ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
Organo Oficial de 1a Sociedad Latinoamericana de Nutricién

Vol. 45N° 4, 1995

Interacao de zinco e vitamina A em ratos na lactacao.
Modelo de deficiéncia experimental

Lucia Kiyoko Ozaki Yuyama 1 y Silvia Maria Franciscato Cozzolino

RESUMO. Desenvolveu-se um modelo experimental de deficiéncia
de zinco e vitamina A em ratos, no perfodo de lactag@o, logo apés o
nascimento dos animais. O delineamento consistiu de um perfodo de
deplegdo de 4 semanas apds o nascimento. Os animais do grupo teste
receberam ragdo 4 base de caseina deficiente em zinco e vitamina A
e os do grupo controle a ragdo padrdo segundo as recomendacdes do
«Committee on Laboratory Animal Diets». Foram utilizadas ratas
adultas pés-parto, Rathus norvergicus, var. albinus, (Rodentia
Mammalia), com 6 filhotes machos cada, provenientes do biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da USP. Ao final do perfodo
de deplecdo, verificou-se que o peso dos animais do grupo controle
(109, 1g + 3,9g) foi significativamente superior aos dos grupo teste
(40,8g+6,7g). Damesma forma aconcentragdo de zinco nos fémures
dos animais do grupo controle (115,7ug/g + 5,4 pg do osso) foi
significativamente superior 4 dos animais do grupo teste (35, 5 pg/g
+3,3 pug/g). A concentragio de vitamina A no plasma dos animais do
grupo controle (31, 5ug/dL 2,5 pg/dL) também foi significativamente
superior quando comparada 4 dos animais do grupo teste (8,9 pg/dL
+ 3,4 pg/dL), entretanto a concentragdo de vitamina A hepética foi
semelhante para os dois grupos. Pelos resultados obtidos podemos
concluir que houve interagdo de zinco e vitamina A a nivel de
mobilizagdo de vitamina A do figado e deplec@o de zinco. Embora
a concentragdo plasmética de vitmaina A tivesse indicado uma
deplegdo, esta ndo pode ser considerada total tendo em vista as
reservas hepéticas.

INTRODUCAO

A deficiéncia de zinco na dieta no periodo da lactagdo,
resulta na reducdo da produgdo lactea bem como na
concentragio de zinco no leite. Consequentemente, os fithotes
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SUMMARY. Interaction of vitamin A and zinc in lactating rats.
Experimental deficiency model. An experimental deficiency model
of vitamin A and zinc inlactating rats was developed. The experimental
design consisted in a depletion period of 4 weeks immediatly after
birth where test group animal received a casein based feed, deficient
in zinc and vitamin A, and a con‘t}*ol feed according to the
recommendations of the Committee on Laboratory Animal Diets.
Female Rathus norvergicus, var.albinus (Rodentia, Mammalia) with
6 young males each were used. These came from the Biotério of the
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas of USP. At the end of the
depletion period it was-found that the weight of the males control
group (109,1 g + 3,9 g) was significantly greater than that of the test
group (40,8 g+ 6,7 g). The same was true for the concentration of zinc
in the femurs of these animals, in the control group the concentration
was significantly greater (115,7 pg/g+5,4ug/g) thanin the test group
(35,5 ug/g+3,3ug). The concentration of vitamin A in the plasma of
the control group (31,5 pg/dL + 2,5 pg/dL) also was significantly
greater than the test group animals (8,9ug/dL * 3,4pg/dL). The
concentration of hepatic vitamin A was similar for both groups. We
canconclude that there was interaction of zinc and vitamin A, by liver
and depletion in zinc. Although the plasmatic concentration of
vitmain A indicates a depletion, this cannot be considered as total
because of the hepatic reserves.

recebem menor quantidade deste mineral e apresentam
sintomas de deficiéncia, como, redugdo da concentragio
plasmdticado elemento, redugdo docrescimentoeelevagioda
taxa de mortalidade (1).

Quanto a vitamina A, estudos indicam que a maior
transferéncia de vitamina A da mde para os filhotes ocorre no
perfodo da lactag@o, através do aleitamento materno. Assim, o
estado nutricional relacionado a vitamina A das ratas e dos
filhotes € influenciado pela ingestdo de vitamina A na dieta (2).

