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RESUMO

A vitamina A tem importancia na nutricdo humana, uma vez que a sua deficiéncia ¢
considerada um sério problema de satide publica e de morbimortalidade infantil. Carotendides
pro-vitamina A, particularmente o [B-caroteno proveniente de determinados alimentos de
origem vegetal, sdo importantes fontes de vitamina A para muitas popula¢des. Durante o
processo de bioconversdao os carotenoides sdo clivados pela enzima citossolica B-caroteno
15,15’-monooxigenase 1 (BCMO1). Dois polimorfismos (Single Nucleotide Polymorphisms -
SNPs) no gene BCMOI1, R267S: 1512934922 ¢ A379V: rs7501331, foram identificados em
populacdes de etnias Caucasiana, Japonesa e Chinesa, podendo causar reducdo da atividade
enzimatica da BCMOL1 e justificar a ampla diferenga inter-individual na bioconversdo do f3-
caroteno em vitamina A. Os objetivos deste estudo foram identificar a frequéncia das
variantes polimoérficas A379V e R267S/A379V do gene BCMOI1 em trés grupos
populacionais brasileiros (brancos, negros e japoneses) ¢ avaliar a relagdo entre os SNPs com
as concentragdes séricas de P-caroteno e retinol entre os trés diferentes grupos étnicos. Cada
grupo foi composto de 100 individuos voluntarios, com ancestralidades Europeia, Africana e
Japonesa, sendo 50% do género feminino e 50% do género masculino. Foram avaliadas as
concentragdes séricas de B-caroteno, retinol, zinco eritrocitario, linfécitos, proteina C-reativa,
a-1-glicoproteina acida e a ingestdo alimentar de Vitamina A. Amostras de saliva e esfoliado
de células da mucosa oral foram coletadas para a extracio de DNA com posterior
genotipagem dos SNPs A379V: rs7501331 e R267S: rs12934922 por RT-PCR. As
frequéncias das variantes alélicas R267S ¢ A379V com, pelo menos, um alelo T para os
individuos com ancestralidade Europeia foram 63,0% e 44,0%, respectivamente, com
ancestralidade Africana, 48,0% e 18,0%, respectivamente, ¢ com ancestralidade Japonesa,
21,0% e 27,0%, respectivamente. Os resultados mostram, de modo inédito, que as frequéncias
das variantes polimoérficas do gene BCMO1 R267S e A379V nos grupos populacionais
brasileiros avaliados dependem da etnia para ambos os SNPs. As variantes polimorficas
observadas parecem ndo exercer influéncia nas concentragdes séricas de B-caroteno e retinol,
o que pode ser explicado pela influéncia de outros fatores associados ao gene BCMOI1 e pela
alta miscigenacao da populagdo brasileira. A variabilidade genética deve ser considerada para

as futuras recomendagoes de suplementacdo de provitamina A no Brasil.

Palavras chave: Polimorfismo de Nucleotideo Unico; BCMO1; beta Caroteno; Vitamina A;

Grupos Etnicos.
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ABSTRACT

Vitamin A is important in human nutrition, since deficiency is considered a serious public
health and child mortality. Provitamin A carotenoids, particularly B-carotene from certain
plant foods are important sources of vitamin A for many populations. During the
bioconversion process carotenoids are cleaved by cytosolic enzyme [-carotene 15,15'-
monooxygenase 1 (BCMOI1). Two polymorphisms (Single Nucleotide Polymorphisms -
SNPs) in BCMO1 gene, R267S: 1512934922 and A379V: rs7501331, were identified in ethnic
populations of Caucasian, Japanese and Chinese, and it may cause reduced enzyme activity
BCMOI and justify the wide inter-individual differences in bioconversion of B-carotene into
vitamin A. The aims of this study were to identify the frequency of polymorphic variants
A379V and R267S/A379V of BCMOI1 gene in three population groups (whites, blacks and
Japanese) and evaluate the relationship between SNPs with serum B-carotene and retinol
among three different ethnic groups. Each group was composed of 100 volunteers, with
European, African and Japanese ancestry, and 50% were female and 50% male. Were
evaluated plasmatic concentrations of -carotene, retinol, zinc erythrocyte, lymphocytes, C-
reactive protein, a-1-acid glycoprotein and dietary intake of Vitamin A. Samples of saliva and
oral mucosa exfoliated cells were collected for DNA extraction with subsequent genotyping
of SNPs R267S: rs12934922 and A379V: rs7501331 by RT-PCR. The frequencies of allelic
variants R267S and A379V at least one T allele for individuals with European ancestry were
63.0% and 44.0%, respectively, African ancestry, 48.0% and 18.0%, respectively, and
Japanese ancestry, 21.0 % and 27.0%, respectively. The results show, so unique, that the
frequencies of polymorphic variants of the polymorphic variants A379V and R267S BCMOI1
gene in Brazilian population groups evaluated depend on ethnicity for both SNPs. The
polymorphic variants observed do not seem to influence on serum concentrations of beta-
carotene and retinol, which can be explained by the influence of other factors associated with
BCMOI gene and high miscegenation of the Brazilian population. Genetic variability should

be considered for future provitamin A supplementation recommendations in Brazil.

Keywords: Polymorphism, Single Nucleotide; BCMO1; beta Carotene; Vitamin A; Ethnic
Groups.
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Capitulo I

1. Revisao da Literatura

1.1. Historico

A vitamina A foi a primeira vitamina lipossoluvel a ser descoberta. Dois grupos de
pesquisadores Mc Collum & Davis na Universidade de Wisconsin ¢ Osborne & Mendel na
Universidade de Yale, fizeram a descoberta quase que simultaneamente em 1913, sendo que
estes autores a chamaram de “fator dietético nao-identificado lipossolivel A”, marcando a
origem da atual designagdo alfabética para as vitaminas. Desde entdo, a importancia desta
vitamina na nutricdo humana vem crescendo, uma vez que sua deficiéncia ¢ considerada um
sério problema de satde publica e de morbimortalidade infantil, principalmente em alguns
paises da Asia e Africa, onde a caréncia de vitamina A ¢ a principal causa de cegueira nio-

acidental (Roncada, 1998).

1.2. Defini¢do, estrutura quimica e tipos retinoides

Vitamina A ¢ o termo genérico usado para descrever apenas os retindides que tém
estrutura ciclica B-ionona, fundamental para a func¢do da vitamina A, ou seja, 3, a e y-caroteno
e a criptoxantina. A grande maioria dos 600 carotendides identificados nao tem atividade pro-
vitamina A devido a auséncia do anel B-ionona (Roncada, 1998). O termo carotendide refere-
se a um grupo de pigmentos lipossoluveis e poli-insaturados de cor variavel entre o amarelo e
o vermelho escuro (Germano, 2004).

Os carotendides sao designados como formas pro-vitaminicas, por sua capacidade de
bioconversao em retinol. S3o constituidos por atomos de carbono, dispostos em um sistema
extenso de ligagdes duplas conjugadas, estando presentes nas formas dos isdmeros cis e trans
(mais comuns e mais estaveis) (IOM, 2001). Este sistema extenso de duplas ligacdes
conjugadas confere destaque a estas moléculas, sendo responsavel pelas propriedades e
fungdes tdo importantes dos carotenoides. Este sistema ¢ cromoforo, proporcionando aos
alimentos fonte de carotendides cores que vao do amarelo ao vermelho (Rodrigues-Amaya,
2008).

Quimicamente, os carotendides sdo substancias isoprendides, formadas por oito
unidades de isopreno, sendo que a ligacao isoprénica ¢ invertida na parte central da molécula

de forma que os dois grupos metilicos fiquem separados por trés carbonos (Lehninger, 2000).



Mais de 650 diferentes carotendides naturais ja foram isolados e caracterizados, sem
considerar os isomeros trans e cis (Kull, 1995). Desses, cerca de cem carotenoides tém sido
relatados em alimentos, e aproximadamente 50 sdo precursores da vitamina A. Os
carotendides precursores desta vitamina possuem pelo menos um anel de B-ionona nao
substituido, com cadeia lateral poliénica com um minimo de 11 carbonos (Ambrosio, 2006;
Rodrigues-Amaya, 2008).

Os seis carotenoides mais pesquisados por seu envolvimento na satide humana sao: -

caroteno, o-caroteno, P-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina (van Poppel, 1995)

(Figura 1).
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Figura 1: Estrutura quimica dos principais carotendides considerados importantes para a satde

humana.



Além de serem os principais carotendides no sangue humano (Epler et al., 1993), sdo,
também, com exce¢do da zeaxantina, os mais comumente encontrados nos alimentos, sendo
que o P-caroteno ¢ o mais largamente distribuido (Rodriguez-Amaya, 1993). De todos os
carotendides conhecidos, o B-caroteno, além de ser a mais abundante fonte de pro-vitamina A
presente nos alimentos, ¢ o carotendide que possui maior atividade pro-vitamica A, pois
possui estrutura simétrica com 2 anéis B-ionona ligados por uma cadeia poliénica de 22
carbonos com 100% de atividade vitaminica (Kurilich et al., 1999; Layrisse et al., 2000;
Leung et al., 2009). O a-caroteno e a B-criptoxantina tém cerca de 50% da atividade do B-
caroteno, ao passo que a luteina, zeaxantina e licopeno ndo possuem atividade pro-vitamina A
(Rodrigues-Amaya, 2008).

Carotenodides pro-vitamina A, particularmente o B-caroteno proveniente de plantas, sao
importantes fontes de vitamina A para muitas populagdes, principalmente em paises onde a
deficiéncia de vitamina A (DVA) ¢ prevalente, e onde fontes pré-formadas de vitamina A sdo
consumidas ocasionalmente. Nestes casos, a contribui¢do dos precursores de vitamina A ¢é
ainda mais significativa (Edwards, 2001).

Os retindides possuem esta denominagao devido a similaridade com o retinol e foram
originalmente isolados da retina, onde a vitamina atua nos pigmentos visuais (Gibson, 1990;
Combs, 2002). O retinol se oxida reversivelmente a retinal no organismo e este a acido

retinoico (oxidagao irreversivel) (Roncada, 1998).

1.3. Fungoes

Os diferentes metabolitos dos retindides apresentam fungdes especificas no organismo.
O retinol ¢ um metabdlito intermediario que atua na fungdo reprodutora. Ja o retinal ¢ um
composto essencial que exerce acao nos bastonetes, na transducao da luz em sinais neurais
necessarios para a visdo, atuando também na fungdo reprodutora humana. O 4cido retindico
possui atividade parcial de vitamina A, sendo-lhe atribuida uma atividade quimiopreventiva
sobre a expressdo de genes envolvidos com a diferenciagdo e proliferacdo celular, atuando na
manutengdo da integridade das células epiteliais de todo organismo. Atua na manutengdo da
diferenciagdo normal da cérnea e das membranas conjuntivas, prevenindo a xeroftalmia, bem
como para os fotoreceptores e para as c€lulas em cone. Os ésteres de retinol representam a
forma de armazenamento, sendo principalmente em retinil palmitato e estereato (Roncada,
1998; Press Conference of the State Council Information Office, 2004; Biesalski, 2007;
Fonseca, 2008).
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A vitamina A também estd relacionada com o desenvolvimento dos 0ssos,
influenciando o crescimento longitudinal por meio da promocao da diferenciagao das células
pituitarias secretores do hormonio do crescimento (GH) e pela estimulagao direta da secrecao
de GH. Exerce agdo protetora na pele e mucosa, possui fun¢do essencial na capacidade
funcional dos orgdos do sistema reprodutivo, participa do fortalecimento do sistema
imunoldgico, atuando na secrecdo e proliferagdio dos linfocitos. Contribui para o
desenvolvimento normal dos dentes, para a conservagao do esmalte dentdrio, manutencao do
bom estado do cabelo e na prevencao da oxidacdo celular por intermédio dos carotenoides
pro-vitaminicos A, que atuam como fontes desta vitamina. Atua na estabilidade de
membranas celulares, na adiposidade corporal e participa das transformac¢des no metabolismo
da corticosterona, do colesterol e dos hormonios sexuais. Além disso, tem sido sugerido que a
vitamina A ¢ também essencial para a eritropoiese (Underwood, 1996; Press Conference of
the State Council Information Office, 2004; Ambrosio, 2006; Fonseca, 2008).

Ao lado de sua fungdo como precursor de vitamina A, o P-caroteno atua como
antioxidante, interrompendo a progressao da atividade dos radicais livres e sequestrando os
radicais oxigénio singlet (Palozza, 1992). A capacidade dos carotenodides de sequestrar estas
espécies tem sido atribuida ao extenso sistema de duplas ligagdes conjugadas, obtendo-se a
maxima protecdo daqueles que possuem nove ou mais duplas ligacdes (Foote et al., 1970).
Foi constatado que o licopeno, sendo aciclico, ¢ mais eficiente do que o diciclico B-caroteno,
embora os dois tenham 11 duplas ligagdes conjugadas (di Mascio, 1989). Os carotendides
sequestram o oxigénio singlet de duas maneiras: por transferéncia fisica da energia de
excitagdo do oxigénio singlet para o carotenoide, resultando na formacdo de carotenoide
triplet, que é capaz de retornar ao estado nao excitado ap6s dissipar o seu excesso de energia
como calor, ou por meio de uma rea¢do quimica entre o oxigénio singlet ¢ o carotendide,
resultando na destrui¢do irreversivel desse ultimo (Rodrigues-Amaya, 2008).

Embora sejam micronutrientes presentes nos alimentos em niveis muito baixos
(microgramas por grama), os carotendides estdo entre os constituintes alimenticios mais
importantes para a saide humana (Rodrigues-Amaya, 2008). Alguns estudos mostram que
altas concentragdes séricas de carotenoides protegem contra o declinio do muscular
relacionado a idade, desabilidade fisica e cognitiva e morbidades cronicas (Goldberg, 1988;
Jacques, 1988; Hankinson et al., 1992; Gaziano, 1993; Seddon et al., 1994). Outros estudos
epidemioldgicos mostram que dietas ricas em alimentos contendo carotenodides estdo
associadas com o decréscimo do risco de certas doengas cronicas como o cancer (van Poppel,

1995) e doengas cardiovasculares (Gaziano, 1993). A luteina e a zeaxantina constituem o
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pigmento de cor amarela da macula da retina humana (Landrum, 2001) e sdo tidos como os
responsaveis pelo efeito protetor oftalmoldgico dos carotendides, atuando tanto como
antioxidantes quanto como filtros da luz azul de alta energia (Krinsky, 2003), prevenindo a
degeneracdo macular relacionada com a idade (Goldberg, 1988; Seddon et al., 1994) e
catarata (Jacques et al., 1988; Hankinson et al., 1992). No entanto, estudos clinicos ndo foram
capazes de mostrar beneficios para as hipoteses testadas, e alguns destes estudos sugerem que
a suplementacao utilizando megadose de carotenodides pode ser perigosa (Hennekens, 1994;
Lemke et al., 2003). Por exemplo, no estudo ATBC (a-Tocopherol, B-carotene Cancer
Prevention) realizado por um grupo Finlandés, a suplementa¢do de carotendides a homens
fumantes expostos no trabalho ao amianto teve uma associagao positiva com o aumento na
incidéncia do cancer de pulmao (The Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Prevention

Study Group, 1994; Omenn et al., 1996).

