma. A ruptura da interface
entre ° parénquima e os tratos portais também dificulta a drenagem dos canais
biliares™.

Receptores de Acido Retindico

Estudos recentes mostraram que as células estelares contém receptores de acido
retindico (RARs)'". As células estelares em cultura perdem a expressdo da proteina
RARs e de seu RNAm.

A perda desse receptor ¢ um processo reversivel, pois a adigdo de acido
retindico induz o retorno da expressdao de RARs. O receptor nuclear permite a célula
estelar responder ao acido retindico e pode, por isso, servir como um mediador das
funcdes da célula estelar, como a formagdo de gotas de lipidios e sintese de matriz
extracelular'.

Relacdo entre as vitaminoses A e a fibrose hepatica.

A fibrose hepatica em humanos ¢ um processo multifatorial, no qual ndo
somente agentes hepatotoxicos, mas também fatores genéticos, fungdo imunoldgica e
estado nutricional sio determinantes importantes'”.

Estudos mostraram que o nivel de vitamina A pode modular a sintese e
deposicio de colageno'®'’. Experimentos laboratoriais constataram que a
hipervitaminose A foi induzida pelo fornecimento excessivo de retindides antes,
durante ou depois da indugdo da fibrose pelo tetracloreto de carbono (CCly).
Mantendo o excesso de retindide em combinag¢ao com CCl, tém-se importantes efeitos
no figado. Por um lado, excesso de retindide mantido ou simultaneamente adicionado
a CCl, induz maior dano a célula parenquimal e aumenta mortalidade comparada ao
tratamento de CCly isolado. Por outro lado, mantendo o excesso de retindide depois da
fibrose hepética, tem-se uma redugéo significante da fibrose'®.

A fibrose hepatica foi mais efetivamente induzida pelo CCly quando o nivel de
vitamina A estava reduzido. Experimentos anteriores induziram a hipovitaminose A e
constataram que o CCl; pode ser um agente indutor da fibrose hepatica. A
administragao de CCly em ratos com deficiéncia de vitamina A induziu um mesmo
grau de dano e de mortalidade hepatocelular, mas indiziu uma fibrogénese mais
acelerada e intensificada em comparagdo aos ratos com niveis normais de vitamina
A",

A producdo de retindides assume um papel central no aumento da
hepatotoxicidade por causa de efeitos citotdoxicos diretos. Alternativamente,
hipervitaminose A, a qual estd associada a ativacdo da célula de Kupffer, pode
conduzir e secrecdo de mediadores danosos as células parenquimais. Retinoides
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também possuem outros efeitos severos no figado, especialmente nas células estelares.
O actmulo de retindide nas células estelares reduz a sintese de colageno'®'” . O
efeito benéfico do acumulo de retindide em células estelares pode relacionar-se a
supressdo da expressao do gene do colageno mediada pelo retindide, possivelmente,
por um efeito direto na expressdo do gene através de RARs ou por um efeito indireto
na producio de TGF-¢°'*’. TGF-a estimula a sintese de DNA pelas células
parenquimais ¢ a fibrogénese pelas células estelares™.

Em experimentos ja realizados, utilizando-se a administra¢do oral de caroteno
em combinagdo com CCly, constataram-se a diminuicdo de danos as células
parenquimais ¢ a reducao da fibrose hepatica. Possivelmente, isso se deve ao fato do
caroteno “’limpar’’ os radicais livres, bastante nocivos, gerados a partir do CCly. Este
efeito citoprotetor pode evitar a inducao da fibrose do figado. Além disso, o caroteno
mantém concentragdes hepaticas de vitamina A e isto, provavelmente, reduz a
formagao do colageno pela célula estelar no figado".

Dessa forma, os niveis de vitamina A e a administracio de vitamina A
influenciam de maneira significativa os efeitos de agentes hepatotdxicos que levam
danos as células parenquimais e a fibrose hepatica em animais experimentais.
Entretanto, o excesso de vitamina A aumenta a sensibilidade do figado a agentes
hepatotoxicos e também podem suprimir ativamente a fibrose hepatica. Esses achados
experimentais podem ser indicativos de um dilema terap€utico na preven¢do € no
tratamento de fibrose hepatica humana, especialmente em alcodlicos. Este problema
pode ser superado pelo uso preferencial de caroteno, ao invés de ésteres de retinil,
como uma fonte de retindides, pois o caroteno tem-se mostrado carente de efeitos
hepatotdxicos'”.

Presenca de marcadores e a relagdo com a fibrose do figado.

Células estelares hepaticas ativadas sdo reconhecidas por sua imunorreatividade
a actina do musculo liso (SMA). Entretanto, a presenca de células estelares positivas a
SMA nio esta sempre associada ao desenvolvimento da fibrose do figado”.

A diferenciacdo de células estelares hepaticas a um fenotipo positivo a SMA
ndo ¢ suficiente para resultar em fibrose. Células estelares ativadas sdo observadas em
doengas hepéticas ndo associadas ao desenvolvimento de fibrose, tais como injuria
induzida por paracetamol™, isquemia hepatica® e rejeicdo aguda do figado®®. Em
doengas cronicas do figado, como a infeccdo pelo virus da Hepatite C, a maioria dos
pacientes apresenta numeros consideraveis de células estelares ativadas, embora
apenas uma parcela destes desenvolva cirrose*®”.

Recentemente, outros marcadores de células estelares humanas tém sido
identificados. Estes apresentam uma associagdo mais restrita com o processo de
fibrose, incluindo FAP e GFAP’,

FAP ndo ¢ expressa em tecido humano normal. Sua expressdo ocorre em
circunstancias de remodelamento de tecido, tais como: granulacdo do tecido
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FAP ¢ SMA sao ambos marcadores das células estelares ativadas, mas ndo sao
coexpressados sempre na mesma célula.

A expressio de FAP, vista no remodelamento do tecido, foi elevada e
significantemente correlacionada com a severidade da fibrose do figado. Uma fraca
correlagdo foi vista entre a expressao da proteina acida glial fibrilar e o estidgio de
fibrose, enquanto inexiste uma relacao entre a SMA e o grau de fibrose’.

Miofibroblastos hepaticos X Células estelares ativadas.

Embora ndo se possa negar que os miofibroblastos hepaticos se desenvolvam a
partir de células estelares hepaticas, como sugerido por muitos autores', ha evidéncias
que mostram que, na verdade, sdo duas populagdes de células diferentes: os
miofibroblastos do figado e as células semelhantes a miofibroblastos (células estelares
ativadas).

