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RESUMO

A deficiéncia de vitamina A (VAD) é um grave problema de saude publica em paises
em desenvolvimento, onde representa uma das maiores causas de cegueira evitavel
em criancas. E estimado que a VAD isolada é responsavel por 1,3 a 2,5 milhdes de
mortes de pré-escolares por ano, no mundo. Diversos marcadores bioquimicos sdo
correntemente recomendados para determinar se a deficiéncia da vitamina A (VAD)
é um problema de saude publica: retinol sérico e hepatico, RDR, S30DR, MRDR,
entre outros. De acordo com a intensidade da prevaléncia a VAD pode ser
classificada como leve, moderada e severa. Entretanto, a VAD também pode ser
classificada como clinica e subclinica baseado na presenca ou auséncia de sinais
clinicos da deficiéncia, que aparece na fase mais tardia da doenca. A VAD subclinica
é detectada com o uso de marcadores envolvidos no metabolismo do retinol. Nosso
objetivo foi comparar a prevaléncia de VAD subclinica em funcdo de alguns
marcadores para promover a intervalidacdo. Amostras de sangue de 2815 criancas
com idade variando de 2 a 55 meses foi coletado para analisar a concentracdo de
retinol sérico, a resposta relativa a dose (RDR), a resposta sérica de 30 dias (S30DR),
para determinar a prevaléncia da VAD, em funcdo de cada um desses marcadores.
Espécimes necropsiadas de figado de 91 criancas necropsiadas foi usado para
analisar o retinol hepatico. A prevaléncia de criancas na fase subclinica da deficiéncia
foi obtida e seus valores analisados. A prevaléncia de VAD em funcdo do retinol
sérico, do retinol hepatico, da RDR e da S30DR foi de 39,0 %, 34,1 %, 39,4 % e 56,7 %,

respectivamente. Em nosso estudo, considerando a prevaléncia de VAD, o0s
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marcadores foram intervalidados, revelando os mesmos niveis de importancia na
definicdo da VAD como problema de saude publica, devendo ser utilizados no
monitoramento para checar a efetividade dos programas de intervencdo. Entre os
marcadores analisados o retinol sérico com ponto de corte 1.05 pumol/L é sugerido

como eleito em funcéo de ser metodologicamente mais viavel.
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ABSTRACT

Vitamin A deficiency (VAD) is a currently Public Health Problem mainly in
developing countries. This represents one of the main causes of preventable
blindness in children. It is estimated that VAD alone is responsible for 2 to 3 million
of preschool deaths a year, in the world. Several biochemical markers are currently
recommended for determining whether vitamin A deficiency (VAD) is a public
health problem: seric and hepatic retinol, RDR, S30DR, MRDR, amongst others.
According to the intensity of prevalence VAD can be classified as mild moderate and
severe. However, VAD can also be classified as clinical and subclinical based on the
presence or absence of clinical signs of deficiency, that appear in the latest phase of
the disease. The subclinical VAD is detected with the use of markers involved in the
metabolism of the retinol. Our objective was to compare the prevalence of subclinical
VAD in function of the some biochemical markers to promote the intervalidation.
Samples of blood from children with age varying from 2 to 55 months, were collected
to analyse the concentration of serum retinol, the relative dose response (RDR) and
serum 30 day dose response (S30DR), to determine the prevalence VAD in function
of each one of those markers. Necropsy liver specimens from children with age
varying from 8 to 24 months was used for the analysis of the hepatic retinol. The
children’s prevalence in subclinical fase of the deficiency was obtained and its values
analyzed. The prevaléncia of VAD in function of the serum and hepatic retinol, RDR
and S30DR were 39,0%, 34,1%, 39,4% and 56,7%, respectively. In our study,

considering the prevalence of VAD, te subclinical markers were interavalidated
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revealing the same level of importance in the definition of VAD as a public health
problem it must be monitored to check the effectiveness of intervention programmes
in order to improve the vitamin A status of the population. Among the markers
analyzed the serum retinol with the cut-off 1.05 pumol/L is suggested as the elect in

function of being viable methodologically.
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1. INTRODUCAO
1.1 Consideracdes Gerais
A vitamina A (retinol) é essencial & visdo e reproducdo e regula a diferenciacdo e

crescimento de muitos tipos de células, em animais e no homem (1-3).

No citoplasma o retinol esta ligado a proteinas celulares de ligacédo de retinol (CRBP)
tipo | e 11, que pertencem a uma familia de proteina citosélica que ligam pequenas

moléculas hidrofébicas (4).

Na analise do status nutricional de uma populacdo, o retinol sérico pode ser utilizado
para se obter informacdo adequada da situacdo da mesma e, se for o caso, poder se
induzir um programa de intervencdo. Altera¢des do status nutricional, que difere da
faixa de normalidade podem ser classificadas em funcdo da intensidade,
considerando como deficiéncia leve, moderada e severa. Entretanto, podem ser
também classificadas como deficiéncia subclinica e clinica. Considerando as duas
classificagOes, existem diferentes tipos de testes que podem ser empregados para
verificagdo do status nutricional, como sinais fisicos, atividade enzimatica, excrecéo
urindria, niveis séricos de nutrientes, estoques corporais, dentre outros. Os sinais
visuais sdo os mais especificos indicadores clinicos de deficiéncia de vitamina A
(VAD). Neste contexto, ndo somente os niveis séricos de retinol estdo inadequados,
como também os estoques hepaticos ja se encontram comprometidos. Num estagio
inicial de diminuicdo da ingesta de alimentos fontes, contendo a vitamina A, ou

precursor adequado, o organismo langca mdo de seus estoques hepaticos, ndo
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refletindo, até entdo, em nenhum dano para o organismo. Nestas condicdes, 0s niveis
séricos de retinol ainda se mantém inalterados. A medida que se agrava 0 néo
fornecimento para o organismo de alimentos adequados, consequentemente 0s
estoques se reduzem de tal forma que se inicia o dano das func@es fisioldgicas,
podendo levar ao estagio maximo da hipovitaminose A, quando os sinais clinicos sao

mais evidentes. Nesta fase, niveis de retinol sérico se apresentam bastante reduzidos.

Trabalho realizado por Goetghebuer e colaboradores em 1996 (5), com criancas
apresentando desnutricdo severa calorico protéica, pode concluir que o baixo nivel
de retinol sérico esta parcialmente relacionado com os baixos niveis de sua proteina

transportadora (RBP).

Em 1996, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) ) recomendou considerar o
status de VAD de uma populac¢do, quando os niveis de retinol sérico forem abaixo de
0,70 umol/L (20 pg/dL). Para tanto considerando este ponto de corte no estudo de
uma populacdo, a VAD é classificada como deficiéncia leve, moderada e severa

guando a prevaléncia de casos forem de 2-10%, 10-20% e >20%, respectivamente.