1.4. Fontes alimentares

A vitamina A pré-formada pode ser obtida sob a forma de palmitato de retinila, a partir
da ingestao de fontes alimentares de origem animal como ovos, leite integral e seus derivados,
peixe e figado ou na forma de suplemento alimentar. A vitamina A pode ser obtida pelo
organismo por meio da conversdo do -caroteno ingerido com as frutas e hortaligas ricas neste
composto, presente no mamao, manga, caqui, acerola, meldo caipira, goiaba, néspera, pitanga,
abacate, cenoura, abobora, mostarda, couve, brdcolis, rucula, agrido, almeirdo, escarola,
espinafre, além das frutas palmaceas buriti, tucuma, bocaitiva, bacuri e umari , sendo que o
buriti ¢ o produto alimentar detentor da maior concentragdo conhecida de -caroteno dentro
da vasta gama jé analisada de alimentos brasileiros (Combs, 2002; Fonseca, 2008; Rodrigues-
Amaya, 2008; PNAN, 2014).

Os carotendides sdo biossintetizados por plantas, algas, fungos, leveduras e bactérias.
Devido a capacidade das plantas sintetizarem esses compostos de novo, os alimentos de
origem vegetal contém, além dos carotendides principais, pequenas quantidades de
precursores ¢ derivados, proporcionando uma composi¢do complexa e variavel. Ja os
alimentos de origem animal ndo possuem a mesma composi¢dao. Os animais sao incapazes de
biossintetizar carotenodides e, portanto, dependem da alimentacdo para sua obtengdo,
modificando-os por meio de um numero limitado de transformagdes metabolicas (Press

Conference of the State Council Information Office, 2004; Rodrigues-Amaya, 2008).
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E importante ressaltar que, somente a coloragio de vegetais ndo garante a atividade de
vitamina A, como € o caso, por exemplo, do tomate ou beterraba, cuja coloragdo se origina de
pigmentos como xantofilas ou licopeno (sem atividade vitaminica A) (Germano, 2004).

Em populagdes de baixa renda, o consumo de vitamina A ¢, via de regra,
predominantemente de fontes de origem vegetal, podendo representar 80% ou mais do total
de vitamina A ingerida (Saunders, 2000; Germano, 2004). Observa-se que as fontes de origem
vegetal substituem os alimentos de origem animal com vantagens pela frequéncia de consumo
e pelo preco, pois a vitamina A pré-formada é menos acessivel para a populagdo de baixa

renda (Germano, 2004).

1.5. Necessidades nutricionais

As recomendagdes nutricionais vigentes das necessidades da vitamina A foram
estabelecidas em 2001 e tornaram-se o principal guia das necessidades nutricionais dos
Estados Unidos e, também, no Brasil devido a auséncia de padrdes brasileiros (IOM, 2001;
Ambrosio, 2006).

De acordo com o Instituto de Medicina (Institute of Medicine - IOM), a Organizagdo
Mundial da Satde (World Health Organization - WHO) e a Organizagdo para a Alimentagao
e Agricultura das Nagdes Unidas (Food and Agriculture Organization of the United Nations -
FAO), para a caracterizagdo da quantidade didria recomendada de vitamina A ¢ utilizada a
defini¢gdo de EAR (Estimated Average Requirement), estimada como a ingestdo diaria
suficiente para satisfazer as necessidades nutricionais de 50% dos individuos sadios. A
dosagem diaria recomendada (RDA), sigla do inglés Recommended Dietary Allowances, ¢ o
nivel de consumo alimentar de cada nutriente suficiente para satisfazer os requerimentos
nutricionais de quase todo individuo saudavel (entre 97 e 98%), compreendido num
determinado grupo, por género, faixa etéaria e estdgio de vida. A ingestdo adequada (Al), sigla
do inglés Adequate Intake corresponde ao valor médio de ingestdo diaria de um nutriente no
qual ndo existem evidéncias cientificas suficientes para o estabelecimento de uma RDA/EAR,
sendo baseada na ingestdo de nutrientes de um grupo de pessoas saudaveis. A UL (Tolerable
Upper Intake Level) indica o mais alto nivel de ingestdo de um nutriente que ndo causara
efeitos adversos a saude da maioria das pessoas. Acima da UL, o risco de efeitos adversos a
saude aumenta sensivelmente (IOM, 2001; WHO & FAO, 2004).

Na tabela 1 estdo apresentados os valores atualmente estabelecidos pelo Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, National Academies dos Estados Unidos para a
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ingestdo de vitamina A, expressos em pg de Equivalentes de Atividade de Retinol (Retinol

activity equivalents - RAE)/dia, sendo que 1RAE = 1 pg retinol (IOM, 2001).

Tabela 1: Recomendagdes de ingestdo para vitamina A e limites superiores toleraveis

Estagio da vida | EAR (ug/dia) | RDA (ng/dia) | UL (ng/dia)
Lactentes

0-6 meses -- 400 (Al 600
7-12 meses -- 500 (AI) 600
Criancas

1-3 anos 210 300 600
4-8 anos 275 400 900
Masculino

9-13 anos 445 600 1700
14-18 anos 630 900 2800
19-30 anos 625 900 3000
31-50 anos 625 900 3000
51-70 anos 625 900 3000
>70 anos 625 900 3000
Feminino

9-13 anos 420 600 1700
14-18 anos 485 700 2800
19-30 anos 500 700 3000
31-50 anos 500 700 3000
51-70 anos 500 700 3000
>70 anos 500 700 3000
Gestantes

14-18 anos 530 750 2800
19-30 anos 550 770 3000
31-50 anos 550 770 3000
Lactantes

14-18 anos 885 1200 2800
19-30 anos 900 1300 3000
31-50 anos 900 1300 3000

Fonte: IOM (2001)

A ingestao didria minima (EAR) de vitamina A para garantir uma concentragao sérica
adequada e prevenir sintomas de deficiéncia em individuos adultos ¢ de 500 a 625 ng, em
criangas de 210 a 275 ug, em gestantes 550 pg e em lactantes 900 pg (IOM, 2001), sendo, no
geral, necessaria aos seres humanos em quantidade inferior a 1 mg/dia (van Het Hof, 2000). A
RDA para homens e mulheres ¢ de 900 e 700 pg/dia, respectivamente, sendo que a UL para
adultos ¢ de 3000 pg/dia de vitamina A (IOM, 2001).

A unidade de medida, tanto para o B-caroteno quanto para a vitamina A, chama-se
Equivalentes de Atividade de Retinol, do inglés retinol activity equivalents (RAE). Os atuais

fatores de conversao da vitamina A sdao RAE, sendo variavel de acordo com o tipo de
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carotenoide: 1IRAE =1 pg all-trans-retinol, 2 pg all-trans-p-caroteno em 6leo, 12 pg all-trans-
B-caroteno alimentar, 24 mg a-caroteno, 24 mg B-criptoxantina e outros carotenoides (IOM,
2001). Considera-se que 1 pg de retinol equivale a 3,33 Ul de atividade pro-vitaminica A a
partir do retinol e que 10 UI de B-caroteno equivalem a 3,33 UI de retinol (WHO, 1966).
Como visto, o B-caroteno ¢ reconhecido como o mais potente precursor de retinol (IOM,
2001).

De acordo com o The Third National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES III), estudo que realiza coleta sistemdtica de dados precisos, relativos ao estado
nutricional de uma populagdo humana em uma determinada area geografica, o consumo
médio estimado de vitamina A nos Estados Unidos ¢ de 744 a 811 pg RAE/dia para homens e
de 530 a 716 pg RAE/dia para mulheres. Cerca de 25 a 50% dos adultos da maioria das faixas
etarias consomem uma quantidade menor de vitamina A que a EAR, ndo representando
estagios iniciais de deficiéncia clinica que leva a ma adaptagdo visual em ambientes pouco
iluminados. Aproximadamente 26 a 34% da vitamina A consumida ¢ proveniente de
carotendides pro-vitamina A, visto que a conversdo destes carotenoides ¢ mais efetiva em
frutas e tubérculos alaranjados do que em hortalicas verde-escuras. A ingestdo alimentar
destes carotendides deve ser realizada em grande quantidade para que o requerimento didrio
de vitamina A seja alcangado (I0OM, 2001).

Dados do HNANES III indicam que para homens de 31 a 50 anos, a ingestao média de
carotenodides pro-vitamina A, como o a-caroteno, J-caroteno e -criptoxantina, foi de 51 (2 pg
RAE), 1.942 (162 pg RAE) e 39 (1,6pug RAE) pg/dia, respectivamente. Usando o fator de
conversdao RAE, a ingestdo de B-caroteno contribuiu com 21% da ingestdo total de vitamina
A. Todos os carotendides pro-vitamina A contribuiram para 26 e 34% da vitamina consumida
por homens e mulheres, respectivamente. A ingestdo média de outros carotenoides, luteina e
zeaxantina foi de 1.353 pg/dia e 1.966 pg/dia em homens e mulheres, respectivamente, sendo
que a média de ingestdo de licopeno foi de 842 e 5.079 pg/dia nos mesmos géneros (IOM,
2001).

Em contrapartida, outro estudo mostrou que a ingestdo total de vitamina A por
individuos americanos com dieta onivora e rica em frutas e vegetais fonte de -caroteno ¢ de
1.168 ng RAE/dia, o que excede a RDA, sendo que esta ingestdo também ¢ alcangada em
dietas vegetarianas com a mesma caracteristica, exceto pela ndo consumo de carnes em geral
(IOM, 2001). O consumo médio de vitamina A por americanos derivada de suplementos ¢ de
1.430 ug RAE/dia em ambos os sexos, visto que uma parcela representativa da populagao

utiliza suplementacdo de micronutrientes diariamente (Moss, 1989).
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Baixas ingestdes de vitamina A também sdo observadas em sociedades ocidentais. No
Reino Unido, 15% de individuos jovens, com idade entre 19 a 24 anos t€ém uma baixa
ingestdo de vitamina A, muito abaixo do nivel de ingestdo de nutriente recomendado
(Henderson et al., 2003).

No Brasil, desde 1970 estudos populacionais sobre o consumo de vitamina A tém sido
realizados apontando uma inadequacao alimentar. Estudo publicado em 1974 mostrou que o
consumo vitamina A em 197 individuos moradores de Ribeira (SP) ¢ insuficiente, mesmo
sendo uma regido produtora de mamao, fruta considerada boa fonte de P-caroteno (Bon,
1974). Coelho et al. (1995) identificaram inadequa¢ao de consumo de vitamina A entre 12%
das gestantes avaliadas, segundo o método frequéncia de consumo semiquantitativo, atendidas
em maternidade publica do municipio do Rio de Janeiro.

Estudo realizado na regido metropolitana de Sdo Paulo com 548 individuos entre 20 e
88 anos de idade mostrou uma baixa ingestdo de vitamina A em todos os gé€neros e faixa
etarias, sendo que os idosos apresentaram menor consumo deste nutriente quando comparados
aos mais jovens (Velasquez-Meléndez, 1997). Em Recife, Fernandes et al. (2005)
identificaram que aproximadamente 22% das 311 criangas menores de 5 anos avaliadas
apresentaram consumo insuficiente desta vitamina.

Em um estudo realizado por Albuquerque (2009) com 279 idosos de 60 a 64 anos
moradores da area metropolitana de Recife, foi avaliado o consumo de grupos de alimentos
com significativo teor de vitamina A (>100 ER/100 g de alimento) nos ultimos seis meses por
questionario de frequéncia alimentar. Verificou-se que o consumo habitual de alimentos de
origem animal, numa frequéncia >3x/semana foi de 30,5%, inferior ao observado para os
alimentos de origem vegetal que foi de 69,5%, contribuindo para o indice de 26% de DVA
nesta populacao, considerando, assim, que o baixo poder de bioconversao da pro-vitamina A
em retinol afeta a bioeficacia desse nutriente.

Estudo realizado por Pinheiro et al. (2011) em uma amostra representativa e
probabilistica da populagao rural e urbana de 150 cidades do Brasil (2344 individuos), 92,4%
dos individuos com idade igual ou superior a quarenta anos apresentaram consumo
inadequado de vitamina A, sendo mais prevalente em individuos com sobrepeso e obesidade.
Nao foram evidenciadas diferencas estatisticamente significativas nas prevaléncias de
inadequacdo em relacdo as diferentes regides estudadas, areas metropolitanas e interior do
pais e os diferentes estratos socioeconomicos estudados. Estudo realizado em 30 criangas e

adolescentes obesos com idades entre 7 ¢ 14 anos de Minas Gerais observou baixa ingestao de
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vitamina A em 80% dos individuos, sendo que baixas concentragdes séricas de B-caroteno

foram encontrados em 83,3% da amostra (Ued, 2014).

1.6. Biodisponibilidade

A biodisponibilidade de vitamina A pode ser definida como a quantidade de
carotendide que € absorvida pelo intestino e torna-se disponivel aos tecidos-alvo (Rodrigues-
Amaya, 2008). Uma adequada absor¢ao de carotendides da dieta requer digestao da matriz
alimentar, formagdo de micelas lipidicas no trato gastrointestinal, captacdo dos carotenoides
pelas células da mucosa intestinal, além do transporte dos carotendides e seus produtos
metabdlicos até a linfa e a circulagdo portal (Castenmiller, 1998).

O estudo da biodisponibilidade destes compostos ¢ complexo devido a influéncia de
diversos fatores. Os fatores que influenciam a biodisponibilidade de carotendides e a
bioconversdo destes em retinol estdo relacionados ao alimento e ao individuo. Os relacionados
ao alimento sdo a quantidade e natureza do carotendide, a natureza da matriz e estado fisico
do carotendide, o método de preparo ou processamento, a competigdo/interagdo com outros
carotendides e a presenga de outros componentes na dieta, sendo que a fibra diminui a
biodisponibilidade (Castenmiller, 1998; Yeum, 2002). Ja com relagdo ao individuo, os fatores
sdo o estado nutricional, visto que a DVA aumenta a biodisponibilidade, enquanto a
deficiéncia proteica a diminui, além da baixa capacidade de absorcao dos lipidios, infecgdes,
infestagdes parasitarias e fatores genéticos (Rodrigues-Amaya, 2008).

No que se refere ao estado nutricional, a deficiéncia de zinco pode ocasionar DVA,
pois esse micronutriente ¢ necessario para a sintese proteica, incluindo a sintese hepatica e a
secregdo da proteina transportadora de retinol (Retinol Binding Protein - RBP) e da
transtiretina; sendo assim, a deficiéncia de zinco influencia a mobiliza¢do da vitamina A do
figado e seu transporte para os tecidos-alvos (Smith, 1974; Omenn et al., 1996). Além disso, o
zinco influencia a conversdo do B-caroteno em vitamina A por meio da enzima retinol
redutase (Yuyama, 2005).

Durante processos infecciosos e inflamatérios, mesmo apos o desaparecimento dos
sintomas clinicos, ha alteragdo na concentracdo de nutrientes séricos, dentre eles a vitamina
A. Para detectar a inflamacao em pessoas aparentemente saudaveis € realizada a dosagem da
proteina C-reativa (PCR) e da a-1-glicoproteina acida (AGP). A PCR tem meia-vida de 2 dias
e se eleva entre 24 a 48h, sendo que a AGP tem meia-vida de 5,2 dias e se eleva entre 3 a 5
dias. De acordo com a severidade do processo traumatico ocorre vasodilatacdo, aumento da

permeabilidade vascular, excre¢ao de retinol e RBP, inibi¢dao da sintese de RBP, diminui¢do
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da transtirretina, afetando, assim, a concentragao sérica de retinol, mesmo quando hé reservas
hepaticas adequadas (Christian et al., 1998; WHO, 2012). Da-se entdao a importancia em dosar
ambos marcadores inflamatorios para uma correta avaliagdo do status de vitamina A sérico.

A parasitose intestinal pode diminuir a absor¢do da vitamina A por alterar a
morfologia da mucosa intestinal, sobretudo em casos de giardiase, ascaridiase e
estrongiloidiase, particularmente em pacientes com uma alta carga parasitaria (Mahalanabis,
1979).