A deficiéncia de zinco e vitamina A em ratos no periodo
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delactagdo, sioraros naliteratura, entretanto, alguns trabalhos
tem mostrado que a maior teratogenicidade da deficiéncia
concomitante desses dois nutrientes accorre no periodo de
gestacao e sdo rresultantes da interagao entre estes nutrientes
3).

No sentido de se avaliar a interagéo entre zinco e vitamina
A emratos recebendo dietas deficientes nestes dois nutrientes,
nos propusemos a desenvolver um modelo experimental a
partir do nascimento, que nos possibilitasse a obtencdo de
animais depletados nestes dois nutrientes.

MATERIAL E METODOS

Animais e ragoes: No estudo de deplegio de zinco e vitamina
A no periodo de lactagfo, utilizou-se 10 ratas adultas, pSs-
parto, (Rathus norvergicus var. albinus, Rodentiamammalia),
com 6 filhotes machos cada, provenientes da col6nia do
biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S@o Paulo, subdivididos em grupos controle
e teste. Os filhotes e suas respectivas mées receberam uma
ragdo completa 4 base de caseina (Grupo Controle) e uma
racdo 4 base de caseina deficiente em zinco e vitamina A
(Grupo Teste), de acordo com as recomendacdes do
«Committee on Laboratory Animal Diets» (4), segundo a
Tabela 1.

TABELA 1
COMPOSICAO PERCENTUAL BASICA DAS RACOES
A BASE DE CASEINA*
Componentes Ragdo controle Rag#o deficiente em
Zne vit. A
Proteina 18,0+£0,2 19,3%+1,3
D.L. Metionina 0,3 0,3
Oleo de soja 5,0 5,0
Celulose 5,0 5,0
Sacarose 10,0 10,0
Mistura vitaminica 1,0 1,01
Mistura salina 3,5 3,5
Zinco (mg%) 36%1,5 0,5+0,3
Bitartarato de colina 0,2 0,2
Amido (q.s.p. 100%) 55,0 55,0

* Caseina lavada com 4cido etilenodiaminotetraacético (EDTA)
1%, por duas vezes e dgua desionizada por dez vezes.

1  Mistura vitaminica sem adi¢do de vitamina A.

2 Mistura salina sem adi¢do de zinco.

Durante o periodo de deplecao, foi oferecida ragio deficiente
em zinco e vitamina A e dgua desionizada, tanto para as ratas
mdes como para os fithotes, sendo a ingestdo do animal «ad
libitum». O controle de peso dos animais foi semanal € o da
racdo a cada 2 dias.

METODOS

Lavagem de vidrarias: A fim de minimizar a contaminago
por metais, especialmente o mineral em estudo, toda a vidraria
foi lavada inicialmente com extran 5%, enxaguada por no
minimo 6 vezes com 4dgua desionizada e colocada em solugéo
de 4cido nitrico a 30% sendo assim mantida por no minimo 12
horas. Em seguida foi enxaguada com 4guadesionizada por no
minimo 6 vezes e seca em estufa com temperatura controlada.
Os comedouros e outros materiais de ago inoxiddvel como as
bandejas da estufa ventilada, bicos de bebedouros e acessorios
do moinho e homogeneizador, seguiram o mesmo processo
anteriormente descrito, diferindo apenas na solugdo utilizada
para a desminerilizagdo que foi o 4cido etilenodiami-
notetraacético (EDTA) 1%.

Racao: A caseinautilizada foi previamente lavadacom EDTA
1% segundo aTabela2,devido ac fatodamesma originalmente
possuir 21 pg Zn/g. O precedimento utilizado na lavagem da
caseina seguiu as recomendagdes da literatura e as otimizadas
no laboratorio de Nutricdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas com algumas modifcagdes em relagdo ao de
Mazza (§).

TABELA 2
PROCEDIMENTO PARA A LAVAGEM DE CASEINA

Produto Etapas

Casefna comercial 1. Caseina + 8 litros de soluc@oaquosa de
integral (2 kg) EDTA 1%.
2. Agitacdo por 20 minutos com
homogeneizador elétrico
3. Decantagdo e filtraggo.
4. Caseina + 6 litros de solugfo aquosa de
EDTA 1%
5. Agitacdo por 20 minutos
6. Decantagdo e filtracdo
* Operagdo realizada *7.Casefna + 6 litros de 4gua desionizada.
por 10 vezes *8.Agitacdo por 20 minutos.
*9.Decantagdo e filtragdo.
10.Estufa ventilada 2 60 °C por uma noite
para a secagem. As bandejas de ago
inoxiddvel foram previamente
desmineralizadas com EDTA 1% e com
agua desionizada por 6 vezes.
11.Pulverizagdo da casefna em moinho
elétrico, acondicionamento em sacos
plasticos hermeticamente fechados, e
conservagdo em geladeira até o momento
de utilizaggo.