Retinol sérico é influenciado por infecgdes febris e ndo febris, aumentando também

em funcdo da idade (da infancia para a maioridade) e quando criancas de diferentes

idades séo estudadas isto deve ser observado (7,8).
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Os ésteres de retinil da dieta sdo hidrolisados a retinol na luz intestinal e
posteriormente absorvidos pelos enterdcitos. Antes de fazer parte dos quilomicrons,
o retinol é reesterificado, vai ao figado, onde se converte a retinol novamente, forma
a qual se liga as proteinas ligadoras de retinol (RBP) 9, 10). Em adultos nutridos a
concentracao sérica de RBP ¢ de 1,9-2,4 umol/L (40-50 pg/ml). O valor para criangas
é cerca de 60% do valor para adulto. A RBP plasmatica humana é codificada por um

anico gen e é especificamente sintetizada no figado (11).

Duas proteinas citoplasmaticas ligadoras de retinol, CRBP-1 e CRBP-II foram
caracterizadas e analisadas por cristalografia de raio X, ressonancia nuclear
magnética , mutagénese e estudos de ligacbes por Li e Norris em 1996 (12),
mostrando que estas proteinas estdo envolvidas na modulacdo intracelular do

metabolismo do retinol. Napoli, 2000 estudou as fun¢bes chaves da CRBP neste

metabolismo (13).

Sabendo que o retinol circulante se encontra associado a proteina RBP, que tem uma
alta afinidade de ligacéo pelo retinol, consequentemente a razdo molar retinol/RBP é

1:1. Na deficiéncia de vitamina A (VAD), tanto o retinol sérico quanto a RBP

diminuem (14).

Diversos outros trabalhos recentemente mostraram a correlagdo entre a determinacao
de RBP e transtiretina (TTR) (15, 16). Uma microtécnica foi proposta por Craft,

utilizando um método de fluorometria para a determinacdo de RBP (17). Rosales e
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Ross em 1998 (18) analisaram a razdo molar RBP/TTR no estudo da vitamina A em
presenca de inflamacdo. Na resposta de fase aguda (APR), a RBP sérica diminui,
como acontece na VAD. Por outro lado, TTR com a qual retinol é também ligado no
plasma, diminui na APR, mas ndo é afetada na VAD. Estudos em animais e em
criancas com infecgbes graves tém mostrado uma diminuicdo da razdo molar
RBP/TTR, podendo distinguir VAD na presenca de infec¢des (18). Recentemente,
Rosales (19) estudou a relacdo retinol sérico/APR em casos de morbidade por

malaria.

A concentracdo de vitamina A hepatica pode ser estimada também em amostras de
figado de pacientes necropsiados, como meio de caracterizar o status de vitamina A
de uma populagdo Q0 e 21). O retinol hepatico € um método direto de reserva
corporal. Na prética isto tem sido dificil, apenas mais indicado cientificamente.
Entretanto, métodos indiretos que avaliam os estoques hepaticos de vitamina A tém
ocupado a atencdo e se baseiam no fato de que a RBP se acumula no figado quando o
fornecimento alimentar de retinol é diminuido. Uma vez o retinol tornando-se
disponivel a RBP é liberada na circulacdo @2). Desta forma, os métodos indiretos

auxiliam no diagnéstico da VAD.

Baseado no principio de que o aumento do fornecimento de vitamina A induz a
liberacdo de RBP hepatica € que se fundamentou o teste de resposta relativa a dose

(RDR), como também os demais que medem de forma indireta os estoques hepéticos

de retinol (23). Em 1984, Flores e colaboradores (24) propuseram o teste RDR, a partir
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da administracdo de uma dose oral de 3.15 pmol de vitamina A (3000 Ul), com coleta
de sangue antes e ap0s 5 horas da administracdo. Através de um calculo matematico,
[RDR = (T5 - T0)/T5 X 100] podemos concluir que para valores > 20 % o0s estoques
hepéticos de vitamina A sdo deficientes. Valores de 20 % estdo aproximadamente,
equivalentes a reserva hepatica de 0,07 umol/g. A RDR ¢ usada para medir o nivel
populacional e para 0 monitoramento da eficacia de programas de intervencdo Tem
como desvantagem a necessidade de duas amostras de sangue para a determinacéo.
Este trabalho trouxe como grande contribuicdo o conhecimento de que, na deplecédo
os niveis de vitamina A hepaticos diminuem continuadamente num consideravel
tempo, antes dos niveis de retinol sérico iniciarem sua diminuicdo e muito antes
ainda das modificacbes funcionais e estruturais comecarem a ocorrer. O teste RDR

tem como vantagem o estudo da VAD subclinica.

Uma modificacdo deste método, baseado na determinacdo do retinol sérico basal
seguida da administracdo oral de uma dose de 450-1000 mg de etinil éster em
solucédo oleosa e medido novamente o retinol sérico apds 5 horas de administracdo

foi proposto, em 1990 por Underwood, (22).

Tanumihardjo e colaboradores em 1990 propuseram o teste MRDR, com a
administracdo do 3,4-didehidroretinol (DHR) (ou 3,4-didehidroretinil acetato), um
metabdlito da vitamina A, e posteriormente a coleta de uma Unica amostra de sangue
(25). Este metabdlico liga-se a RBP e aparece no soro ap6s a dose teste se as reservas

hepéticas de vitamina A estiverem baixas. A dose é administrada e apos 4-6 horas
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coleta-se a amostra de sangue para a determinacéo de retinol (R) e de dehidroretinol
(DHR). A razao molar entre o dehidroretinol e retinol é calculada sendo considerada
anormal se > 0,06. Estudo recente utilizando doses padrdes gradativas de 3,4-
dehidroretinol em funcdo da idade, com obtencdo das amostras apos 4-7 horas da
administracdo foi proposto como refinamento deste teste (26). O teste MRDR
apresenta desvantagens devido aos custos elevados das drogas utilizadas e a

administracéo injetavel.

A resposta sérica de 30 dias, S30DR é um teste semelhante a RDR, com modificacao
da dose administrada, que passa a ser macica, de 200.000 Ul e da coleta da segunda

amostra de sangue que é feita entre 30-45 dias ap0és a primeira (24, 27 e 28).

Um metabdlito da vitamina A, o retinoil beta-glucoronideo RAG) por apresentar
baixa toxicidade com excelente atividade bioldgica, tem sido utilizado na terapia da
acne, com resultados semelhantes a do acido retindico (29). Em animais normais, a
administracdo oral de RAG lentamente produz acido retindico. Entretanto, em
animais com deficiéncia de vitamina A, o acido retindico aparece em altas
concentragdes no plasma. Trabalho recente de Olson, e colaboradores em 1999
demonstrou haver uma resposta proporcional entre o RAG e o grau de deficiéncia de

vitamina A (30).
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1.2 Justificativa

Os testes capazes de revelar as condi¢cBes dos estoques hepaticos de retinol vém
sendo largamente empregados na definicdo da VAD subclinica. O diagnoéstico
precoce desta deficiéncia nutricional permite a deteccéo e controle da caréncia, sendo
fundamental para minimizar o agravo a saude nos grupos de risco. Entretanto
reconhece-se sua limitada aplicabilidade, por razdes metodoldgicas e logisticas.
Deste modo a identificacdo de alternativas capazes de contornar as dificuldades

desses métodos, torna-se objeto de relevante interesse epidemioldgico..

