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RESUMO

SILVA, Amanda de Paula. Associacdo entre concentragdes séricas de retinol e de
hepcidina em criancgas de 6 a 59 meses de idade. Dissertacdo (Mestrado em Alimentacéo,
Nutricdo e Salde) — Instituto de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2021.

A anemia é uma das principais doencas carenciais no mundo e a deficiéncia de
vitamina A (DVA), usualmente determinada pelas concentrac@es sericas de retinol, é uma
das mais importantes deficiéncias nutricionais dos paises em desenvolvimento. Acredita-se
que a deficiéncia de ferro seja uma das principais causas de anemia, porém, esta pode ser
determinada por diversos fatores. E possivel que uma deficiéncia funcional de ferro se
desenvolva por alteragdes na sua homeostase mesmo quando as reservas de ferro estejam
adequadas. De forma sisttmica, a homeostase de ferro é controlada pelo horménio
hepcidina, que atua reduzindo a mobilizacéo tecidual e absorcéo intestinal deste mineral. A
sintese de hepcidina ¢ ativada pela inflamacdo, mas este mecanismo de ativacao foi pouco
investigado em criancas. Adicionalmente, sabe-se que DVA tem sido associada a
inflamacéo. O objetivo foi estudar a associacao da vitamina A com anemia e concentracfes
séricas de hepcidina em criangas menores de cinco anos. Estudo transversal com 312
criancas de 6 a 59 meses usuérias do Sistema Unico de Satde no Rio de Janeiro, Brasil. Foi
realizada uma regressao logistica multipla, testando anemia como desfecho, retinol e
proteina C reativa (PCR) como variaveis preditivas. A associacdo entre hepcidina e retinol
séricos, parametros hematologicos (ferritina, hemoglobina, hematdcrito, VCM, HCM e
CHCM) e indice de massa corporal/idade (IMC/I) foi analisada pelo modelo linear
generalizado (GLM) com e sem ajuste para PCR. Além disso, a andlise de regressdo
logistica foi usada para testar a anemia como desfecho e o retinol sérico como variavel
preditiva, usando a funcdo de razdo de chance. As anélises foram ajustadas para sexo,
idade, escolaridade materna e renda familiar. Foram incluidas no estudo 312 criancas.
Destas, aproximadamente 67% tinham mais de 24 meses e 52% eram do sexo masculino. A
prevaléncia de anemia foi 14,6%, a de anemia ferropriva foi 5,8%e a de deficiéncia de
vitamina A foi 9,6%. O aumento das concentracdes séricas de retinol sérico reduziu as
chances de anemia (OR = 0,13; intervalo de confianca = 0,29-0,59). Quando nédo ajustado
para PCR, no GLM, retinol foi um preditor de hepcidina sérica, juntamente com ferritina e
IMC/I (B = -3,36, 0,14, 1,02, respectivamente; p= 0,032). O retinol sérico associou-se
inversamente a PCR (§ = -0,025; p= 0,000). Indicadores socioecondmicos foram incluidos
e ndo influenciaram os niveis de hepcidina na populacdo estudada, sugerindo uma
associacao determinada por fatores bioldgicos. A associacdo observada entre os niveis de
retinol e hepcidina pode explicar porque as estratégias para controlar a anemia baseadas
apenas na suplementacgéo de ferro ttm um impacto limitado na prevaléncia geral da anemia.
Na amostra estudada, a anemia sem deficiéncia de ferro estava presente em
aproximadamente dois tercos das criangcas com anemia, 0 que poderia ser explicado pela
anemia de inflamacéo e a necessidade de melhorar a compreensao da relagdo entre vitamina
A, niveis de hepcidina e anemia em criangas. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo a
avaliar a associacdo entre retinol sérico e hepcidina em criancas de 6 a 59 meses.
Conclus6es: A associacdo entre as concentracdes séricas de retinol e hepcidina em criangas
de 6 a 59 meses parece ser dependente de inflamagdo. Tomados em conjunto, os resultados
reforcam a necessidade do desenvolvimento de novos estudos para melhor compreender a
relagdo entre a vitamina A e a anemia de inflamacao.

Palavras-chave: Retinol. Anemia. Inflamag&o. Hepcidina. Criangas.



ABSTRACT

SILVA, Amanda de Paula. Influence of vitamin A on anemia and serum hepcidin levels in
children aged 6 to 59 months. Dissertation (Master in Food, Nutrition and Health) —
Institute of Nutrition, Rio de Janeiro State University, Rio de Janeiro, 2021.

Anemia is one of the main deficiency diseases in the world and the lack of vitamin
A (VAD), usually determined by serum retinol concentrations, is one of the most important
nutritional deficiencies in developing countries. Iron deficiency is believed to be one of the
main causes of anemia, however, it can be determined by several factors. It is possible for a
functional iron deficiency to develop due to changes in your homeostasis even when the
iron stores are suitable. Systemically, iron homeostasis is controlled by the hormone
hepcidin, which acts by reducing tissue mobilization and intestinal absorption of this
mineral. Hepcidin synthesis is activated by the inflammation, but this activation mechanism
has been poorly investigated in children. Additionally, it is known that VAD has been
linked to inflammation. We aimed to evaluate the influence of serum retinol on hepcidin
levels and anemia in children. This cross-sectional study included 312 children, aged 6-59
months, from Rio de Janeiro, Brazil. Multiple logistic regression was performed using
anemia as the outcome and retinol and C-reactive protein (CRP) levels as predictive
variables. The association between hepcidin and retinol levels, hematological parameters
and body mass index (BMI) was analyzed using a generalized linear model with and
without adjustment for CRP level. Logistic regression analysis was used to test anemia as
an outcome and serum retinol level as a predictive variable using the odds ratio (OR)
function. A total of 312 children were included in the study. Of them, about 67% were
older than 24 months and 52% were male. Anemia was present in 14.6% of the children,
5.8% presented iron deficiency anemia and 9.6% had vitamin A deficiency. The increase in
serum retinol levels reduced the chances of anemia (OR = 0.13; confidence interval = 0.29—
0.59). When CRP level was not adjusted for in the multiple regression analyses, retinol
level was a predictor of serum hepcidin levels, ferritin levels, and BMl/age (p = -3.36, 0.14,
1.02, respectively; p = 0.032). Accordingly, serum retinol levels were inversely associated
with CRP levels (B = -0.025 and p = 0.000). Socioeconomic indicators were included and
did not influence hepcidin levels in the studied population, suggesting a connection
determined by biological factors. The association observed between retinol and hepcidin
levels may explain why strategies to control anemia based on iron supplementation alone
have limited impact on the overall prevalence of anemia. In the sample studied, anemia
without iron deficiency was present in approximately two-thirds of the children with
anemia, which could be explained by inflammation anemia and the need to improve the
understanding of the relationship between vitamin A, hepcidin levels, and anemia in
children. To our knowledge, this is the first study to assess the connection between serum
retinol and hepcidin in children aged 6 to 59 months. Conclusions: The association
between serum retinol and hepcidin levels in children aged 6-59 months seems to be
dependent on inflammation. Taken together, these results reinforce the need for nutritional
care and public policies to include vitamin A supplementation in anemia prevention and
treatment regimens.

Keywords: Retinol. Anemia. Inflammation. Hepcidin. Children



RESUMEN

SILVA, Amanda de Paula. Influencia de la vitamina A en la anemia y los niveles séricos de
hepcidina en nifios de 6 a 59 meses de edad. Disertacion (Maestria en Alimentacion,
Nutricion y Salud) - Instituto de Nutricion, Universidad Estatal de Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2021.

Introduccion: La anemia es una de las principales enfermedades por carencia en el
mundo y la deficiencia de vitamina A (VAD), en general, determinada por las
concentraciones sericas de retinol, es una de las deficiencias nutricionales mas importantes
de los paises en desarrollo. Se cree que la deficiencia de hierro sea una de las principales
causas de anemia, sin embargo, esta puede ser determinada por distintos factores. ES
posible que se desarrolle una deficiencia funcional de hierro debido a cambios en su
homeostasis, aunque las reservas de hierro sean adecuadas. A nivel sistémico, la
homeostasis del hierro esta controlada por la hormona hepcidina, que actta reduciendo la
movilizacién tisular y la absorcién intestinal de este mineral. La sintesis de hepcidina se
activa por inflamacion, pero este mecanismo de activacion fue poco investigado en los
nifios. Ademas, se sabe que el VAD se ha relacionado con la inflamacion. Objetivo: Esta
disertacion tuvo por objetivo evaluar la influencia de la vitamina A en los niveles séricos de
hepcidina y anemia en los nifios. Métodos: Se trata de un estudio transversal con 312 nifios
de 6 a 59 meses en Rio de Janeiro, Brasil. Fue realizada una regresion logistica maltiple,
evaluando anemia como resultado, retinol y proteina C reactiva (PCR) como variables
predictivas. La asociacion entre la hepcidina sérica y el retinol, pardmetros hematoldgicos
(ferritina, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM y CHCM e IMC se analizé mediante el
modelo lineal generalizado (GLM) con y sin ajuste por PCR. Los anélisis fueran ajustados
por sexo, edad, educacion materna e ingresos familiares. Ademas, se utilizd el analisis de
regresion logistica para evaluar la anemia como resultado y el retinol sérico como variable
predictiva, utilizando la funcion de razon de posibilidades. Resultados: Se incluyeron 312
nifios en el estudio. De estos, aproximadamente el 67% tenian mas de 24 meses y el 52%
eran del sexo masculino. La prevalencia de anemia fue del 14,6%, la anemia ferropénica
fue del 5,8% y la deficiencia de vitamina A fue del 9,6%. El aumento del retinol sérico
redujo la posibilidad de anemia (OR = 0,13; IC = [0,29-0,59]). Cuando no ajustado para
PCR, en GLM, el retinol fue un predictor de la hepcidina sérica, junto con la ferritina y el
indice de masa corporal/edad (B = -3,36, 0,14, 1,02, respectivamente; p = 0,032). El retinol
sérico se asocié inversamente con la PCR (B = -0,025; p = 0,000). Los indicadores
socioecondémicos incluidos en el estudio no influyeron en los niveles de hepcidina en los
individuos analizados, lo que indica una asociacién determinada por factores bioldgicos. Al
observar la asociacién existente entre los niveles de retinol y hepcidina podemos entender
claramente porque los métodos para controlar la anemia basados Unicamente en la
suplementacion de hierro suelen tener poco éxito en la prevalencia general de la anemia. En
la muestra estudiada, la anemia sin deficiencia de hierro estaba presente en
aproximadamente dos tercios de los nifios con anemia, lo que podria explicarse por la
anemia de la inflamacion y la necesidad de mejorar la comprension de la relacion entre la
vitamina A, los niveles de hepcidina y la anemia en los nifios. Hasta donde sabemos, este es
el primer estudio que evalUa la asociacion entre el retinol sérico y la hepcidina en nifios de
6 a 59 meses. Conclusiones: La asociacion entre el retinol sérico y la hepcidina parece
depender de la inflamacion en nifios de 6 a 59 meses de edad. En conjunto, los resultados
refuerzan la necesidad de politicas publicas y de atencion nutricional que incluyan la
vitamina A como estrategia para la prevencion y el tratamiento de la anemia.