A biodisponibilidade da vitamina A ¢ limitada devido a variabilidade da absor¢do e
conversdo em retinol e pela ligagdo dos carotendides a proteinas, o que pode ser superado
pelo cozimento que dissocia as proteinas e libera o carotenoide. O retinol livre € relativamente
estavel ao calor e a luz, porém, pode ser destruido pela oxidagdo. Portanto, sua biopoténcia
pode ser reduzida pela presenga de elementos de transicao (ferro, cobre) e protegida pelo uso
de vitamina E ou antioxidantes sintéticos ou estabilizada pela esterificagdo (Garcia-Casal et
al., 1998; Mahan, 2000).

Os lipidios da dieta auxiliam a captagdo dos carotenoides, aumentando a absor¢ao
destes e do retinol no intestino. Os carotendides sdo incorporados a quilomicrons para
transporte no soro, melhorando o estado nutricional em relagdo a vitamina A (Edwards, 2001;
Yuyama, 2005). A quantidade de gordura na dieta para assegurar a absor¢ao de carotendides
parece ser baixa (3-5g por refeicdo), entretanto, isto depende das caracteristicas fisico-
quimicas dos carotendides consumidos (van Het Hof, 2000).

Nas folhas verdes, os carotenoides se apresentam nos cloroplastos como complexos de
pigmento-proteina e para sua liberacdo requerem a desintegracdo do carotendide. Em outras
hortaligas e frutas, os carotenoides, as vezes, se encontram em goticulas de gordura, das quais
podem liberar-se facilmente (Saunders, 2000).

Devido sua importancia na biossintese de RBP, a ingestdo de zinco afeta
positivamente o status de vitamina A somente em individuos com desnutricdo proteico-
energética (DPE) moderada ou severa (Shingwekar, 1979). Entretanto, individuos com
deficiéncia de zinco, e suplementados com 220mg/dia deste micronutriente, tiveram melhora
na adaptagdo visual no escuro, pois a deficiéncia deste esta relacionada a reducao na sintese
de rodopsina, um fotopigmento visual dos bastonetes na retina que atua na transducao do sinal
luminoso (Morrison, 1978; Dorea, 1986).

O dlcool diminui a captagdo e mobilizagdo hepatica da vitamina A e aumenta a
transformagao desta em metabolitos nao ativos (Ferrini, 2002). O consumo crénico de alcool

induz enzimas do citocromo P450 resultando em reducdao das concentragdes hepaticas de
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acido retindico, além de depletar as reservas hepaticas de vitamina A, que também ¢ causada
pela reducao no consumo de alimentos fonte em individuos alcoolatras (Leo, 1985; Wang,
1999). Devido o etanol e o retinol serem classificados quimicamente como alcodis, ha
sobreposi¢do das vias metabodlicas destes dois compostos, gerando competicdo por vias
enzimaticas semelhantes (Leo, 1999).

A parasitose intestinal pode diminuir a absor¢do da vitamina A por alterar a morfologia
da mucosa intestinal, sobretudo em casos de giardiase, ascaridiase e estrongiloidiase,
particularmente em pacientes com uma alta carga parasitaria (Mahalanabis, 1979). Ha
associagdo entre o Schistosoma mansoni e baixas concentragdes séricas de retinol. E
importante considerar que o estado nutricional em relagdo a vitamina A pode estar de alguma
forma associado a presenca de parasitas intestinais, ndo devendo ser descartada a
possibilidade dos baixas concentragdes séricas de retinol aumentarem a susceptibilidade dos
individuos a infestagdo (Friis et al., 1997). Na regido Norte do Brasil foi observado que o
tratamento de parasitoses intestinais como a ascaridiase e giardiase, levou ao aumento dos
niveis de retinol pos-suplementagdo (Marinho, 1991).

Individuos portadores de Polimorfismos de nucleotideo unico (Single Nucleotide
Polymorphism - SNPs) da BCMOI, tais como R267S: rs12934922 no éxon 6 e A379V:
rs7501331 no éxon 8§, com frequéncia da variante com, pelo menos, um alelo T de 42 e 24%,
apresentam reducdo da habilidade na conversdo do B-caroteno a vitamina A, acompanhada de
uma maior concentragdo de B-caroteno medida em jejum (Leung et al. 2009). Em estudos
populacionais, 27-45% de voluntarios foram classificados como conversores deficientes do 3-
caroteno a vitamina A (Hickenbottom et al., 2002; Lin, 2000; Wang, 2004), devido ao

comprometimento da fun¢do da enzima BCMOI.

1.7. Método de dosagem

A concentracdo sérica de retinol ¢ um dos indicadores bioquimicos mais utilizados no
diagnostico do estado nutricional de vitamina A e para identificar populacdes em risco de
DVA (WHO, 1996; West, 2002). As prevaléncias observadas com a aplicagdo desse método,
geralmente, sdo empregadas no calculo das estimativas mundiais, revelando a magnitude da
DVA em diferentes paises. Além disso, tal dosagem tem sido empregada na validagdo de
outros indicadores do estado nutricional de vitamina A, como os indicadores funcional e
dietético (Saunders et al., 2005).

Do ponto de vista bioquimico, a determinagdo das concentragdes séricas de vitamina

A ndo apresenta dificuldades, inclusive quando se trata de avaliagdo ao nivel pré-patoldgico
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ou subclinico. No entanto, as concentragdes séricas de retinol ndo refletem diretamente a
reserva hepatica devido a existéncia desse controle homeostatico, que mantém as
concentragdes séricas adequadas mesmo quando as reservas ja se encontram insuficientes.
Quando as reservas hepaticas de vitamina A apresentam uma concentragdo critica, em valor
de 20mg/g de tecido hepdtico, as concentragdes séricas de retinol diminuem. Tais adaptagdes
servem para manter relativamente constantes os niveis sanguineos até que as reservas
organicas sejam depletadas a um ponto em que a adaptacdo ja ndo possa ser compensada.
Assim, ndo ¢ possivel, por intermédio deste indicador convencional, diagnosticar a DVA em
seus estdgios mais precoces (Underwood, 1984; Olson, 1987).

O teste de dose-resposta relativa (RDR) ¢ utilizado para avaliar as reservas hepaticas
da vitamina A, no qual ha administracao de pequena dose de éster de retinol e posterior coleta
de uma amostra de sangue nos momentos zero e cinco horas apos a dose, calculando-se o
aumento percentual (Flores, 1984). O teste RDR baseia-se no principio de que, durante a
deplecdo da vitamina A, a proteina apo-RBP se acumula no figado e, ao receber uma dose de
desafio de éster de retinol, este ird se ligar ao excesso RBP e sera secretado no soro, como o
complexo de holo-RBP-vitamina A. Se as reservas corporais de retinol sdo adequadas, a
concentragdo de retinol plasmatico ¢ pouco afetada, mas quando as reservas sdo baixas, os
niveis de retinol plasmatico se elevam acima dos niveis basais (Tanumihardjo, 2004). A OMS
indica o ponto de corte de elevacdo dos niveis basais 20% como indicacdo da redugdo de
estoques corporais (WHO, 1996).

A partir de analise do National Health and Nutrition Examinations Survey, realizada
nos Estados Unidos entre os anos de 1988 a 1994, foi verificado que as concentragdes séricas
de retinol <1,05 uM/L foram mais prevalentes em criangas de 4 a 13 anos e que esses casos
foram considerados como estado nutricional de vitamina A subotimo, pois houve aumento das
concentragdes séricas de retinol apds a suplementacdo com vitamina A. Reforgando tal
afirmativa, observa-se em populacdes bem nutridas que os niveis de reserva hepatica
adequada de vitamina A estdo associados aas concentragdes séricas de retinol maiores que
1,05 uM/L (Ballew, 2001).

De acordo com a tabela 2, as concentragdes séricas de retinol tém valores de corte de
0,7 uM/L e de 0,35 uM/L para deficiéncia moderada e severa de vitamina A, respectivamente
(WHO, 1996; Sommer, 2002). Niveis séricos de 1,05 uM/L té€m sido sugeridos como baixas
concentragdes séricas em gestantes e lactantes (West, 2002). Ja para as concentragdes séricas

de B-caroteno os valores de normalidade sao de 0,9 — 4,6 uM/L (Blass et al., 2013).
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Tabela 2: Classificagao das concentragdes séricas de retinol

Classificacao Concentragdes sérica de retinol
ng/dL uM/L
Normal >30,0 > 1,05
Aceitavel 20,0 — 29,9 0,70 — 1,04
Baixo 10,0 - 19,9 0,35 -0,69
Deficiente <10,0 <0,35

Fonte: WHO, 1996

Do ponto de vista bioquimico, a DVA ¢ considerada um problema de satde publica
quando 15% ou mais dos individuos apresentam concentragdes séricas de retinol menores que
0,70 uM/L ou quando 5% ou mais da populacdo tem concentracdes menores que 0,35 uM/L
(Arroyave, 1982).

Em populacdes com desnutrigdo, cerca de 25% dos individuos apresentam
concentragdes séricas de retinol menores que 0,7 uM/L, um nivel que reflete a DVA na
populacdo. Nos Estados Unidos, menos de 5% da populagdo adulta apresenta concentragdes
séricas menores que 1,05 uM/L, tendo em média 1,7 a 2,2 uM/L de retinol (Underwood,
1994).

1.8. Deficiéncia

A hipovitaminose A ¢ a DVA em nivel dietético, bioquimico ou clinico, com
repercussoes sistémicas que afetam as estruturas epiteliais de diferentes 6rgaos, sendo, nos
olhos, os efeitos mais evidentes. O termo mais atual usado em substituicdo a hipovitaminose
A ¢ deficiéncia de vitamina A (Brasil, 2002).

Segundo Programa Nacional de Alimenta¢do e Nutricdo (2014), a DVA pode ser
causada por:

- Falta de amamentacdo, desmame precoce ou descarte do colostro: o leite materno ¢ rico em
vitamina A e ¢ o alimento ideal para criangas até seis meses de idade (WHO, 2009).

- Consumo insuficiente de alimentos ricos em vitamina A.

- Consumo insuficiente de alimentos que contém gordura: o organismo humano necessita de
uma quantidade de gordura proveniente dos alimentos para manter diversas funcdes
essenciais ao seu bom funcionamento. Uma delas é permitir a absor¢ao de algumas
vitaminas, chamadas lipossoluveis (Vitaminas A, D, E e K).

- DPE.

- Infecgdes frequentes: as infecgdes que acometem as criangas levam a uma diminuicao do

apetite, sendo que a crianga passa a ingerir menos alimentos podendo surgir uma DVA.
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Além disso, a infec¢@o faz com que as necessidades organicas de Vitamina A sejam mais
altas, levando a redugdo dos estoques no organismo ¢ desencadeando ou agravando o
estado nutricional.

- Colestase: quando a colestase ¢ prolongada e/ou grave, ocorre supressdo total ou quase
total da secrecdo de bile; sendo esta, devido a sua composicao caracteristica, essencial para
a solubilizagao de lipidios e vitaminas lipossoliveis de modo a que estes possam ser
absorvidos, a vitamina A ndo podera ser absorvida, resultando em déficit deste
micronutriente.

O diagnostico da DV A s6 pode ser confirmado por profissionais de satde, pois muitos
dos sinais sdo comuns a outras doengas, como a pele seca e fadiga, embora outros sejam mais
caracteristicos da Hipovitaminose A. Um epitélio severamente afetado ¢ o do revestimento
ocular, levando a xeroftalmia. A xeroftalmia ¢ o nome genérico dado aos diversos sinais €
sintomas oculares da hipovitaminose A. A forma clinica mais precoce da xeroftalmia ¢ a
cegueira noturna, também chamada de nictalopia, na qual a crianca ndo consegue boa
adaptacdo visual em ambientes pouco iluminados. Manifestagdes mais acentuadas da
xeroftalmia sdo a mancha de Bitot, normalmente localizada na parte exposta da conjuntiva, e
a xerose, sendo que nos estagios mais avangados a cornea também estd afetada constituindo a
xerose corneal, caracterizada pela perda do brilho, assumindo aspecto granular e ulceragdo da
cornea. A ulceragdo progressiva pode levar a necrose e destruicio do globo ocular
provocando a cegueira irreversivel, o que ¢ chamado de ceratomaldcia (PNAN, 2014).

A DVA tem sido associada com uma reducdo no nimero de linfocitos e das células
natural killer, diminui¢do do peso dos drgaos linféides, além da diminuicdo da resisténcia aos
tumores imunogénicos (Cantorna et al., 1995). A anemia ¢ resultante da DVA em criangas e
mulheres, pois a vitamina A atua na hematopoiese e na mobiliza¢do e transporte do ferro
(WHO, 20009).

Em 1995, foi estimado que em paises em desenvolvimento, cerca de 3 a 10 milhdes de
criancas em idade escolar apresentaram xeroftalmia, sendo que 250 a 500 mil apresentaram
cerotomalécia por ano (Sommer, 1996; WHO, 2009). Estima-se que a DV A afete cerca de 75
a 140 milhdes de criancas em idade pré-escolar por ano em paises em desenvolvimento,
principalmente na Africa, no sul e sudeste Asidtico, causando altos indices no mortalidade
nestes continentes (West, 2002; WHO, 2009). Em 2004 o projeto Micronutrient Initiative e o
Fundo das Nagodes Unidas para a Infancia (UNICEF) estimaram que para o ano de 2000 e
DVA clinica e bioquimica afetava 7 e 210 milhdes de criangas pré-escolares, respectivamente

(Micronutrient Initiative, 2004).
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Baixas concentragdes séricas de vitamina A afetava 19,8 milhdes de mulheres
gestantes, sendo que 7,2 milhdes apresentavam DVA, com niveis <0,70 uM/l e que 6,2
milhdes apresentaram cegueira noturna durante a gestacdo, afetando cerca de 2/3 das
mulheres do sul e sudeste asiatico (West, 2002).

A DVA ¢ um problema sério de saude publica que afeta principalmente mulheres
gravidas ou lactantes e criangas na idade pré-escolar, com uma estimativa de 250 milhdes de
pessoas em risco de desenvolver as desordens resultantes da DVA no mundo (Underwood,
2004). O Brasil foi classificado pela Organizagdo Mundial da Satde e pela Organizagao Pan-
Americana de Saude como area de caréncia sub-clinica grave (WHO, 1995; McLaren, 1999),
onde cerca de 70% das criancas em idade pré-escolar apresentam DVA, segundo estudo
realizado na periferia de Ribeirdo Preto (Fonseca, 2008). A deficiéncia nestes grupos
vulneraveis ocorre devido ao aumento em requerimentos fisiologicos, juntamente com uma
baixa ingestao de dieta rica em vitamina A (Miller, 2002).

No Brasil, no ano de 2000, 23% das mortes por diarreia em criangas, estava associada
com a hipovitaminose A e essa caréncia nutricional era a principal causa de cegueira evitavel
no mundo (Brasil, 2000). A popula¢do infantil do Nordeste ¢ a mais vulneravel ao problema,
uma vez que 16% a 55% das criancas apresentaram dosagem de vitamina A abaixo de 0,7
UM/L, caracterizando situagdes carenciais endémicas. Existem igualmente indicagdes da
ocorréncia da hipovitaminose A em bolsdes de pobreza de Minas Gerais e Sdo Paulo, além de
areas da Regido Norte. Nestas areas, mais de 15% das amostras de sangue examinadas
comprovaram que a dosagem de vitamina A estava abaixo do limite de normalidade (Brasil,
2002).

