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RESUMO

Atualmente reconhece-se um importante papel nutricional da vitamina D e acredita-se que a
deficiéncia da mesma ndo seja uma realidade em paises onde a incidéncia solar é alta em
todas as estacGes do ano. No entanto, uma série de estudos recentes mostram que 0s niveis
séricos de vitamina D na populacdo destes paises encontram-se abaixo do ideal e outros
estudos levam a crer que o aumento dos niveis séricos de vitamina D estd diretamente
relacionado ao perfil lipidico de pessoas com baixa incidéncia de dislipidemia. Frente ao
exposto, o presente estudo avaliou os niveis séricos de vitamina D, em uma amostra da
populacéo brasileira, e os correlacionou com os fatores de risco para a Sindrome Metabdlica e
outros efeitos relacionados. Por meio da correlagdo de Pearsons, os resultados mostraram que
existe tendéncia que indica uma correlacdo inversamente proporcional entre niveis de
vitamina D sérica e a circunferéncia abdominal (r = -0,047, p = 0,403), o colesterol HDL (r =
-0,082, p = 0,144), o triglicerideo (r = -0,080, p = 0,150) e a glicose (r = -0,005, p = 0,934).
Outros parametros que ndo sdo utilizados para o diagnostico da Sindrome Metabdlica como o
colesterol LDL (r = -0,159, p = 0,004), os acidos graxos livres (r = -0,049, p = 0,384) e a
porcentagem de gordura corporea (r = -0,097, r = 0,083), foram também avaliados e somente
0 colesterol LDL apresentou uma correlagdo inversamente proporcional significativa em
relacdo a varidvel dependente. Apesar de ndo usados para o diagnostico da Sindrome
Metabdlica, faz-se necessario salientar que esses parametros bioquimicos estdo diretamente
relacionados ao aumento do risco para o desenvolvimento da obesidade e da aterosclerose,
enfermidades que acometem também pacientes com Sindrome Metabdlica. Este estudo
contribui para mostrar que ndo s6 a osteoporose, mas outros efeitos ndo classicos da
deficiéncia de vitamina D, como as doencas cardiovasculares, podem ser prevenidos e até
mesmo tratados de forma eficaz, uma vez que o colesterol LDL, principal composto na
formacdo das placas de ateroma, mostrou-se inversamente correlacionado de forma
significativa com a vitamina D.

Palavras-chave: Dislipidemia, Hipovitaminose D, Calcitriol, Sindrome Metabdlica.



ABSTRACT

Currently, an important nutritional role of vitamin D is recognized and infers that its
deficiency is not a reality in countries where the solar incidence is high throughout the year.
However, a series of recent studies show that vitamin D serum levels in these countries are
less than ideal and other studies suggest that the increased of vitamin D serum levels is
directly related to the lipid profile of people with low incidence of dyslipidemia. Based on
these, the present study evaluated the serum levels of vitamin D in a sample of the Brazilian
population, and correlated them with risk factors for metabolic syndrome and others. Through
the Pearsons correlation, the results showed that there is tendency indicating an inverse
correlation between serum levels of vitamin D and waist circumference (r = -0.047, p =
0.403), HDL cholesterol (r = -0.082, p = 0.144), triglycerides (r = -0.080, p = 0.150) and
glucose (r = -0.005, p = 0.934). Other parameters that are not used for the diagnosis of
Metabolic Syndrome as LDL cholesterol (r = -0.159, p = 0.004), free fatty acids (r = -0.049, p
= 0.384) and body percentage fat (r = - 0.097, r = 0.083), were also evaluated and only the
LDL cholesterol showed a significant inverse correlation related to the dependent variable.
Despite of not used for the Metabolic Syndrome diagnosis it is necessary point out that these
biochemical parameters are directly related to the increased risk for the development of
obesity and atherosclerosis that are also diseases that affect patients with Metabolic
Syndrome. This study helps to demonstrate not only osteoporosis, but also other non-classical
vitamin D deficiency such as how cardiovascular disease can be prevented and even treated
effectively, since LDL-cholesterol, the main compound in plaque formation of atheroma, was
inversely correlated in significant way with vitamin D.