Palabras claves: Retinol. Anemia. Inflamacion. Hepcidin. Nifios.



PRINCIPAIS ACHADOS

A proposta desse estudo surgiu em funcdo da necessidade de melhorar o
entendimento sobre a relagédo entre vitamina A e anemia em criancas.

Os programas de prevencao e combate a anemia s&o elaborados com o pressuposto
de que a anemia seja essencialmente uma doenca causada pela falta de ferro. Mas, em
muitos casos, a eficacia da prevencao da anemia possivelmente esta ligada a participacdo de
outros fatores além do ferro. No nosso estudo, observamos que 14,6% das criancas tinham
anemia, mas somente 5,8% apresentavam deficiéncia de ferro. Esta situacdo em que a
anemia estd presente, mas ndo existe deficiéncia de ferro, ocorre mais comumente na
presenca de inflamacdo. Isso porque a inflamacdo produz um horménio, chamado de
hepcidina, que diminui a absorcao intestinal e utilizacdo do ferro no organismo humano.

Em paises em desenvolvimento, como € o caso do Brasil, outra importante caréncia
nutricional é a deficiéncia de vitamina A. Sabe-se que a suplementacdo com vitamina A é
capaz de diminuir os indices de anemia e que a deficiéncia de vitamina A provoca
inflamacéo.

Por isso, investigamos a relagdo da vitamina A com a hepcidina em criangas
menores de cinco anos. Nossos achados mostram que a vitamina A estd associada as
concentragfes de hepcidina no sangue e a ocorréncia de anemia. Mas essa influéncia
depende da inflamacdo, mesmo que esta seja crbnica e de baixo grau. Encontramos que
guanto menores o0s valores de vitamina A nas criangas, maiores sao os valores de hepcidina.
E essa relagdo ocorre independentemente da influéncia das condi¢des socioeconémicas, ou
seja, parece existir uma relagdo bioldgica entre a vitamina A, hepcidina e anemia.

Além disso, os nossos resultados reforcam que os valores de hepcidina estdo
associados as reservas de ferro no organismo. Vimos também que o maiores concentracfes
de vitamina A no sangue estavam associadas a menor chance de ter anemia, ou seja, a
vitamina A pode ser considerada como um fator de protecéo contra a anemia.

Esta dissertacdo possibilita maior compreensdo da relagdo entre vitamina A e
hepcidina pois, até onde sabemos, este é o primeiro estudo a avaliar essa associacdo em
criangas. Os resultados encontrados mostram a importancia de considerar outros fatores,
como a inflamacdo e deficiéncia de vitamina A, nas propostas de prevengéo e tratamento da

anemia em criangas menores de 5 anos.
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INTRODUCAO

A anemia é uma das principais doengas carenciais no mundo e a deficiéncia de
vitamina A (DVA) é considerada uma das mais importantes deficiéncias nutricionais dos
paises em desenvolvimento. Ambas representam grandes problemas de salde publica.
Mundialmente, a anemia atingiu em 2011 cerca de 273 milhGes de criangas e a DVA,
aproximadamente 190 milhdes de criancas em idade pré-escolar (WHO, 2011, 2015). No
Brasil, o relatério preliminar do Estudo Nacional de Alimentacdo e Nutricdo Infantil
(ENANI - 2019) mostrou prevaléncia nacional de anemia de 10,0% e de 6,0% de DVA em
menores de cinco anos (UFRJ, 2020). Na cidade do Rio de Janeiro, um estudo realizado
com uma amostra probabilistica de criangas entre 6 e 59 meses de idade usuérias do
Sistema Unico de Sadde (SUS) encontrou uma prevaléncia de anemia de 13,7%, sendo
5,5% de anemia ferropriva e 13% de DVA(CASTRO et al., 2021).

Acredita-se que as principais causas de anemia sejam a deficiéncia de ferro e a
inflamacdo, sendo 0s principais grupos de risco lactentes, pré-escolares, mulheres em idade
fértil e gestantes (BRASIL, 2013a; DE OLIVEIRA et al., 2013; GANZ, 2019; WHO, 2015;
ZAVALETA; ASTETE-ROBILLIARD, 2017).A anemia ferropriva pode provocar
alteracdes funcionais no organismo, como retardo do desenvolvimento infantil,
comprometimento da imunidade celular e diminuicdo da capacidade intelectual
(HERMOSO et al, 2011; JAUREGUI-LOBERA, 2014; ZAVALETA; ASTETE-
ROBILLIARD, 2017).

A anemia ferropriva se da por diversas causas, como inadequacdo da ingestdo de
ferro, perdas aumentadas, alteracbes de absor¢do ou modificacGes da biodisponibilidade
deste mineral. E possivel que uma deficiéncia funcional de ferro se desenvolva mesmo
guando as reservas de ferro no organismo estdo adequadas, devido a alteracdes na sua
homeostase (GANZ, 2019; WHO, 2004).

A homeostase de ferro é regulada por dois mecanismos principais: intracelular e
sisttmico. De forma sistémica, o equilibrio do ferro requer uma comunicacdo entre
absorcdo, utilizacdo e estoque que € realizada através da hepcidina, um regulador negativo
da biodisponibilidade de ferro. A hepcidina é um hormdnio peptideo com papel chave na
homeostase desse mineral no organismo. Sua sintese € ativada por processos inflamatdrios
e sua acdo consiste em bloquear a absor¢do duodenal de ferro e a liberacdo de ferro do

interior de macrofagos que reciclam globulos vermelhos senescentes(LEE, 2019;
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SANGKHAE; NEMETH, 2017; WANG; BABITT, 2019). Portanto, a relagdo entre
hepcidina e inflamacdo constitui aspecto biolégico que pode contribuir para o que é
chamado de deficiéncia funcional de ferro que pode ocasionar anemia de inflamacao,
condicdo em que as reservas de ferro no organismo sdo adequadas, porém este ndo se
encontra disponivel para eritropoiese (GANZ, 2019; WHO, 2004). A obesidade é uma das
doencas inflamatdrias que parece estar ligada a essa deficiéncia funcional de ferro
(GIBSON et al., 2014).

A DVA também foi associada a processos inflamatorios (JIMENEZ et al., 2010;
KONGSBAK et al., 2006; MAHFUZ et al., 2019; QUEIROZ et al., 2013; SOMMER et al.,
1983).Estes podem causar ou ser causados por DVA(WISEMAN; BAR-EL DADON;
REIFEN, 2016). Além disso, a existéncia de relacéo entre DVA e anemia ja foi reconhecida
(FA, 1995; SEMBA; BLOEM, 2002), e sabe-se que ha impacto na reducdo da prevaléncia
de anemia ou deficiéncia de ferro causada pela suplementagdo de vitamina A (VA) (DA
CUNHA; CAMPOS HANKINS; ARRUDA, 2018; JIMENEZ et al., 2010; MWANRI et
al., 2000).

Véarios mecanismos biologicos exercidos pela vitamina A (VA) parecem explicar
essa relacdo, como o aumento no crescimento e diferenciagdo das células progenitoras
eritrocitarias  (BLOEM, 1995; CANETE et al, 2017, JIMENEZ et al., 2010),
potencializagdo da imunidade, reducdo da inflamagdo (REIFEN, 2002; STEPHENSEN,
2001), além da modulacdo da biodisponibilidade e mobilizacdo das reservas de ferro nos
tecidos (ARRUDA,; SIQUEIRA; DE VALENCIA, 2009; CITELLI et al., 2012; HAN et al.,
2018; TSUCHIYA et al., 2009), que podem ser influenciadas pela inflamagdo (DA
CUNHA; CAMPOS HANKINS; ARRUDA, 2018; GANZ, 2019; JIMENEZ et al., 2010;
MWANRI et al., 2000). No entanto, a patogénese da anemia por deficiéncia de VA nao foi
bem caracterizada e compreendida.

Estudos experimentais observaram que a VA induz a sintese de proteinas
responsaveis pelo transporte de ferro em células duodenais e que a DVA aumenta a
expressdo génica de hepcidina(ARRUDA; SIQUEIRA; DE VALENCIA, 2009; CITELLI
et al., 2012; TSUCHIYA et al., 2009) e compromete sua via de sinalizacdo (MENDES et
al., 2016). Portanto, é plausivel que a VA possa afetar a homeostase do ferro por meio da
modulacéo da hepcidina e que a DVA possa levar ao acumulo desse mineral nos tecidos.

A associacgdo entre os estados nutricionais de ferro e VA por meio da regulagdo da
sintese de hepcidina pode justificar porque as estratégias para controlar a anemia baseadas

exclusivamente na suplementacgéo de ferro tém um impacto limitado na prevaléncia geral de
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anemia, especialmente em criangas, as quais sdo mais vulneraveis a ocorréncia desse
agravo. E necessario, portanto, o aprimoramento da compreensdo da relacdo entre VA e

hepcidina em criangas.
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1 REFERENCIAL TEORICO
1.1 Anemia Ferropriva

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a anemia atingia cerca de 273
milhdes (43%) de criancas globalmente em 2011 (WHO, 2015). Ela pode ser caracterizada
como uma condicdo na qual a concentracdo sanguinea de hemoglobina é insuficiente para
atender as necessidades fisiologicas exigidas pelo organismo. Consiste em um agravo
recorrente e amplamente distribuido que afeta populacdes de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (WHO, 2004, 2015).

No Brasil, a Pesquisa Nacional de Demografia e Saude da Crianca e da Mulher de
2006 (PNDS-2006) evidenciou que a prevaléncia de anemia em criangas foi de 20,9% em
todo pais. A regido Nordeste apresentou a maior prevaléncia (25,5%) e a Norte, a menor
(10,4%). Na regido Sudeste, a prevaléncia foi de 22,6% (BRASIL, 2009). Mais
recentemente, o relatério preliminar do ENANI - 2019 mostrou prevaléncia nacional de
anemia de 10,0% em menores de cinco anos(UFRJ, 2020).

Uma revisdo sistematica com metanalise de estudos observacionais de base
populacional representativos de cidades e creches, regides ou estados do Brasil evidenciou
uma prevaléncia média ponderada pelo tamanho amostral de 40,1% (VIEIRA; FERREIRA,
2010). Um estudo realizado com uma amostra probabilistica e representativa de criangas
menores de 5 anos usuérias do SUS no municipio do Rio de Janeiro evidenciou que a
prevaléncia de anemia foi de 13,7%, sendo 5,5% de anemia ferropriva. A prevaléncia de
anemia foi maior (28,1%) nas criancas menores de 2 anos e menor (7,0%) nas criangas com
2 anos ou mais (CASTRO et al., 2021).

A anemia pode ser determinada por diversos fatores (ANDRE et al., 2018;
CARDOSO et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2013; DIANA et al., 2019; ENGLE-STONE
et al.,, 2017; PETRY et al., 2019; ZANIN et al., 2015), porém acredita-se que cerca de
metade dos casos em todo mundo esteja associada a deficiéncia de ferro que se ndo
corrigida pode levar a anemia ferropriva, consequéncia de niveis insuficientes desse
mineral no organismo, variando entre grupos populacionais e localidades (WHO, 2015). As
outras causas sdo relacionadas a inflamacdo, deficiéncias de folato, cianocobalamina ou
vitamina A, infeccOes parasitarias, doencas hereditaria, fatores sociais, entre outros
(ANDRE et al., 2018; CARDOSO et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2013; DIANA et al.,



2019; ENGLE-STONE et al., 2017; MAHFUZ et al., 2019; PETRY et al., 2019; ZANIN et
al., 2015).