Dados da Pesquisa Nacional de Demografia e Saude da Crianga e da Mulher (PNDS)
realizado com 3.499 criancas menores de cinco anos e 5.669 e 5.698 mulheres gravidas e nao
gravidas, respectivamente mostrou que 17,4% das criancas e 12,3% das mulheres em geral
apresentavam niveis séricos inadequados de retinol. Em criancas, as maiores prevaléncias
dessa inadequagdo foram encontradas no Nordeste (19,0%) e Sudeste (21,6%) do pais. Morar
na zona urbana foi uma variavel associada a maior prevaléncia de niveis deficientes quando
comparada com a zona rural. A maior idade materna (>35 anos) também foi associada a maior
ocorréncia de criangas com niveis deficientes de vitamina A. A prevaléncia de niveis baixos e
marginais da vitamina A entre criangas e mulheres, apresenta-se muito acima das observadas
em paises desenvolvidos (Brasil, 2009).

Com o objetivo de combater a DVA, varios esforgos estao sendo desenvolvidos para

aumentar a ingestdo da vitamina A pelo aumento do contetdo e da biodisponibilidade de
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fontes de pro-vitamina A (De Pee, 2007). Devido aos efeitos adversos do excesso de
suplementagdo com vitamina A pré-formada, a suplementacdo com pré-vitamina A tem sido
considerada como a intervengdo mais apropriada para satisfazer o aumento da demanda de
mulheres gravidas e lactantes deficientes em vitamina A nos paises ocidentais (Strobel, 2007).

A deficiéncia aguda de vitamina A ¢ tratada com grandes doses orais da mesma e
correcdo da DPE, concomitantemente. Os sintomas de deficiéncia respondem a dieta e
suplementagdo vitaminica na mesma ordem em que eles aparecem. Por exemplo, a cegueira
noturna responde rapidamente, enquanto as anormalidades cutineas podem levar diversas
semanas para desaparecer (Ross, 2002).

Em paises em desenvolvimento, a suplementacdo de vitamina A diminui o risco de
mortalidade em criangas (Humphrey, 1996) e mulheres gravidas e no pds-parto (West et al.,
1999), com reducao de 23 a 30% na mortalidade de criancas (Beaton et al., 1993). A
Organizagao Mundial da Saiude recomenda a suplementacdo profilatica em populagdes com
DVA e o tratamento de criangas com xeroftalmia, sarampo, diarreia prolongada e desnutri¢ao
(WHO, 1997).

No Brasil, o Programa Nacional de Alimentacdo e Nutrigdo estabeleceu medidas
importantes de prevencao da DVA (PNAN, 2014):

1. Promogao do aleitamento materno exclusivo até o 6° més e complementar até 2 anos
de idade ou mais com a introdu¢do dos alimentos complementares em tempo oportuno e de
qualidade.

2. Promogdo da alimentacdo adequada e saudavel, assegurando informagdes para
incentivar o consumo de alimentos fontes em vitamina A pela populagao.

3. Suplementagao profilatica periddica e regular das criangas de 6 a 59 meses de idade,
com megadoses de vitamina A.

4. Suplementacao profilatica com megadoses de vitamina A para mulheres no pos-
parto imediato (puérpera), antes da alta hospitalar. A suplementacdo de mulheres no pds-parto
imediato acontece somente na Regido Nordeste e em alguns municipios localizados na Regido

Norte, Estado de Minas Gerais e Mato Grosso.

Desde 1980, o Ministério da Saude (MS) vem atuando nos estados do Nordeste e
posteriormente nas demais regides do Brasil com agdes de intervengdes visando a reducao da
DVA no pais. Desde 2005, em parceria com as secretarias estaduais e municipais de Saude, o
MS realiza o “Vitamina A Mais - Programa Nacional de Suplementacao de Vitamina A”. As

estratégias de intervengdes sdo estabelecidas via suplementagao de megadoses de vitamina A
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as criancas de 6 a 59 meses de idade residentes em areas consideradas de risco, associadas a
acoes educativas implementadas pelos Agentes Comunitarios de Satde e também por
intermédio dos meios de comunicagdo de massa, disponibilizando informacdes a populacao
que visem a selecdo de alimentos ricos em retinol e carotendides na composicdo de sua
alimentacdo didria. No Brasil, sdo consideradas areas de risco a regido Nordeste, Vale do

Jequitinhonha em Minas Gerais e Vale do Ribeira em Sdo Paulo (PNAN, 2014).

1.9. Metabolismo

O B-caroteno ¢ a mais abundante fonte de pro-vitamina A presente nos alimentos,
como relatado anteriormente. Cerca de 10 a 50% do total de B-caroteno consumido ¢
absorvido pelo trato gastrintestinal. Dentro da parede do intestino, ¢ parcialmente convertido
em vitamina A (Layrisse et al., 2000), processo este denominado bioconversao (Rodrigues-
Amaya, 2008), o qual ¢ regulado para que quantidades excessivas de vitamina A ndo sejam
absorvidas das fontes de B-caroteno (Garcia-Casal et al., 1998).

Ja a absor¢do do retinol, proveniente de fontes alimentares de origem animal, ¢
realizada quase que integralmente em condi¢des de normalidade do aparelho gastrointestinal,
sendo que sua absor¢do ¢ de seus ésteres de retinil ¢ mais completa em jejum e quando
administrados com solugdes aquosas. Na presenca de anormalidades da absor¢do das
gorduras, a absor¢ao do retinol também sofre redugcdo (Mahan, 2000).

Ap0s ingeridos, os carotendides sdo incorporados em micelas mistas constituidas de
acidos biliares, acidos graxos livres, monogliceridios e fosfolipidios A quantidade de
carotendides incorporada nas micelas depende da polaridade do carotenodide e da composi¢ao
e saturagcdo dos acidos graxos micelares (Ambrosio, 2006).

Nas células da mucosa intestinal o B-caroteno € clivado em duas moléculas de retinal,
as quais sdo reduzidas e esterificadas para formar ésteres de retinil. No intestino delgado os
¢ésteres de retinil, provenientes da dieta, sdo hidrolisados a retinol, que € a principal forma de
transporte e armazenamento e, que conjuntamente com os carotenodides dietéticos, sdo
absorvidos pela mucosa intestinal e transportados no plasma pelos quilomicrons sob a forma
de ésteres de retinol pela circulagdo entero-hepatica para seu armazenamento no figado
(Olson, 1999; Allen, 2002; Souza, 2002). Esta absorcao ¢ mais lenta em individuos idosos
(Borel et al., 1998a).

O retinol é metabolizado no figado em diversos produtos, sendo alguns conjugados
com o acido glicurénico ou taurina para serem excretados na bile (Sporn, 1984). O retinol

armazenado no figado ¢ liberado para a circulagdo por meio de sua ligagdo com a RBP, ou
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seja, o retinol ¢ acoplado a RBP e ¢ transportado a determinados tecidos num complexo com
as pré-albuminas séricas. As RBPs transportam o retinol e a albumina transporta o acido
retindico na circulagdo até atingirem as células-alvo (Olson, 1999; Allen, 2002; Souza, 2002;
Ross, 2003a). A partir de estudos cinéticos, foi estabelecido que o retinol ligado a RBP se
recicla até 12 vezes no trajeto entre o figado, plasma e tecidos extra-hepaticos antes de sua
utilizagdo irreversivel, processo chamado de reciclagem do retinol (Blomhoff et al., 1994).

Os 4cidos retindicos, uma vez no nucleo, atuam na ativagdo do receptor de acido
retindico (RAR) e do receptor X de retindides (RXR). Esses receptores apresentam afinidade
especifica, sendo que o RAR ¢ responsivo para o acido all-trans-retindico, sendo que o acido
9-cis-retindico possui maior afinidade pelo RXR. Quando ativadas pela acido retindico, estas
proteinas formam o complexo ligante-receptor, formando dimeros do tipo RAR/RXR ou
RXR/RXR, atuando como fatores de transcricao ligando-se as sequencias alvo especificas do
DNA levando a ativagdo ou inibi¢do de genes que mediam efeitos biologicos (Ross, 2003b).

O figado ¢ o principal o6rgdo responsavel pelo armazenamento, metabolismo e
distribuicdo da vitamina A para os tecidos periféricos (Dawson et al.,, 2000).
Aproximadamente 90% da vitamina A do organismo ¢ armazenada no figado, sendo também
armazenada no tecido adiposo, pulmdes e rins (Ferrini, 2002). De acordo com Roenigk (1982)
o figado, além de funcionar como sitio de deposito de vitamina A, pode utilizar retinol para
seu funcionamento normal, como proliferagdo e diferenciacdo de suas células. Este 6rgao ¢
composto por varios tipos de células, dos quais dois tipos — células parenquimatosas (ou
hepatodcitos) e células estreladas (ou células de Ito) — estdo diretamente envolvidos no
metabolismo de vitamina A (Blomhoff et al., 1994).

O retinol ndo ¢ eliminado na urina e sob a forma inalterada ¢ excretado somente em
casos de nefrite cronica. Quando altas doses de vitamina A sdo administradas uma parte do

retinol sofre excre¢ao sob a forma inalterada nas fezes (Mahan, 2000).

1.10. Enzima e gene B-caroteno 15,15’-monooxigenase 1 (BCMO1)

Os carotendides sdo clivados dentro das células absortivas da mucosa intestinal.
Existem duas vias para descrever a clivagem do B-caroteno em vitamina A: a simétrica e
assimétrica. A principal via € a clivagem simétrica catalisada pela enzima citossolica f3-
caroteno 15,15’-monooxigenase 1 (BCMOI1). Ela cliva o B-caroteno em sua dupla ligagao
central (15-15’), obtendo duas moléculas de all-trans-retinal, que pode ser convertido de

forma reversivel a retinol (vitamina A) e irreversivel a acido retindico. Ja a via de clivagem
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assimétrica ¢ realizada pela enzima mitocondrial B-caroteno 9°,10’-dioxigenase (BCDO2) nas
outras ligagdes duplas, exceto na central, formando B-apocarotenos (8’-, 10’- e 12’-apo-
carotendides) com tamanhos diferentes de cadeia, que podem ser convertidos a retinal
(Lindqvist, 2002; Ho, 2007) (Figura 2). A enzima BCDO2 pode metabolizar compostos sem

atividade pro-vitaminica A com as xantofilas (Mein, 2011).
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Figura 2: Esquema do metabolismo dos carotendides pro-vitamina A: clivagens simétrica (a

esquerda) e assimétrica (a direita) (Amengual, 2013). LRAT: lecithin-retinol acyltransferase.

A presenga de pelo menos um anel B-ionona nao substituido ¢ fundamental para a
clivagem da enzima BCMO1 (Lindqvist, 2002). Sendo assim este processo ocorre somente no
o e B-caroteno, B-apocarotenoides e B-criptoxantina, ndo ocorrendo no licopeno e zeaxantina
(Redmond et al., 2001, Lietz 2012).

A atividade da enzima BCMOI1 ¢ determinada pela composi¢do lipidica, proteica, de
antioxidantes, polifenois e carotendides na dieta (Lietz, 2010). A quantidade de vitamina € o
fator que exerce maior influéncia na atividade da enzima, sendo que a producao excessiva de
vitamina A e do 4cido retindico via BCMO1 pode ser inibida quando os estoques hepaticos
estao adequados (van Vliet, 1996).

Em humanos, cerca de 35 a 88% do B-caroteno absorvido ¢ clivado oxidativamente
pela enzima BCMO1 (Lietz, 2010). A enzima BCMOI1 ¢ solivel em citosol, com alta
atividade na mucosa intestinal, especificamente em enterdcitos do jejuno (During et al.,
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1996). O gene que codifica esta proteina ¢ expresso em tecidos extra-intestinais, sendo que a
enzima BCMO1 presente nestes tecidos converte os carotendides em vitamina A (Lindqvist,
2004).

O gene BCMOI foi identificado em diversas espécies, incluindo Drosophila, frango,
rato ¢ humano (Lindqvist, 2002). A expressao do gene BMCOI em tecidos humanos ocorre
em niveis elevados no figado e nos rins e os niveis mais baixos na prostata, testiculos, ovarios
e colon. A enzima BCMO1 foi predominantemente encontrada em células epiteliais de varios
tecidos, incluindo o estomago, intestino delgado, coélon, prostata e endométrio. No rim, a
enzima foi localizada nas estruturas tubulares distais e proximais. Além disso, a andlise
imunohistoquimica revelou a expressao do gene BCMO1 na porg¢ao exocrina do pancreas, na
epiderme da pele e no corpo ciliar do olho. Expressio moderada do gene BCMOI1 foi
encontrada em células de Leydig e Sertoli produtoras de androgénio do testiculos. O 4cido
ribonucléico mensageiro (RNAm) do gene BCMO1 também foi encontrado no cortex das
glandulas supra-renais, nos musculos esqueléticos, bem como em células granulosas
produtoras de estrégeno do ovario (Lindqvist, 2004).

Em modelos animais, foram encontradas evidéncias (Wyss, 2004) de que a expressao
intestinal do gene BCMOI ¢ regulada por um mecanismo de “feedback™ negativo, uma vez
que o acido retinodico derivado vitamina A regula os niveis de RNAm do gene BCMO1 para
além de 90%. Esta regulagao por “feedback” pode envolver o fator de transcri¢do intestino-
especifico, Isx (Seino et al., 2008). No figado e em tecidos periféricos, outros fatores
influenciam a expressdo do RNAm, provavelmente via interacdo com dois elementos
regulatorios myocyte enhancer factor-2 e Peroxisome proliferator-activated receptor y
(MEF2/PPARY) na regido promotora do gene BCMO1 (Bachmann et al., 2002; Gong, 2006).

A maioria das variagdes genéticas no genoma humano ocorrem na forma de alteragdes
de bases Unicas chamadas de SNPs. Esses polimorfismos sdao simplesmente pontos no genoma
que diferem na sequencia nucleotidica entre uma por¢ao da populagdo e outra — posi¢des onde
uma grande fracdo da populagdo possui um par de nucleotideos C-G, por exemplo, e a outra
possui um A-T. Dois genomas escolhidos na populagdo mundial, ao acaso, diferirdo por
aproximadamente 2,5 x 10° SNPs que sdo dispersos pelo genoma. Visto que os SNPs estdo
presentes nesta alta densidade, eles podem fornecer marcadores tuteis para a condugdo de
analises genéticas nas quais se pode tentar ligar um trago especifico, como uma
susceptibilidade a doengas, com um padrdo particular de SNPs. Esse tipo de andlise pode
levar a avangos em cuidados com saude, por permitir que profissionais da area determinem se

um individuo € susceptivel a uma doenga muito antes que este apresente seus sintomas. A
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mudanca de estilo de vida poderd auxiliar na prevencdo de determinada patologia (Alberts,
2011).

A atividade do B-caroteno como vitamina A, mesmo quando medida sob condigdes
controladas, ¢ altamente varidvel e surpreendentemente baixa (Borel et al., 1998b; Lin, 2000;
Edwards, 2001; Hickenbottom et al., 2002; Wang, 2004). Em estudos populacionais, 27-45%
dos voluntarios foram classificados como conversores deficientes do B-caroteno a vitamina A
(Lin, 2000; Hickenbottom et al., 2002; Wang, 2004). Estes individuos tém a capacidade de
formar somente 9% de vitamina A, a partir do -caroteno, quando comparados com aqueles
classificados como conversores normais (Wang, 2004). Esta ampla diferenga inter-individual
pode ser causada por reducdo da atividade enzimatica, como consequéncia de SNPs no gene
BCMOI.