Material biolégico: Para a obteng@o do plasma, o sangue foi
coletado pela artéria abdominal com a utilizagdo de agulha
descartavel e recolhido diretamente em tubo de centrifuga
heparinizado ap6s anestesia do animal por inalagdo com éter
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etilico p.a. Em seguida, foi centrifugado a 3.000 rpm por 15
minutos a 4 °C. O plasma assim obtido foi acondicionado em
microtubo de polietileno de 1,5 mL, previamente lavado €
desmineralizado e armazenado em freezer a -70 °C até a
anélisis.

Imediatamente apds a coleta sangufea, o figado foi removido,
enxaguado em solugdo salina geleada e acondiconado em
freezer a -70 °C até a analise.

Os fémures, apés a remogdo, foram separados dos tecidos
moles aderentes, pesados e analisados.

Analise quimica: A andlise quimica das ragdes quanto a
Composi¢do centesimal, seguiu a recomendacdo da AGAC
(6).

Oteorde zinco nas ragdes e material biolégico for determinado
pelo método preconizado por Parker et al. (7), em
espectrofotémetro de absorgdo atémica, apés a digestdo via
imida. Para o controle da an4lise, seguiu-se as recomendagdes
de Comelis (8), utilizando-se como material de referéncia a
«Total Diet 1548» NBS (National Bureau of Standards).

As concentragdes de vitamina A e carotendides no plasma e
figado dos animais, foram determinadas pelométodo proposto
por Bessey & Lowry modificado por Flores (9).

Para a andlise estatistica, utilizou-se a metodologia de anélise
de varidncia e o tesste de Tuckey com 5% de probabilidade
(10).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Adeficiénciade zinco foi obtida oferecendo-se aos animais,
no periodo da lactagfo, raco a base de caseina sem a adigéo
de zinco na mistura salina e a caseina foi lavada com EDTA
1%. Segundo a literatura, o procedimento comum para a
eliminag@o dos teores residuais de zinco, do produto, & a
lavagem com EDTA 1%, que teria uma fungéo quelante (5,
11). Aconcentrag@o inicial e final de zinco nacasefnautilizada
em nosso estudo, fol respectivamente 21 pug/ g e 3 ug/ g,
estando adequada aos propésitos do estudo. Nzo foi observada
nenhuma manifestagao de diarréiadurante o periodo de estudo
decorrente do residuo de EDTA.

Quanto aos possiveis contaminantes do meio ambiente
que eventualmente pudessem interferir na deplecéao de zinco,
tentou-se minimizar através da desmineralizagéo.

Em relacdo a vitamina A, apenas omitimos a adi¢do na
mistura vitaminica.

A deficiéncia de vitamina A é geralmente induzida em
ratos apés o desmame, através de uma ragao semi-sintética
deficiente em vitamina A ou pela incorporagao adicional de
acido retindico para acelerar a deple¢do das reservas (12, 13).
Nessas condi¢es o «plateau» da curva de crescimento e a
reducdo de vitamina A no plasma, estagio de deficiéncia,
ocorreria apds 6 a 12 semanas (14, 15).

Ratas gestantes tem sido utilizadass como modelo para se
obter animais deficientes em vitamina A por meio de ragdo
isenta de vitamina A, contendo 4cido retinéico ou suprimento
restrito de retinol (16). Um modelo recentemente sugerido
para a produgao da defic€ncia de vitamina A em ratos apés o
desmame, foi a hepatectomia parcial (60%), visando aremogio
das reservas em associa¢do com uma racdo deficiente em
vitamina A (17). Neste estudo, foi desenvolvido um modelo
experimental de deficiéncia de zinco e vitamina A a partir do
nascimento, ou seja, com ratas pés-parto € seus respectivos
filhotes, que receberam umaragfo a base de caseina deficiente
em zinco e vitamina A.