As necessidades de ferro aumentam durante o crescimento, em especial entre
menores de 5 anos de idade e na adolescéncia. Durante a gravidez, aumentam as
necessidades de ferro em decorréncia da eritropoiese materna e fetal e do crescimento fetal.
Portanto, ao considerar esses fatores, ndo surpreende queas criangas, as gestantes e as
mulheres em idade fértil estejam entre os grupos mais vulneraveis para a ocorréncia desse
agravo. No mundo, essa condicao é considerada a caréncia nutricional de maior magnitude
e tem destaque pela prevaléncia elevada em todos os segmentos sociais. Em virtude das
altas prevaléncias e da estreita relacio com o desenvolvimento das criancas, esta €
considerada um grave problema de saude publica (BRASIL, 2013a; WHO, 2015).

A deficiéncia de ferro pode ser dividida em trés estagios de desenvolvimento no
organismo. O primeiro estagio consiste na deplecdo das reservas desse mineral, que pode
ser avaliada pela diminuicdo da ferritina sérica, porém sem comprometimento do ferro
funcional e dos niveis séricos de ferro. Caso ndo haja intervencdo, ocorre queda nas
concentracdes de ferro sérico e observam-se mudancas no perfil bioquimico: reducdo na
saturacdo da transferrina, enquanto seus receptores na circulacdo e superficie das células
aumentam, ou seja, ha um aumento da capacidade de ligacdo do ferro. O estagio final da
caréncia de ferro, conhecido como anemia ferropriva, expressa-se pela diminuicdo na
sintese de hemoglobina e tem implicacdes agudas e cronicas para salide (OZDEMIR, 2015;
ZAVALETA; ASTETE-ROBILLIARD, 2017).

A concentracdo de ferritina é considerada um bom marcador de reservas de ferro e o
melhor indicador de resposta a uma intervengdo com suplementacao de ferro. Por isso, esta
deve ser usada, juntamente com as dosagens de hemoglobina, para avaliar a deficiéncia de
ferro em individuos aparentemente saudaveis. Para caracterizacdo de anemia ferropriva,
utilizam-se os seguintes parametros: hemoglobina menor que 11mg/dL e ferritina menor
que 12upg/L. Porém, em individuos com infeccdo ou inflamacgdo, uma concentracdo de
ferritina abaixo de 30 pg/L em criangas pode ser usada para indicar deficiéncia de
ferro(WHO, 2020). Em estudos populacionais, também é importante ajustar os marcadores
do metabolismo do ferro, considerando a inflamacédo, para avaliar a deficiéncia desse
mineral (MEI et al., 2017; NAMASTE et al., 2017a, 2017b; SUCHDEV et al., 2017; WHO,
2020).Uma dessas abordagens consiste em excluir os individuos com proteina C reativa
(PCR) acima de 5 mg/Lou utilizar o ponto de corte da ferritina de 30 ug/L(WHO, 2020).
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As consequéncias da anemia ferropriva para a satde de criangas incluem alteraces
da pele e das mucosas, cansaco e fadiga(GLOVER; JACOBS, 1972), comprometimento da
imunidade celular e atraso do desenvolvimento psicomotor e cognitivo (BRASIL, 2013a).
Com isso, ha uma diminuicdo da capacidade de aprendizado, com significativa reducdo da
qualidade de vida. Ha uma estreita relacdo dessa condicdo com o desenvolvimento
cognitivo e intelectual na infancia, podendo ocasionar baixo rendimento escolar em idades
posteriores (JAUREGUI-LOBERA, 2014; ZAVALETA; ASTETE-ROBILLIARD, 2017).

Sabe-se que a deficiéncia de ferro se da por diversas causas, como inadequacéo da
ingestdo deste mineral, perdas aumentadas ou modificagdes de sua biodisponibilidade
(WHO, 2004). Diferentes estratégias tém sido adotadas no Brasil para prevenc¢do e controle
da deficiéncia de ferro e da anemia ferropriva, como a fortificacdo obrigatéria das farinhas
de trigo e milho e a suplementacdo profilatica para grupos de risco. Porém, a anemia
continua sendo um problema de saude publica em todas as regides do pais(BRASIL, 2009,
2013a; VIEIRA; FERREIRA, 2010).Mais recentemente, o relatorio preliminar do ENANI —
2019 mostrou uma prevaléncia nacional de 10,0% de anemia em criancas menores de cinco
anos (UFRJ, 2020).Além disso, é possivel que uma deficiéncia funcional de ferro se
desenvolva mesmo quando as reservas de ferro no organismo estdo adequadas(WHO,
2004). Tal deficiéncia funcional pode ter influéncia de outros fatores que ndo sdo

considerados na formulagéo das estratégias para o enfrentamento da anemia.

1.2 Metabolismo do ferro

O ferro é um dos varios metais essenciais para o0 organismo. Possui grande
habilidade em aceitar e doar elétrons, o que o torna imprescindivel para diversas reaces
bioldgicas, sendo vital para a homeostase celular. Mostra-se como um componente
essencial na sintese da molécula de mioglobina,para a formacao de diversas proteinas, para
0 transporte de oxigénio, para a sintese de DNA (&cido desoxirribonucleico) e para o
metabolismo energético. E, portanto, imprescindivel para a fisiologia humana, sendo obtido
através da alimentacdo (ANDREWS; GANZ, 2019; GROTTO, 2010; WANG; BABITT,
2019).

O papel principal do ferro na biologia de mamiferos é ligar-se ao oxigénio na

hemoglobina e na mioglobina e catalisar a transferéncia enzimatica de elétrons por enzimas
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ndo-dependentes, incluindo citocromos, peroxidases, ribonucleotideosredutases e catalases.
As mesmas propriedades que tornam o ferro Util para essas fung¢fes também podem levar a
toxicidade, pelo fato de participar da geracdo de radicais livres, incluindo o ion superdxido.
Portanto, sua propriedade quimica que envolve reac6es de oxirreducdo é fundamental para
0 organismo humano e o balango das quantidades de ferro deve ser cuidadosamente
regulado a fim de se evitarem os efeitos prejudiciais tanto da deficiéncia quanto da
sobrecarga deste nutriente (ANDREWS; GANZ, 2019; GROTTO, 2010; WANG;
BABITT, 2019).

O metabolismo do ferro é complexo e envolve diversas etapas desde sua ingestdo
até sua excrecao. O ferro € um ion carregado que ndo pode se difundir livremente através
das membranas celulares. Muitas moléculas, como diferentes proteinas, foram identificadas
desempenhando papel essencial nesse processo homeostatico, tais como ferritina,
transferrina, proteinas reguladoras de ferro, hepcidina e matriptase. Outras proteinas como
hemoglobina e muitas enzimas precisam de ferro para suas funcdes, sendo, portanto, 0s
produtos finais do metabolismo do ferro (ANDREWS; GANZ, 2019; GROTTO, 2010;
WALDVOGEL-ABRAMOWSKI et al., 2014; WANG; BABITT, 2019).

Uma quantidade de aproximadamente 1-2 mg de ferro sdo absorvidos pelo intestino
e cerca de 25 mg sdo necessarios diariamente para a produgdo de hemoglobina nos
eritrécitos em amadurecimento.Com isso, sabe-se que a maior parte do ferro utilizada em
nosso organismo provém da reciclagem realizada por macrofagos residentes no baco, 0s
quais fagocitam hemaécias senescentes e recuperam o ferro, conforme ja mencionado. A
homeostase de ferro é regulada por dois mecanismos principais: intracelular e sistémico. O
mecanismo sistémico de controle da homeostase de ferro é regulado pela hepcidina,
conforme pode ser observado na Figura 1 (ANDREWS; GANZ, 2019; CHASTON et al.,
2008; DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2015; GROTTO, 2010; WALDVOGEL-
ABRAMOWSKI et al., 2014; WANG; BABITT, 2019).
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Figura 1: Acéo da hepcidina no metabolismo do ferro.
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Fonte: Adaptado de CARDOSO (2018)

A hepcidina é o horménio-chave na regulacdo dos niveis de ferro e sabidamente
funciona como um regulador negativo do metabolismo do ferro com objetivo de manter a
homeostase desse mineral no organismo. Sua acdo consiste em bloquear a absorcdo
duodenal de ferro e sua reciclagem em macrofagos reticuloendoteliais residentes no baco e
no figado. Portanto, a sua producdo precisa ser devidamente controlada (CANALI et al.,
2017; CHASTON et al., 2008; CLARK et al., 2011; LAFTAH et al., 2004; LEE, 2019;
MASTROGIANNAKI et al., 2009; NICOLAS et al., 2002; RIVERA et al., 2005; YAMAJI
etal., 2004).

A deficiéncia de ferro pode ser causada por ingestdo inadequada do mineral, perda
excessiva de sangue ou utilizacdo excessiva. O aporte inadequado de ferro pode resultar de
uma dieta com baixa quantidade de ferro ou baixa qualidade (biodisponibilidade). Mas, €
necessario considerar que fatores como disturbios intestinais e inflamacdo podem
prejudicar a absorcdo de ferro nos individuos (WHO, 2020). S&o conhecidos pelo menos
quatro mecanismos reguladores da absorcdo intestinal de ferro: estoque, demanda
eritropoiética, hipdxia e inflamagdo (GROTTO, 2010; SANGKHAE; NEMETH, 2017;
WANG; BABITT, 2019). E provavel que a hepcidina seja o fator comum a esses quatro
reguladores. Assim, o equilibrio do ferro requer uma comunicacdo entre absorgéo,
utilizacdo e armazenamento; comunicacéo feita pela hepcidina (ANDREWS; GANZ, 2019;
GROTTO, 2010; WANG; BABITT, 2016). A taxa de fluxo de ferro através deste sistema
de transporte € dependente da expressdo da ferroportina na membrana basolateral dos
enterocitos e macrofagos reticuloendoteliais, residentes no baco (LAFTAH et al., 2004;
SANGKHAE; NEMETH, 2017).

A interacdo hepcidina-ferroportina desempenha uma funcgéo central na regulagdo da

quantidade e distribuicdo de ferro por todo o corpo. A ferroportina é altamente expressa em



enterdcitos e macréfagos duodenais (DONOVAN et al., 2000). Ao ligar-se a ferroportina, a
hepcidina promove sua fosforilagéo, internalizagéo e degradacao lisossomica (NEMETH et
al., 2004a). Consequentemente, quando a concentracdo de hepcidina circulante esta
elevada, a absorcao e reciclagem de ferro séo inibidos. Nos enterdcitos, ha um bloqueio na
absorcdo do ferro, pois este fica impossibilitado de se ligar a ferroportina e seguir do
interior do enterdcito para o plasma. O mesmo ocorre nos macrofagos reticuloendoteliais
que reciclam o ferro, promovendo seu acumulo no interior da célula. Com isso, através da
sua interacdo com a ferroportina, a hepcidina reduz a biodisponibilidade do ferro, tornando-
o indisponivel para hematopoiese (BABITT et al., 2007; CANONNE-HERGAUX et al.,
2006; CHASTON et al., 2008; DELABY et al., 2005; LAFTAH et al., 2004; LEE, 2019;
MASTROGIANNAKI et al., 2009; RIVERA et al., 2005; THEURL et al., 2008).Ha,
portanto, um papel importante da hepcidina na determinacdo da eficiéncia geral da

absorcao e utilizagéo de ferro.