Key-words: Dyslipidemia, Hypovitaminosis D, Calcitriol, Metabolic Syndrome.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 VitaminaD: aspectosgerais

A maioria dos estudos relacionados a vitamina D relata uma correlacdo entre os
niveis séricos desta e a saude d6ssea (BISCHOFF-FERRARI et al., 2009). Esse composto age
principalmente na homeostase do célcio, visto que a absorcdo deste nutriente (Ca*?) pode
aumentar consideravelmente em niveis normais de vitamina D sérica (HEANEY, 2004).
Estudos in vivo, realizados na ultima década, mostram que a vitamina D e seus receptores
estdo diretamente ligados nao s6 com alguns tipos de tumores (VUOLO et al., 2012), como
por exemplo, o cancer de mama (HATSE et al., 2012), mas também com 0S processos que
levam a Sindrome Metabdlica, especialmente o metabolismo de lipideos (MELAMED et al.,
2008; JORDE et al., 2010).

Estudos realizados em diversos continentes relatam deficiéncia de vitamina D em
individuos adultos, idosos e criancas. Dentre esses locais, destaca-se a Oceania (ROCKELL et
al., 2006; DALY et al., 2011), a Ameérica do Norte (LOOKER et al., 2008; GOZDZIK et al.,
2008), a América Latina (UNGER et al., 2010; FIGUIREDO-DIAS et al., 2011), a Asia
(VUPPUTURI et al., 2006; WOO et al., 2008), a Africa (PETTIFOR, 2004), o Oriente Médio
(SIDDIQUI; KAMFAR, 2007) e a Europa (LIPS, 2001; SNIJDER et al., 2005). Nota-se que a
deficiéncia de vitamina D ndo esta centralizada em apenas uma regido e, portanto, admite-se
uma deficiéncia em proporcdes globais, sendo que a deficiéncia deste composto € mais
frequente na populacdo em geral do que se pensava. Assim, a relagdo hipovitaminose D e
enfermidades que possuem risco elevado de incidéncia, em individuos diagnosticados com
Sindrome Metabdlica, ou com perfil lipidico alterado como o infarto, a hipertenséo e a
insuficiéncia cardiaca, devem ser intensamente investigados, considerando o grande nimero
de pessoas diagnosticadas com valores séricos de vitamina D considerados ndo ideais
(ZITTERMANN; GUMMERT, 2010; BEVERIDGE; WITHAM, 2013).

1.2 SintesedavitaminaD.

A vitamina D pode ser adquirida por suplementacdo e/ou pela ingestdo de
alimentos. No entanto, sua ingestdo a partir de alimentos ndo aumenta consideravelmente 0s
seus niveis no organismo, devido ao fato de que poucos alimentos possuem vitamina D
naturalmente (HOLICK, 2007). Desta forma, sugere-se que para atingir niveis ideais se faca
também a exposicdo do individuo ao sol matutino, evitando a utilizacdo excessiva de

blogueadores solares, diariamente e em um periodo de 15 a 30 minutos, e/ou a suplementacdo
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por meio de capsulas ou outras formulacdes farmacéuticas (KIMLIN et al., 2003; HOLICK;
CHEN, 2007). No entanto, mesmo com exposicdo solar, individuos com maior grau de
pigmentacdo na pele tendem a produzir menos vitamina D, 0 que aparentemente ocorre em
todas as estacGes do ano, sugerindo, assim, que individuos afrodescendentes tenham uma
acentuada diferenca na producéo de vitamina D em comparagdo com individuos caucasianos e
asiaticos (ARUNABH et al., 2003).

O processo de producdo de vitamina D, que ocorre tanto na derme quanto na
epiderme, determina a conversdo do 7-dehidrocolesterol em vitamina D, por meio de foto-
reacdo. A luz ultravioleta (UV-B 290-315nm) conjuga a estrutura molecular do 7-
dehidrocolesterol (Carbonos C5 e C7) formando a pré-vitamina D. Essa, uma vez produzida,
forma homodimeros em aproximadamente 24 horas, os quais se transformam mais tarde em
vitamina D3 (colecalciferol). Se ingerido, grande parte da absorcdo deste micronutriente
ocorre por difusdo simples na membrana dos enterdcitos localizados na regido proximal do
intestino delgado. Em ambas as situagdes, o colecalciferol ingerido ou produzido por
exposicdo solar, uma vez na circulacdo, é transportado ao figado e convertido em 25-
hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) pela hidroxilacdo em seu Carbono 25. Esta conversao é
mediada pela enzima D3-25-hidroxilase (25-OHase) e acontece no reticulo endoplasmético
das celulas hepaticas. A 25(OH)D; serve de substrato para a formacdo do horménio
verdadeiro, a 1,25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol, 1,25(0OH),Ds3). Este ultimo processo de
conversdo € mediado pela enzima 1,alfa-hidroxilase presente nas mitocondrias dos tubulos
contorcidos proximais dos rins (Figura 1) (HOLLANDER et al., 1978; OMDAHL et al.,
2001; PREMAOR; FURLANETTO, 2006).