Um estudo com mulheres Caucasianas do Reino Unido mostrou que o alelo T do SNP
R267S: 1s12934922 esteve significativamente associado com altos niveis de B-caroteno, a-
caroteno, B-criptoxantina e luteina/zeaxantina. O alelo T do SNP A379V: rs7501331 esteve
associado com baixas concentragdes séricas de B-caroteno e a-caroteno (Hendrickson et al.,
2012).

Outro estudo com uma amostra de adultos americanos saudaveis que tinham ingerido
suco de melancia mostrou que o genoétipo AT do SNP R267S: rs12934922 teve uma resposta
aumentada ao B-caroteno sérico, assim como individuos com o genotipo CC do SNP A379V:
rs7501331 e a combinagdo AT/CC, sugerindo haver uma correlacdo positiva entre estes
genoétipos e a biodisponilibidade do B-caroteno. Os autores concluiram que individuos com
concentragdes plasmaticas de carotendides similares no momento inicial podem ter uma
resposta aumentada ou diminuida apds a intervengao dietética (Wang, 2013).

Uma mutacao ¢ definida como qualquer alteragdo na sequencia de bases ou rearranjo
do DNA genomico (Passos-Bueno, 2004). A mutagdo T170M no gene BCMOI causa um
enorme decréscimo na atividade da enzima in vitro, ¢ esta associada com hipercarotenemia e
hipovitaminose A em um portador heterozigoto. No entanto, considerando a sua frequéncia
muito baixa, esta mutacdo nao poderia explicar a frequéncia alta de fenotipos conversores
deficientes observados na populacdao humana (Lindqvist, 2007).

Um estudo de Leung et al. (2009) mostrou a existéncia de dois SNPs, R267S:
rs12934922 e A379V: rs7501331 com frequéncia da variante alélica de 42 e 24%,
respectivamente, no gene BCMO1 que ocorrem em frequéncias similares as frequéncias da
caracteristica conversor deficiente observada em estudos de intervengdo humana, e que

comprometem a fun¢do da enzima BCMOI. O gene BCMOI1 esté localizado no cromossomo
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16, sendo que o SNP R267S: rs12934922 esta localizado no éxon 6 e SNP alélico A/T
alterando a trinca de aminoacidos de AGA (Arginina) para AGT (Serina), na posi¢ao 267. Ja
o SNP A379V: rs7501331 esta localizado no éxon 8 e SNP alélico C/T alterando a trinca de
aminoacidos de GCA (Alanina) para GTA (Valina), na posicao 379 (Leung et al., 2009).

Mulheres voluntarias Caucasianas do Reino Unido portadoras da variagdo
R267S/A379V mostraram redu¢do na habilidade em converter -caroteno em 69%, enquanto
aquelas portadoras da variante A379V mostraram uma redu¢do na habilidade em converter o
B-caroteno em 32%. Conforme o esperado, a redugdo da habilidade na conversao do f-
caroteno a vitamina A foi acompanhada de uma maior concentragdo de B-caroteno medida em
jejum (Leung et al., 2009). Estes dados mostram que existe variabilidade genética no
metabolismo do B-caroteno e podem fornecer uma explicacdo para a base molecular dos
conversores deficientes da populagao.

Populagdes com DVA e portadoras da variante A379V com elevada frequéncia podem
se beneficiar mais da suplementacdo da vitamina A, ao invés do aumento na ingestdo de
alimentos fonte de pré-vitamina A para aumentar os niveis de vitamina A (Leung et al.,
2009).

As frequéncias das variantes alélicas de R267S e A379V encontradas foram de 42% e
24%, respectivamente (Leung et al., 2009). O The International HapMap Project (2001),
organiza¢ao que desenvolveu o haplotype map (HapMap) do genoma humano, encontrou
frequéncias semelhantes para uma populagao Caucasiana Europeia ocidental, com 48% para a
variante R267S e 26% para a variante A379V. A variante R267S/A379V foi encontrada em
24% e 36%, em uma populacdo Caucasiana no Reino Unido (Leung et al., 2009) e numa
populagdo Caucasiana Europeia ocidental do banco de dados HapMap, respectivamente.

As variantes A379V e R267S/A379V foram detectadas também em populagdes
Chinesa e Japonesa no banco de dados HapMap, mas com grande diferenga entre os grupos
étnicos. A variante A379V foi encontrada a uma frequéncia de 31% e 24% na populagdo
Chinesa e Japonesa, respectivamente, enquanto a variante R267S/A379V foi observada em
9% e 2% da populagdo Chinesa e Japonesa, respectivamente. E importante notar que o alelo
379V nao foi encontrado na populagdo Yoruba na Nigéria, analisada pelo International
HapMap Project.

Os objetivos deste estudo foram identificar a frequéncia das variantes polimorficas
A379V e R267S/A379V do gene BCMO1 em trés grupos populacionais brasileiros (brancos,
negros € japoneses) e avaliar a relacao entre os SNPs com as concentragdes séricas de [-

caroteno e retinol entre os trés diferentes grupos étnicos.
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ABSTRACT

Vitamin A is important in human nutrition, since deficiency is considered a serious public
health and child mortality. Provitamin A carotenoids, particularly B-carotene from certain
plant foods are important sources of vitamin A for many populations. During the
bioconversion process carotenoids are cleaved by cytosolic enzyme [-carotene 15,15'-
monooxygenase 1 (BCMOI1). Two polymorphisms (Single Nucleotide Polymorphisms -
SNPs) in BCMO1 gene, R267S: 1512934922 and A379V: rs7501331, were identified in ethnic
populations of Caucasian, Japanese and Chinese, and it may cause reduced enzyme activity
BCMOI and justify the wide inter-individual differences in bioconversion of -carotene into
vitamin A. The aims of this study were to identify the frequency of polymorphic variants
A379V and R267S/A379V of BCMOI1 gene in three population groups (whites, blacks and
Japanese) and evaluate the relationship between SNPs with serum B-carotene and retinol
among three different ethnic groups. Each group was composed of 100 volunteers, with
European, African and Japanese ancestry, and 50% were female and 50% male. Were
evaluated plasmatic concentrations of f-carotene, retinol, zinc erythrocyte, lymphocytes, C-
reactive protein, a-1-acid glycoprotein and dietary intake of Vitamin A. Samples of saliva and
oral mucosa exfoliated cells were collected for DNA extraction with subsequent genotyping
of SNPs R267S: rs12934922 and A379V: rs7501331 by RT-PCR. The frequencies of allelic
variants R267S and A379V at least one T allele for individuals with European ancestry were
63.0% and 44.0%, respectively, African ancestry, 48.0% and 18.0%, respectively, and
Japanese ancestry, 21.0 % and 27.0%, respectively. The results show, so unique, that the
frequencies of polymorphic variants of the polymorphic variants A379V and R267S BCMO1
gene in Brazilian population groups evaluated depend on ethnicity for both SNPs. The
polymorphic variants observed do not seem to influence on serum concentrations of beta-
carotene and retinol, which can be explained by the influence of other factors associated with
BCMOI1 gene and high miscegenation of the Brazilian population. Genetic variability should

be considered for future provitamin A supplementation recommendations in Brazil.

Keywords: Polymorphism, Single Nucleotide; BCMOI1; beta Carotene; Vitamin A; Ethnic
Groups.
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1. INTRODUGAO

A vitamina A foi a primeira vitamina lipossoluvel a ser descoberta em 1913. Desde
entdo, a importancia desta vitamina na nutrigdo humana tem aumentado, uma vez que sua
deficiéncia ¢ considerada um sério problema de saude publica e de morbimortalidade infantil
(1). A vitamina A atua no desenvolvimento dos ossos e dentes, exerce a¢do protetora na pele e
mucosa, participa do fortalecimento do sistema imunoldgico, das transformacdes no
metabolismo da corticoesterona, do colesterol e dos hormonios sexuais, e atua na estabilidade
de membranas celulares, na adiposidade corporal (2, 3, 4, 5).

Mais de 650 diferentes carotenodides naturais ja foram isolados e caracterizados (6),
desses, cerca de cem carotendides tém sido relatados em alimentos e, aproximadamente, 50
sdo precursores da vitamina A (4,7). Carotendides pro-vitamina A, particularmente o B-
caroteno, proveniente de plantas, sdo importantes fontes de vitamina A para muitas
populagdes, principalmente em paises onde a deficiéncia de vitamina A (DVA) ¢ prevalente e
fontes pré-formadas deste micronutriente sdo consumidas ocasionalmente (8).

A vitamina A pré-formada pode ser obtida a partir de fontes alimentares de origem
animal como ovos, leite integral e seus derivados, peixes e figado. J& o P-caroteno estd
presente em frutas e hortaligas, tais como mamao, manga, caqui, acerola, goiaba, néspera,
cenoura, abobora, couve, brocolis, rucula, agrido e espinafre (9, 7,10).

O B-caroteno ¢ a mais abundante fonte de pro-vitamina A presente nos alimentos,
sendo que cerca de 10 a 50% do total consumido ¢ absorvido pelo trato gastrintestinal,
havendo incorporagdo deste em micelas com os componentes lipidicos e biliares (11). A
entrada no enterocito ¢ realizada por difusdo passiva ou transporte ativo via SR-B1
(cholesterol transporter scavenger receptor) (12). J& no interior da mucosa intestinal, ¢
parcialmente convertido em vitamina A (13), por células absortivas, processo este
denominado bioconversao (7), o qual ¢ regulado para que quantidades excessivas de vitamina
A ndo sejam absorvidas das fontes de B-caroteno (14).

A ingestdo didria minima (EAR) de vitamina A para garantir uma concentracao sérica
adequada e prevenir sintomas de deficiéncia em individuos adultos, ¢ de 500 a 625 pg/dia
Equivalentes de Atividade de Retinol (RAE) (15). Dentre os fatores que interferem com a
biodisponibilidade da vitamina A destacamos o estado nutricional, infec¢des, infestacdes
parasitarias e fatores genéticos (7).

Durante o processo de bioconversdo os carotendides sdo clivados pela enzima

citossolica B-caroteno 15,15’-monooxigenase 1 (BCMO1). No mecanismo monooxigenase da
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BCMOI ha transferéncia de um atomo de oxigénio para o oxigénio molecular (O;) e um
segundo atomo de oxigénio da agua, via um intermediario epoxido (16). A BCMOI requer ao
menos um anel B-ionona ndo substituido para a clivagem de substratos carotenoides, porém a
presenga e a posicdo dos grupamentos metila na cadeia poli€nica sdo importantes (17).
Portanto, a atividade ¢ limitada principalmente para a e B-caroteno, apo-f3 carotenodides e [3-
criptoxantina (18).

A BCMOI cliva simetricamente o B-caroteno em sua dupla ligacao central (15-15),
obtendo duas moléculas de all-trans-retinal, que pode ser convertido de forma reversivel a
retinol (vitamina A) e irreversivel a acido retindico. Em humanos, cerca de 35 a 88% do f-
caroteno absorvido ¢ clivado oxidativamente pela enzima BCMOI1 (19). A enzima BCMOI ¢
solivel em citosol, com alta atividade na mucosa intestinal, especificamente em enterocitos
do jejuno (20). A via de clivagem assimétrica € realizada pela enzima mitocondrial -caroteno
9°,10’-dioxigenase (BCDO2) nas outras ligacdes duplas, exceto na central, formando [-
apocarotenos (8’-, 10’- e 12’-apocarotenodides) com tamanhos diferentes de cadeia, que podem
ser convertidos a retinal (21, 22).

O status da vitamina A ¢ possivelmente o fator mais importante que influencia a
atividade da BCMO1 por fatores regulatorios responsivos a dieta. Isto é comprovado pela
relacdo inversa entre os estoques de vitamina A hepaticos e a atividade intestinal da BCMO|1
(23), indicando que a produgdo excessiva de vitamina A e acido retindico via BCMOI1 pode
ser suprimida quando os estoques de vitamina A estdo adequados.

Estudo realizado numa populacdo do Reino Unido revelou a existéncia de dois
polimorfismos (Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs), R267S: rs12934922 no éxon 6 e
A379V: 157501331 no éxon 8, cuja frequéncia da variante com, pelo menos, um alelo T foi
de 42 e 24%, respectivamente, no gene BCMOI1 que esta localizado no cromossomo 16 (24).
Em estudos populacionais, 27 a 45% de voluntarios foram classificados como conversores
deficientes do B-caroteno a vitamina A (25, 26, 27), devido ao comprometimento da fungdo
da enzima BCMOL1.

A combinagdo das variantes R267S+A379V reduz a atividade catalitica da BCMOI1 in
vitro em 57%, sendo que portadores desta variante alélica possuem redugdo de 69% na
habilidade de conversdao do B-caroteno dietético em vitamina A, com aumento em 240% na
concentragdo sérica de B-caroteno (24).

Assim, os objetivos deste estudo foram identificar a frequéncia das variantes

polimorficas A379V e R267S/A379V do gene BCMOI em trés grupos populacionais
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brasileiros (brancos, negros e japoneses) e avaliar a relacdo entre os SNPs com as

concentragodes séricas de B-caroteno e retinol entre os trés diferentes grupos étnicos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Individuos da amostra

A amostra foi constituida por 300 individuos de 3 grupos étnicos (brancos, negros €
japoneses), sendo 100 individuos voluntarios e saudaveis ndo aparentados em cada grupo, de
ambos os sexos (50 homens e 50 mulheres), com idade entre 18 a 75 anos e Indice de Massa
Corporal (IMC)>17,0 kg/m2 e <349 kg/m2 para adultos e (IMC) >20,0 kg/m2 e <30,0 kg/m2 e
para idosos, moradores do Estado de Sao Paulo (Botucatu) e Parana (Londrina). A coleta da
amostra foi realizada no Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
UNESP de Botucatu - Sao Paulo e na cidade de Londrina - Parana.

Os seguintes critérios de exclusdo foram adotados para a coleta de dados: presenca de
doengas cronicas descompensadas como hipertensdo, diabetes, cirrose hepatica, doencas
cardiacas, doenca pulmonar obstrutiva cronica, insuficiéncia renal aguda e cronica,
hipotireoidismo ou hipertireoidismo em uso de medicamentos, individuos com processo
infeccioso agudo clinicamente detectavel, alcodlatras (consumo didrio acima de 60g de alcool
para homens e 40g para mulheres), mulheres gravidas ou lactantes, portadores de gastrite
atrofica e individuos com deficiéncia de zinco. Foram também excluidos aqueles individuos
que tinham realizado suplementagdo com vitaminas A, C, E, B-caroteno e isotretinoina seis
meses anteriores a coleta de dados. Individuos que utilizaram medicamentos que interferem
com a absor¢ao de vitamina lipossoluvel (hormonios de terapia de reposicdo hormonal,
hormonios tireoidianos, 6leo mineral usado como laxante, hipolipemiantes, colestiramina,
colestipol, neomicina, orlistate) nos 3 meses anteriores ao inicio do estudo também foram
excluidos.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Medicina da UNESP — Campus de Botucatu/SP, segundo protocolo n.’
3799/2011 (Anexo A). Todos individuos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice A). A pesquisa obedeceu aos principios de ética em pesquisa
estabelecido pela Declaracdo de Helsinque e estd de acordo com a Resolugdo 196/96 do

Conselho Nacional de Saude.
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Durante a realizagdo da entrevista com os individuos, foi utilizada uma ficha de
avaliacdo (Apéndice B) para a coleta dos dados gerais, antropométricos e avaliacdo da

ingestdo alimentar.