Até recentemente, a distingdo entre as células semelhantes a miofibroblastos
nao era possivel devido a falta de marcadores especificos. A positividade para SMA e
para desmina tem sido considerada como propria das células estelares ativadas,
entretanto, muitos investigadores demonstraram que SMA e desmina n3o eram
suficientes para a diferenciagio entre esses dois grupos celulares®® .

Uma clara diferenca ¢ a demonstragdao ultraestrutural de placas densas nos
miofibroblastos, visto que lamina basal, microfilamentos, reticulo endoplasmatico
rugoso e gotas de lipideos sdo presentes em ambos os tipos de células. Outro problema
na literatura se refere a nomenclatura’".

Foi demonstrado que as células estelares expressao CD98 tanto in vitro quanto
in vivo. Além disso, as células estelares produzem CD95L em paralelo a ativagao.
Simultaneamente, com a expressao de CD95L a apoptose poderia ser detectada em
c¢lulas estelares ativadas. A presenca de CD95L pode ser observada através do uso de
anticorpos ‘’CD95-blocking’ e, assim, evidencia-se o bloqueio da apoptose
espontanea’ ™",

Estudos anteriores revelaram que, quando mecanismos de reparo do figado sdo
concluidos, as células semelhantes a miofibroblastos (células estelares ativadas)
podem causar sua propria morte por apoptose ou outra possibilidade poderia ser o
mecanismo de “’desativacdo’, o qual conduz as c¢lulas estelares ao estado de
repouso’~°. Em contraste, os miofibroblastos do figado nio mostram a apoptose
espontinea, provavelmente, devido a falta de CD95L"’.

Essas duas células estdao envolvidas no processo de reparo do figado: as células
estelares ao longo dos sinusoides e/ou miofibroblastos hepaticos nas areas periportal e
perivenosa’” **. Em figados normais, as células estelares estdo localizadas no
parénquima, enquanto os miofibroblastos estdo situados nos tratos portais € nas
paredes das veias centrais. Em estagios avancados de fibrose, as c€lulas estelares sdo
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detectaveis na transi¢do do septo ao parénquima, ¢ os miofibroblastos se localizam
39
dentro do septo™".

ABSTRACT

The stellate cells (Ito cells) are using to storage vitamin A in liver and develop an
active paper in the hepatic injury, regeneration and fibrosis. The stellate cells
synthesize collagen and connective tissue that it is responsible for the maintenance of
hepatic parenchyma as well the blood flow and hepatocytes perfusion. The presence
of antigens from different types of cells can be distinguished, as a glial fibrillary
acidic protein and actin of smooth muscle, characterizing different steps of the stellate
cells activation. Studies have demonstrated that the level of accumulated vitamin A
can modulate the synthesis and deposit of collagen, once the accumulate of retinol in
the stellate cells reduce the synthesis of collagen, in the other hand the excess of
vitamin A increase the sensibility of the liver to hepatotoxic agents and can make a
suppression of hepatic fibrosis.

KEY WORDS: Stellate cell; Fibrosis; Liver.

REFERENCIAS.

1. Ramadori G, Sail B. Mesenchymal cells in the liver — one cell type or two?.
Liver 2002; 22: 283-294.

2. Senoo H. Structure and function of hepatic stellate cells. Medical Electron
Microscopic 2004; 37 (1): 3-15.

3. Levy MT, McCaughan GW, Marinos G, Gorrell MD. Intrahepatic expression of
the hepatic stellate cell marker fibroblast activation protein correlates with the
degree of fibrosis in hepatitis C virus infection. Liver 2002; 22: 93-101.

4. Robbins. Patologia Estrutural e Funcional. 6° ed. Filadélfia, 1999. p. 766-768.

5. McGee JOD, Patrick RS. The role of perisinusoidal cells in hepatic
fibrogenesis: an electron microscopic study of acute carbon tetrachloride liver
injury. Laboratory Investigation 1972; 26 (4): 429-440.

6. Ito T. Cytological studies on stellate cells of Kupffer and fat-storing cells in the
capillary wall of the human liver. Acta Anat. Nippon 1951; 26: 42.

7. Wood RL. Evidence of species differences in the ultrastructure of the hepatic
sinusoide. 1963; 58: 679.

8. Tuchweber B, Garg BD, Salas M. Microsomal enjurie induces and
hypervitaminosis A in rats. Pathology and Laboratory Medicine 1976; 100 (2):
100-108.

26



9. Bronfenmajer S, Schaffner F, Popper H. Fat-storing cells (lipocytes) in human
liver. Archives of Pathology 1966; 82 (5): 447-453.

10.Kobayashi K, Takahashi Y, Shibasaki S. Cytological studies of fat-storing cells
in the liver of rats given large doses of vitamin A. Nature (London), New
Biology 1973; 234: 186-188.

11.Yamagishi M. Electron microscopic studies on the fine structure of sinusoidal
wall and fat-storing cells of rabbit livers. Archives of Histology Japanese 1953;
18: 223-261.

12.Yamada E, Hirosawa K. The possible existence of vitamin A-storing cell
system. Cell Struct. Funct. 1976; 1: 201-204.

13.Yamamoto M, Enzan H. Morphology and function of Ito cell (fat-storing cell)
in the liver. Recent Advences in RES Research 1975; 15: 54-75.

14.Weiner FR, Blaner WS, Czaja MJ. Ito cell expression of a nuclear retinoic acid
receptor. Hepatology 1992; 15: 336-342.

15.Hendriks HFJ, Bosma A, Brouwer A. Fat-storing cells: hyper- and
hypovitaminosis A and relationships with liver fibrosis. Seminars in Liver
Disease 1993; 13 (1): 72-80.

16.Seifert WF, Bosma A, Hendriks HFJ. Dual role of vitamin A in experimentally
induced liver fibrosis. In: Wisse E, Knook DL, Decker K (Eds): Cells of the
Hepatic Sinusoid 1989; 2: 43-48.

17.Senoo H, Wake K. Suppression of experimental hepatic fibrosis by
administration of vitamin A. Laboratory Investigation 1985; 52: 182-194.

18.Leo MA, Lieber CS. Hepatic fibrosis after long-term administration of ethanol
and moderate vitamin A supplementation in the rat. Hepatology 1983; 3: 1-11.

19.Geerts A, Vrijsen R, Rauterberg J. In vitro differentiation of fat-storing cells
parallels marked increase of collagen synthesis and secretion. J. Hepatol 1989;
9: 59-68.