1.3 Inflamacéo e metabolismo do ferro

Sabidamente, muitos micro-organismos requerem ferro devido ao seu envolvimento
em processos celulares basicos. Dada a associacdo do ferro e sua potencial utilizacdo por
micro-organismos na infeccdo, € importante reduzir a biodisponibilidade do ferro
extracelular a fim de impedir a utilizacdo por patégenos. A descoberta do eixo hepcidina-
ferroportina fornece evidéncias confirmatérias do papel protetor da hepcidina como uma
resposta de retencdo de ferro (BABITT et al., 2007; CANONNE-HERGAUX et al., 2006;
CHASTON et al., 2008; DELABY et al., 2005; LAFTAH et al., 2004; LEE, 2019;
MASTROGIANNAKI et al., 2009; RIVERA et al., 2005; THEURL et al., 2008).

Durante a inflamacéo, citocinas pro-inflamatorias, principalmente interleucina-6,
estimulam um aumento da expressdao da hepcidina circulante (CANALI et al., 2017;
NEMETH et al., 2003, 2004b; WRIGHTING; ANDREWS, 2006; ZHANG; ROVIN,
2010). Porém, é importante ressaltar que a hepcidina também € elevada diretamente pela
resposta imune inata (ARMITAGE et al., 2011) e é, portanto, aumentada em uma variedade
de inflamagdes.

O impulso fisioldgico para reducdo da biodisponibilidade do ferro com o aumento

da expressdo da hepcidina na inflamacdo pode contribuir para o que é chamado de
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deficiéncia funcional de ferro, que pode causar a anemia de inflamagé&o, situagcdo/condicéo
em que os estoques de ferro no organismo sdo adequados, porém este ndo se encontra
disponivel para eritropoiese(WHO, 2004). Fato evidenciado quando, mesmo apods a
suplementacdo de ferro, ndo se observa impacto efetivo na correcdo do estado de anemia
em pacientes que apresentam elevagéo da PCR (IQBAL et al., 2015).

A utilizacdo da hepcidina como indicador util da deficiéncia de ferro em adultos e
criancas foi proposta levando-se em consideracdo a importancia da hepcidina como
regulador negativo da biodisponibilidade do ferro e, também, que seus niveis séricos se
mostram significativamente associados ao estado de ferro no organismo. A hepcidina pode
ser considerada como uma ferramenta promissora em testes de diagnéstico para o estado
nutricional de ferro porque tem o potencial de diferenciar a anemia por deficiéncia de ferro
ou anemia da inflamacé&o e informar sobre a capacidade de responder a suplementacéo oral
de ferro (BAH et al., 2017; CHOI et al., 2012; GIRELLI; NEMETH; SWINKELS, 2016;
PASRICHA et al., 2014).

A inflamacdo mostra-se como aspecto bioldgico capaz de impulsionar o
desenvolvimento da anemia por meio da hepcidina e pode ser um fator que contribui para a
falta de resposta a suplementacdo de ferro em alguns casos. Portanto, estratégias para
controlar a anemia com base exclusivamente na suplementacdo de ferro provavelmente

terdo um impacto limitado na resolucéo desse agravo.

1.4 Vitamina A: deficiéncia e metabolismo

A vitamina A é uma vitamina lipossoltvel que desempenha um papel fundamental
na visdo, crescimento, diferenciacdo celular, desenvolvimento embrionario e fetal,
imunidade e preservacdo de pele e mucosas. Trata-se de um termo generico que se refere a
diferentes compostos que apresentam diversas atividades metabodlicas, como o alcool,
aldeido e o acido, presentes, respectivamente, nas estruturas do retinol, retinaldeido e acido
retindico (CONAWAY; HENNING; LERNER, 2013; VIDAILHET et al., 2017).

A vitamina A desempenha suas fungdes principalmente através do acido retinoico,
que é sua principal forma ativa, cujos efeitos sdo mediados pelos receptores do &cido
retingico e pelos receptores retindide X. S&o fatores de transcricdo que atuam na regulacao

de centenas de genes envolvidos em muitos processos, por exemplo, crescimento,
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multiplicacdo e diferenciacdo celular, imunidade, hematopoiese e homeostase tecidual
(CONAWAY; HENNING; LERNER, 2013; VIDAILHET et al., 2017).

As formas ativas dessa vitamina sdo encontradas em tecidos animais e suas
concentracdes sdo maiores no figado, seu principal érgdo de armazenamento. Nos vegetais,
encontram-se os carotenoides, que, ao serem metabolizados no organismo, podem produzir
retinoides, porém, apenas 50 dos 600 tipos de carotenoides encontrados possuem atividade
de pré-vitamina A expressiva, sendo o de maior atividade pro-vitaminica o 3-caroteno(DE
BRITO NOGUEIRA, 2019; VIDAILHET et al., 2017).

A DVA ocorre quando a reserva de VA no organismo estd baixa. Para essa
avaliacdo, utiliza-se um ponto de corte para a concentracdo sérica de retinol (<0,70 pumol/L)
(BRASIL, 2013b; WHO, 2011). E considerada uma das mais importantes deficiéncias
nutricionais dos paises em desenvolvimento, sendo a principal causa de cegueira evitavel.
Esta pode ser considerada um problema de saude publica de facil preven¢do(WHO, 2011).
No entanto, sabe-se que a caréncia subclinica, sem sinais como xeroftalmia e
ceratomalacia, pode contribuir para a morbidade e mortalidade em criancas e recém-
nascidos, devido a quadros de imunodeficiéncia de origem exclusivamente nutricional
(BRASIL, 2013b; QUEIROZ et al., 2013).

Em nivel mundial, a DVA afetou em 2011 proximadamente 19 milhdes de mulheres
gravidas e 190 milh&es de criangas em idade pré-escolar(WHO, 2011). No Brasil, a PNDS-
2006 evidenciou que 17,4% das criancas apresentavam DVA. As maiores prevaléncias
foram no Sudeste (21,6%) e Nordeste (19%), porém o problema se estende para todas as
regides do pais (BRASIL, 2009). Mais recentemente, o relatorio preliminar do ENANI —
2019 mostrou uma prevaléncia nacional de 6,0% de DVA em menores de cinco anos
(UFRJ, 2020).Um estudo realizado com uma amostra probabilistica e representativa de
criancas menores de 5 anos usuarias do SUS no municipio do Rio de Janeiro evidenciou
que a prevaléncia de DVA de 13% (CASTRO et al., 2021).

Assim como a anemia, a DVA também pode estar associada a processos
inflamatorios. Essa associacdo foi demonstrada inicialmente pelo aumento da frequéncia de
infeccOes em ratos com DVA (GREEN; MELLANBY, 1930). Posteriormente, diferentes
estudos mostraram a associagdo entre niveis de retinol ou sinais clinicos de sua deficiéncia
e prevaléncia de infecgdes subclinicas, inflamacdo aguda, diarreia, doencas respiratorias,
parasitoses e mortalidade em criangas (KONGSBAK et al., 2006; MAHFUZ et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2016; QUEIROZ et al., 2013; SOMMER et al., 1983).
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A DVA compromete o sistema imunologico (KUVIBIDILA et al., 2018),
diminuindo a resisténcia a doencas e infec¢bes e podendo levar levando a morte (MASON
et al., 2001). E, ainda, considerando a associacdo significativa entre inflamacdo e DVA,
evidéncias sugerem a necessidade de ajuste para inflamacdo ao estimar a sua prevaléncia,
pois esta se mostra significativamente associada com a reducdo dos niveis de retinol
plasméatico (LARSON et al., 2017, 2018). Acredita-se que a inflamacdo possa reduzir as
concentracdes de retinol plasmatico devido a diminuicdo nas proteinas de transporte do
retinol ap6s 24 horas do inicio do quadro infeccioso (LARSON et al., 2018). Além da
relacdo dos niveis séricos de retinol e processos inflamatorios, a relacdo com a deficiéncia

de ferro também vem sendo estudada, conforme descrito a seguir.

1.5 Relacéo entre deficiéncia de vitamina A e ferro

A associacdo entre DVA e anemia ou deficiéncia de ferro ja estd bem
documentada(CHEN et al., 2009; GONDIM et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016; PETRY
et al.,, 2019; SARAIVA et al., 2014; ZANIN et al., 2015). O retinol sérico apresentou
associacao direta com niveis de hemoglobina, hematdcrito, saturacdo de transferrina e
niveis de ferro (CHEN et al., 2009; DIANA et al., 2019; MARIATH et al., 2010; SILVA et
al., 2008). E, ainda, a reducédo na prevaléncia de anemia e/ou melhora do quadro de anemia
ap6s a suplementacdo de vitamina A também foram observadas (AHMED; KHAN;
JACKSON, 2001; DA CUNHA; CAMPOS HANKINS; ARRUDA, 2018; JIMENEZ et al.,
2010; MWANRI et al., 2000). Tais estudos evidenciam uma relacdo entre vitamina A e
ferro.

H& uma relacéo inversa entre as reservas de vitamina A e ferro no figado(STAAB et
al., 1984). A partir desta informacdo, foi sugerido que o estado nutricional alterado de
vitamina A ndo interferia diretamente no processo absortivo do ferro, mas, sim, na
mobilizacdo do mineral armazenado em nivel hepéatico e no aumento da utilizacdo na
eritropoiese (BLOEM et al., 1990). No entanto, a base do mecanismo da influéncia do
retinol no metabolismo do ferro ainda ndo era conhecida.

Acreditava-se que a ligacdo entre ferro e vitamina A devia-se exclusivamente ao
fato de ambos serem transportados por proteinas de fase aguda negativa, transferrina e

proteina ligadora de retinol (RBP), as quais tém sua sintese reprimida na presenca de
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infeccdo. Assim, com baixas concentraces de retinol, a infecgdo seria mais facilmente
instalada e haveria acimulo de ferro no figado, causando anemia (BLOEM, 1995;
THURNHAM, 1993). A chave dessa hipdtese apresentada estava no fato de a vitamina A
apresentar propriedades imunoldgicas (GREEN; MELLANBY, 1930; KUVIBIDILA et al.,
2018).

Estudos em animais e culturas celulares foram realizados com objetivo de explorar
essa relacdo, encontrando diferentes mecanismos que sugerem a modulacdo da homeostase
do ferro pelo retinol. Citam-se alguns desses mecanismos de acdo da vitamina A: papel na
regulacéo da liberagdo de ferro do figado (MEJIA; HODGES; RUCKER, 1979; STAAB et
al., 1984); regulacdo da proteina reguladora de ferro-2 afetando, as expressdes génicas de
ferritina e transferrina (JIANG et al., 2012); estimulo da producéo de eritropoietina através
da regulacdo de um elemento de resposta da regido promotora do gene da eritropoietina
(ZIMMERMANN et al., 2006); regulacdo da expressao de genes hepéaticos (MCCLINTICK
et al., 2006). No que se refere aos genes hepaticos, destaca-se uma relagdo com os fatores
que ativam a transcricdo de hepcidina (ARRUDA; SIQUEIRA; DE VALENCIA, 2009;
CITELLI et al., 2012; HAN et al., 2018; TSUCHIYA et al., 2009) e o comprometimento da
sua via de sinalizacdo (MENDES et al., 2016).