1.3 Objetivo

Intervalidar como marcadores bioquimicos de caréncia subclinica os niveis hepéticos
e séricos de retinol, a resposta relativa a dose (RDR) e a Resposta Sérica de 30 Dias
(S30DR), de forma a permitir a eleicdo do indicador mais apropriado as condi¢cfes

logisticas.

1.4 Metodologia

1.4.1 Individuos

O estudo foi realizado a partir de banco de dados do Laboratério de Bioquimica da
Nutricéo criado a partir da avaliacdo de um total de 2815 criancas, de ambos 0s sexos
e provenientes de creches da regidao Metropolitana do Recife e cidades do interior de

Pernambuco (Vitoria de Santo Antdo, Caruaru, Vicéncia, Vicéncia - Usina
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Laranjeiras, Camaragibe). O consentimento pelo responsavel de cada crianca foi
obtido para a participacdo no estudo, com a concordancia e aprovacdo pelo Comité
de ética. Para o retinol sérico, 2815 criancas foram avaliadas, com idade variando de 2
a 55 meses; para a RDR, 1351, de 9 a 55 meses, S30DR, 1491 de 4 a 43 meses. Para a
determinacdo do retinol hepatico foram obtidos figados de 91 criancas necropsiadas,
na faixa etaria de 8 a 24 meses, através do Departamento de Anatomia Patoldgica da
Universidade Federal de Pernambuco. As amostras de necrépsias de figado
utilizadas foram obtidas com a concordancia entre este Departamento e as
InstituicOes legais responsaveis pela necrépsia (Instituto de Medicina Legal e Servico
de Verificacio de Obitos de Pernambuco) e com o consentimento do parente
responsavel antes da retirada das mesmas, conforme Procedimento Padrdo dos

Orgéos de Anatomia Patoldgica.

1.4.2 Métodos

1.4.2.1. Retinol sérico.

O retinol sérico foi medido por um sistema HPLC convencional modelo LC-85
detector ultravioleta a 340 nm, a 650-10S detector fluorescente a 335 nme 475 nm de
emissao (slit 10710 nm), todos da Perkin-Elmer (Uberlingen, Germany) (31). O ponto
de corte do retinol sérico 1.05 umol/L foi considerado como indicativo de deficiéncia
de vitamina A subclinica. A analise espectrofotométrica foi também utilizada para

um estudo comparativo entre os dois métodos empregados (32).

25



1.4.2.2. Resposta relativa a dose (RDR) e Resposta sérica de 30 dias (S30DR)

O teste de resposta relativa a dose foi utilizado para detectar a deficiéncia de
vitamina A subclinica (24 e 27). Foi administrado por via oral 3.15 pmol de vitamina
A (3000 IU) e amostras de sangue foram coletadas antes e apds 5 horas de
administracdo. O plasma foi congelado imediatamente a -20°C para a posterior

andlise do retinol. Os calculos para obtencdo do valor da RDR seguiram a seguinte

féormula:

Valores de RDR >20%, ap0s a administracdo de vitamina A foram considerados
indicativos da existéncia de deplecdo nos estoques de vitamina A hepética. No teste
S30DR foi utilizado o mesmo principio do teste da RDR, apenas variando a dose
administrada de vitamina A (200.000 IU), uma dose macica e o tempo de coleta da
segunda amostra de sangue (30 dias) para a segunda determinacado de retinol sérico,

(27). A S30DR é calculada conforme férmula abaixo.

Aszo — Ao
S3DR = - X 100
Aazo
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1.4.2.3 Medida de retinol hepético

Amostras de figado pesando cerca de 5 g foram coletadas da porc¢ao central do lobo
direito até no maximo 24 h p6s morte. Quando nédo analisada imediatamente, foram
congeladas a -20°C, condicdo esta satisfatoria a estabilidade dos niveis hepaticos de
vitamina A  (33). ApO6s homegeinizacdo o retinol foi  medido

espectrofotometricamente (20).

1.5 Resultados

Considerando o ponto de corte de retinol sérico 1,05 pmol/L, a prevaléncia de
criangas com VAD subclinica encontrada foi de 39,0 %. Utilizando o ponto de corte
0,7 umol/L este valor reduziu para 12,1 % (tabela 1). Para que uma populacéo seja
considerada com problema de saude publica, mais de 20 % de seus individuos
devem possuir um nivel sérico de retinol abaixo de 0,7 umol/L. Estes dados indicam
gue a populagdo de criangas estudada possui uma severa deficiéncia de vitamina A,
guando considerado o ponto de corte 1,05 umol/L. Este foi o ponto de corte
considerado para o estudo da intervalidacdo com os marcadores de reserva hepética
de retinol. A analise do retinol hepéatico encontrou uma prevaléncia de 34,1 % de

criancas com VAD subclinica (tabela 1).

O aumento médio na concentracdo sérica de retinol foi observado apo6s 5 horas de

administracdo de 3,15 pmol de retinil palmitato e com 30 dias, apds administracdo da
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dose macica de 200.000 Ul (tabela 2). Isto confirma a existéncia de deplecdo hepatica
de retinol, pela elevacgdo do retinol sérico em fungdo do tempo de suplementacao.

A administracdo de 3,15 pumol de retinil palmitato resultou em alteracdo da
concentracdo de retinol plasmatica. Os valores obtidos conforme metodologia
descrita por Flores e colaboradores (24) para os marcadores RDR e S30DR (27)
indicaram prevaléncias de 39,4% e 56,7%, respectivamente (tabela 3) para RDR

positiva (+RDR) e S30DR positiva (+S30DR) >20%.

A intervalidacdo entre os marcadores foi realizada através da anélise comparativa
entre a prevaléncia de criancas portadoras de VAD subclinica para cada um dos
marcadores (figura 1). Conforme pode ser observado, os percentuais foram
evidentemente maiores que os normais, com excec¢do do retinol sérico com ponto de
corte 0,7 umol/L. A populagdo de criangas estudada apresentou grau severo de
deficiéncia de vitamina A para qualquer um dos marcadores analisados. Vale a pena
salientar que a intervalidacdo do retinol sérico sé foi possivel considerando o ponto
de oorte 1,05 pymol/L. Para o ponto de corte 0,7 umol/L ndo foi possivel haver
intervalidacdo com os demais marcadores de caréncia subclinica. Estes dados
revelam a importancia de uma re-analise do ponto de corte hoje considerado pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) 0,7 umol/L como ideal para a avaliacdo do
status nutricional de uma populacdo, uma vez que este ndo é adequado na
identificacdo da VAD subclinica, isto é, na fase ideal para a intervencdo com
consequente eliminacdo dos efeitos tardios e irreversiveis da doenca, de tamanha

importancia para a saude publica.
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1.6 Discussao e Conclusao

Diversos autores continuam dando a importancia adequada aos estudos
sinalizadores de deficiéncia marginal de vitamina A em populac¢des de criancas pré-
escolares, através do uso de marcadores especificos (34-37). Entretanto reconhece-se a
limitada aplicabilidade, por razbes metodolégicas e logisticas. Deste modo, a
identificagdo de alternativas capazes de contornar as dificuldades encontradas na
aplicabilidade dos métodos, torna-se objeto de relevante interesse epidemioldgico.
Neste contexto, a intervalidacdo de marcadores é tema preponderante na viabilizacao
da escolha adequada do método em funcdo da disponibilidade de aplicacdo na
populacio a ser estudada.