Figura 1 — Sintese da vitamina D
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(Fonte: BERRY et al., 2012, com modificacdes).

1.3 Mecanismo de acdo da vitamina D

A maior parte do transporte plasmatico dos isémeros 25(0OH)D e 1,25(0OH;)D; da
vitamina D se d& pela ligacdo com uma proteina plasmatica, mais conhecida como proteina de
ligacdo da vitamina D (Vitamin D Binding Protein - DBP) (BIKLE et al., 1986). Porém, para
exercer grande parte de seus efeitos, a vitamina D precisa estar presente em sua forma ativa, a
1,25(0OH),D3 ou calcitriol. A acéo do calcitriol, por sua vez, da-se por meio de uma ligacédo a
um receptor nuclear especifico e membro da superfamilia de receptores nucleares para
hormonios esterdides, o Receptor Nuclear de Vitamina D (Vitamin D Receptor — VDR),
codificado por um gene de mesmo nome (HAUSSLER et al., 1998; ERBEN, 2001). Este
receptor regula a transcri¢do génica pela ligacdo aos elementos responsivos de vitamina D na
regido promotora dos genes alvos (HANNAH; NORMAN, 1994; HAUSSLER et al., 1998;
ERBEN, 2001). Maalouf et al. (2008) constataram a presenca do receptor VDR em varios
orgdos, tecidos e células, como, por exemplo, o ovario, a prostata, 0 masculo cardiaco, 0s
neurdnios, as células dos alvéolos pulmonares, os fibroblastos e as células do sistema imune.
Este estudo confirma o importante e diversificado papel que a vitamina D, um composto
lipossoluvel, desempenha no organismo humano.

Atualmente sabemos que a falta, ou alteracdo da funcdo do receptor da vitamina
D, inicia uma série de eventos que podem: (1) afetar a proliferacdo e a diferenciacao celular
levando ao aparecimento precoce de doencas relacionadas ao envelhecimento (TUOHIMAA,
2008; KEISALA et al., 2009); (2) alterar o processo de inflamacdo; (3) modificar a
homeostase em funcdo de alteragdes no sistema endocrino (sistema renina-angiotensina) que
esta relacionado ao desenvolvimento da hipertensdo arterial (LI et al., 2002; XIANG et al.,
2005); (4) promover resisténcia a insulina (BUYUKINAN et al., 2012) e (5) modificar o
metabolismo lipidico. Em conjunto, estes eventos evidenciam que a vitamina D é um fator
determinante no desenvolvimento de alguns dos maiores danos a saude das populacdes
destacando-se, especialmente, as doencas cardiacas, a insuficiéncia renal crénica, o diabetes, a
obesidade e o cancer (ZITTERMANN; GUMMERT, 2010).

Sabe-se que todas as alteracdes relatadas anteriormente possuem um importante
componente genético e, ao se tratar da vitamina D, nesse contexto, é preciso levar em
consideracdo a atividade exercida pelo homodimero ativo, o calcitriol; j& que este
homodimero pode ser influenciado por variagbes do receptor de vitamina D
(SANTONOCITO et al., 2007). Estas variacfes sdo formas de expressdo genética derivadas
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de mudancas ocorridas no gene VDR que, por sua vez, segundo Uitterlinden et al. (2004), séo
chamadas polimorfismos e relacionam-se com diversos tipos de doencas, incluindo a

Sindrome Metabdlica.

1.4 Sindrome Metabolica, fatores ambientais/étnicos e vitamina D.

A Sindrome Metabolica é considerada como um conjunto de sinais classicos 0s
quais incluem hiperglicemia, hipertrigliceridimia, baixos niveis de colesterol lipoproteico de
alta densidade (HDL), circunferéncia abdominal (CirA) aumentada e pressao arterial elevada.
Assim, o conjunto de pelo menos 3 destes 5 fatores resultariam no diagnostico de Sindrome
Metabolica (NCEP, 2004; GRUNDY et al., 2005).

Botella-Carretero et al. (2007) relatam que a obesidade é um importante fator que
determina o desenvolvimento da Sindrome Metabodlica. Esses mesmos autores ainda
demonstraram que existe associacdo entre as concentra¢des de vitamina D e 0 metabolismo de
lipideos e gorduras. Em um estudo que avaliou 73 individuos, de ambos os sexos, obesos, e
que possuiam deficiéncia nas concentracBes de 25(0OH)D3 ([25(OH)D3] < 20ng/mL), foi
demonstrado que os individuos tinham niveis baixos de HDL e altas concentracGes de
triglicérides. No mesmo artigo, os autores também reportaram uma prevaléncia de deficiéncia
de vitamina D em individuos obesos com Sindrome Metabdlica ([25(OH)D3] - 13,3+3,8
ng/mL, n=37), quando comparados com aqueles que ndo possuiam os sintomas de tal
sindrome ([25(OH)D3] = 45,7+35,5 ng/mL, n=36). Relata-se ainda que ndo foi notada
nenhuma diferenca significativa no indice de massa corpérea (IMC) e CirA entre os pacientes
dos dois grupos.