2.2. Indicadores Antropométricos

Foi realizada a avaliacdo antropométrica com afericdo de peso e estatura utilizando-se
balanca digital com estadidmetro Filizola™, com capacidade para 150 kg e 100 gramas de
precisdo, de acordo com Lohman, 1988 (28). Posteriormente, o indice de massa corporal
(IMC [kg/m?]) foi calculado. O IMC foi calculado dividindo-se o valor do peso pela estatura
ao quadrado, sendo que os individuos adultos e idosos foram classificados em baixo peso,
eutréficos, sobrepeso ou obesidade grau 1.

Para os individuos adultos, com idades entre 18 a 59 anos, a classificacdo do IMC foi
realizada segundo a Organiza¢io Mundial de Satde (WHO) (29): Baixo peso <18.,5 kg/m?,
Eutrofia > 18,5 e < 25 kg/m’, Sobrepeso > 25 e <30 kg/m” e obesidade >30 kg/m?).

Ja para os individuos idosos, com 60 ou mais anos de idade, a classificagao do IMC foi
realizada de acordo com a recomendagdo da Organizagdo Pan-Americana de Saude (30):
Baixo Peso < 23 kg/m?, Peso Adequado > 23 e < 28 kg/m’, Excesso de Peso > 28 kg/m?,
sendo considerados com risco para obesidade os individuos com IMC > 28 kg/m” e < 30

kg/m” e com obesidade aqueles com IMC > 30 kg/m”®.

2.3. Coleta de sangue

Amostras de sangue (20 ml) foram coletadas no momento da entrevista inicial. As
amostras para dosagem de retinol, B-caroteno, PCR e AGP foram coletadas em tubos a vacuo
de sorologia de 4 ml; amostras para dosagem de zinco eritrocitario foram coletadas em tubo a
vacuo de heparina de 9 ml, sendo que a para a andlise de linfocitos totais as amostras foram
coletadas em tubo a vacuo de EDTA de 4 ml. Durante todo procedimento (coleta, transporte,
estocagem e analise) as amostras para dosagem de B-caroteno e retinol foram protegidas da
luz. Para obtencao do soro, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos (2500 RPM,

4°C), sendo posteriormente armazenadas a -80°C até a analise.

2.3.1. Avaliacao das concentracées séricas de f-caroteno e retinol

A determinacdo das concentragdes séricas de B-caroteno e retinol nos individuos foi

realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquide
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Chromatography, HPLC) de fase reversa (Waters Alliance 2695 Separation Module, Waters,
Wilmington, MA, EUA). A coluna analitica utilizada correspondeu a C30 (Waters —YMC
carotenoid: 4,6 x 150 mm; 3,0 um). As dosagens foram realizadas conforme metodologia
estabelecida por Yeum (31). Todo o processamento das amostras foi realizado sob luz
vermelha. Os valores de referéncia foram de 0,9 — 4,6 uM/L (32) e de 1,05 — 4,2 uM/L (33)

para B-caroteno e retinol, respectivamente.

2.3.2. Avaliac¢ao das concentracoes de zinco eritrocitario

As analises de zinco eritrocitario foram realizadas mediante prévia mineralizagao (34
das amostras por intermédio de forno de micro-ondas (marca Provecto® modelo DGT 100
plus). As leituras foram realizadas pela técnica de espectrometria por absor¢ao atomica (GBC,
modelo AA 930) (35, 36). Os valores de referéncia de zinco eritrocitario foram de 440 a 860
ng/dl (37).

2.3.3. Avaliaciao do processo infeccioso

Para a devida interpretagdo e caracterizacdo do status de vitamina A foi avaliada a
existéncia de processo infeccioso agudo por meio dos seguintes exames: contagem total de
linfocitos, PCR e AGP. A avaliagdo do hemograma para aferi¢do do valor de contagem total
de linfocitos foi realizada por citometria de fluxo (CELL-DYN Ruby) de acordo com
metodologia de Dacie and Lewis (38). O valor de referéncia para os linfocitos foram de 23 a
33%.

A dosagem da PCR foi realizada no soro pelo método Slide CRP (Vitros FS 5.1,
Johnson & Johnson Company™). O valor de referéncia foi <1,0mg/dL (39). A AGP foi dosada
no soro por medicdo da reagdo antigeno-anticorpo pelo método de ponto final (Vitros FS 5.1
da Johnson & Johnson Company®). Os valores de referéncia foram de 50-130 mg/dL para

homens e 40-120 mg/dL para mulheres de acordo com Schmid (40).

2.4. Avaliacao da ingestao alimentar

A analise do consumo alimentar foi realizada durante a realizacdo da entrevista inicial
por meio de um recordatorio de 24 horas, de acordo com metodologia estabelecida por Gibson
(41) e Fisberg (42). A avaliacdo da ingestdo alimentar de f-caroteno e retinol foi calculada no
programa Nutrition Data System for Research (NDS-R), (version 2.91), Nutrition
Coordinating Centre (NCC), University of Minnesota (43).
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2.5. Extracao de DNA e Genotipagem dos SNPs

Para coleta de saliva e esfoliado de células da mucosa oral foi utilizado o kit DNA-SAL
Collection Device (Oasis Diagnostics Corporation”), de acordo com as instru¢des do
fabricante, sendo posteriormente armazenado a -20°C. Para extragdo do DNA gendémico foi
utilizado o kit Illustra tissue & cells genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare™) a partir de
1 ml do material coletado, seguindo a metodologia descrita, segundo o fabricante.

A qualidade do DNA extraido foi avaliada em gel de agarose 1,5% corado com

brometo de etidio, e a quantidade de DNA genomico foi avaliada por meio espectrofotometria

no comprimento de onda de 260 nm e a pureza foi avaliada por meio da razdo de A,s0Azs0 NO
equipamento NanoVue (GE Healthcare™). As amostras de DNA foram armazenadas a -80°C. A
genotipagem das variantes polimodrficas A379V: rs7501331 e R267S: rs12934922 foram
realizadas por meio da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real — RT-PCR (Real-Time
Polymerase Chain Reaction) (7500 FAST, Applied Biosystems) utilizando sondas especificas
marcadas com fluoréforos do ensaio Tagman (Assay ID C 25772261 20 e C_ 25745282 10,

respectivamente; Applied Biosystems).

2.6. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o software SPSS 20.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA) (44). Resultados sdo expressos como média + SE. Retinol e B-caroteno
séricos foram transformados em In para promover a normalidade. Coeficientes de correlagdo e
seus respectivos p-valores foram obtidos a partir de andlises de correlacdo bivariada.
ANOVA, seguida do teste de Tukey, foi realizada para comparar as diferencas entre as
médias das caracteristicas e habitos alimentares dos voluntarios do estudo, de acordo com as
etnias. Teste t de Student foi realizado para comparar as diferengas entre as médias do retinol
e B-caroteno séricos entre os genotipos homozigotos dominantes e a associacao dos gendtipos
heterozigotos e homozigotos recessivos, de acordo com as etnias, e teste y?, também, entre as
frequéncias dos gendtipos, de acordo com a etnia e SNP. Regressdo de Poisson foi realizada
entre os niveis de retinol sérico (varidvel independente) e etnia e género (variaveis

dependentes). Foi aceito como significativo p < 0,05.
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3. RESULTADOS

O presente estudo foi realizado com individuos de trés grupos €tnicos residentes no
Brasil, das regides Sul e Sudeste. Cada grupo foi composto de 100 individuos voluntarios,
com ancestralidades Europeia, Africana e Japonesa, sendo 50% do género feminino e 50% do
género masculino. Os dados antropométricos, bioquimicos e de ingestdo alimentar dos
voluntarios do estudo, bem como as diferengas entre os grupos étnicos estdo apresentados na
Tabela 1.

Foram avaliados 27 individuos idosos, sendo que 1 era de ancestralidade Europeia
(IMC = 24,8 kg/mz), 7 de ancestralidade Africana (IMC = 24,8+1,0 kg/mz) e 15 de
ancestralidade japonesa (IMC = 23,1+0,8 kg/m?).
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Tabela 1 - Caracteristicas e habitos alimentares dos voluntarios do estudo, de acordo com os

grupos ¢étnicos (n=100/grupo).

Variavel Média + SE Range 95% CI SD CV (%)
Ancestralidade Europeia

Idade (anos) 3333 +1,02 ° 17 - 61 31,31- 35,34 10,15 30,46
Peso (kg) 7229 £1,17 *° 43,00 - 100,00 69,96- 74,62 11,73 16,22
Altura (cm) 1,68 £0,01 * 1,50 - 1,87 1,67-1,70 0,09 5,30
Indice de Massa Corporal (kg/m?) 2542 +£030 18,61 - 31,44 24,82 - 26,03 3,04 11,97
Zinco (pg/dL) 550,00 + 109,0 ° 337-831 528 - 571 109,00 19,82
Linfocitos totais (mmn?) 31,18 £ 0,67 ° 16,3 - 53,1 29,85 - 32,51 6,71 21,50
a-1 glicoproteina acida (mg/dL) 86,32 +2,14 * 26,37 - 156,29 82,08 - 90,56 21,37 24,75
Proteina C Reativa (mg/dL) 0,61 +0,03 ° 0,50-2,10 0,55 - 0,66 0,27 44,06
[-caroteno sérico (WM/L) 0,32 + 0,03 b 0,03 - 1,79 0,27 - 0,38 0,29 88,62
Retinol sérico (uM/L) 2,02 £0,10 * 0,13-6,93 1,82-2,23 1,02 50,46
Ingestdo alimentar

B-Caroteno (ng/dia) 5.568,85 + 300,84 0,00 - 15.631,14 4.971,92-6.165,79 3008,43 54,02

Retinol (ng/dia) 356,15 + 95,95 0,00 - 9.690,95 165,76 - 54,54 959,54 269,42

Ancestralidade Negra

Idade (anos) 3541 + 1,49 ° 17-75 32,45 - 38,37 14,90 42,09
Peso (kg) 7134 £1,22 ° 48,50 - 110,00 68,93 - 73,76 12,15 17,03
Altura (cm) 1,69 £0,01 ° 1,50 - 1,99 1,67 - 1,71 0,10 5,79
Indice de Massa Corporal (kg/m?) 25,08 +£0,37 * 16,78 - 33,98 24,34 - 25,82 3,73 14,88
Zinco (ng/dL) 555 +172,0 ° 109 - 971 521 - 589 172,00 30,99
Linfocitos totais (mm?) 3538 £091 ° 14,6 - 61,7 33,58 - 37,18 9,07 25,65
a-1 glicoproteina acida (mg/dL) 90,03 £2,11 *° 53,06 - 171,82 85,85-94.21 21,07 2341
Proteina C Reativa (mg/dL) 0,80 £ 0,08 * 0,50-5,5 0,65 - 0,96 0,77 95,84
[3-caroteno sérico (WM/L) 0,24 + 0,02 b 0,02 - 0,80 0,11-0,27 0,19 78,70
Retinol sérico (WM/L) 1,86 £0,11 * 0,24 - 6,59 1,63 -2,09 1,14 61,26
Ingestdo alimentar

B-Caroteno (ng/dia) 3.738,83 + 313,73° 0,00-22.866,41 3.116,32-4.361,34 313731 8391

Retinol (ng/dia) 223,95 + 16,95* 0,00 - 991,23 190,31 - 257,59 169,53 75,70

Ancestralidade Japonesa

Idade (anos) 4231 £1,66 ° 19-79 39,02 - 45,60 16,57 39,16
Peso (kg) 6441 +135 ° 61,72 - 67,09 41,00 - 100,00 13,53 21,00
Altura (cm) 1,62 £0,01 ° 1,45-1,81 1,61 - 1,64 0,08 5,08
Indice de Massa Corporal (kg/m?) 2428 +039 17,2 - 34,0 23,50 - 25,05 3,91 16,10
Zinco (pg/dL) 633 £121,0 ° 412 - 887 609 - 657 120,60 19,05
Linfocitos totais (mm?) 3431 £0,68 ° 15,9 - 58,4 32,97 - 34,24 6,76 19,69
a-1 glicoproteina acida (mg/dL) 75,18 £ 1,35 b 51,02 - 114,02 72,51 - 77,86 13,48 17,93
Proteina C Reativa (mg/dL) 0,59 + 0,02 b 0,50 - 1,60 0,55 -0,63 0,21 36,21
[3-caroteno sérico (WM/L) 0,69 £0,06 * 0,04 - 4,09 0,57 - 0,80 0,58 84,04
Retinol sérico (uWM/L) 1,95 £0,09 * 0,31-5,49 1,78 - 2,13 0,88 45,06
Ingestdo alimentar

B-Caroteno (pg/dia) 441120 + 301,31° 29,87-21.99499 3.813,33-5.009,07 3013,14 68,31

Retinol (ng/dia)

297,79 +

7335 °

0,00 - 7.201,36

152,25 -443,33

733,50 246,32

Os dados estdo apresentados como médias + S.E, em que: S.E. ¢ o erro padrdo; Range ¢ a amplitude; 95% CI ¢ o
intervalo de confianga de 95%; SD ¢ o desvio padrdo ¢ CV(%) ¢ o coeficiente de variagdo. As analises de
diferencas estatisticas entre as etnias foram realizadas por meio da ANOVA, seguido pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5%. Letras diferentes significam diferencas entre as médias.
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Um total de 54% dos individuos voluntérios do estudo tiveram a ingestdo de vitamina
A em Equivalentes de Atividade de Retinol (RAE) acima da ingestdo nutricional
recomendada que ¢ de 625 pg/dia para homens e 500 pg/dia para mulheres. O grupo de
ancestralidade Europeia foi o que apresentou uma maior porcentagem de individuos acima da
ingestdo nutricional recomendada, ou seja, 71% (84% dentre as mulheres e 58% dentre os
homens), seguido pelo grupo formado por individuos com ancestralidade Africana com 46%
dos voluntarios (58% dentre as mulheres e 34% dos homens) e dos individuos de
ancestralidade Japonesa com 45% (56% das mulheres e 34% dos homens).

A menor ingestdo recomendada de vitamina A em Equivalentes de Atividade de
Retinol (RAE) ¢ de 300 pg/dia para homens e de 250 pg/dia para mulheres (45). No grupo
avaliado no presente estudo observou-se que 13% dos individuos estavam abaixo desse limite,
sendo o grupo de ancestralidade Africana com maior porcentual, 22% (12% das mulheres e
32% dos homens), seguido pelo grupo de ancestralidade Japonesa com 12% (12% das
mulheres e 12% dos homens), enquanto no grupo com ancestralidade Europeia o percentual
foi de 5%, onde nenhuma das mulheres apresentou a ingestdo inferior ao recomendado e 10%
dos homens desse grupo apresentaram ingestdo de vitamina A em RAE inferior a
recomendada.

A maioria dos voluntarios (81%) apresentaram concentragcdes adequadas de vitamina
A (retinol) sérico > 1,05 uM/L, ja os 19% que apresentaram niveis deficientes (< 1,05 pM/L)
de vitamina A (retinol) sérico encontram-se divididos da seguinte forma: 28% de
ancestralidade Africana (38% mulheres e 18% homens); 16% de ancestralidade Japonesa
(22% mulheres e 10% homens) e 13% de ancestralidade Europeia (22% mulheres e 4%
homens).