Nosso estudo pretendeu definir o valor diagnéstico de varios métodos de caréncia
subclinica em creches, onde a caréncia de vitamina A endémica é alta, de forma a
permitir a identificacdo de grupos ou populagbes em risco. Os graus de importéancia
da VAD séo definidos pela (WHO) em funcéo de sua prevaléncia (6).

Em nossos resultados obtivemos prevaléncia de VAD = 20% quando da anélise do
retinol sérico e hepatico e = 30 % para o0 RDR e S30DR, enquadrando as criancas
estudadas em grau de importancia severo da doenga para todos os marcadores
analisados indistintamente. Esta analise dos dados disponiveis permite o diagnéstico
epidemioldgico dada a magnitude do problema.

O retinol sérico isolado, empregando o ponto de corte 0,7umol/L, ndo tem sido
considerado um teste de escolha para a diagnose da VAD na sua forma marginal,

necessitando o uso de multiplos marcadores existentes @2), capazes de revelar as
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condicdes dos estoques hepaticos de retinol, responsaveis pela definicdo da VAD a
nivel subclinico, permitindo o controle da caréncia, minimizando o agravo a saude
nos grupos de riscos. Porém a limitada aplicabilidade desses métodos (desvantagens)
em situacbes diferentes, devido a razBes metodoldgicas e logisticas, requer a
identificacdo de alternativas capazes de contornar tais dificuldades. Nossos
resultados, utilizando o ponto de corte 1,05pumol/L, possibilitou a intervalidacdo do
retinol sérico com a RDR, S30DR e o retinol hepatico. Comparando a prevaléncia de
criangas com VAD subclinica, para os testes de RDR, S30DR e retinol hepatico (testes
gue revelam os estoques hepaticos de retinol), pode se observar que considerando a
prevaléncia para os niveis de retinol sérico houve equivaléncia quando eleito o ponto
de corte 1,05 pumol/L. O mesmo rédo ocorreu para o ponto de corte 0,7 pmol/L.
Sendo o retinol sérico o teste de menor ou quase nenhuma desvantagem do ponto de
vista metodolégico, com a mudanca apenas na escolha do ponto de corte a ser

definido, nés sugerimos ser o teste de escolha na avaliagdo do status de VAD

subclinica de uma populagéo.

Com isso, nossos dados mostram uma alta correlacdo entre os marcadores
bioquimicos estudados quando analisados entre si, permitindo a intervalidagédo entre
eles, confirmando assim a possibilidade de direcionamento na escolha do marcador

adequado a ser empregado.
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RESUMO

O status de vitamina A (retinol) de uma populacdo pode ser medido através dos
niveis de retinol sérico e hepatico. O retinol hepético pode ser determinado por
método direto e métodos indiretos, que visam a determinacao indireta dos estoques
hepaticos de retinol. Neste Ultimo contexto os marcadores bioquimicos tém tido
papel fundamental na diagnose e esclarecimento da caréncia subclinica de vitamina
A, condicdo esta em que os sinais clinicos ainda ndo sdo evidentes. Dentre os
marcadores destacamos a Resposta relativa a dose (RDR), Resposta relativa a dose
modificada (MRDR) e Resposta sérica de 30 dias (S30DR). Esses testes se
fundamentam na inducdo da liberacdo hepética da proteina ligadora do retinol
(RBP), ap6s a suplementacdo de vitamina A ou algum metabdlito especifico da
vitamina. Empregando metodologia especifica, cada marcador apresenta vantagens
e desvantagens quanto as condi¢cOes logisticas encontradas em cada populacéo
estudada. A importancia dos marcadores bioquimicos de caréncia marginal de
vitamina A tem sido reforcada por sua grande contribuicdo na diagnose precoce da
deficiéncia, evitando o aparecimento dos sinais e sintomas clinicos caracteristicos na

maioria das vezes irreversiveis.
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Palavras-chaves: RDR, MRDR, S30DR, Status de Vitamina A.

ABSTRACT

The status of vitamin A (retinol) of a population can be measured through the levels
of seric and hepatic retinol. The hepatic retinol can be determined by direct method,
and indirect methods, that seek the indirect observation of the hepatic stocks of
retinol. In this last context the biochemical markers have a fundamental paper in the
diagnosis and classification of the marginal lack of vitamin A, condition where the
clinical signals are not still evident. Amongst the markers highlighted the relative dose
response (RDR), modified relative dose response (MRDR) and serum 30 days dose-
response (S30DR). These tests are based on the induction of the hepatic release of
retinokbinding protein (RBP), after supplemention with vitamin A or some specific
metabolities the vitamin. Using specific methodology, each marker presents
advantages and disadvantages related to the logistic conditions found in each
studied population. The importance of the biochemical markers of marginal vitamin A
deficiency has been strengthened for its great contribution in the precocious
diagnosis of the deficiency, preventing the appearance the signals and characteristic

clinical symptoms most the time irreversible.

Keywords: RDR, MRDR, S30DR, Vitamin A Status
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Introducéo

A vitamina A (retinol) é indispensavel para o desenvolvimento embrionario,
crescimento, visdo e sobrevivéncia dos vertebrados'®. O &cido retindico, um
derivado ativo da vitamina A, tem seu efeito pleiotrépico traduzido por duas familias
de receptores nucleares, o RARs e o0 RXRs, com seus respectivos isétopos alfa,
beta e gama “. No citoplasma, o retinol e o 4cido retindico estdo ligados a proteinas
celulares de ligacdo de retinol (CRBP) tipo | e Il e proteinas celulares de ligacdo do
acido retindico (CRABP tipo | e Il) que sdo altamente conservadas em mamiferos e
pertencem a uma familia de proteina citosdlica que ligam pequenas moléculas
hidrofébicas®.