De acordo como os resultados obtidos, observou-se que na
primeira semana de deplecdo nao houve uma diferenca sig-
nificativa entre os pesos dos animais controle e teste, entretanto,
a partir da segunda semana houve diferenga extremamente
significativa, Fig. 1.

FIG. 1
Evolugdo ponderal média dos filhotes do grupo
controle e teste
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O zinco é um nutriente essencial para o crescimento
normal e desenvolvimento de muitas espécies (18), assim
como a vitamina A (19).

E possivel que os estoques de zinco dos ratos recém
nascidos, e o leite rico em zinco no periodo da lactagdo, 13 a
17 pug/mL, (20) tenham interferido na evolugdo ponderal da
primeira semana. Entretanto; ao final do experimento,
observou-se umaredugdo significativa do peso dos animais do
grupo teste em relagdo ao controle, refletindo uma redugéo da
concentragio de zinco no leite e consequentemente um
suprimento inadequado, ocasionando a deficiéncianos filhotes
¢ nas ratas conforme os estudos de Mutch & Hurley (1).

Neste contexto, um outro fator adicional foi a deficiéncia
concomitante de vitamina A. O zinco estd envolvido na
manutengdo do transporte normal de vitamina A no plasma
(21). Ha sugestdes de que a deficiéncia de zinco interfere com
a sintese da proteina ligadora de retinol (RBP), resultando na
incapacidade dos ratos deficientes em zinco em mobilizar
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adequadamente a vitamina A do figado (22).

De acordo com os estudos de Duncan & Hurley (3), a
deficiéncia simultdnea de zinco e vitamina A em ratos no
periodo gestacional, produziu uma teratogenicidade maior do
que se previa pelo efeito adicional da interagdo entre os
nutrientes mencionados, fato que poderia ter interferido
signficativamente na deple¢do de zinco e vitamina A nos
animais durante o perfodo da lactagdo.

Umadas conseuéncias importantes da deficiénciade zinco
é o seu efeito sobre o crescimento. Investigagdes sobre os
mecanismos deste -efeito sdo complicados em funcio da
anorexia (23). Segundo Park et al (24), a quantidade limitada
de zinco disponivel em animais deficientes, € utilizada para as
fungdes vitais do organismo em detrimento ao crescimento.
Algumas explicagdes quanto as alteragdes no peso corporal
em fungdo da deficiéncia de zinco, estdo nas taxas de sintesis
¢ degradagao protéica, justificadas pela atividade reduzida da
timidina kinase que portanto prejudicaria a sintese de DNA e
divisdo celular (18). Todas essas alteragGes repercutem no
organismo principalmente em relagdo ao desenvolvimiento,
provocando sua redug@o ou parada que pode ser restablecida
com a suplementacao de zinco (25).

Da mesma forma, estudos tem relatado que animais
submetidos a umaracdo deficiente de vitamina A, crescem até
que quase toda reserva vitaminica seja consumida,
interrompendo af o crescimento, apresentando a seguir «um
plateau» na curva de crescimento, seguido pela perda dé peso
e morte do animal (13).

Os resultados deste nosso estudo, mostraram ainda que o
consumo de ragdo deficiente em zinco e vitamina A pelos
animais, resultou em altera¢Ges importantes no estado
nutricional. Somandose ao retardo de crescimento, observou-
se ao final do experimento, outros sinais como a anorexia,
paralisis das patas dianteiras e traseiras, postura anormal e
dermatite de pata susceptiveis ao sangramento. Paraaavaliagdo
da deplegéo de zinco, foi utilizada ainda, a concentracéo de
zinco nos fémures.

De acordo com a Tabela 3, ao final do periodo de deplegdo
observou-se que houve uma reduc@o significativa dos teores
desde mineral nos fémures dos animais do grupo teste, tanto
nasratas como nos filhotes. Isso pode representar uma alteragdo
doestadonutricional decorrente daingestéo deragio deficiente,
com consequente redugdo das reservas organicas (11)

Para a determinagéo da biodisponibilidade de zinco, os
fémures tem sido o pardmetrode escolha (26). Acredita-se que
0 zinco existente no 0sso, possa ser liberado durante os estados
de deficiéncia para os locais onde a necessidade € mais critica,
inclusive para o crescimento (26). Atualmente, Zhou et al
(27), sugerem a existéncia de dois «pools» de zinco, um de
«turnover» rdpido, onde o zinco pode ser facilmente removido
quando necessédrio e como isso manter a homeostase sem uma
redugdo substancial no crescimento, outro de «turnover» lento
onde o zinco ndo pode ser utilizado sem a perda do osso.
Portanto, quando os animais sofrem umarestrigao marginal de

zinco, o primeiro «pool», contendo de 10a20% do zinco total,
€ facilmente utilizado para as necessidades dos tecidos moles,
seguido pelareducdodataxa de crescimento paraa manutengo
da homeostase de zinco.