De acordo com o teste de correlacdo bivariada, nos individuos de ancestralidade
Europeia, as concentragdes séricas de f-caroteno estdo positivamente correlacionadas com a
idade (r = 0,250; p = 0,012), assim como nos individuos de ancestralidade Japonesa (r =
0,368; p < 0,001), enquanto nos individuos de ancestralidade Africana essa correlagdo ¢
observada tanto com as concentragdes séricas de -caroteno (r = 0,293; p = 0,03) quanto para
as concentracoes séricas de retinol (r = 0,270; p = 0,007). Essa correlagdao positiva também ¢
encontrada entre as concentragdes séricas de -caroteno e a ingestdo de vitamina A (r = 0,230;
p = 0,022), nos individuos de ancestralidade Africana. Ja nos individuos de ancestralidade
Japonesa, para as concentracdes séricas de P-caroteno ha uma correlagdo negativa com

relagdo ao peso (r =-0,328; p = 0,001), estatura (r = -0,232; p = 0,020), IMC (r = -0,271; p =
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0,006) e circunferéncia abdominal (r = -0,236; p = 0,108), enquanto o zinco apresenta uma
correlagdo positiva com as concentragdes séricas de retinol (r =0,215; p =0,032).

No presente estudo foram determinadas as frequéncias genotipicas para R267S
(rs12934922) e A379V (rs7501331) (Tabela 2 e Figura 1), e as frequéncias das varidveis
alélicas R267S, A379V e R267S+A379V nos 3 diferentes grupos étnicos. Observou-se que o
grupo de ancestralidade Japonesa apresentou maior frequéncia estatisticamente significativa
(P < 0,05) do gendtipo homozigoto dominante A/A (79%) do SNP R267S, enquanto que os
grupos com ancestralidades Europeia e Africana apresentaram maior frequéncia da associacao
dos genotipos heterozigoto e homozigoto recessivo A/T + T/T com 63% e 48%,
respectivamente, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre eles.
Para a variante alélica A379V, os grupos de ancestralidades Africana e Japonesa apresentaram
as maiores frequéncias do genotipo homozigoto dominante C/C, com 82% e 73%,
respectivamente, enquanto os individuos de ancestralidade Européia apresentaram a menor
frequéncia (56%), diferindo estatisticamente dos demais (p < 0,05). J& para a associacdo dos
genotipos heterozigoto e homozigoto recessivo C/T + T/T, o grupo de ancestralidade

Europeia apresentou a maior frequéncia estatisticamente significativa (p < 0,05), com 44%.
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Tabela 2 - Frequéncia do SNP BCMO1 R267S e A379V (n=100), em individuos de

diferentes etnias.

SNP Genotipo n/%
Ancestralidade Europeia
R267S (rs12934922) A/A 37°
A/T+T/T 63"
A379V (rs7501331) C/IC 56
C/T+T/T 44°
Ancestralidade Africana
R267S (rs12934922) A/A 52°
A/T+T/T 48°
A379V (rs7501331) C/C 82"
C/T + T/T 18°
Ancestralidade Japonesa
R267S (rs12934922) A/A 79°
A/T+T/T 21°
A379V (1s7501331) C/C 73%
C/T+T/T 27

As frequéncias de individuos com os seus correspondentes genotipos estdo apresentadas por seus valores
absolutos (n) e a porcentagem (%), de acordo com a etnia. As andlises de diferencas estatisticas entre as
frequéncias dos SNPs e as etnias foram realizadas por meio do teste 2 ao nivel de significancia de 5%. Letras

diferentes significam diferencas entre as frequéncias.

A Figura 1 apresenta as frequéncias da variante alélica R267S (Europeia 63,0%,
Africana 48,0%, Japonesa 21,0%), da variante alélica A379V (Europeia 44,0%, Africana
18,0%, Japonesa 27,0%) e das variaveis R267S+A379V (Europeia 22,0%, Africana 5,0%,

Japonesa 3,0%) com, pelo menos, um alelo T, para os trés diferentes grupos étnicos.
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Figura 1 — Frequéncias das varidveis alélicas R267S, A379V e R267S+A379V, em trés
diferentes grupos €tnicos, com pelo menos um alelo T, nas ancestralidades Europeia, Africana
e Japonesa.

As Figuras 2 e 3 apresentam os niveis séricos de B-caroteno e retinol, respectivamente.
De acordo com a analise de varidncia, os niveis de PB-caroteno sérico mensurados foram
diferentes entre as etnias, de acordo com o gendtipo, em especial no grupo com ancestralidade
Japonesa que apresentou os maiores niveis séricos em todos os genotipos analisados, embora,
estatisticamente, para a combinagdo das variantes R267S + A379V o resultado tenha se
apresentado como tendéncia (p = 0,09). Para o gendtipo R267S o grupo de ancestralidade
Africana apresentou menores niveis de B-caroteno (p < 0,001), enquanto para o gendtipo
A379V, os niveis séricos de B-caroteno ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
com o grupo de ancestralidade Europeia. No entanto, ao se analisar os niveis de retinol séricos
nos grupos étnicos de interesse, ndo foi possivel encontrar nenhuma diferenga estatisticamente

significativa.
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Figura 2 — Niveis de B-caroteno sérico nas etnias de ancestralidade Europeia, Africana e
Japonesa. WT refere-se ao genotipo selvagem (AA/CC) para ambos os alelos; R267S e
A379V com, pelo menos, um alelo T; R267S + A379V com, pelo menos, um alelo T em
R267S e A379V. Analise de diferengas entre as etnias foram realizadas através do teste
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, onde as letras diferentes significam diferencas
estatisticamente significativas ao nivel de 5% de probabilidade e pontos significam tendéncia.
Os dados estdo representados como média = SE.
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Figura 3 — Niveis de retinol sérico nas etnias de ancestralidade Europeia, Africana e
Japonesa. WT refere-se ao gendtipo selvagem (AA/CC) para ambos os alelos; R267S e
A379V com, pelo menos, um alelo T; R267S + A379V com, pelo menos, um alelo T em
R267S e A379V. Analise de diferencas entre as etnias foram realizadas através do teste
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, onde as letras diferentes significam diferengas
estatisticamente significativas ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados estdo representados
como média + SE.
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As Tabelas 3 e 4 mostram os resultados do teste t de Student para as concentragdes
séricas de B-caroteno e retinol, respectivamente, de acordo com as variaveis alélicas R267S e
A379V e seus respectivos gendtipos selvagens (AA/CC), comparando a associacao dos
gendtipos heterozigotos aos homozigotos recessivos, A/T + T/T e C/T + T/T, em todos os
individuos avaliados no estudo, para os 3 diferentes grupos étnicos de ancestralidades
Europeia, Africana e Japonesa. Para a variante alélica R267S as médias das concentragdes
séricas de B-caroteno foram significativamente maiores (p = 0,01) para o genotipo selvagem
A/A quando comparados a associacdo dos gendtipos heterozigotos € homozigotos recessivos
A/T + T/T em todos os individuos avaliados no estudo. Para a variante alélica A379V nao
houve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,51) para as concentragdes séricas de [3-
caroteno comparando o genotipo selvagem (C/C) com a associacdo dos gendtipos

heterozigotos e homozigotos recessivos (C/T + T/T).
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1  Tabela 3 — Concentragdes séricas de B-caroteno de acordo com as varidveis alélicas R267S e
2 A379V comparando o genétipo selvagem com a associacdo dos genotipos heterozigotos e

3 homozigotos recessivos.

SNP Genotipo Média p
Geral (n=300)
R267S (rs12934922) A/A 0,49 001
A/T+T/T 033 ’
A379V (1s7501331) C/C 0,40 051
C/T+T/T 0,44 ’
Ancestralidade Europeia (n=100)
R267S (rs12934922) A/A 0,31 078
A/T+T/T 0,33 ’
A379V (rs7501331) C/C 0,36 037
C/T +T/T 0,27 ’
Ancestralidade Africana (n=100)
R267S (rs12934922) A/A 0,26 030
A/T+T/T 0,22 ’
A379V (rs7501331) C/C 0,24 091
C/T+T/T 0,25 ’
Ancestralidade Japonesa (n=100)
R267S (rs12934922) A/A 0,71 0.83
A/T+T/T 0,57 ’
A379V (rs7501331) C/C 0,72 0.88
4 C/T+T/T 0,59 ’
5 Os dados estdo apresentados como médias. Teste t de Student ndo pareado entre gendtipo selvagem e genotipo
6 heterozigoto associado ao homozigoto. Considerou-se diferenga estatisticamente significativa quando p <0,05.
7
8
9 Para a variante alélica A379V as médias das concentracdes séricas de retinol (Tabela
10  4) foram significativamente menores (p = 0,03) para o gendtipo selvagem C/C quando
11 comparada a associagdo dos genoétipos heterozigoto e homozigoto recessivo C/T + T/T em
12 todos os individuos avaliados no estudo. Para a variante alélica R267S nao houve diferenca
13 estatisticamente significativa (p = 0,51) para as concentracdes séricas de retinol comparando o
14  gendtipo selvagem (A/A) com a associagdo dos genétipos heterozigotos e homozigotos
15  recessivos (A/T + T/T).
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Tabela 4 — Concentragdes séricas de retinol de acordo com as variaveis alélicas R267S e
A379V comparando o gendtipo selvagem com a associacao dos genoétipos heterozigotos e

homozigotos recessivos.

SNP Genotipo Média p
Geral (n=300)
R267S (rs12934922) A/A 1,96 051
A/T+T/T 1,93 ’
A379V (rs7501331) C/IC 1,84 0.03
C/T+T/T 2,05 ’
Ancestralidade Europeia (n=100)
R267S (rs12934922) A/A 1,94 0.87
A/T+T/T 2,08 ’
A379V (rs7501331) C/IC 1,88 0.05
C/T+T/T 2,21 ’
Ancestralidade Africana (n=100)
R267S (rs12934922) A/A 1,97 0.54
A/T+T/T 1,75 ’
A379V (1s7501331) C/IC 1,88 0.84
C/T+T/T 1,75 ’
Ancestralidade Japonesa (n=100)
R267S (rs12934922) A/A 1,96 072
AT+ T/T 1,92 ’
A379V (rs7501331) C/IC 1,93 0.44
C/T+T/T 2,00 ’

Os dados estdo apresentados como médias. Teste t de Student ndo pareado entre genotipo selvagem e gendtipo
heterozigoto associado ao homozigoto. Considerou-se diferenca estatisticamente significativa quando p <0,05.

Uma analise de regressao de Poisson foi realizada para inferir a relacdo entre o
desfecho (varidavel independente) e a concentragao sérica de retinol < 1,05 uM/L e os fatores
associados (variaveis dependentes), a etnia e o género, variaveis que foram individualmente

associadas ao desfecho. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela S — Razio de prevaléncia entre etnia e género com niveis séricos de retinol
< 1,05 uM/L.

Parametro R.P. 1C 95% p
Ancestralidade Africana 2,154 0,635 - 2,385 0,009
Ancestralidade Japonesa 1,231 1,207 - 3,843 0,538
Ancestralidade Europeia 1 - -
Género Masculino 0,39 0,231 - 0,659 <0,001
Género Feminino 1 - -

A razdo da prevaléncia foi calculada pela analise de Regressdo de Poisson. Onde R.P. ¢ a razéo da prevaléncia; p
o p-valor do teste; IC 95% o intervalo de confianca ao nivel de 95% de probabilidade.

Observou-se uma prevaléncia da concentragao sérica de retinol < 1,05 uM/L maior em
individuos com ancestralidade Africana em relagdo aos individuos com ancestralidade
Europeia (p = 0,009), enquanto ndo se pode afirmar que a prevaléncia de retinol sérico < 1,05
UM/L seja maior ou menor nos individuos com ancestralidade Japonesa em relagao aos
individuos com ancestralidade Europeia (p = 0,54). Ainda foi possivel inferir que a
prevaléncia de retinol sérico < 1,05 uM/L ¢ menor nos homens em relagdo as mulheres (p <

0,001).

4. DISCUSSAO

O B-caroteno ¢ precursor da vitamina A e desempenha papel importante na resposta
imune, visdo e diferencia¢dao celular (1). O ser humano ¢ incapaz de realizar a sintese de
vitamina A de novo (19). Sendo assim, o consumo de alimentos fonte de vitamina A pré-
formada, predominantemente de ésteres de retinil ou carotendides pro-vitamina A, ¢
fundamental (19). A quantidade de retinol, oriunda dos carotendides, depende da
biodisponibilidade dos carotenodides ingeridos e do metabolismo endogeno das enzimas (19).
O B-caroteno, a-caroteno e a B-criptoxantina sdo carotenoides que possuem, pelo menos, um
anel B-ionona nao substituido, sendo que a clivagem simétrica oxidativa ocorre na posicao 15,
15° pela enzima BCMOI, a qual tem um papel fundamental na manutengcdo do metabolismo
da vitamina A (48, 49).

O presente estudo identificou, de forma inédita, no Brasil, a presenga das variantes
alélicas dos SNPs R267S: rs12934922 ¢ A379V: rs7501331 no gene BCMOI, para trés
diferentes grupos étnicos da populacdo brasileira (com ancestralidade Europeia, Africana e
Japonesa). As frequéncias das variantes alélicas R267S e A379V com, pelo menos, um alelo
T para aqueles com ancestralidade Europeia foram 63,0% e 44,0%, respectivamente, com
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ancestralidade Africana, 48,0% e 18,0%, respectivamente, ¢ com ancestralidade Japonesa,
21,0% e 27,0%, respectivamente. Os resultados mostram uma grande diferenca de frequéncias
entre os grupos €tnicos, € que as frequéncias dos gendtipos dependem da etnia da populagao
estudada, para ambos os SNPs.

Em estudo realizado no Reino Unido em uma populacdo Caucasiana, as frequéncias
das variantes polimorficas R267S e A379V com, pelo menos, um alelo T foram de 42% e
24%, respectivamente (24). Frequéncias semelhantes foram observadas nos dados obtidos
pelo The International HapMap Project (48), para uma populagdo Caucasiana Europeia
ocidental, com 48% para a variante R267S e 26% para a variante A379V. A combinagdo das
variantes R267S+A379V foi encontrada em 24% e 36%, em uma populacdo Caucasiana no
Reino Unido (24) e em uma populacdo Caucasiana Europeia ocidental (48), respectivamente.

Resultados semelhantes foram observados em populacdes Chinesa e Japonesa, mas
ndo na populagdo Yoruba da Nigéria (48). A base de dados do projeto internacional HapMap
mostra que ambas as variantes alélicas A379V e R267S estdo presentes em populagdes
Chinesa e Japonesa, mas indica grande diferencga de frequéncias entre os grupos étnicos (48).
A variante A379V com, pelo menos, um alelo T foi encontrada a uma frequéncia de 31% e
24% na populagdo Chinesa e Japonesa, respectivamente, enquanto que a combinagdo das
variantes R267S+A379V foi observada em 9% e 2% da populacdo Chinesa e Japonesa,
respectivamente (48). E importante notar que a presenga de pelo menos um alelo T do SNP
A379V nao foi encontrado na populagao Yoruba na Nigéria (48).

Nos individuos avaliados em nosso estudo a frequéncia da variante polimoérfica R267S
com, pelo menos, um alelo T na ancestralidade Africana (48%) foi similar a aquela
encontrada nas populagdes Caucasiana do Reino Unido (42%) e Caucasiana Europeia
ocidental (48%). Ainda no nosso estudo, a frequéncia da variante polimorfica A379V com,
pelo menos, um alelo T nos individuos de ancestralidade Japonesa (27%) foi similar a aquelas
encontradas em mulheres caucasianas do Reino Unido (24%), em populagdo Caucasiana
Europeia ocidental (26%) e Japonesa (24%). Para a combinagdo das variantes
R267S+A379V, no nosso estudo, a frequéncia dos individuos de ancestralidade Europeia
(22%) foi similar a populagdo Caucasiana do Reino Unido (24%), sendo que para a
ancestralidade Japonesa a frequéncia (3%) foi similar a encontrada na populagdo Japonesa
(2%) analisada pelo The International Hapmap Project (48). Estes dois SNPs no gene
BCMOI1 foram também identificados por outros autores (24, 25, 26, 49, 50, 51), em diferentes

populagdes, e foram relacionados ao decréscimo da atividade catalitica da enzima BCMOL.
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Assim, a variabilidade genética do metabolismo do B-caroteno poderia proporcionar uma
explicacdo para a base molecular do fenotipo conversor deficiente em uma dada populagao.