A regulacéo positiva da expressdo da hepcidina promovida pela alteracdo no estado

nutricional de vitamina A pode afetar diretamente a homeostase do ferro com tendéncia de
acimulo desse mineral no figado. A DVA, portanto, tem como consequéncia o
aprisionamento do ferro no interior de macréfagos que reciclam glébulos vermelhos
senescentes, tornando-o indisponivel para a eritropoiese e, consequentemente, para a
sintese de hemoglobina(ARRUDA; SIQUEIRA; DE VALENCIA, 2009; CITELLI et al.,
2012; MENDES et al., 2016; TSUCHIYA et al., 2009).
Considerando a importancia da hepcidina como regulador negativo da biodisponibilidade
do ferro, destaca-se a relevancia em se compreender se a relagcdo entre vitamina A e
metabolismo de ferro, observada em modelos experimentais (CITELLI et al., 2012),
também ocorre em criancas.

Atualmente ndo existem evidéncias que vinculem o estado nutricional de vitamina
A aos niveis circulantes de hepcidina em criangas. Poréem, um estudo realizado com idosos
encontrou niveis séricos de hepcidina significativamente maiores no grupo com DVA
comparados com aqueles que apresentavam retinol sérico normal. Os niveis de retinol
foram inversamente associados as concentragdes de hepcidina, apds o ajuste para a
condico inflamatoria (DE LA CRUZ-GONGORA et al., 2019).
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A associacdo entre ferro e vitamina A, através da regulacdo da expressdo da
hepcidina, pode justificar, a0 menos em parte, porque a suplementacéo e a fortificagéo de
ferro como medidas de prevencdo e controle do quadro de anemia tém impactado
positivamente a salde das criancas, no entanto, isoladamente, ndo tém conseguido

solucionar o problema de satde publica da anemia.



2 JUSTIFICATIVA

O controle e a prevencdo de anemia tém destaque nas agendas das politicas publicas
de salde e nutrigdo, principalmente para grupos onde a ocorréncia dessa condi¢éo é critica,
como as criangas, que s8o mais vulneraveis. Isso porque a anemia gera impacto para a
salde e para o crescimento e o desenvolvimento adequados na infancia.

Considerando a elevada prevaléncia de anemia, observa-se que, até o presente
momento, as intervencbes para tratamento e prevencdo ndo tém sido suficientes para
reverter plenamente seus agravos e quadros epidemiol6gicos. Um dos possiveis motivos
para essa aparente limitacdo em reduzir a prevaléncia de anemia é que muitos programas e
suas intervencgdes sdo elaborados com o pressuposto apenas de corrigir o aporte de ferro.
Isso significa que o papel de outras causas pode ter sido subestimado.

Sugere-se que, em muitos casos, a eficacia do tratamento da anemia esteja ligada a
participacdo complexa de outros fatores que contribuem para o surgimento desse quadro. E
possivel que uma deficiéncia funcional de ferro se desenvolva mesmo quando as reservas
de ferro apresentam niveis adequados. Isso ocorre mais comumente na presenca de
inflamacdo pela acdo da hepcidina, marcador do metabolismo do ferro que reduz sua
biodisponibilidade.

A deficiéncia de outros nutrientes, como a vitamina A, também pode estar associada
ao desenvolvimento da anemia. Estudos com animais e com a populacdo idosa
evidenciaram uma associagdo inversa entre os niveis de retinol e de hepcidina. Com isso,
observa-se que a relacédo entre retinol e hepcidina precisa ser elucidada a fim de melhorar o
entendimento da relagdo entre vitamina A e hepcidina ou anemia em criancas.

O presente estudo tem como objetivo estudar a associa¢do da vitamina A com
anemia e concentracdes séricas de hepcidina em criangas menores de cinco anos. E
sugerido como hipotese que o DVA seja preditivo de anemia devido a sua influéncia na
hepcidina. Os resultados deste estudo podem contribuir com estratégias de prevencao e

tratamento da anemia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacdo do retinol sérico com niveis de hepcidina e com anemia em

criancas de 6 a 59 meses.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar se as concentracdes de retinol sérico modificam as chances de ocorréncia de
anemia.

Avaliar a influéncia das concentragdes de retinol sérico na inflamacéo.

Avaliar a influéncia das concentracdes de retinol sérico sobre as concentracdes
séricas de hepcidina.

Verificar a influéncia dos indicadores socioecondmicos na associacdo entre as

concentracdes séricas de retinol e hepcidina.
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4 METODOS

O presente estudo € um desdobramento do estudo “Anemia e deficiéncia de
vitamina A em pré-escolares: magnitude em uma grande metropole e validacdo de méetodos
diagnosticos”, fruto da parceria entre a Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), a
Prefeitura da Cidade do Rio de Janeiro, a Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
(UNIRIO), a Escola Nacional de Saude Publica e o Instituto Nacional de Cancer.

Frente a adogdo, em 2005, pelo Ministério da Saude, da suplementacdo profilatica
universal com megadoses de vitamina A para criangas menores de cinco anos em realidades
em que a deficiéncia deste nutriente ndo era reconhecida como endémica, o objetivo desse
estudo maior foi avaliar o estado nutricional de criancas usuarias do SUS do municipio do
Rio de Janeiro a fim de examinar a pertinéncia da implementacdo desta acdo profilatica.
Foram selecionadas criancas de 6 a 59 meses, sendo excluidas do estudo se aquelas que
apresentaram doencas infecciosas agudas que poderiam interferir no diagndstico de anemia
ou DVA, como pneumonia e otite, entre outras, além de anemia falciforme e hepatopatias
(CARNEIRO et al., 2020; PEREIRA et al., 2020).

4.1 Desenho do estudo, populacéo de estudo e amostragem

Estudo transversal que foi realizado com uma subamostra de criangas de 6 a 59
meses de idade assistidas nas Unidades Bésicas de Saude (UBS) do SUS no municipio do
Rio de Janeiro, oriundas do estudo maior citado anteriormente.

O célculo do tamanho amostral foi realizado no programa Stata® v.10. Levaram-se
em consideracdo valores de correlacdo entre concentracdes de retinol e hepcidina como
variaveis continuas com os seguintes parametros: R1 (auséncia de relagdo) de 0.00, R2
(valor observado na literatura) 0.40(DE LA CRUZ-GONGORA et al., 2019), precisio
absoluta do estudo de 0.10 e nivel de confianca de 95%. Aplicando-se esses parametros,
chegou-se a um total de 62 criancas(BUJANG; BAHARUM, 2016). O banco de dados

utilizado dispde, para 312 criangas, das varidveis de interesse para o presente estudo.
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4.2 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada de julho a dezembro de 2014, gerando o banco de
dados que foi utilizado pelo presente estudo.

Foi realizada entrevista com a mae ou responsavel para preenchimento do
questionario contendo perguntas sobre caracterizacdo sociodemogréafica. Foram coletadas
as medidas antropométricas da crianca (massa corporal em balanca portatil Tanita® e
comprimento (menores de dois anos com antropdmetro Sanny®) ou estatura (dois ou mais
anos de idadecom antropometroAlturexata®). A avaliacdo do estado nutricional foi
realizada utilizando-se o escore z das curvas de referéncias a OMS: peso para idade (P/1),
altura para idade (E/I) e indice de massa corporal para idade (IMC/I) foram calculados
usando os dados de referéncia de crescimento (WHO, 2009).

A coleta das amostras de sangue por pun¢do venosa foi realizada por técnicos em
Patologia Clinica treinados pela coordenacdo do projeto e com experiéncia em coleta de
sangue de criancas. Apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em dois tubos: um
com gel separador para analise do retinol e outro com acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA - do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid) para analise da hemoglobina.

Com o objetivo de separar o soro do plasma, ap6s 20 minutos da coleta, os tubos
com gel separador foram centrifugados por 10 minutos em centrifuga portatil da marca
Centribio, modelo 80-2B, velocidade de 4000 RPM, sendo, em seguida, armazenados em
estante para tubos, na posicdo vertical. Estes mesmos tubos foram envolvidos em papel
aluminio para evitar exposicdo a luz e mantidos a 4°C até 0 momento do transporte para o
laboratdrio, sendo entdo transportados em temperatura de no maximo 8°C até quatro horas

apos a coleta do sangue.

4.3 Analise Laboratorial

O processamento das amostras de sangue para realizacdo do hemograma completo e
para armazenamento das aliquotas de soro foi realizado no Laboratério de Lipides (LabLip)
da UERJ. Asaliquotas de soro foram armazenadas a -80°C até o momento das analises. A

quantificacdo de PCR em soro era realizada no mesmo dia da coleta. No caso do retinol
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sérico, as andlises foram realizadas em no maximo trés semanas apos a coleta de sangue. A
quantificacdo da hepcidina sérica foi realizada em até 18 meses ap0s a coleta. As amostras
contidas no tubo com EDTA foram utilizadas para a realizagdo do hemograma completo,
que se deu no mesmo dia em que o sangue foi coletado.

Para determinacdo do hemograma completo, o sangue foi submetido a contagem
automatizada no Contador Hematologico Automatizado XS1000i Sysmex®, utilizando-se
Kit: Stromatolyser - 4 DS — marca Sysmex. Foram obtidos dados de dosagem de
hemoglobina, determinacdo de hematdcrito, Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM) e contagem de leucdcitos.

As aliquotas de soro foram transportadas até o Laboratorio de Fisiopatologia e
Bioquimica da Nutricdo (LFBN), acondicionadas em gelo seco. O retinol sérico foi dosado
pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), no LFBN da UERJ,
utilizando-se método de extracdo adaptada (HESS et al., 1991). Para cada 280 pL de soro
foram adicionados 700 uL de etanol:agua (2:1) ¢ 800 uL de hexano (Tedia; grau de pureza
para CLAE). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em agitador automatico e
centrifugadas a 1500 x g durante 3 minutos, em temperatura ambiente. Foram transferidos
560 pL da fase apolar para um tubo (denominado tubo 1) e adicionados 700 uL de hexano a
fase polar (denominado tubo 2). A mistura foi homogeneizada e centrifugada nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente. Apos a centrifugacdo, foram recolhidos 560 pL da fase
apolar, os quais foram adicionados ao tubo 1. Ao tubo 2 foram adicionados 600 pL de
hexano. A mistura foi homogeneizada e centrifugada novamente, e a fase apolar foi
novamente recolhida e adicionada ao tubo 1. O volume final de sobrenadante do tubo 1 foi
evaporado sob atmosfera de nitrogénio, em temperatura ambiente. Para a analise
cromatografica do retinol, o extrato seco foi suspenso em 300 pL de metanol (Tedia; grau
de pureza para CLAE). As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: coluna tipo C18
(Kromasil®, 150 mm x 4,6 mm); fase movel: 100% metanol; fluxo: 1,0 mi/minuto;
temperatura de 250C; Detector UV/Vis/DAD (do inglés: diode array detector) = 325 nm,
volume de injecdo de 5 pL; equipamento CLAE, Agilent Technologies, modelo 1260
Infinity (PEREIRA, 2018).