Na andlise do status nutricional de uma populacgéo, o retinol sérico € utilizado
para se obter informacao adequada da situagcdo da mesma e, se for o caso, poder se
induzir um programa de intervencao. Alteracdes do status nutricional, que difere da
faixa de normalidade podem ser classificadas em funcdo da intensidade, como
deficiéncia leve, moderada e severa. Entretanto, podem ser também classificadas
como deficiéncia subclinica e clinica. Considerando as duas classificacdes, existem
diferentes tipos de testes que podem ser empregados para verificacdo do status
nutricional, como sinais fisicos, atividade enzimatica, excrecdo urinaria, niveis
séricos de nutrientes, estoques corporais, dentre outros.  Os sinais visuais sd0 0s
mais especificos indicadores clinicos de deficiéncia de vitamina A (VAD). Neste
contexto, ndo somente 0s niveis séricos de retinol estdo inadequados, como também
0s estoques hepéticos ja se encontram comprometidos. Num estagio inicial de
diminuicdo da ingesta de alimentos fontes de vitamina A, ou precursor adequado, 0

organismo lanca méo de seus estoques hepéticos, ndo refletindo, até entdo, em
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nenhum dano para o organismo. Nestas condi¢des, 0s niveis séricos de retinol ainda
se mantém inalterados. A medida que se agrava o ndo fornecimento para o
organismo de alimentos adequados, os estoques gradativamente diminuem, de tal
forma que se inicia 0 dano das funcbes fisiologicas, podendo levar ao estagio
maéaximo da hipovitaminose A, quando os sinais clinicos sdo mais evidentes. Nesta
fase, niveis de retinol sérico se apresentam bastante reduzidos.

Trabalho realizado por Goetghebuer e colaboradores, 1996° com criancas
apresentando desnutricdo severa caldrico protéica, pode concluir que o baixo nivel
de retinol sérico pode, pelo menos parcialmente, estar relacionado com os baixos
niveis de sua proteina transportadora (RBP).

Em 1996, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO)’ recomendou se
considerar o status de VAD, quando os valores de retinol sérico forem abaixo de
0,70 umol/L (20 pg/dL). Para tanto observando este ponto de corte no estudo de
uma populacdo e considerando a prevaléncia dos casos entre 210%, 10-20% e
>20%, a VAD é enquadrada como deficiéncia leve, moderada e severa,
respectivamente. Diferentes niveis de pontos de corte devem ser selecionados para
diferentes propostas. Entretanto, tais niveis sdo arbitrariamente fixados e varios
fatores complicadores devem ser considerados.

Retinol sérico é influenciado por infec¢des febris e ndo febris, como também
aumentam em funcdo da idade (da infancia para a maioridade) e quando criangas de
diferentes idades sdo estudadas isto deve ser observado®®.

O status de vitamina A em uma populacdo € estimado em funcdo de alguns
indicadores envolvidos no seu metabolismo. O primeiro procedimento analitico para
medir os niveis séricos de retinol foi proposto por Bessey and Lowry, 1946

Entretanto os niveis de retinol sérico por estarem sob controle homeostatico ndo
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refletem adequadamente seus estoques. Na fase inicial da diminuicdo do
fornecimento de retinol ocorre mobilizacdo dos estoques hepaticos com manutencao
dos niveis séricos. Posteriormente, os estoques hepaticos diminuem levando a
diminuicdo dos niveis séricos. Desta forma, o retinol sérico isolado ndo representa
um indicador preciso do status de vitamina A corporal, necessitando se avaliar
alguns indicadores de reserva corporal de retinol. Neste caso, o método direto
utilizado compreende a determinagdo da concentracdo de retinol hepética utilizando
figado de pacientes necropsiados, através do qual € possivel se caracterizar o status
de vitamina A de uma populacdo'**?. Entretanto, este método é mais indicado em
estudos cientificos. Métodos indiretos tém ocupado a atencdo®*'*. Os métodos
indiretos de avaliacdo dos estoques hepaticos de retinol se baseiam no fato de que a
proteina transportadora de retinol (RBP) se acumula no figado quando a oferta
alimentar de retinol esta diminuida. Uma vez o retinol tornando-se disponivel, a RBP

1215 pesta forma, os métodos indiretos auxiliam no

€ liberada na circulacdo
diagnostico da caréncia marginal de retinol através de marcadores bioquimicos

especificos.

METODOS INDIRETOS DE RESERVA CORPORAL
RBP — Proteina ligadora de retinol

Os ésteres de retinil da dieta sdo hidrolisados a retinol na luz intestinal e
posteriormente absorvidos pelos enterdcitos. Antes de fazer parte dos quilomicrons,
o retinol é reesterificado nos enterécitos (resintese), vai a linfa na forma de
guilomicrons, passando a corrente sanguinea e posteriormente ao figado, onde se
converte a retinol novamente, forma a qual se liga as proteinas ligadoras de retinol

(RBP)'®". Em adultos nutridos a concentracéo sérica de RBP é de 1,9-2,4 umol/L

43



(40-50 pg/ml). O valor para criancas é cerca de 60% do valor para adulto. A RBP
plasmatica humana é codificada por um Unico gen e é especificamente sintetizada

no figado*®.

CRBP e CRBPII

Duas proteinas citoplasmaticas ligadoras de retinol, CRBP-1 e CRBP-II e duas
proteinas ligadoras de é&cido retindico, CRABP-I e CRABP-II foram caracterizadas e
analisadas por cristalografia de raio X, ressonancia nuclear magnética , mutagénese
e estudos de ligacbes por Li e Norris, 1996°, mostrando que estas proteinas estéo
envolvidas na modulacédo intracelular do metabolismo do retinol. Napoli, 2000%°
estudou as funcbes chaves da CRBP neste metabolismo, observando uma
participacdo génica ativa de CRBP capaz de proteger o retinol hepatico, favorecendo

o estoque de ésteres de retinil e evitando a predisposicdo a VAD

RAZAO MOLAR RETINOL/RBP

Sabendo que o retinol circulante se encontra associado a proteina RBP, que
possui uma alta afinidade de ligacdo com o retinol, por conseguinte, a razao molar
retinol/RBP € 1:1. Na deficiéncia de vitamina A (VAD), tanto o retinol sérico quanto a
RBP diminuem?.

Diversos outros trabalhos recentemente mostraram a correlacdo entre a
determinacdo de RBP e retinol séricos®*?3. Uma microtécnica foi proposta por

Craft*, utilizando um método de fluorometria para a determinagéo de RBP.
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RAZAO MOLAR RBP/TTR

Rosales e Ross, 19982 analisaram a razdo molar RBP/transtiretina (TTR) na
VAD, em presenca de inflamac&o. Na resposta de fase aguda (APR), a RBP sérica
diminui, como acontece na VAD. Por outro lado, TTR, proteina com a qual o retinol
também se liga no plasma, diminui na APR, mas néo é afetada na VAD. Estudos em

animais e em criancas com infec¢des graves tém mostrado uma diminuicdo da razéo

molar RBP/TTR, podendo distinguir VAD na presenca de infeccdes®.

Recentemente, Rosales?® estudou esta relacédo em casos de malaria.

MARCADORES BIOQUIMICOS

A determinacédo de retinol sérico antes e/ou apos a suplementacdo em condicdes
especificas deu origem aos marcadores bioquimicos, que se baseiam no conceito de
gue o aumento do fornecimento de vitamina A induz uma liberacdo de RBP, medindo

assim, de forma indireta, os estoques hepaticos de retinol.