20.Geerts A, Vrijsen R, Schellinck P, Wisse E. Retinol affects the phenotype and
protein synthesis of fat-storing cells derived myofibroblasts in vitro. In Wisse
E, Knook DL, Decker K (Eds): Cells of the Hepatic Sinusoid 1989; e: 20-24.

21.Davis BH, Kramer RT, Davidson NO. Retinoic acid modulates rat Ito cell
proliferation, collagen and transforming growth factor & production. J. Clin.
Invest. 1990; 86: 2062-2070.

22.Davis BH, Rapp UR, Davidson NO. Retinoic acid and transforming growth
factor 4 differentially inhibit platelet-derived-growth-factor induced Ito cell
activation. Biochem. J. 1991; 278: 43-47.

23.Bissel DM, Friedman SL, Maher JJ, Roll FJ. Connective tiassue biology and
hepatic fibrosis: report of a conference. Hepatology 1990;11: 488-498.

24.Mathew J, Hines JE, Toole K, Johnson SJ, James OF, Burt AD. Quantitative
analysis of macrophages and perisinusoidal cells in primary biliary cirrhosis.
Histopathology 1994; 25: 65-70.

27



25.Rubbiabrandt L, Mentha G, Desmouliere A. Hepatic stellate cells reversibly
express alpha-smooth muscle actin during acute hepatic ischaemia.
Transplantation Proc 1997; 29:2390-2395.

26.Schmitt-Graff A, Kruger S, Bochard F, Gabbiani G, Denk H. Modulation of
alpha-smooth muscle actin and desmin expression in perisinusoidal cells of
normal and diseased human livers. Am. J. Pathol 1991; 138: 1233-1242.

27.Guido M, Rugge M, Chemello L, et al. Liver stellate cells in chronic viral
hepatitis — the effect of interferon therapy. J. Hepatol 1996; 24: 301-307.

28.Scanlan MJ, Raj BK, Calvo B, et al. Molecular cloning of fibroblast activation
protein alpha, a member of the serine protease family selectively expressed in
stromal fibroblast of epithelial cancers. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91:
5657-5661.

29.Garin-Chesa P, Old LJ, Rettig WJ. Cell surface glycoprotein of reactive stromal
fibroblasts as a potential antibody target in human epithelial cancers. Proc Natl
Acad Sci USA 1990; 87: 7235-7239.

30.Ramadori G, Veit T, Schwogler S, et al. Expression of a gene of the alpha-
smooth muscle-actin isoform in rat liver and in rat fat-storing (Ito) cells.
Virchow Arch B Cell Pathol Incl Mol Pathol 1990; 59: 349-357.

31.Bhunchet E, Wake K. Role of mesenchymal cell populations in porcine serum-
induced rat liver fibrosis. Hepatology 1992; 16: 1452-1473.

32.Van Parijs L, Ibraghimov A, Abbas AK. The roles of costimulation and Fas in
cell apoptosis and peripheral tolerance. Immunity 1996; 4: 321-328.

33.Iredale JP, Benyon RC, Pickering J, McCullen M, Northrop M, et al.
Mechanisms of spontaneous resolution of rat liver fibrosis. Hepatic stellate cell
apoptosis and reduced hepatic expression of metalloproteinase inhibitors. J.
Clin. Invest 1998; 102: 538-549.

34.Gong W, Pecci A, Roth S, Lahme B, Beato M, Gressner AM. Transformation-
dependent susceptibility of rat hepatic stellate cells to apoptosis induced by
soluble Fas ligand. Hepatology 1998; 28: 429-502.

35.Ramadori G. The stellate cell (Ito cell, fat-storing cell, lipocyte, perisinusoidal
cell) of the liver. New insights into pathophysiology of an intriguing cell
(Review)(129 Refs) Virchows Arch B Cell Pathol Incl Mol Patol 1991; 61:
147-158.

36.Saile B, Knittel T, Matthes N, Schott P, Ramadori G. CD95/CD95L-mediated
apoptosis of the stellate cell. A mechanism terminating uncontrolled hepatic
stellate cell proliferation during hepatic tissue repair. Am J Pathol 1997; 151:
1265-1272.

37.Saile B, Matthes N, Neubauer K. Rat liver myofibroblasts and hepatic stellate
cells differ in CD95-mediated apoptosis and in their response to TNF. Am J
Physiol 2001.

38.Tuchweber B, Desmouliere A, Bochaton-Piallat ML, Rubbia-Brandt L, Gabiani
G. Proliferation and phenotypic modulation of portal fibroblasts in the early
stages of fibtosis in the rat. Laboratory Investigation 1996; 74: 265-278.

28



39.Knittel T, Kobold D, Piscaglia F. Localization of liver myofibroblasts and
hepatic stellate cells in normal and diseased rat livers: distinct roles of (myo-)

fibroblast subpopulations in hepatic tissue repair. Histochem Cell Biol 1999;
112: 387-401.

29



ARTIGO 2:

CONCENTRACAO DE VITAMINA A EM FIGADOS DE FETO

E RECEM — NASCIDOS NA CIDADE DO RECIFE

Este estudo avaliou fragmentos de figado de fetos e recém-nascidos, quanto a
concentragdo de vitamina A, objetivando dar subsidios para trabalhos futuros na
populagdo desta mesma faixa etaria.
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RESUMO

A vitamina A ¢ essencial para os sistemas de reproducdo e de visdo, sendo uma das
substancias que regula a diferenciacdo e o crescimento de varios tipos de células no
organismo humano, e em alguns animais. A vitamina A, e seus metabolitos, ndo tem
efeito teratogénicos em concentracoes fisiologicas, e que desempenha essencial papel
na regulacdo de numerosos aspectos da embriogénese normal. No embrido, servem
como elo com o receptor hormonal do nucleo das células, o que permite coordenar a
expressao de numerosos genes de ligacdo com a seqiiéncia de DNA de um gene, ai
incluidos os genes codificados para outros fatores de transcri¢ao. Dados experimentais
indicam que, no embrido, a concentragdo de vitamina A determina, pelo menos
parcialmente, a especificidade do poder de regulacdo genética atribuida a vitamina A.
Foram analisados 34 fragmentos de figado de fetos e recém-nascidos obtidos em
necropsia. As concentragdes de vitamina A variaram entre 0,60 ¢ 83,45ug/g, tendo
como média 17,39ug/g. A andlise demonstra que 76,5% das amostras acusaram um
baixo aporte de vitamina A no figado, podendo repercutir em concentragdes inferiores
as necessidades organicas no sangue periférico.

Palavras chaves: Vitamina A, figado, feto e recém-nascido.