As concentracGes séricas de proteina C reativa ultrasensivel (PCRus) foram
analisadas por nefelometria (Biosystems). Foi realizado ensaio imunoenzimatico para as
analises de ferritina sérica (kit Symbiosys, ALKA Tecnologia®, Sdo Paulo, Brasil) e

hepcidina-25 sérica bioativa (DRG Instruments GmbH, Marburg, Alemanha). As instruces
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dos fabricantes foram seguidas para realizacdo destas analises.

4.4 VVariaveis de interesse

As variaveis sociodemogréaficas e de salde incluidas foram sexo, faixa etaria,
renda familiar em dolares americanos, escolaridade da mée, presenca de anemia (nivel de
hemoglobina <11 g/dL) [2], anemia ferropriva (nivel de hemoglobina <11 g/dL e nivel de
ferritina <12pg / L quando PCR < 5 mg / L; ou ferritina <30 pg / L quando PCR > 5 mg/L
[7] e VAD (nivel de retinol <0,70 pmol / L) [34], ou VAD ajustado para inflamag&o [35],
P/1, E/l e IMC / A. O desfecho primario foi o nivel de hepcidina (ng/mL), que foi analisado
como uma varidvel continua. As seguintes varidveis foram testadas como varidveis de
predicdo do nivel de hepcidina: nivel de retinol sérico (umol/L), parametros hematoldgicos
e bioquimicos (niveis de ferritina [pg/L], hemoglobina [g / dL], hematocrito [%], volume
corpuscular médio (MCV) [fL], hemoglobina corpuscular média (MCH) [pcg],
concentracdo média de hemoglobina corpuscular (MCHC) [%] e leucdcitos [mil / mma3]),
IMC/I (escore z) e nivel de PCR (mg/ L). Os grupos de sexo e idade foram incluidos como

variaveis de ajuste.

4.5 Analise de dados e tratamento estatistico

Os dados foram analisados com o software STATA, versdo 13.0 (StataCorp LLC,
College Station, TX, EUA). Foi realizada analise descritiva dos dados e as distribui¢des de
frequéncia, medidas de tendéncia central e dispersdo. Para analise da normalidade das
variaveis continuas, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.

Como a varidvel de desfecho apresentou distribuicdo assimétrica positiva, foi
utilizado o modelo linear generalizado (GLM), familia gama, fungdo de identidade para
avaliar a associacao entre os niveis de hepcidina, niveis de retinol sérico, outros parametros
hematoldgicos (hemoglobina, hematocrito, HCM, VCM, CHCM e ferritina), PCR e IMC/I.
As anélises foram realizadas com e sem ajuste para PCR, ambos ajustados para sexo e

idade, renda familiar e escolaridade da mae, seguindo o protocolo backward.



Foi realizada analise de regressdo logistica multipla, na qual a anemia foi testada
como desfecho e os niveis de retinol e PCR como variaveis preditoras ap6s o ajuste para
sexo e idade. Tanto na andlise logistica quanto na GLM, as variaveis que apresentaram p
<0,2 nas analises simples foram incluidas nos modelos de regressdo mudltipla.
Posteriormente, foi adotado um valor de significancia de 5% para as andlises de regressdo
multipla para obtencdo do modelo final.

Foram realizadas analises de regressdo linear simples em que a PCR (mg / L) foi
considerada como varidvel dependente e o retinol (umol / L) ou VAD (presenga) como
variaveis independentes. As varidveis de ajuste foram idade, sexo, renda familiar,

escolaridade materna e Z-IMC / |. Foi adotado um valor de significancia de 5%.

4.6 Aspectos éticos

O estudo “Anemia e deficiéncia de vitamina A em pré-escolares: magnitude em
uma grande metropole e validacdo de métodos diagndsticos” foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Secretaria Municipal de Satde do Rio de Janeiro
sob o numero 203A/2013 (Apéndice A).

Os pais ou responsaveis foram esclarecidos quanto aos riscos e beneficios de
participacdo no estudo. Foram estudadas somente as criangas cujos pais ou responsaveis
concordaram com sua participacdo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e o Termo de Assentimento.

Os resultados dos exames de sangue foram devolvidos pelos pesquisadores
diretamente aos responsaveis das criancas estudadas em data pré-agendada. As criangas que
apresentaram alguma intercorréncia foram encaminhadas para atendimento na UBS em que
foi realizado o estudo.

O estudo traz como beneficios: a possibilidade de relacionar variaveis que
interferem no metabolismo do ferro e se relacionam diretamente com a anemia entre
criangas, o que podera subsidiar o direcionamento de futuras intervencdes a serem adotadas

por profissionais.

34



35

4.7 Financiamento

O presente estudo foi financiado Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnologico (CNPgq - 480804/2013-3 e 408401/2017-6), pela Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) e pela Secretaria

Municipal de Satde do Rio de Janeiro.
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Abstract

Objective: To evaluate the association between serum retinol, hepcidin levels and anemia
in children.

Methods: This cross-sectional study included 312 children, aged 6-59 months, from Rio
de Janeiro, Brazil. The association between hepcidin and retinol levels, hematological
parameters and body mass index (BMI) was analyzed using a generalized linear model with
and without adjustment for CRP level. Logistic regression analysis was used to test anemia
as an outcome and serum retinol level as a predictive variable using the odds ratio (OR)
function.

Results: Anemia was present in 14.6% of the children, 5.8% presented iron deficiency
anemia and 9.6% had vitamin A deficiency. The increase in serum retinol levels reduced
the chances of anemia (OR = 0.13; confidence interval = 0.29-0.59). When CRP level was
not adjusted for in the multiple regression analyses, retinol, ferritin levels and BMl/age
were predictors of serum hepcidin levels (B = -3.36, 0.14, 1.02, respectively; p = 0.032).
Accordingly, serum retinol levels were inversely associated with CRP levels (p = -0.025
and p < 0.001).

Conclusions: The association between serum retinol and hepcidin levels in children aged
6-59 months seems to be dependent on inflammation. Taken together, the results reinforce
the need for the development of further studies to better understand the relationship
between vitamin A and anemia of inflammation.

Keywords: Retinol; Anemia; Inflammation; Hepcidin, Children.

Abbreviations: BMI, body mass index; BMI/A, body mass index for age; Cl, confidence
interval; CRP, C-reactive protein; H/A, height/age; OR, odds ratio; PHC, Primary health
care; SUS, Sistema Unico de Satde; VAD, Vitamin A deficiency; W/A, weight/age
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Introduction

Anemia and vitamin A deficiency (VAD) are major public health problems [1-3].
Worldwide, anemia affects approximately 273 million children (42.6%) and VAD is
detected in approximately 190 million preschool aged children (33.3%) [2,3]. In Brazil, a
preliminary report of the National Study on Child Food and Nutrition (ENANI - 2019) has
shown that the national prevalence of anemia and VAD is 10.0% and 6.0%, respectively,
among children under five years of age [1].

The main causes of anemia are believed to be iron deficiency and inflammation, and
the high risk groups are infants, preschoolers, women of reproductive age, and pregnant
women [2,4,5]. Iron deficiency anemia can cause functional changes in the body, such as
delayed development, impaired cellular immunity, and decreased intellectual capacity [6].
Iron deficiency may occur due to several causes, such as inadequate intake, increased loss,
changes in absorption pattern, or changes in bioavailability of iron.

It is possible that a functional deficiency of iron develops even when the iron stores
in the body are adequate due to changes in iron homeostasis, as it occurs in the presence of
inflammation [5,7]. Anemia of inflammation has been characterized as mild to moderately
severe anemia, with hemoglobin concentrations ranging from 7 to 12 g/dL [5]. It develops
in the context of systemic inflammation, due to the decrease in red blood cell production,
and it is accompanied by a modest reduction in half-life of red blood cells. Unlike iron
deficiency anemia, in anemia of inflammation, iron stores are preserved. Thus, anemia of
inflammation is primarily a disorder of iron distribution [5].

Iron homeostasis is regulated by two main mechanisms: intracellular and systemic.
Systematically, iron balance requires communication between absorption, use, and storage,
which is carried out through hepcidin; hepcidin is a hormone that acts as a negative
regulator of serum iron concentration and plays a key role in iron homeostasis in the body.
Inflammatory processes activate its synthesis, and its action consists of blocking the
duodenal absorption of iron and efflux of iron from reticuloendothelial macrophages that
recycle senescent red blood cells [8-10]. Therefore, the relationship between hepcidin and
inflammation can contribute to the development of anemia of inflammation [5, 7].
Relatively mild systemic inflammatory states, such as obesity, are clinically relevant and
may induce the increase in serum hepcidin levels [5, 11].

VAD has also been linked to inflammatory processes [12—-14,15]. Inflammation can
cause or be caused by VAD [16]. The existence of a relationship between VAD and anemia

is well recognized [17-19]. It is also known that vitamin A supplementation reduces the
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prevalence of anemia [14,20,21]. This relationship can be explained by several vitamin A
related biological mechanisms, such as the increase in the growth and differentiation of
erythrocyte progenitor cells [14,22], potentiation of immunity, reduction of inflammation
[28,29], and modulation of bioavailability and mobilization of tissue iron stores [25-37],
which may be influenced by inflammation [5,14,20,21]. However, the pathogenesis of
anemia due to VAD has not been well characterized.

Experimental studies have shown that vitamin A induces the synthesis of proteins
responsible for iron transport in duodenal cells and that VAD increases hepcidin gene
expression [26,27] and compromises its signaling pathway [28]. Therefore, it is plausible
that in humans retinol may affect iron homeostasis through hepcidin modulation and that
VAD can lead to the accumulation of this mineral in tissues.

The present investigation aimed to study the association between retinol and
hepcidin levels in children under five years of age. It is suggested that VA is predictive of
anemia due to its influence on hepcidin levels. The results of this study can contribute to

strategies for the prevention and treatment of anemia.

Methods

This was a cross-sectional study carried out with a sub-sample of children aged 6
months to 59 months, who were under the Primary Health Care (PHC) of public health
system (Sistema Unico de Saude; SUS) in the city of Rio de Janeiro, from a larger study
entitled “Anemia and vitamin A deficiency in preschoolers: magnitude in a large metropolis
and validation of diagnostic methods (VITANEMIA)” [32] that studied a probabilistic
sample of this group. Children with infectious diseases, such as pneumonia and otitis,
sickle cell disease, and liver diseases were excluded from the study.

The size of the sub-sample used in the present study was calculated using the
Stata® v.13 program. Correlation values between retinol and hepcidin levels were
considered as continuous variables with the following parameters: R1 (null value) of 0.00,
R2 (value observed in the literature) of 0.40 [29], absolute study precision of 0.10, and 95%
confidence interval [30]. By applying these parameters, the calculated sample size was 62
children. For the development of this study, a database of 312 children that included the
variables of interest was used.

The Rio de Janeiro Municipal Health Office Ethics Committee for Research with

Humans (no. 203A/2013) approved this study. The study was conducted only on children



whose parents or guardians agreed to their participation and signed a free and informed

consent form.

Data collect

Data were collected from July to December 2014. The guardians who agreed to
participate in the study attended the PHC and answered a questionnaire about
sociodemographic characteristics, their child's health status, and other data of interest
related to the larger study.