RDR

Em 1984, Flores e colaboradores propuseram a determinagéo do status de
vitamina A, determinando os niveis plasmaticos, antes e apos 30, 120, e 180 dias da
administracédo de uma dose oral macica (200,000 Ul) de vitamina A'*. O teste de
resposta relativa a dose (RDR) tem sido usado para medir o nivel populacional e
monitoramento da eficacia de programas de intervencao. Este trabalho trouxe como
enorme contribuicdo o conhecimento de que, na deplecdo os niveis de retinol
hepatico diminuem continuadamente num consideravel tempo, antes dos niveis de

retinol sérico iniciarem sua diminuicAo e muito antes ainda das modificacdes
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funcionais e estruturais comecarem a ocorrer. O teste RDR £m como vantagem o
estudo da VAD subclinica.

Um modificacdo deste método foi proposto, em 1990 por Underwood,
utilizando a determinacéo do retinol sérico basal seguida de uma administracéo via
oral de 450-1000 mg de retinil éster em solugédo oleosa. Posteriormente é medido
novamente o retinol sérico, 5 horas apos a administracdo. Aplicando um calculo
matematico € possivel concluir que para valores = 20 % o0s estoques hepaticos de
retinol sdo deficientes. Tem sido mostrado que valores de 20 % estao
aproximadamente equivalentes a reserva hepatica de 0,07 pmol/g. Tem como

desvantagem a necessidade de duas amostras de sangue para a determinacao.

MRDR

Tanumihardjo e colaboradores, 1990%’ propuseram que a administracéo de
3,4-didehidroretinol (DHR) (ou 3,4-didehidroretinil acetato), um metabdlito do retinol,
fosse administrado e posteriormente uma Unica amostra de sangue fosse analisada.
Este metabdlito iga-se a RBP e aparece no soro apos a dose teste se as reservas
hepaticas de retinol estiverem reduzidas. A dose é administrada e apos 4-6 horas
coleta-se a amostra de sangue para a determinacéo de retinol (R) e de dehidroretinol
(DHR). A razdo molar entre o dehidroretinol e retinol é calculada sendo considerada
anormal se > 0,06. Estudo recente utilizando doses padrbes gradativas de 3,4-
dehidroretinol em funcdo da idade, com obtencdo das amostras apds 4-7 horas da
administracao, foi proposto como refinamento deste teste?’. Suas desvantagens se

devem ao elevado custo beneficio e administracdo injetavel da droga.
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S30DR

Consiste na coleta de uma amostra de sangue para determinagcdo dos niveis
séricos de retinol, imediatamente antes (TO) da suplementa¢do com 200.000 Ul de
palmitato de retinol administrado por via oral e de uma nova coleta de sangue para a
mesma dosagem 30-45 dias apds (T1l) a referida suplementacdo. O calculo do
S30DR é feito aplicando a formula (T1 — TO/ T1) * 100. Resultados > 20 % indicam

baixas reservas de retinol hepatico*2%%°,

RAG
Um metabdlito do retinol, o retinoil beta-glucoronideo (RAG) por apresentar

baixa toxicidade com excelente atividade biolégica, tem sido utilizado na terapia da

acne, com resultados semelhantes a do &4cido retin6ico®. Em animais normais, a
administracdo oral de RAG lentamente produz &cido retindico. Entretanto, em
animais com deficiéncia de retinol, o acido retindico aparece em altas concentracdes

no plasma.

CONCLUSOES

Diversos autores continuam dando a importancia adequada aos estudos
sinalizadores de deficiéncia marginal de vitamina A em populac¢des de criancas preé-
escolares, através do uso de marcadores especificos®**. Entretanto reconhece-se a
limitada aplicabilidade em situa¢gBes de campo diferentes, por razdes metodoldgicas
e logisticas. Deste modo, a identificacdo de alternativas capazes de contornar as
dificuldades encontradas na aplicabilidade dos métodos, torna-se objeto de relevante

interesse epidemiologico. Neste contexto, a intervalidacdo de marcadores é tema
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preponderante na viabilizacdo da escolha adequada do método em funcdo da
disponibilidade de aplicacdo na populacao a ser estudada.

Nosso estudo pretendeu definir o valor diagnéstico de varios métodos de caréncia
subclinica em creches, onde a caréncia de vitamina A endémica é alta, de forma a
permitir a identificagdo de grupos ou popula¢cdes em risco. Os graus de importancia
da VAD sédo definidos pela (WHO) em funcéo de sua prevaléncia’.

Em nossos resultados obtivemos prevaléncia de VAD = 20% quando da andlise do
retinol sérico e hepatico e = 30 % para o RDR e S30DR, enquadrando as criancas
estudadas em grau de importancia severo da doenca para todos os marcadores
analisados indistintamente. Esta andlise dos dados disponiveis permite o diagndstico
epidemiologico dada a magnitude do problema.

O retinol sérico isolado, empregando o ponto de corte 0,7umol/L, ndo tem sido
considerado um teste de escolha para a diagnose da VAD na sua forma marginal,
necessitando o uso de miltiplos marcadores exstentes®!, capazes de revelar as
condicdes dos estoques hepaticos de retinol, responsaveis pela definicdo da VAD a
nivel subclinico, permitindo o controle da caréncia, minimizando o agravo a saude
nos grupos de riscos. Porém a limitada aplicabilidade desses métodos
(desvantagens) em situacdes diferentes, devido a razées metodoldgicas e logisticas,
requer a identificacéo de alternativas capazes de contornar tais dificuldades. Nossos
resultados, utilizando o ponto de corte 1,05umol/L, possibilitou a intervalidacdo do
retinol sérico com a RDR, S30DR e o retinol hepatico. Comparando a prevaléncia de
criancas com VAD subclinica, para os testes de RDR, S30DR e retinol hepético
(testes que revelam os estogues hepaticos de retinol), pode se observar que
considerando a prevaléncia para os niveis de retinol sérico houve equivaléncia

guando eleito o ponto de corte 1,05 pmol/L. O mesmo ndo ocorreu para 0 ponto de
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corte 0,7 umol/L. Sendo o retinol €rico o teste de menor ou quase nenhuma
desvantagem do ponto de vista metodoldgico, com a mudanca apenas na escolha
do ponto de corte a ser definido, nés sugerimos ser o teste de escolha na avaliacédo

do status de VAD subclinica de uma populacéao.

Com isso, nossos dados mostram uma alta correlagdo entre os marcadores
bioquimicos estudados quando analisados entre si, permitindo a intervalidacéo entre
eles, confirmando assim a possibilidade de direcionamento na escolha do marcador

adequado a ser empregado.
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» ABSTRACT

Background: The margina deficience of vitamin A is detected with the use of markers
involved in the metabolism of the retinol.

Objective: The objective was to compare the prevalence of subclinical hipovitaminose A in
function of the main biochemica markers with the objective to promote the intervalidation
among them.

Design: Samplesof blood from children with age varying from 2 to 55 months, were
collected with the objective of analyzing the concentration of serum retinol, the relative dose
response (RDR) and serum 30 day dose response (S30DR), to determine the prevalence of the
vitamin deficiency A (VAD) in function of each one of those markers. Liver of children
necropsie was used for the analysis of the hepatic retinol. The children's prevalence in the
marginal form of the deficiency was obtained and its values analyzed.