ABSTRACT

The vitamin A is essential for a reproduction and vision systems, come to be one of
the substances that regulate the differentiation and growth of several types of cells in
human organism, and in some animals. The vitamin A, and their metabolites, don’t
have any teratogenic effect in physiological concentrations, and develop essential
paper in the regulation of several aspects of normal embryogenesis. In the embryo, it
serve like an union with the hormonal receptor of the cells nucleus, what permit
command the expression of several genes of legation with the DNA sequence of one
gene, including the genes for others transcription factors. Experimental dates suggest
that, in the embryo, the concentration of vitamin A determine, at least not totally, the
specificity of genetic regulation power attributed to the vitamin A. We analyzed 34
samples of liver in fetus and neonates necropsy. The vitamin A concentration are in
the range of 0,60 and 83,45ug/g, with the mean value of 17,39ug/g. The results show
that 76,5% of samples are with low concentration of vitamin A in liver, that could
represent in concentrations less than the organic necessity in peripheral blood.

Key words: Vitamin A, liver, fetus and neonates.
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INTRODUCAO

A vitamina A ¢ importante para o crescimento, desenvolvimento, manuten¢ao
dos tecidos epiteliais, sistema imunologico e, em especial, para o funcionamento do
ciclo visual na regeneragdo de fotorreceptores'. Em individuos deficientes de retinol,
os niveis de vitamina A sdo labeis e caem acentuadamente durante as infecgdes™
enquanto nos individuos com estado nutricional de vitamina A adequado, esses niveis
sdo estaveis, mantidos por mecanismos homeostaticos’. A hipovitaminose A acarreta
em xeroftalmia, cegueira e morte em milhares de criangas no mundo, e constitui um
dos principais problemas nutricionais das populacdes dos paises em desenvolvimento.
Ramalho et al® identificaram que em todas as regides brasileiras, nas quais existem
dados epidemiologicos, se constatou a caréncia marginal de vitamina A, com elevada
prevaléncia em diferentes faixas etarias.

Devido a decorréncia dos altos custos dos alimentos de origem animal, as
provitaminas vegetais constituem a maior por¢ao das vitaminas dietéticas, podendo
chegar a 88% nos paises em desenvolvimento’. Embora haja grande disponibilidade
de frutas e verduras fontes de carotendides no Brasil, ainda se observa um numero
elevado de criancas com hipovitaminose A®. A falta de informacio da populagio,
referente as fontes de alimentacdo que venham a suprir esta deficiéncia, associada aos
fatores que interferem na biodisponibilidade dos carotendides citados pela literatura’,
sdo relacionadas como possiveis fatores a esta contradi¢do. Este conjunto de fatores
que interferem na biodisponibilidade dos carotenodides sdo citados na literatura como
SLAMENGHI: Species of caretenoids (tipos de carotenodides), molecular Linkage
(ligagdo molecular), Amount of carotenoids consumed in a meal (quantidade de
carotendides consumidos em uma refei¢do), Matrix in which the carotenoid is
incorporated (matriz na qual o carotendide ¢ incorporado), Effectors of absorption and
bioconversion (efeitos de absor¢cdo e bioconversao), Nutrient status of host (estado
nutricional do individuo), Genetic factors (fatores genéticos), Host-related factors
(fatores inerentes ao individuo), and mathematical Interactions (interacdes
matematicas)’.

Através do estudo realizado por Ribaya-Mercado et al'’ em que foram avaliadas
criancas com idade entre 7 e 13 anos, pode-se concluir que a bioconversdo de
carotendides a vitamina A variou de modo inverso ao status de vitamina A. A melhora
do status apds a intervencdo ¢ altamente influenciada pelo total de armazenamento
corporeo de vitamina A e ¢ pouco, ou negativamente, influenciada pela vitamina A
sérica. Em um estudo realizado envolvendo cultivo de vegetais folhosos verde-escuros
e amarelos, aten¢do primaria a saude e educagdo nutricional em uma comunidade
rural'’, observou-se a elevacdo dos niveis séricos de retinol em criancas com idade
entre 2 ¢ 5 anos, na Africa do Sul.

Sabe-se que a ingestdo de alimentos fonte de vitamina A ¢ inadequada em nosso
pais em criangas em idade pré-escolar e escolar. Estima-se que 60% da populagao
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infantil e pré-escolar apresenta niveis de vitamina A circulante abaixo do normal®
121314 varios estudos concluem que, melhorando o estado nutricional da vitamina A,

podem ser reduzidas as taxas de mortalidade infantil e pré-escolar'>'®!"'®,

METODOLOGIA

Foram obtidos trinta e quatro fragmentos de figado de fetos e recém-nascidos
com morte natural, coletados durante a realizacdo da necropsia no Servigo de
Verificagdo de Obitos (SVO) do Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias da
Satde da Universidade Federal de Pernambuco. As amostras foram identificadas e
acondicionadas em recipientes individuais, para serem congeladas e guardadas em
freezer convencional (-20°C) at¢ o momento das dosagens no Laboratorio de
Bioquimica da Nutricdo do Departamento de Nutri¢ao desta Universidade.

As amostras foram obtidas através de demanda espontanea por um periodo de
um ano.

As amostras foram coletadas da por¢ao central do lobo direito do figado de
cadaveres com mais de 6 horas e menos de 24 horas de obito, nao se fez disting¢ao de
sexo, nem da causa de morte.

Os fragmentos de figado, depois de descongelados, eram fracionados e retirada
uma amostra de tecido para a realizacio da dosagem. Cada amostra foi
homogeneizada em 5ml de glicerol a 50% em agua até¢ completa dissolugdao. O
material era dividido em tubos duplicatas, misturados com solu¢do de hidroxido de
potassio e incubados em banho-maria a 60°C por 20 minutos. A cada amostra foi
acrescentado hexano (v/v) para a retirada da vitamina A, homogeneizado em agitador
e centrifugado para separagdo de vitamina A. Recolheu-se o sobrenadante para a
primeira leitura em espectrofotometro com comprimento de onda de 325nm. Apds a
leitura, as amostras foram submetidas a irradiacdo em luz ultravioleta por uma hora,
ap6és o que se realizou a segunda leitura em espectrofotdometro com o mesmo
comprimento de onda. A concentracdo de vitamina A foi obtida pela diferencga entre a
primeira leitura e a segunda leitura, multiplicado pelo fator de corregdo"’.
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RESULTADOS

As concentragdes de vitamina A encontradas estdo relacionadas na tabela

abaixo.