Blood samples were collected by venipuncture by trained clinical pathology
technicians with experience in collecting blood from children. After collection, the samples
were placed in two tubes: one with a gel clot activator for retinol and hepcidin levels and
other serum analyses and the other with ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) for
hemoglobin analysis. The gel clot activator tube was centrifuged for 10 min in a Centribio
portable centrifuge (model 80-2B, speed of 4000 rpm), kept at 8°C for up to four hours
after blood collection, and protected from light. The serum was then aliquoted in amber
tubes and stored at -80°C until analysis. Weight was measured using a portable Tanita ®
scale. Length was measured using an anthropometer Sanny®, and height was measured
using Alturexata®. Trained professionals measured the weight, length, and height.
Nutritional status was assessed using the following indices: weight/age (W/A), height/age
(H/A), and body mass index for age (BMI/A) were calculated using the growth reference

data [31]. More details are available from previously published studies [32].

Laboratory analysis

Blood samples were processed for hemoglobin analysis at the Lipids Laboratory of
our University. The EDTA tube was subjected to automated counting in an Automated
Hematological Counter XS1000i Sysmex® using a Stromatolyser-4 DS-Sysmex on the
same day that the blood was collected. Serum retinol was measured by high performance
liquid chromatography at the Physiopathology and Nutrition Biochemistry Laboratory of
our University using an adapted extraction method [33]. Serum concentrations of
ultrasensitive C-reactive protein (CRP) were analyzed using nephelometry (Biosystems).
An immunoenzymatic assay was performed to analyze serum ferritin (Symbiosys Kkit,
ALKA Tecnologia®, Sdo Paulo, Brazil) and bioactive serum hepcidin-25 levels (DRG

InstrumentsGmbH, Marburg, Germany). The manufacturer’s instructions were followed.
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The coefficient of variation of the measurements of retinol, hepcidin, ferritin, CRP and
hemoglobin levels were 7.7%, 5.4%, 2.5%, 8.8% and 0.45%, respectively.

Variables of interest

Sociodemographic and health variables included were sex, age group, family
income in American dollars, mother's education, presence of anemia (hemoglobin level <
11 g/dL) [2], iron deficiency anemia (hemoglobin level < 11 g/dL and ferritin level <
12pg/L when CRP was < 5 mg/L; or ferritin < 30 ug/L when CRP was > 5 mg/L [7], and
VAD (retinol level < 0.70 pmol/L) [34], or VAD adjusted for inflammation [35], W/A,
H/A, and BMI/A. The primary outcome was hepcidin level (ng/mL), which was analyzed
as a continuous variable. The following variables were tested as hepcidin level prediction
variables: serum retinol level (umol/L), hematological and biochemical parameters (levels
of ferritin [ug/L], hemoglobin [g/dL], hematocrit [%], mean corpuscular volume (MCV)
[fL], mean corpuscular hemoglobin (MCH) [pcg], mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC) [%], and leukocytes [thousand/mm?]), BMI (z-score), and CRP

level (mg/L). Sex and age groups were included as adjustment variables.

Data analysis and statistical treatment

Data were analyzed using STATA software (version 13.0; StataCorp LLC, College
Station, TX, USA). Descriptive analysis of the data was performed. The frequency
distributions, measures of central tendency, and dispersion were calculated. A Shapiro-
Wilk test was used to analyze the normality of the continuous variables.

As the outcome variable (hepcidin) presented positive asymmetric distribution, we
used a generalized linear model (GLM) with gamma family identity function to assess the
association between hepcidin levels, serum retinol levels, other hematological parameters
(levels of hemoglobin, hematocrit, MCH, MCV, MCHC and ferritin), CRP level, and BMI.
The analyses were performed with and without adjusting for CRP levels. In both analyses,
sex, age, family income in American dollars, and mother's education were adjusted for,
following the backward protocol.

Multiple logistic regression analysis was performed, in which anemia was tested as
an outcome and retinol and CRP levels as predictor variables after adjusting for sex and
age. In both logistic and GLM analyses, variables that presented p < 0.2 in the simple
analyses were included in the multiple regression models. Subsequently, a significance

value of 5% was adopted for the multiple regression analyses to obtain the final model.
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Simple linear regression analyses were performed in which CRP (mg/L) was considered as
the dependent variable and retinol (umol/L) or VAD (presence) as the independent
variables. The adjustment variables were age, sex, family income, maternal education and

Z-BMI/A. A significance value of 5% was adopted.

Results

In this study, 312 children aged 6 to 59 months were included. Of these,
approximately 67% were older than 24 months and 52% were male (Table 1). The
prevalence of anemia and VAD was 14.6% and 9.6%, respectively, and 5.8% of the
children presented iron deficiency anemia. Due to the study design, in which all children
were users of the SUS, maternal education was primarily at secondary school level and the

family income was mostly less than $619.

Table 1: Distribution of selected characteristics of children aged 6 to 59 months from

Brazil.

Sociodemographic and health variables n (%)

Sex

Female 151 (48.40)
Male 161 (51.60)

Age range (months)
6-23 104 (33.33)
24-59 208 (66.67)

Weight/age (z score)!

<-30 2 (0.64)
-3.0 |-20 2 (0.64)
2.0Fq2.0 288 (92.31)
>2.0 20 (6.41)

Height/age (z score)?

<-3.0 2 (0.64)
3.0 |-20 13 (4.17)
>-2.0 297 (95.19)

BMl/age (z score)*
<-3.0 2 (0.64)
-3.0 }-2.0 0 (0.00)
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2.0 F4 1.0 204 (65.38)
1.042.0 74 (23.72)
2.0 }3.0 23(7.37)

> 3.0 9 (2.88)
Family income in American dollars

<155 8 (2.58)
155-309 29 (9.35)
310-619 136 (43.80)
620-929 59 (19.03)
>930 53(17.10)
Did not know how to inform 25 (8.06)
Mother’s education

Lower primary school 64 (20.71)
Primary school 99 (32.04)
Secondary school 133 (43.04)
Higher education 11 (3.56)
Prevalence of anemia? 45 (14.56)
Iron deficiency anemia® 18 (5.80)
Prevalence of VAD* 30 (9.62)
Prevalence of VAD, adjusted for inflammation® 29 (9.32)
CRP >5mg/L 1(0.32)

IClassification according to World Health Organization [31]. 2Presence of anemia: hemoglobin
level <11 g/dL [2]. *Presence of iron deficiency anemia: hemoglobin level < 11 g/dL and ferritin
<12 pg/L when CRP is < 5 mg/L or ferritin < 30pg/L when CRP is > 5 mg/L [7]. “Presence of
VAD: retinol level <0.70pmol/L [34]. n = 312. SPrevalence of VAD, adjusted for inflammation
[35].BMI, body mass index; VAD, vitamin A deficiency; CRP, C-reactive protein.

As shown in Table 2, the studied children did not present high levels of
inflammation, which was expected based on the exclusion criteria. Retinol P25 levels were
found to be above the value considered adequate, corroborating the low prevalence of
VAD. In addition, the median ferritin and P25 values were above the lower limit,

corroborating the finding of a low prevalence of iron deficiency among the children.
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Table 2: Retinol status, iron and inflammatory markers of children aged 6 to 59

months.
Variables Median (IQR) P25 P75
Hepcidin (ng/mL) 6.57 (6.24) 4.48 10.72
Hemoglobin (g/dL) 11.90 (1.30) 11.30 12.60
Ferritin (pg/L) 31.00 (29.00) 16.00 45.00
Hematocrit (%) 35.80 (3.70) 34.00 37.70
Retinol (umol/L) 1.00 (0.32) 0.84 1.16
CRP (mg/L) 0.04 (0.22) 0.01 0.23
Leukocytes (thousand/mm?)  8.70 (3.90) 7.00 10.90

CRP, C-reactive protein; IQR, interquartile range.

Logistic regression showed that an increase in serum retinol level of 1 pumol/L
reduced the chances of anemia occurring by 87% (OR = 0.13) in children aged 6 to 59
months (Table 3). On the other hand, VAD was not significantly associated with anemia
(Table 3). Similarly, serum retinol levels were inversely associated with serum CRP levels
(B = -0.2317, p = 0.006; ClI = -0.398 to -0.065; data not shown) but VAD was not
significantly associated with CRP concentrations (B = -0.4429, p = 0.070; Cl = -0.9221 to
0.0362; data not shown).

Table 3: Logistic regression analyses with anemia as the dependent variable

Independent variables B OR 95% CI p
Retinol (umol/L) -2.08 0.13 0.029 - 0.56 <0.001
Presence of VAD 0.473 1.61 0.578 — 4.46 0.364

Adjustment were made for sex, age, BMI/A (z-score), family income and mother's education. BMI, body

mass index; VAD, vitamin A deficiency; OR, odds ratio; Cl, confidence interval.

The simple analyses showed a direct and significant association between hepcidin
level and CRP level (B = 11.33, p <0.001), ferritin level (B = 0.15, p < 0.001), leukocyte
counts (B =0.81, p<0.001), WA (B=0.78, p=0.08), BMI/A (B=1.17, p <0.01), and an
inverse and significant association with retinol (f =-3.67, p = 0.06) (data not shown).

When performing multiple regression analysis, retinol was not significantly
associated with hepcidin (p = 0.36). However, in the crude model, without adjustment for
CRP level, serum retinol, ferritin, and BMI/A (B = -3.36, 0.14, 1.02, respectively) remained
in the final model (Table 4). The socioeconomic indicators included in the model did not

influence hepcidin levels in the study population. Alternatively, VAD was tested as an
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independent variable, replacing retinol concentrations. However, in both the crude and the
CRP-adjusted model, VAD was not significantly associated with hepcidin (data not

shown).

Table 4: Generalized linear model analyses with hepcidin as the dependent variable

Not adjusted for CRP Adjusted for CRP

B 95% ClI P B 95% Cl p
Retinol (umol/L) -3.36 -6.38—-0.33 0.03 -1.43 -419-133 0.309
Ferritin (ug/L) 0.14 0.09-019 <0.001 0.10 0.06-0.15  <0.001
BMI/A (z-score) 1.02 0.43-161 <0.001 0.70 0.20-1.21 0.010
CRP (mg/L) - - - 8.06 3.72-12.40 <0.001

GLM to assess the association between hepcidin levels, serum retinol levels, hematological
parameters, CRP level and BMI/A. The analyses were performed with and without adjustment
for CRP, both adjusted for sex and age, family income and mother's education. AIC = 6.5183.

BMI, body mass index; CRP, C-reactive protein; AIC, Akaike information criterion.

Discussion

In this study, serum retinol levels were associated with serum hepcidin levels, and
this association was dependent on inflammation. To the best of our knowledge, this is the
first study to assess this association in children aged 6-59 months. Inflammation is known
to greatly increase hepcidin synthesis, which is important in the pathogenesis of anemia of
inflammation [5]. The results here presented suggest that vitamin A perhaps may play a
role in the pathophysiology of anemia of inflammation, in which hepcidin is an important
mediator, corroborating findings from previous experimental studies [25-28].