Results: The prevalence of VAD in function of the serum and hepatic retinol, RDR and
S30DR were 39,0 %, 34,1 %, 39,4 % and 56,7 %, respectively.

Conclusions: In our study, considering the prevalence of VAD, the subclinical markers

were interavalidated revealing the same level of importance in the definition of VAD asa
public health problem that has to be monitored to check the effectiveness of intervention
programmes in order to improve the vitamin A status of the population. Among the markers
analyzed the serum retinol with the cut-off 1.05 umol/L is suggested as the elect in function of
being viable methodologically.

Key Words: » Serum Retinol » Hepatic retinol « RDR ¢ S30DR ¢ biochemical markers ¢
marginal deficiency of vitamin A  Vitamin A « Intervalidation.
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» INTRODUCTION

Vitamin A deficiency (VAD) isamagor Public Health Problem in developing countries where
it represents one of the main causes of preventable blindness in children. It is considerate that
VAD aoneisresponsible for 1,3 to 2,5 million of preschool deaths a year, in the world (1).
Serum retinol is best used for populations when a frequency distribution can provide useful
information about the status of a population and about response to an intervention program
(2). According to the intensity of prevalence VAD can be classified as mild moderate and
severe. However, VAD can also be classified clinical and sub-clinical based on the presence
of clinical signs of deficiency, that appear in the latest phase of the disease (3). The
irreversible visual signs are specific for the clinical phase. In this phase, the level of serum
retinol and the hepatic stocks are depleted (4). The early diagnosis of vitamin A deficiency at
the epidemiological level allows the detection and control, being essential to minimize the
effects in the risk groups (4,5). Traditionally, clinical signs and symptoms of xerophthalmia
were used to identify VAD. However, it iswell known that in children with alow vitamin A
status, health risk and death from infections are increased, even without clinical signs (6). The
definition of VAD hence had to be widened. According to the WHO, VAD is defined as the
stage when vitamin A in tissues is depleted to a level at which health consequences occur
even in the absence of clinical xerophthamia (7) When in 1980s it became evident that
subclinical VAD was associated with a significant increase in young child mortality, this
provided the impetus for research into reliable methods for the assessment of vitamin A status
in thisfase. Subclinical vitamin A deficiency is much more wide spread, contributing to high
morbidity and mortality (8-9). The subclinical status of vitamin A is characterized by the
absence of xerophthalmia. Many technique for assessing sub-clinica vitamin A status have
been developed, such as: isotopic dilution (10), the relative dose response (RDR) (4,5,11), and
the modified relative dose response (MRDR) (12,13) serum 30 day dose response (S30DR)
(5,14,15) and each has its own strength and limitations. Considering the magnitude of the
worldwide public health problem of VAD this work intends to intervalidate some

biochemical markers of sub-clinical vitamin A deficiency (hepatic and seric retinol, RDR and
S30DR), in way to allow the election of the indicator more adapted to the conditions logistics
in different Situations.

2 SUBJECTS AND METHODS

Study population

The study was conducted in children of both sexes attending day care centers of the
Metropolitan area of Recife and cities of the country side of Pernambuco (Vitoria of Santo
Antdo, Caruaru, Vicéncia, Vicéncia- Usina Laranjeiras, Camaragibe). Informed consent was
obteainded from a responsible party for the participation of each child in the study. The study
was approveded by the ethics Committee. The number of children included in the study varied
in function of the studied marker. Serum retinol, 2815 children ranging in age from 2 to 55
months, RDR 1351, children ranging in age from 9 to 55 months, S30DR 1491 children
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ranging in age from 4 to 43 months. Necropsy liver specimens from 91 children ranging in
age from 8 to 24 months ceased of various causes were obtained from the department of
Pathological Anatomy of the Federal University of Pernambuco. The necropsy samples of
liver used in the study were obtained through an agreement between this Department and
Institutions lagally respponsible for the autopsies, where parental consent is obtained before
the withdrawal of supplies from the bodies.

Methods
M easur e of serum retinol.

Serum was frozen (-20°C) and protect from direct light exposure until anayzed. Serum
retinol was determined by a conventional HPL C system model LC-85 ultraviolet detector set
at 340 nm (16), The cut-off point of serum retinol concentration <1.05 pmol/L was considered
as indicative of margina vitamin A deficiency. The spectrophotometric analysis was also
used for a comparative study among the two methods used (17).

Relative doseresponse (RDR) and serum 30-day dose-response (S30DR)

The relative dose response test was used to detect the marginal vitamin A deficiency
according to Flores e colaboradores, 1984 (5), The RDR procedure is conducted by obtaining
afasting blood (A0), feeding orally 3.15 pmol of vitamin A (3000 IU) and obtaining a second
blood specimen after 5 h (A5). A single massive ora dose of vitamin A was given after
conducting the base-line RDR test. The RDR procedure was repeated at 30, 120 and 180 days
(4,5,15). Weight measurements were obtained at each observation and the bloods were
analyzed for vitamin A. The RDR e S30DR were calculated according to the following,
respectively.

As—Ag
(5]~ E P X 100
As
Azo—Ag
S30DR = --------------- X 100
Aszo

Anincrease in plasma retinol >20% after the administration of vitamin A indicates that liver
vitamin A stores are depleted (4).

Measure of hepatic retinol
The samples, weighing around 5 g were collected from the central portion of the right lobe
withing 24 h after death. When not analyzed immediately, they specimens were kept in sealed

containers at -20°C (18,19). Araljo and Floresin 1978, estabilished these storage conditions
as suitable, and that liver vitamin A levels are stably even at room temperature (26 °C) for at
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list 36 h (10). The liver samples were homogenized in 50 vol of 50 % glycerol in water, and
retinol was assayed spectrofotometrically in extracts of the nonsaponifiable lipids of the
homogenates (17).

» RESULTS

Considering the cut-off of serum retinol concentration <1,05 pmol/L, the marginal VAD
prevalence was 39,0%. Using the cut-off 0,7 umol/L this value was reduced to 12,1% (table
1). There is a public health problem when more than 20% of its individuals studied have a
level of serum retinol below 0,7 umol/L (7). Our data indicate that the studied population
possesses a severe VAD considering the cut-off point <1,05 pmol/L. This was the cut-off
considered for the study of intervalidation with the markers of hepatic store of retinol. The
analysis of the hepatic retinol found a prevalence of 34,1% of children with marginal VAD
(Table 1). The medium values in the concentration serum retinol was increased after 5 hours
of administration of 3,15 pumol/L of retinil palmitato and after 30 days after massive dose
(Table 2). This confirms the existence of hepatic depletion of retinol, by the magnitude of the
rise in serum retinol levelsin function of the time of suplementation. The results calculated
according Flores et a (5) for the markers RDR and S30DR indicated children with VAD
prevalence of 39,4% and 56,7%, respectively (Table 3). Positive RDR (+RDR) and positive
S30DR (+S30DR) when >20%.The intervalidation among the studied markers was
accomplished through the comparative analysis between the prevalence of children with
marginal VAD for each one of the markers (Figure 1). As can be observed, the prevalence of
VAD was considerably higher than the values adopted by WHO, except for serum retinol
with cut-off 0,7 pmol/L. The studied population of children presented severe degree of
vitamin A deficiency for anyone of the analyzed markers. It is worthwhile to point out that the
intervalidation of the serum retinol was only possible considering the cut-off 1,05 umol/L.
For the cut-off O,7umol/L it was not possible the intervalidation all the markers of marginal
VAD. These data reveal the importance of the ateration of the cut-off point 0,7 umol/L)
considered by the World Health Organization (WHO) asideal for the evaluation of the
nutricional status of a population, once thisis not capable to measure the status of a
population with marginal VAD, that is, in the ideal phase for the intervention with consequent
elimination of the late and irreversible effects of the disease, of highest importance for the
public health