Tabela: Niveis de acimulo de vitamina A em figados de fetos e recém-nascidos,
distribuidos de acordo com a classificagdao de Olson, 1979.

Niveis de vitamina N Grau de variagao Classificacao de
A Olson
>20ug/g 08 22,29 — 83,45 Adequada
<20 pg/g>5 ng/g 19 7,64 —19,11 Inadequada
<5pug/g>0,6 ng/g 07 0,60 - 4,46 Critica

N = ntimero de amostras

Percentual de acimulo de vitamina A em fetos e
recém-nascidos

20,6 23,5 m >20ug9/g
05 a 20pg/g
o 0,6 a 4,9u0/g
55,9
DISCUSSAO

A vitamina A, descrita no inicio do século passado como fator dietético
lipossolavel*” *!, ¢ um composto que participa de uma série de fungdes biologicas. O
retinol, e seus metabolitos sdo indispensaveis para o funcionamento do sistema
imunologico, para a diferenciacdo celular, para a manutencdo de uma variedade de
estruturas epiteliais, para o desenvolvimento e crescimento organico, para a sintese de
algumas proteinas bem como na participac¢io do ciclo visual®*.

35




A vitamina A ndo ¢ sintetizada no organismo, devendo ser fornecida através de
programas dietéticos. Na auséncia de uma ingestdo alimentar suficiente em vitamina
A, ou seus carotenoides, as conseqiiéncias sdo bem conhecidas, entre as quais, a perda
de apetite e de peso, retardo do crescimento e desenvolvimento, menor eficiéncia do
sistema imune, maior ceratinizagao dos tecidos epiteliais, menor freqliéncia de células
caliciformes muco-secretoras e altera¢des no ciclo visual™*".

Foram descritas evidéncias indiretas quanto a terotogenia, por excesso de
ingestdo de vitamina A, durante as primeiras semanas de gestagdo”***"**. Acredita-se
que a preocupacao de que a fortificagdo de alimentos com vitamina A poderia causar
teratogenia, pelo aumento do consumo desses alimentos, teria retardado a
implementacdo de programas dessa natureza pelos 6rgdos governamentais. Porém,
nao ha consenso sobre as causas da teratogenia, ou ainda, os niveis de fortificagdao
onde poderia haver efeitos teratogénicos.

Inquéritos bioquimicos realizados no Brasil ja haviam confirmado que a
deficiéncia de vitamina A ¢ um problema de saide publica em alguns estados da
nagao, incluindo-se o estado de Pernambuco onde a incidéncia ¢ elevada em criangas
em idade pré-escolar (34%) e diminui para 12% em 1dosos. Em gestantes consideradas
de baixo risco, a inadequacdo da dieta atinge 12%”. Accioly et al.’’ observaram
inadequacdo dos niveis séricos de retinol em 13% das gestantes no 3° trimestre de
gestacdo e 15% de inadequagdo na ingestao dietética de vitamina A no mesmo periodo
gestacional, tendo sido observada associacao significativa entre o indicador dietético e
o bioquimico. Observou-se ainda que a hipovitaminose A possa ocorrer em maes €
recém-nascidos independentemente do estado antropométrico materno pré-gestacional
e do ganho de peso durante a gestacdo’ .

A prevaléncia dos niveis de deficiéncia de vitamina A foi classificada por
Olson™ como inadequada (menor que 20pg/g), critica (menor que 5ug/g), ou ausente
(menor que 0,6ug/g).

Nossos resultados demonstraram que 55,9% da amostragem examinada
apresentaram-se com niveis inadequados a concentracdo de vitamina A, 20,6% das
nossas amostras tiveram niveis criticos de vitamina A, enquanto apenas 23,5%
estavam com niveis de vitamina A acima do valor de normalidade (20png/g), nenhuma
amostra apresentou niveis ausentes de vitamina A. A analise demonstra que 76,5% do
total das amostras estudadas apresentaram-se com niveis baixos de vitamina A,
demonstrando ser necessario um refor¢o dietético em gestantes, principalmente nas
classes sociais menos favorecidas, com intuito de prevenir a hipovitaminose A em
criangas.
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ARTIGO 3:

CONCENTRACAO DE RETINOL HEPATICO EM IDOSOS:

UM INDICADOR DE CARENCIA DE VITAMINA A.

Este estudo mostrou a concentracdo do acimulo de vitamina A em figados de
idosos (acima de 60 anos) na cidade do Recife, demonstrando resultados
consonantes aos observados na literatura mundial.
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RESUMO

A concentragdo total de retinol, em figado de pessoas com mais de 60 anos de idade,
foi determinada visando preencher uma lacuna no conhecimento da hipovitaminose A
na cidade do Recife — Brasil. Foram analisados 50 fragmentos de figado, obtidos em
necropsia. As concentragdes de vitamina A obtidas variaram entre 11,46 a
937,34ug/g, tendo como média 162,52ug/g. Os resultados observados estdo de acordo
com os apresentados na literatura, mesmo aqueles obtidos em populagdes de paises
mais desenvolvidos. A analise individual mostra que 94% das amostras obtiveram
concentracdes acima dos valores normais, enquanto apenas 6% obtiveram valores
inadequados e, em nenhuma amostra se observou valores criticos ou ausentes de
vitamina A.

Unitermos: Retinol, figado, pessoas idosas.

ABSTRACT

The total retinol concentration, in liver of more than 60 years old people, was
determinate seeking to fill in a gap in knowledge of hypovitaminosis A in Recife —
Brazil. Fifty necropsy specimens of liver were analyzed. The vitamin A
concentrations obtained are in the range of 11,46 to 937,34ug/g, with the mean value
of 162,52ug/g. There is equivalence between our results and the results observed in
the literature, even which obtained in populations of more developed countries. The
individual analyze show that 94% of the samples had concentrations over of the
normal values, and only 6% had concentrations inadequate and, none of the samples
was observed critical or absent of vitamin A.

Key words: Retinol, liver, elderly persons.