No presente estudo, foi possivel observar uma correlacdo positiva ente a idade e as
concentragdes séricas de B-caroteno nos individuos de ancestralidades Europeia e Japonesa
avaliados. J& para os individuos de ancestralidade Africana, houve uma correlagdo positiva
entre a idade e as concentragdes séricas de -caroteno e retinol. Sabe-se que os niveis médios
de retinol sérico aumentam gradativamente e linearmente com a idade (52), uma vez que no
processo de envelhecimento ha mudancas na camada ndo agitada de dgua do intestino, fato
que facilitaria a absor¢ao de vitaminas lipossoluveis pelos enterdcitos (53).

No presente estudo, observou-se que os individuos de ancestralidade Africana
apresentaram menores concentragdes séricas de -caroteno para a variante alélica R267S com,
pelo menos, um alelo T, sendo que os individuos deste grupo €tnico apresentaram menores
concentragdes séricas de retinol (<1,05 uM/L) em relagdao aos individuos de ancestralidade
Europeia. Ja os individuos de ancestralidade Japonesa apresentaram maiores concentragdes
séricas de [-caroteno em todos os genoOtipos avaliados e uma tendéncia de baixas
concentracdo séricas de retinol para a combinagdo das variantes R267S+A379V, quando
comparados com os demais grupos do estudo. Foi constatado que as mulheres apresentaram
maior prevaléncia de baixos niveis de retinol sérico em relagdo aos homens. Mulheres
puérperas sao mais vulneraveis a DVA de vitamina A, sendo que a prevaléncia desta em
mulheres em idade fértil na regido Sudeste do pais ¢ de 14% (54). H4 necessidade de um
aporte maior desta vitamina via suplementagdo medicamentosa (200.000 UI de vitamina A)
para a manuten¢do da sua satide da mulher puérpera, garantindo, assim, as necessidades
nutricionais do lactente (55). Todavia, estudo recente mostrou que a suplementagdo de
megadoses ndo ¢ eficaz para o tratamento desta deficiéncia nutricional e novas estratégias
devem ser adotadas para garantir a avaliagdo do estado nutricional e concentragdes séricas
adequados de vitamina A em mulheres na idade fértil (56).

Em todos os individuos avaliados as médias das concentracdes séricas de [-caroteno
para a variante alélica R267S foram maiores para o genétipo selvagem A/A quando
comparados a associacdo dos genotipos heterozigotos e homozigotos A/T + T/T, o que
corrobora com os dados encontrados por Wang (51), no qual os portadores do alelo T do
R267S apresentaram niveis normais de B-caroteno. J& para a variante alélica A379V as
médias das concentragdes séricas de retinol foram menores para o gendtipo selvagem C/C

quando comparada a associagdo dos gendtipos heterozigoto e homozigoto C/T + T/T.
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A extensdo pela qual o B-caroteno ¢ convertido em vitamina A ¢ altamente varidvel
entre individuos saudaveis e bem nutridos (8, 25, 26, 57). Esta resposta varidvel ao -caroteno
conduziu a caracterizacdo do fendtipo conversor deficiente do P-caroteno a vitamina A,
quando comparado ao conversor normal, em alguns estudos (24, 25, 26, 27, 49, 51). Esta
ampla diferenca inter-individual pode ser causada pela redugdo da atividade catalitica, como
consequéncia de SNPs ndo sindnimos e intronicos do gene BCMO1 em individuos portadores
dos alelos A (rs6420424), G (rs11645428) e G (rs6564851) (50), ocasionado elevadas
concentragdes séricas de B-caroteno (27).

Alguns pesquisadores demonstraram, ainda, que o gene humano BCMOI1 pode sofrer
mutagdo na regido T381L, aumentando em 75% a atividade catalitica da enzima BCMO1
(58). De acordo com os trabalhos citados, a avaliagao de determinados SNPs pode influenciar
na analise dos niveis de carotenodides plasmaticos, visto que hd variacdo da frequéncia de
alelos em SNPs do gene BCMOI1 em diferentes grupos étnicos. O fendtipo conversor
deficiente ndo foi encontrado nos grupos étnicos avaliados no presente estudo.

Sabe-se que os carotendides séricos devem estar em baixos niveis em individuos que
convertem eficientemente o [-caroteno em retinol, sendo este processo facilitado por
genoétipos de enzimas de clivagem de carotendides (51). As concentragcdes de retinol
circulante sdo mantidas homeostaticamente na auséncia de baixos niveis de vitamina A
hepética (59). A ndo correlacdo com os niveis séricos de retinol e a baixa correlagdo entre os
carotendides séricos e o retinol ¢ esperada (59). Em um recente estudo de Associagdo
Gendmica Ampla (GWAS) sobre os niveis circulantes de retinol, ndo houve nenhuma
associagdo genOmica estatisticamente significativa com os SNPs do gene BCMOI1 (60).
Mesmo que o intestino humano expresse abundantemente a BCMOI, a principal enzima de
clivagem, a conversao intestinal completa de todo o B-caroteno alimentar em vitamina A
praticamente ndo ocorre. Assim, cerca de 17% a 45% do B-caroteno ingerido € libertado na
circulagdo humana na sua forma intacta, ndo clivada (25, 61).

Vale ressaltar que a eficiéncia de conversao do B-caroteno em reposta a alimentagdo
sofre variagdo individual, mesmo em estudos realizados em grupos homogéneos (8, 25, 26,
27, 57). Esta variabilidade na resposta esta associada a fatores genéticos, como os SNPs ou
outras caracteristicas como a matriz celular do alimento, o conteudo e tipo de lipidio na dieta,
a digestibilidade dos componentes soliveis em lipidios na dieta, 4cidos biliares, interagdes
com outros carotenoides e variacdes individuais devido a atividade endogena das enzimas

digestivas (49, 62).
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostram, de modo inédito que as frequéncias das
variantes polimorficas do gene BCMO1 R267S e A379V nos grupos populacionais brasileiros
de ancestralidades Caucasiana, Africana e Japonesa dependem da etnia para ambos os SNPs.
Os resultados mostram, ainda, que as variantes polimorficas observadas nao parecem exercer
influéncia nas concentragoes séricas de B-caroteno e retinol. Embora as frequéncias sejam
semelhantes a aquelas observadas em estudos com outros grupos populacionais, a influéncia
destes SNPs ndo se mostrou definitiva, uma vez que ndo houve a caracterizagdo do fenotipo
conversor deficiente na populagdo avaliada, o que pode ser explicado pela influéncia de
outros fatores associados ao gene BCMO1, conforme relatado no item Discussdo, e pela alta
miscigenagdo da populacdo brasileira.

A importancia para recomendacdes e politicas personalizadas de nutricdo e saude ¢
reforgada pela observacao de diferencas claras nas frequéncias dos SNPs em diferentes grupos
étnicos brasileiros. O metabolismo da vitamina A pode ser influenciado por diversos SNPs,
sendo necessdrias futuras pesquisas avaliando SNPs alternativos, associados ao BCMO1, que
potencializariam a deficiéncia de conversdo do B-caroteno em retinol. Sendo assim, a
variabilidade genética deve ser considerada para as futuras recomendacdes de suplementagao

de provitamina A na populagao brasileira.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

FACULDADE DE MEDICINA DA UNESP — BOTUCATU/SP
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA- CURSO DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

PROJETO: ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS E EXPRESSAO DO
GENE BCMO1 (B-CAROTENO 15,15’MONOOXIGENASE) E AS
CONCENTRACOES SERICAS DE B-CAROTENO E RETINOL

Durante a leitura do documento abaixo fui informado (a) que posso interromper para fazer
qualquer pergunta, com objetivo de tirar davidas, para o0 meu melhor esclarecimento.

Convidamos o Sr(a) a participar do estudo com o seguinte objetivo e etapas a serem
realizadas:

Objetivo: O objetivo principal do estudo ¢ estudar duas variantes polimoérficas do gene
BCMOI, que determina a expressao da enzima B-caroteno 15,15 ’monooxigenase, em grupos
populacionais brasileiros, considerando as varidveis sexo e etnia (raga), além de avaliar as
conseqiiéncias deste polimorfismo nas concentracdes séricas de B-caroteno e vitamina A.

Prezado Colaborador,

Esse termo de consentimento que vocé devera assinar foi elaborado de acordo com a
Resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Satide — Ministério da Saude, sobre Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos.

A deficiéncia de vitamina A ¢ um problema de saude publica no Brasil. A ela, estdo
associadas as doencas do coragdo, cancer, declinio do fortalecimento dos musculos,
desabilidade fisica e cognitiva relacionados a idade, Além disso, uma alteragdo em um gene
chamado B-caroteno 15,15 ’monooxigenase (BCMO1) pode levar a deficiéncia de vitamina A,
pois esta ndo ¢ convertida em retinol para ser absorvida pelo organismo. Sendo assim, a
identificacao da deficiéncia de vitamina A ¢ importante na populagdo.

Neste estudo vocé sera submetido aos procedimentos listados abaixo:

1- Avaliagdo da composi¢do corporal com mensuracdo do peso e estatura (calculo de
indice de Massa Corporal) e circunferéncia abdominal.

Dosagens Laboratoriais — sangue: concentragdo de retinol, B-caroteno e zinco no plasma e
avaliacdo do processo infeccioso agudo. Para a obten¢do dos dados laboratoriais serdao
necessarios 20 ml de sangue, a serem coletados no inicio da manha, por pungao venosa
periférica com seringas descartaveis, podendo haver um pequeno hematoma (mancha roxa) na
pele na regido da coleta.
Coleta de 2 ml de saliva em tubo especifico para andlise da expressdo génica e polimorfismo
da BCMOL.
Avaliacdo da ingestdo alimentar com a aplicacdo de recordatdrio alimentar de 24 horas de 2
momentos com a dura¢ao de 10 minutos.
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O participante tera acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos €
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais davidas e liberdade de
retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem que
isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia. Também nao havera qualquer remuneragao
ao voluntario.

Para seu esclarecimento informamos ainda, que serao mantidos em sigilo os dados pessoais
dos voluntarios (nome, enderego ¢ telefone) e os resultados obtidos com o estudo serdo
apresentados em congressos, publicados em revistas cientificas, e também estardo a
disposi¢do nos arquivos desta unidade. Ciente do teor e implicagdes desta pesquisa assino
embaixo, meu consentimento em participar da mesma, com a liberdade de sair desse
protocolo em qualquer momento da execugdo desse projeto sem penalizagio.

Agradecemos a sua colaboragao.

Botucatu (SP), de de

Assinatura do Voluntario Assinatura do pesquisador

VANESSA LORENCO PERESI

Nutricionista CRN3 17401

Pesquisadora do Projeto

Enderego: Av. Camilo Mazoni, 1055 E33. Botucatu- SP
Telefone fixo: (14) 38143120

Celular: (14) 81134657

e-mail: vanperesi@yahoo.com.br

Profa. Dra LUCIA REGINA RIBEIRO

Biologa

Depto de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu
Pesquisadora Coordenadora do Projeto

Enderego: Alameda Casa Branca 1060/61 Sao Paulo
Telefone: (11) 30886302

e-mail: lribeiro@fmb.unesp.br

OBS. Este documento sera elaborado em duas vias, sendo uma via entregue ao sujeito da
pesquisa e a outra sera mantida arquivada pela pesquisadora.

Qualquer divida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa,
pelo telefone: (14) 3811-6143.
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Apéndice B — Ficha de avaliacdo

€ DE
oo X
& O
< a
& >
X

"OIVESP - FACULDADE DE MEDICINA
ASSOCIA C/f O ENTRE OS POLIMORFISMOS E EXPRESSAO DO GENE BCMO1 (B-
CAROTENO 15,15’ MONOOXIGENASE) E AS CONCENTRA COES SERICAS DE B-
CAROTENO E RETINOL

PATOLOGIA

Dados gerais

Identificacio: Data:

Nome: Etnia: [Jbranco [l negro Ll japonés
Idade: Data nascimento: / /

Endereco: Telefone:

Profissao: Escolaridade:

Estado Civil:

Antecedentes pessoais:

Tratamento medicamentoso:

Tabagismo: S| NI  Magcos/dia: Periodo:
Atividade fisica: S| N[/ Parou [ Tipo: Freqiiéncia:
Habito intestinal: Normall | Obstipado [ | Diarréicol | Diariol | Irregular! | x/dia

Avaliacio Antropométrica

Data /
Peso Atual

Estatura
IMC
Circ. Abdominal
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Avaliacao da Ingestao Alimentar

RECORDATORIO 24H

Refeicao/Horario

Alimentos

Quantidades

Café-da-manha

Lanche

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia
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ANEXO

Anexo A — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa e Alteracdo do Titulo

e
p—— Universidade Estadual Paulista
U“esp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/m® - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-870

Fone{Fax: (0xx_1 4) 3811-6143 Registrado no Ministério da Salide
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br em 30 de abril de 1097
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br z

Botucatu, 14 de Margo de 2011. Of. 85/11-CEP

Ilustrissima Senhora

Prof®. Dr® Licia Regina Ribeiro

Alameda Casa Branca, 1060 - Apto. 61 - Jardins
CEP: 01408000 - S&o Paulo - SP

Prezada Dr®. Licia,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 3799-2011) Estudo de polimorfismos do gene
BCMO1 (Betacaroteno 15,15'monoxigenase) em grupos populacionais
brasileiros: associagdo com hipovitaminose A, a ser conduzido por Vanessa
Lorengo Peresi, orientada por Vossa Senhoria, co-orientada pela Prof®. Dr®.
Daisy Maria Fdvero Salvadori, com a colaboragdo de Chris Evelo e George e
Lietz, recebeu do relator parecer favordvel com recomendagdo, aprovado
em reunido de 14 de marcgo de 2011.

Recomendagdo: Que os individuos detectados com “hipovitaminose”
sejam encaminhados para tratamento médico.

Situagdo do Projeto: APROVADO COM RECOMENDACAO. Ao final da
execugdo deste Projeto, apresentar ao CEP  “Relatério Final de
Atividades”.

Alberto Santos Capglluppi
Secretdrio do CEP
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Registrado no Ministério da Saude

Botucatu, 10 de outubro de 2011. Of. 471/2011

Tlustrissima Senhora

Prof®. Dr® Licia Regina Ribeiro
Departamento de Patologia
a/c da Prof® Daisy Salvadori

Prezada Prof® Licia Regina,

De ordem do Senhor Coordenador do CEP, informo que em 11/10/2011, foi
autorizada a mudanga do Titulo do Projeto de Pesquisa (Protocolo CEP
3799-2011) “Estudo de polimorfismos do gene BCMO1 (Betacaroteno
15,15'monoxigenase) em grupos populacionais brasileires: associagdo com
hipovitaminose A", conduzido por Vanessa Lorenco Peresi, orienfada por
Vossa Senhoria, co-orientada pela Prof®. Dr®. Daisy Maria Fdvero Salvadori,
com a colaboragdo de Chris Evelo e George e Lietz, para: Associagdo entre
os polimorfismos e expressdo do gene BCMOl1 (Betacaroteno
15,15'monoxigenase) e os niveis séricos de p-caroteno e retinol” .

A alteragdo da nomenclatura do estudo se deu ao fato de mudangas no
objetivo do mesmo, as quais foram detalhadas de forma satisfatéria na nova
versdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apresentado.

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP
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