We observed that an increase in serum retinol level reduced the chances of anemia.
Although the biological mechanisms by which VA can modulate the development of
anemia are not completely clear, it is known that VA is necessary for hematopoiesis [22].
Furthermore, previous data indicated that vitamin A deficiency (VAD) can induce and
aggravate inflammation [16,23,24]. It is known that the production of hepcidin is increased
in the presence of inflammation as a defense mechanism of the human body to decrease the
extracellular availability of iron. This may lead to functional iron deficiency, and
consequently, anemia of inflammation [5,36,37]. These data supported a line of reasoning
in which VAD could modulate hepcidin and cause anemia. However, in the present study,

VAD was not significantly associated with CRP, hepcidin or anemia, but serum retinol



concentrations were inversely and significantly associated with CRP, hepcidin and anemia.
In the multiple regression model without adjustment for CRP level, an inverse and
statistically significant association between retinol and hepcidin levels was observed. This
association did not occur when the model was adjusted for CRP level. This result is in
agreement with the possibility that inflammation might modulate the association between
retinol and hepcidin. It is worth noting that relatively mild systemic inflammatory states
may induce the increase in serum hepcidin levels [5, 11].

As far as we know, only one study previously investigated the association between
hepcidin and retinol. A cross-sectional study carried out in Mexico with 783 individuals
over 60 years of age showed that hepcidin levels, after adjusting for sex, age, and
inflammation, were significantly higher in the group with VAD than in the group without
VAD, showing that VAD status was inversely associated with hepcidin levels [29].

Further studies are needed to elucidate how the iron regulatory system works in
children and to identify the factors that can lead to anemia of inflammation in preschoolers.
It is worth mentioning that the children studied here had at most low-grade chronic
inflammation, which, nevertheless, appeared to influence serum hepcidin levels.
Furthermore, hepcidin serum levels can vary during human growth and development [3,38-
40].

In the present study, BMI/A was directly associated with serum hepcidin levels,
independent of inflammation. Previously, a study carried out in the State of Bahia, Brazil
with 376 children showed that overweight children had a higher prevalence of tissue iron
deficiency, as measured by serum ferritin level (30.6 vs. 12.5%, respectively; p = 0.002)
and chronic inflammation (alpha acid glycoprotein-1 > 25 umol/L) (18.9 vs. 10.0%,
respectively; p = 0.025), compared with their normal-weight counterparts. Tissue iron
deficiency in those preschoolers was associated, at least in part, with adipose-related
inflammation. The role of adiposity-related inflammation in tissue iron deficiency should
always be considered, even among groups of children with a relatively low prevalence of
overweight [11].

Given that anemia and VAD are more prevalent in the lower socioeconomic strata
[3,13], socioeconomic indicators were included in the multiple regression model. However,
possibly due to the socio-economic homogeneity of the studied sample, we were able to
verify that the relationship between vitamin A and hepcidin levels seems to exist regardless

of the influence of socioeconomic conditions.
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In addition, the inverse association observed between serum retinol and CRP levels
corroborates the protective effect that retinol seems to exert against anemia, wherein an
increase of 1 umol/L retinol reduced the chances of anemia by 87%. The association
between VAD and anemia is well documented [19,41-43]. Serum retinol level has been
shown to be directly associated with hemoglobin, hematocrit, transferrin saturation, and
iron levels [41,44]. However, in the present study, VAD was not associated with hepcidin
while retinol concentrations were. Inflammation is believed to reduce plasma retinol levels
due to a decrease in the concentration of retinol transport proteins 24 h after the onset of
infection [35]. However, a reduction in the prevalence of anemia and/or an improvement in
anemia after vitamin A supplementation has also been observed [14,20,21,45].

Here, the observed prevalence of VAD was 9.6%. Since 2005, the Ministry of
Health of Brazil has been developing the National Vitamin A Supplementation Program in
areas considered to be at risk. In 2012, the program was expanded to the entire country,
including the Southeast region (area where the study is located). Important measures were
implemented by the program for children: promotion of exclusive breastfeeding up to the
6th month and complementary breastfeeding up to 2 years of age or more; promotion of
adequate and healthy diet, ensuring information to encourage the consumption of foods
sources of vitamin A by the population; periodic and regular prophylactic supplementation
of children aged 6 to 59 months, with megadoses of vitamin A. Currently, the program has
been less effective, but the data analyzed in this study were collected in 2014, when these
public policies were more effective.

The results of the present study corroborate previous findings [46,47] regarding the
association between hepcidin and ferritin levels or another indicator of iron stores in the
body. Limitations of the present study include the cross-sectional design, which limits the
ability to infer causality. Further studies are needed to explore this issue because the
association between hepcidin and vitamin A is far from obvious. Vitamin A can reduce
inflammation. Conversely, inflammatory processes can decrease vitamin A concentrations
[48]. Therefore, it is note worth that many chronic inflammatory diseases can reduce serum
retinol concentrations. So, ultimately, the study design did not allow to understand whether
the decrease in retinol concentrations caused inflammation and, consequently, hepcidin
modulation; or whether inflammatory conditions modulated both retinol and hepcidin. In
anyway, the results suggested that vitamin A is associated with the key molecules of the

anemia of inflammation.



The association between hepcidin level and inflammation evidenced in this study
has been previously reported [49-50]. Given the importance of hepcidin in iron
homeostasis, its level has already been suggested as a useful indicator for differentiating
iron deficiency anemia and inflammation related anemia [5].

The observed association between retinol and hepcidin levels may explain why
strategies to control anemia based solely on iron supplementation have a limited impact on
the overall prevalence of anemia. Here, we observed that iron deficiency anemia was
present in approximately only one-third of the children with anemia. Therefore, it is
necessary to improve our understanding about the relationship between vitamin A, hepcidin

levels, and anemia in children.

Conclusion

The association between serum retinol and hepcidin levels seems to be dependent
on inflammation in children aged 6-59 months. Taken together, the results reinforce the
need to develop further studies to better understand the relationship between vitamin A and

anemia of inflammation.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo foi idealizada com o objetivo de avaliar a influéncia do retinol
sérico nos niveis de hepcidina e na anemia em criangas de 6 a 59 meses.Essa proposta
surgiu a partir da necessidade melhorar o entendimento da relagdo entre vitamina A e
hepcidina ou anemia em criancas, considerando a elevada prevaléncia de anemia e que as
intervencdes para tratamento e prevencao ndo tém sido suficientes para reverter plenamente
seus agravos e quadros epidemiologicos.

Os achados evidenciaram que as concentracfes séricas de retinol foram
inversamente associados aos niveis séricos de hepcidina ea inflamacao parece participar da
modulacdo exercida pelo retinol na hepcidina. A anemia por deficiéncia de ferro estava
presente em aproximadamente um terco das criangas com anemia e 0s outros dois tercos
talvez possam, em parte, ser explicados pela anemia de inflamacdo. Vale ressaltar que as
criancas aqui estudadas apresentavam, no maximo, inflamacédo crénica de baixo grau, que,
no entanto, parecia influenciar os niveis séricos de hepcidina.

Além disso, foi possivel observar que o aumento das concentracBes séricas de
retinol reduz as chances de ocorréncia de anemia, podendo ser considerado como um fator
de protecdo. Os resultados do presente estudo corroboram achados anteriores em relacédo a
associacdo entre os niveis de hepcidina e ferritina ou outro indicador de estoque de ferro no
corpo, assim como a sua associacdo com a inflamacdo. O IMC/I esteve diretamente
associado aos niveis séricos de hepcidina, independentemente da inflamagdo. E,
possivelmente devido a homogeneidade socioecondmica da amostra estudada, verificou-se
que a relacdo entre os niveis de vitamina A e hepcidina parece existir independentemente
da influéncia das condicGes socioeconémicas.

Os resultados desta dissertacdo possibilitam maior compreensdo da relacdo entre
retinol e metabolismo de ferro em criancas, pois até onde sabemos, este é o primeiro estudo
a avaliar essa associacdo em criangas de 6 a 59 meses de idade.As limitagcOes do presente
estudo incluem o pequeno tamanho da amostra e o delineamento transversal, o que limita a
capacidade de inferir causalidade.Mais estudos sdo necessarios para elucidar como o
sistema regulador do ferro funciona em criancas e para identificar os fatores que podem

levar & anemia ou inflamag&o em pré-escolares.
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezada(o) mae ou responsavel,

O(a) Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar do estudo: “Anemia e deficiéncia de
vitamina A em pré-escolares: magnitude em uma grande metropole e validagdo de métodos
diagnosticos”, desenvolvido pela Secretaria Municipal de Salde do Rio de Janeiro em parceria
com diversas instituicées de ensino e pesquisa.

O objetivo desse estudo é conhecer a salde e alimentagdo de criangas menores de cinco
anos atendidas nas Unidades Basicas de Salde do municipio e, também, saber se a anemia e a
deficiéncia de vitamina A acontecem com muita frequéncia nesse grupo. Além disso, esse estudo
permitira avaliar a qualidade de alguns dos métodos utilizados para diagndstico da anemia e da
deficiéncia de vitamina A.

Para isso, o(a) senhor(a) ira responder um questionario com perguntas sobre saude e
alimentac@o da crianca e sobre dados sociais da familia. Além disso, a crian¢a serd medida e
pesada para avaliar o estado nutricional dela. Para saber se ela estd com anemia ou deficiéncia de
vitamina ser& coletado um pouco de sangue da veia do braco dela e do dedo da méo (se a crianga
tiver um ano ou mais de idade) ou do calcanhar (se a crianga for menor de um ano de idade),
usando material descartavel. Podera ficar uma mancha roxa no local da coleta de sangue. Para
evitar isso, a coleta sera realizada por profissionais treinados para esse procedimento.

Depois de responder o questionario, o(a) Sr(a) receberd um folheto com dicas sobre
alimentacdo saudavel para a crianca. O(A) Sr(a) recebera os resultados da avaliagdo nutricional e
do exame de sangue na unidade de salude em dia e horario agendados hoje conosco depois da
coleta de sangue. Se a crianca apresentar alguma alteracdo nutricional ou ho exame de sangue,
ela serd encaminhada para atendimento nesta unidade de saude. Na divulgacéo dos resultados do
estudo, as informacdes do(a) seu(sua) filho(a) ndo serédo identificadas.

Para que seu(sua) filho(a) participe deste estudo, precisamos de sua autorizacdo por
escrito. O(A) Senhor(a) pode nado concordar que seu(sua) filho(a) participe do estudo ou pode
desistir de participar em qualquer momento, ndo havendo nenhum tipo de consequéncia para
ele(a).

Para outras informagfes ou esclarecimento de duvidas em qualquer momento do estudo,
vocé pode entrar em contato com o responsavel pelo estudo, Inés Rugani Ribeiro de Castro, pelo
telefone 2334-0063.

O(A) Sr(a) autoriza a participacdo de seu (sua) filho(a) na pesquisa? ()Sim () Nao

Nome da criancga:

Assinatura do responsavel:

Inés Rugani Ribeiro de Castro (Pesquisador):

Unidade de Saude: Data: / /2014
Nome do pesquisador Inés Rugani Ribeiro de Castro Comité de Etica em Pesquisa- SMSDC/RJ
End:Rua Sao Fco Xavier, 524, 12° andar, bloco D, sala 12.017 Rua Afonso Cavalcante, 455, sl 710
Tel: 21- 23340063 Cidade Nova — Tel: 3971-1463

Email: inesrrc@uol.com.br Email: cepsms@rio.rj.gov.br