INTRODUCAO

O aumento da sobrevida da populagdo, tanto em niimeros absolutos quanto em
nameros relativos', trazendo problemas especificos, tem despertado o interesse de
pesquisadores, inclusive da Organizacio Mundial da Saude’. Este fato passa a ser
relevante, principalmente ao se considerar que a longevidade da populagdo acarreta
um aumento populacional nos grupos etarios mais idosos, necessitando de programas
especiais de nutrigdo. Alguns paises ja vém desenvolvendo pesquisas nessa area ha
mais de 25 anos’, embora, em muitos casos, tenham sido analisadas as dosagens de
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vitamina A sérica, a qual ndo representa uma realidade fidedigna® do actimulo
corporeo da vitamina A. As necessidades nutricionais da faixa etdria mais elevada,
quanto a proteinas, gorduras e carboidratos, j4 sdo bem conhecidos e atendidos por
dietas habituais. No entanto, as necessidades organicas relacionadas a vitaminas sao
mais problematicas, tendo sido proposta por Runcie’ a realizagio de inquéritos
nutricionais para, a partir dos resultados obtidos, se desenvolverem programas
preventivos para esta faixa etaria. Os idosos sdo um segmento da populacdo que se
apresenta muito vulnerdvel a problemas nutricionais, tendo dificuldade em reverter a
vitamina A para sua forma ativa’. Baker et al’ descrevem que o processo de
envelhecimento pode interferir no metabolismo dos nutrientes, levando as pessoas
mais idosas a estarem mais propensas a complicagdes induzidas pela caréncia de
vitaminas.

A vitamina A, vitamina soluvel em lipidios, ¢ essencial para o perfeito
funcionamento de alguns 6rgdos na espécie humana e em alguns animais. Como os
niveis séricos de vitamina A sdo controlados homeostaticamente, estes ndo refletem
adequadamente os acamulos corporais desta vitamina. Desta forma, a dosagem sérica
isolada ndo serve como indicador preciso do status as vitamina A®. A quantifica¢o do
acumulo de vitamina A no figado ¢ a que melhor reflete a concentragdo desta vitamina
por individuo, uma vez que, aproximadamente, 90% do total acumulado de vitamina
A ¢ encontrado neste 6rgdo. A vitamina A ¢ obtida através de dietas ricas em vegetais,
sob a forma de provitaminas, como na forma de retinol pré-formado obtido de fonte
animal. Foram observados valores superiores a 3500ug/g, embora a concentragdao
média observada de vitamina A, na literatura, seja de 100 a 300ug/g. A Organizagao
Mundial da Saude e o Grupo Internacional Consultor de Vitamina A distinguem
estratégias para a prevengao e controle da caréncia desta vitamina, sendo uma delas o
enriquecimento de alimentos’. Lesdes bioquimicas so sdo observadas quando o nivel
desta vitamina esta bastante diminuido ou ocorra um disturbio na mobilizacdo dessas
reservas, secundariamente, a deficiéncia da proteina ou de uma doenca hepatica.
Disttrbios fisioldgicos e alteragdes morfoldgicas podem, rapidamente, acompanhar as
lesdes bioquimicas, algumas das quais sdo irreversiveis. Sob o ponto de vista da saude
publica, ¢ importante conhecer a prevaléncia dos estados pré-patoldgicos na
populacio®.

METODOLOGIA

Foram obtidos cinqiienta fragmentos de figado de idosos, a partir de sessenta
anos, com morte natural, coletados durante a realizagdo da necropsia no Servigo de
Verificagdo de Obitos (SVO) do Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias da
Satde da Universidade Federal de Pernambuco. As amostras foram identificadas e
acondicionadas em recipientes individuais, para serem congeladas e guardadas em
freezer convencional (-20°C) at¢é o momento das dosagens no Laboratério de
Bioquimica da Nutricdo do Departamento de Nutri¢do desta Universidade.
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As amostras foram obtidas por demanda espontianea, em um periodo de trés
meses.

As amostras foram coletadas da por¢ao central do lobo direito do figado de
cadaveres com mais de 6 horas e menos de 24 horas de 6bito, ndo se fez distingdo de
sexo, nem da causa de morte.

Os fragmentos de figado, depois de descongelados, eram fracionados e retirada
uma amostra de tecido para a realizacio da dosagem. Cada amostra foi
homogeneizada em 5ml de glicerol a 50% em agua até completa dissolugdao. O
material era dividido em tubos duplicatas, misturados com solucdo de hidroxido de
potassio e incubados em banho-maria a 60°C por 20 minutos. A cada amostra foi
acrescentado hexano (v/v) para a retirada da vitamina A, homogeneizado em agitador
e centrifugado para separagdo de vitamina A. Recolheu-se o sobrenadante para a
primeira leitura em espectrofotometro com comprimento de onda de 325nm. Apos a
leitura, as amostras foram submetidas a irradiagdo em luz ultravioleta por uma hora,
ap6és o que se realizou a segunda leitura em espectrofotdometro com o mesmo
comprimento de onda. A concentracdo de vitamina A foi obtida pela diferencga entre a
primeira leitura e a segunda leitura, multiplicado pelo fator de corregdo®.

RESULTADOS

As concentracoes de vitamina A obtidas nas cinqiienta amostras estdao
relacionadas na tabela abaixo.

Tabela: Niveis de acimulo de vitamina A em figados de idosos, distribuidos de
acordo com a classificacao de Olson, 1979.

Niveis de vitamina N Grau de variagao Classificacao de
A Olson
>20ug/g 47 21,66 — 937,34 Adequada
<20 ug/g>5 ug/g 03 11,46 — 18,15 Inadequada

N = ntimero de amostras
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Percentual de concentrac&o de vitamina A em
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DISCUSSAO

Em pacientes idosos, a associagdo da deficiéncia de vitamina A € sensivelmente
maior em pacientes com ma-nutri¢io proteicocaldrica'’, com correspondente indice de
massa corporea reduzida, a reduzida ingestdo alimentar, essencialmente de frutas e
hortalicas'".

Sabe-se que algumas doencgas cronicas, principalmente em intestino, coracao e
rim, acham-se associadas com uma baixa concentracdo de vitamina A, embora nao
existam evidéncias que a redu¢do das reservas desta vitamina esteja relacionada com a
causa principal da morte'”. Quando comparados os niveis de vitamina A entre vitimas
de morte subita com os encontrados em vitimas de varias doencas, observam-se
valores similares' '*"°. Estes dados corroboram o uso desta metodologia como um
bom indicador do estado nutricional de vitamina A da populagao.