TABELA 3
MEDIAS E DESVIO PADRAO DOS TEORES DE
ZINCO NOS FEMURES, VITAMINA A NO PLASMA E
FIGADO DOS ANIMAIS DO GRUPO CONTROLE E
TESTE AO FINAL DO PERIODO DE DEPLECAO

Ratas Filhotes

Parametros Controle Teste Controle Teste
Zinco Fémures 202,0+19,8%  166,5+11,12 11574542 35,5233
(ng/e)

Vit. A figado  111,844,4%  194,5£3,7%  22642,12  26,445,82
(ng/g)

Vit. A plasma 43313342 26,8444 31,542,528 894342
(ug/dL)

* As mesmas letras no sentido horizontal nio diferem entre si ao nivel de
p<0,05 de probabilidade.

Entretanto, parece ndo existir reserva de zinco no organis-
mo humano, e apenas uma pequena por¢do poderia estar
disponivel para ser redistribuida para prevengao dos sintomas
de deficiéncia (28).

Em relagdo a concentragdo de zinco nos fémures, os
resultados sugerem que uma ragao restrita em zinco, estaria
comprometendo a biodisponiblidade do mesmo, principal-
mente no animal jovem onde as necessidades estdo aumentadas.

No que se refere aos teores de vitmaina A nos tecidos,
Underwood etal (29), estudaram oefeitoda deplegdo progresiva
de vitamina A nas reservas hepéticas de retinol em ratos, e
observaram que os niveis plasméticos permaneciam normais
enquanto as concentragGes hepaticas nio estivessem abaixo
de 10 pg de retino/g de tecido. Outros achados semelhantes,
sugerem que nainadequagdo de vitamina A nadieta, existe um
mecanismo de compensagio interna que mantém os niveis
plasmiéticos, a partir de reservas endégenas, em uma
concentragd0 necessdria para suprir os tecidos a um nivel
ideal, isto, enquanto houver uma quantidade razodvel de
vitamina A no figado (30).

No presente estudo, com a deplecdo concomitante de
zincoe vitamina A, de acordo coma Tabela 3, observa-se uma
redugdo significativa de vitamina A no plasma dos filhotes do
grupo teste. Ao contrdrio do que se verifica em estudos de
deplegdo de vitamina A na lactagdo, ndo houve diferenga
significativa na concentragdo de vitamina A hepitica dos
filhotes. Os dados demonstram que embora niio houvesse
diferenga significativa na concentragio de vitamina A no
figado destes animais, a concentragdo de vitamina A no
plasmafoi bastante inferior nos animais deficientes, sugerindo
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uma limitagdo maior do zinco, uma vez que a vitamina A nio
foi adequadamente mobilizada do figado para o plasma.
Quanto ao teor de vitamina A no figado das ratas mées, houve
maior concentra¢do nos animais que receberam a ragio defi-
ciente em zinco e vitmaina A em relagéo ao controle (p<0,05).
Comportamento inverso foi observado quanto a concentragio
de vitamina a no plasma, Tabela 3. Neste caso, os teores
reduzidos de vitmaina A no plasma em ratos deficientes em
zinco e vitmaina A, parece ser efeito especifico da deficiéncia
de zinco sobre a mobilizagéo de vitamina A do figado.
Portanto, estes resultados sao consistentes com o prop6-
sito de que o zinco e a vitamina A interagem a nivel de
mobilizacdo hepdtica (21) e estdo em concorddncia com os
resultados de Smith et al (30) e Duncan & Hurley, (3).

CONCLUSAO

Nas condi¢des em que o estudo foi desenvolvivo e de
acordo com os resultados obtidos, sugere-se que houve
interagdo entre zinco e de vitamina A a nivel de mobiliza¢do
de vitamina A do figado para o plasma e deficiéncia desses
dois nutrientes no modelo experimental, embora no caso da
vitamina A, a nivel marginal.
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