» DISCUSSION

Severa authors continue giving the adequate importance to the studies of subclinical
deficiency of vitamin A in children, through the use of specific markets (20-23). However, the
limited applicability of them is recognized in different situations, for methodological and
logistical reasons. Therefore, the identification of alternatives capable to eliminate the
difficulties found in the use of the methods are object of important epidemiological studies.
According to Underwood (11) the most reliable assessment of vitamin A nutriture is likely
when a combination of methods is used to assessment the subclinical VAD. In this context,
with the intervalidation of the markers, the choice of the methods will be made in function of
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the field conditions available. Our study intended to define the diagnostic value of several
methods for evaluation of subclinical VAD in several populations where the prevaence of
VAD is high, in order to allow the identification of population groupsin risk. The WHO 1996
report recommended the cut-off value of 0.7umol/L for serum retinol consistent with the
presence of the subclinical deficiency status. It proposed the following prevalence below cut-
offs to define a public health problem and its level of importance mild (>2-10%), moderate
(>10-<20%), and severe (> 20%). For RDR and S30DR the cut-off value is 20% and the
prevalence <20% (mild), > 20-<30% (moderate) and >30% (severe) (7). In ou resultswe
obtained the prevalence of VAD > 20% using seric and hepatic retinol and prevalence of
VAD > 20 % for RDR and S30DR, including the children in severe degree of deficiency for
all the markers studied except fot the serum retinol with cut-off 0.7umol/L. The analysis of
the avail able data alows the epidemiological diagnosis given to the magnitude of the
problem. Thus, our data shows a high correlation among the biochemical markers studied
when compared to each other, allowing the intervalidation among them, confirming the
possibility choice the marker to be used according to the field conditions. Serum retinol
concentration of < 0.7 umol/L isawell recognized cut-off but 1.05 pmol/L is sometimes
proposed as an aternative (24). A serum concentration < 1.05 pmol/L has some potential
limitation. Our results obtained with the cut-off 1.05 pmol/L alow the intervalidation of
serum retinol with RDR, S30DR and hepatic retinol. Comparing the prevaence of children
with subclinical VAD using the RDR, S30DR and hepatic retinol it can be observed that
there was equivalence only when the cut-off 1.05 pmol/L was considered. The same did not
happen for the cut-off 0.7 umol/L. Serum retinol is the prefered marker for population level
assessment of VAD because many laboratories can analyze it, and is the best established
biochemical indicator of vitamin A status (24). Moreover, the single blood sample required
raises less problem than the two samples required for the RDR and S30DR. Therefore, we
suggest the serum retinol as the marker of choice with the cut-off 1.05 umol/L for the
evaluation of the status of subclinical VAD in children populations.
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TABLE 1 — Children's Prevalence with VAD in function of the levels of serum retinol
(considering cut-off 1.05 pmol/L and 0,7 pmol/L) and hepatic retinol (<30 pg/g).

TOTAL DEFICIENCY PROBLEM OF
MARKERS CHILDREN CHILDREN PUBLIC HEALTH *
n n [%0]
Seric retinol (< 1,05umol/L) 2815 1099 [39,0] SEVERE
Seric retinol (< 0,7umol/L) 2815 342 [12,1] MODERATE
Hepatic retinol (<30ug/g) 91 31 [34,1] SEVERE

* Problem of Pubic Health classified in agreement with the WHO (1996)
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TABLE 2. Effect of the oral dose of retinil palmitate in the concentration of serum retinol

(medium values), after 5 and 720 hours of suplementation.

SERUM RETINOL
TIME (umol/L)
h Mean + SD
0 1,29 + 224
5 1,68 + 18,2
720 1,78 + 17,1
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TOTAL CHILDREN PROBLEM OF
MARKERS CHILDREN DEFICIENCES PUBLIC HEALTH *
n [%0]
RDR (>20 %) 1351 363 39,4 SEVERE
S30DR (> 20 %) 1491 433 56,7 SEVERE

* Problem of Pubic Health classified in agreement with WHO (1996)

TABLE 3. — Children's Prevalence with subclinical VAD in function of +RDR and +S30DR
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PREVALENCE (%)

SERUM HEPATIC
RETINOL (< 1,05 | RETINOL (<30 | RDR (>20%) | S30DR (>20 %)
pmol/L) ug/g)
B Seqiiéncial 39,0 34,1 39,4

MARKER

Figural— Comparative analysis of the prevalence of VAD in preschool children in function
of the seric and hepatic retinol, RDR and S30DR.
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3 - CONSIDERACOES FINAIS
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Nossos resultados com Ponto de corte 1,05 umol/L, possibilitou a intervalidacéo do
retinol sérico com RDR, S30DR, e retinol hepéatico, podendo ser utilizados,
indistintamente, de forma a permitir o controle da VAD com intervencdo adequada
minimizando o agravo a saude nos grupos de risco. Na&o foi evidenciada
equivaléncia para o ponto de corte 0,7umol/L. Sendo o retinol sérico o teste de
menor ou quase nenhuma desvantagem metodologica, sugerimos ser o teste de
escolha, utilizando o ponto de corte 1,05umol/L, na definicdo do status da VAD

subclinica de uma populacéo.
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publicacéo. Trata-se de um trabalho de revisdo sobre MARCADORES
BIOQUIMICOS DE CARENCIA SUBCLINICO DE VITAMINA A. O presente estudo
foi financiado pelo Conselho de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPg e
fez parte da qualificacdo do Doutorado de Elizabeth Alves de Oliveira, apresentada e
aprovada pelo Curso de Doutorado em Nutricdo do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Ficaremos no aguardo de V. Sa. para
guaisquer informacdes adicionais e/ou retorno de nosso pleito. Agradecemos desde
Ia,

Atenciosamente,

Elizabeth Alves de Oliveira

boliver@hotlink.com.br e eao@ufpe.br

Laboratério de Bioquimica da Nutricio — CCS - Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE - Campus Universitario, s/n, Cidade Universitaria Recife —
Pernambuco Brasil — CEP 50670-420.
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