Na andlise dos nossos resultados, pode-se constatar que, de modo geral, a
populacdo de pessoas idosas apresenta-se com concentracao de vitamina A acima do
valor de normalidade estabelecido pela literatura, 20ug. Observa-se que 94% das
amostras apresentaram concentracdo de vitamina A acima de 20ug/g. Este achado
demonstra ndo ser esta populagdo de risco para as complicagdes induzidas pelo déficit
de vitamina A. Apesar de estarmos trabalhando com populacdo de baixa renda, as
concentracdes de vitamina A encontradas refletem que, de um modo geral, a
populagdo tem uma ingestao adequada de alimentos ricos em vitamina A.
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DISCUSSAO GERAL

A deficiéncia de vitamina A constitui um problema grave em mais de sessenta
paises'. Sua prevaléncia ¢é particularmente elevada na Asia, Africa e América Latina.
O Brasil foi classificado pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) e pela
Organizagdo Pan-americana de Satide (OPAS) como area de caréncia sub-clinica
grave™. Stephens et al. chamam a atencdo para a subestimacdo do niimero de casos
de caréncia sub-clinica de vitamina A, inclusive em paises desenvolvidos.
Atualmente a xeroftalmia ¢ considerada apenas como a ponta do iceberg, sob a qual
podem se encontrar diferentes proporcoes da populagdo em estagios menos avangados
(marginais) de caréncia’. Por muito tempo, o papel da caréncia de vitamina A em
outras fungdes metabolicas foi quase ignorado, provavelmente devido a falta de
indicadores sub-clinicos ou pré-patolégicos da hoje denominada caréncia marginal®”®.
Calcula-se que o numero de criancas com caréncia marginal de vitamina A seja de,
aproximadamente, 10 vezes maior que o numero de criangas com caréncia clinica”'’.

A vitamina A exerce inimeras fungdes no organismo''>. Dentre as funcdes,
destacam-se, por sua relevancia, a visdo, o crescimento, o desenvolvimento e a
manutencao do tecido epitelial, da fungdo imunoldgica e da reproducao.

Na visdo, a vitamina A faz parte da parpura visual, uma vez que o retinol vai
combinar-se com a proteina opsina, formando a rodopsina ou puarpura visual nos
bastonetes da retina do olho, que exerce a fun¢do da visdo na luz fraca, podendo levar
a cegueira noturna. Sobre a deple¢do da vitamina A hepatica e sérica (concentracoes
abaixo de 0,6umol/L no plasma), observa-se que o periodo em que as modificagdes
estruturais tornam-se irreversiveis ¢ de mais ou menos 10 meses. O retorno a
normalidade s6 é realizado apds serem supridos os estoques da vitamina A"

No sistema imunologico, ha evidéncias de que a vitamina A modula a resposta
de células fagocitarias, estimulando a fagocitose, a ativacao da citotoxicidade mediada
por células e o aumento de ativagdo de timocitos '*'°. A deficiéncia de vitamina A
esta associada a reducdo da atividade de células NK e a habilidade dos hepatocitos em
produzir interferon, essa deficiéncia leva também a uma redug¢do na sintese de
anticorpos contra polissacarideos bacterianos e antigenos protéicos, bem como a piora
do controle da infec¢do por micobacteriose e esquistossomose 7.

A vitamina A atua na diferenciacdo e crescimento das células epiteliais, sendo
imprescindivel no crescimento e desenvolvimento normais dos tecidos Osseo e
dentario. Induz e controla a diferenciagdo do muco secretado no trato respiratorio,
causando a supressao das secre¢des normais, em caso de deficiéncia de vitamina A,
com conseqiiente irritagdo e infeccdo. A vitamina A tem ainda acdo inibitoria da
queratinizacdo, atuando no controle das lesdes dermatologicas'.

A deficiéncia de vitamina A parece aumentar a suscetibilidade a carcinogénese,
havendo uma acentuada tendéncia a hiperplasia e a sintese de DNA com reduzida
diferenciacio celular'®. O efeito anti-oncogénico se da a custa da inducio da
diferenciacdo em células morfologicamente normais, supressao do fenotipo maligno,
com inibi¢do da proliferacio celular e pela melhoria dos mecanismos de defesa'™'"”.
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Na gestacdo a vitamina A ¢ importante para a reprodugdo, crescimento e
desenvolvimento fetal, constituicdo da reserva hepdtica fetal bem como, para o
crescimento tecidual materno. A concentracdo adequada de vitamina A traz beneficios
para a fungdo feto-placentaria, pelo aumento nos niveis do hormonio progesterona'’.
O diagnostico da cegueira noturna gestacional tem permitido identificar as mulheres
com maior risco de mortalidade a curto e longo prazo no periodo pds-parto, associada
a processos infecciosos™. Tanto a ingestdo deficiente quanto a excessiva de vitamina
A estdo associadas a defeitos congénitos, dependendo de qual sistema estiver em fase
de diferenciagdo. As alteragdes induzidas pela vitamina A sobre o feto podem
provocar reabsor¢io de embrides e morte fetal®'.

Em criancas, a deficiéncia sub-clinica de vitamina A causa um aumento da
morbidade e da mortalidade. Também se observa ainda maior susceptibilidade de
diarréia infecciosa e doengas do trato respiratorio™.

Nos idosos, a associagdo da deficiéncia de vitamina A é maior em pessoas com
ma-nutri¢io proteicocaldrica® com indice de massa corpérea reduzida.

Tem sido observada uma tendéncia para a diminuicdo dos niveis séricos de
vitamina A em gestantes, especialmente no ultimo trimestre da gestagdo™*. Por outro
lado, as reservas de vitamina A sdo baixas em fetos, devido a barreira seletiva
encontrada na placenta para a passagem desta vitamina para o feto, provavelmente
para evitar os efeitos teratogénicos 2326 1evando, desta forma, a uma baixa de reserva
hepatica de vitamina A no recém-nascido, independentemente da dieta materna®’.
ApOs o parto os estoques de vitamina A tendem a aumentar rapidamente, dependendo
da alimentacéo recebida pelo recém-nascido™. A concentragio de vitamina A no leite
materno ¢ suficiente para suprir as necessidades diarias, em condi¢des ideais de
aleitamento. No entanto, se o leite for proveniente de nutrizes desnutridas ou com
dieta pobre em vitamina A, ou ainda, caso a crianga seja desmamada precocemente, as
reservas continuardo baixas, aumentando as probabilidades de complicagdes
provenientes da hipovitaminose A***. Outra causa de baixa reserva de vitamina A em
recém-nascidos € a pequena produg¢do de RBP (Retinol-Binding Protein), em virtude
da imaturidade hepética ao nascer".

Usualmente, a vitamina A ¢ transferida da mae ao filho em maior proporcao
durante os primeiros seis meses de lactacao. No entanto, a concentragdao de vitamina A
no leite materno pode ser extremamente baixa em lactentes de paises em
desenvolvimento®'. Desta forma, um aporte satisfatorio de vitamina A durante a
lactacdo se reveste de grande importancia a fim de garantir o suprimento adequado a
crianca durante os primeiros meses de vida, uma vez que ¢ de se esperar que a reserva
do recém-nascido seja construida apds o nascimento. Por isso €, esse grupo
populacional, o mais vulneravel aos efeitos nocivos da caréncia de vitamina A,
principalmente devido ao rdpido crescimento que ocorre nas criangas nos primeiros
meses de vida®.

Em nossos estudos, apesar do pequeno numero de casos, pudemos observar que
existe uma tendéncia para um baixo acimulo hepdatico de vitamina A no grupo de
fetos e recém-nascidos. No grupo dos idosos, observamos uma elevada concentragao
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no acumulo hepatico da vitamina A. Avaliando que trabalhamos com amostras
provenientes de pacientes, predominantemente, da classe social de baixa renda,
podemos concluir que, na cidade do Recife, o grupo de risco para as complicagdes
referentes a hipovitaminose A pertence as faixas etarias de feto e recém-nascidos,
necessitando um aporte nutricional mais rico em vitamina A, bem como as maes em
periodo de amamentagdo. O grupo da faixa etaria dos idosos acha-se com elevadas
concentragdes de vitamina A, ndo necessitando um enfoque mais acurado quanto aos
programas nutricionais. Esses achados estdo de acordo com os dados observados em
estudos semelhantes encontrados na bibliografia, mesmo em paises mais
desenvolvidos.
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CONCLUSOES:

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que:

1 — A concentragdo hepatica de acumulo de vitamina A em fetos e recém-nascidos
variou entre 0,60ug/g e 83,45ug/g, com 76,5% das amostras estando na faixa de
inadequada ou critica.

2 — A concentragdo hepatica de acumulo de vitamina A em idosos, na cidade do
Recife, variou entre 11,46ug/g e 937,34ug/g, com 94% das amostras tendo
concentragdo de vitamina A acima do valor de normalidade.

3 — Recomenda-se a implantagdo de programas de educagdo nutricional em mulheres
que estejam ainda amamentando, com intuito de eliminar a hipovitaminose A em
criancgas.

4 — Os dados observados na faixa etdria de fetos e recém-nascidos indicam o reforgo
de programas de educacdo nutricional para as criangas em idade pré-escolar, para

suprir as necessidades organicas que ja vém baixas desde o periodo gestacional.

5. — Considerando a literatura, o retinol hepatico pode ser considerado um bom
indicador do estado nutricional de vitamina A.
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LISTA DE ABREVIATURAS:

CCl, Tetra cloreto de Carbono.

CD Grupo de Diferenciagao.

DNA Acido Desoxirribonucléico.

FAP Proteina de Ativagao de Fibroblasto.
GFAP Proteina Acida Glial-Fibrilar.

NK Natural Killer.

OMS Organizacdo Mundial da Saude.

OPAS Organiza¢dao Pan-Americana de Satde.
RARs Receptores de Acido Retindico.

RBP Proteina Ligante ao Retinol.

RNAmM Acido Ribonucléico Mensageiro.

SMA Actina de Musculo Liso

SVO Servico de Verificacdo de Obitos.
TGF-& Fator Transformador do Crescimento Alfa.
TNF-& Fator de Necrose Tumoral Alfa.
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ANEXO 2

Tabela — Concentra¢dao hepdtica de vitamina A em fetos e recém-nascidos.

Amostra Concentracao de Amostra Concentracéo de
Vitamina A (ug/g) Vitamina A (ug/q)
FRN-1 30,58 FRN-18 15,29
FRN-2 19,11 FRN-19 0,64
FRN-3 9,55 FRN-20 1,91
FRN-4 29,30 FRN-21 7,64
FRN-5 17,20 FRN-22 14,01
FRN-6 14.65 FRN-23 16,56
FRN-7 10,83 FRN-24 2,55
FRN-8 4,46 FRN-25 27,39
FRN-9 18,48 FRN-26 8,60
FRN-10 15,22 FRN-27 39,49
FRN-11 1,27 FRN-28 14,01
FRN-12 22,29 FRN-29 1,91
FRN-13 83,45 FRN-30 7,64
FRN-14 16,56 FRN-31 7,65
FRN-15 18,47 FRN-32 14,02
FRN-16 24,84 FRN-33 18,47
FRN-17 0,60 FRN-34 56,69
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Tabela: Concentragdo de vitamina A em figado de idosos.

ANEXO 3

Amostra Idade Concentracdo Amostra Idade Concentracao
(anos) De Retinol (anos) de Retinol
(H9/g) (Hg/g)
I-1 66 244,90 I-26 78 222,95
I-2 85 78,03 1-27 66 143,33
I-3 80 234,41 [-28 61 117,54
I-4 73 159,57 1-29 72 21,66
I-5 83 51,91 1-30 74 79,31
I-6 71 126,12 [-31 90 18,15
I-7 76 31,21 I-32 60 33,76
I-8 85 155,43 I-33 67 99,37
I-9 63 178,99 I-34 88 636,95
I-10 70 159,57 I-35 63 14,97
I-11 73 119,44 I-36 60 11,46
I-12 87 352,26 1-37 74 199,70
I-13 63 289,83 I-38 87 36,94
I-14 60 937,34 I-39 62 134,41
I-15 80 123,58 1-40 76 37,26
I-16 89 119,75 [-41 65 74,21
I-17 77 158,61 [-42 91 21,02
I-18 64 156,70 [-43 73 71,64
I-19 60 152,88 1-44 78 177,40
I-20 76 46,18 I-45 68 238,87
I-21 85 47,77 1-46 83 189,51
[-22 62 100,64 1-47 70 32,48
1-23 95 617,25 [-48 65 130,90
1-24 70 36,31 1-49 61 514,37
I-25 81 151,31 1-50 81 30,90
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ANEXO 4

OFICIO N° 243/2005-CEP/CCS. APROVACAO PELO COMITE
DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
APROVANDO O PROJETO “CONCENTRACAO DE RETINOL
HEPATICO EM FETOS E RECEM-NASCIDOS: UM

INDICADOR DE CARENCIA DE VITAMINA A” REGISTRO
CEP/CCS/UFPE N°063/2005.
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ANEXO 5

OFICIO N° 243/2005-CEP/CCS. APROVACAO PELO COMITE
DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
APROVANDO O PROJETO “CONCENTRACAO DE RETINOL
HEPATICO EM IDOSOS A PARTIR DE SESSENTA ANOS: UM
INDICADOR DE CARENCIA DE VITAMINA A”.

REGISTRO CEP/CCS/UFPE N°118/2005.
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