Yin et al. (2012b) estudaram uma amostra de 601 individuos adultos (de 35 a 60
anos), trabalhadores e residentes de Jinan (latitude 36,6), e relataram que a populagéo chinesa
possui um perfil insuficiente de [25(OH)D3]. Nesse estudo, o critério de inclusdo foi a ndo
utilizacdo de suplementos a base de vitamina D e céalcio. Ja os critérios de exclusdo foram
habitos de vida envolvendo tabagismo, etilismo cronico, diabetes; além de outros fatores que
pudessem influenciar os indices de vitamina D. Os resultados mostraram que 226 individuos
foram insuficientes (30 ng/mL < [25(OH)D3] > 20 ng/mL) e 172 foram deficientes em
[25(OH)D3]. Foram ainda observadas correlacfes inversamente proporcionais para a glicose
(r=-6,53, p > 0,001), o triglicerideo (r=-2,51, p > 0,001), a CirA (r= 0,63, p > 0,001), a
pressao arterial diastélica (r= -0,07, p > 0,0001), a pressao arterial sistolica (r= -0,06, p >
0,001); e diretamente proporcional para o HDL (r= 8,67, p > 0,001). Assim, pode-se notar que

0s parametros anteriormente referidos indicam um efeito positivo da vitamina D sobre os
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sinais da Sindrome Metabdlica. Alem disto, este estudo reforca a ideia de que a exposi¢do
solar é um fator determinante para producdo de 25(OH)D3, mesmo em paises orientais onde a
cultura leva ao consumo de alimentos com altos indices de vitamina D como, por exemplo, 0
salmdo e outras espécies de peixes (EGAAS; LAMBERTSEN, 1979; NAKAMURA et al.,
2002).

Em outro estudo, Boucher et al. (1998) observaram que a pressdo sanguinea, as
concentragOes de fibrinogénio e, principalmente, os niveis de triglicerideos da populagdo do
Reino Unido foram mais elevados no inverno, época em que ha baixa exposicdo solar,
consequentemente, baixa producdo de vitamina D. Neste caso, as baixas concentracdes de
vitamina D podem atuar como fator complementar a diminuicdo das atividades fisicas no
inverno o que esta associado ao aumento de distdrbios metabdlicos.

No Brasil, Maeda et al. (2010) também monstraram que existe uma relacéo entre
0 aumento de vitamina D e as esta¢fes do ano. Porém, esta variagdo ndo é tdo acentuada como
em outros paises como os da Europa ([25(OH)D] = 31,6 ng/mL no inverno e 36,1 ng/mL no
verdo). Nesse estudo, os autores ndo levaram em consideracdo a etnia dos sujeitos da
pesquisa, 0 que pode alterar os resultados obtidos em uma andlise geral. No entanto, em um
quadro especifico do estudo, os autores compararam e demonstraram que 0S niveis da
vitamina D em individuos caucasianos e individuos afrodescendentes ou indigenas foram
diferentes, e se apresentavam mais elevados nos individuos de origem caucasiana. Outro
estudo também realizado no Brasil por Unger et al. (2010), avaliaram 603 individuos
saudaveis e com idade entre 18 e 90 anos, indicou prevaléncia de deficiéncia de vitamina D.
Neste estudo pode-se também observar efeito positivo na correlacdo de glicose (r=-0,07, p=
0,07) e IMC (r=-0,09, p= 0,03), quando comparados aos valores de 25(OH)D3. Os autores
relatam que a média de vitamina D foi de 21,4 ng/mL o que nos indica, mais uma vez, que
mesmo em ambientes onde a incidéncia solar é alta pode-se verificar uma deficiéncia da
conversdo de 7-dehidrocolesterol. Essa deficiéncia teve correlacdo com fatores
antropométricos como o IMC e a etnia, e bioquimicos como o horménio paratirecideano e a
glicose. O IMC, quando elevado, indica obesidade, sendo assim, um aumento neste valor
pode relacionar-se diretamente com o aumento de mortes por problemas cardiovasculares
(UNGER et al., 2010). Esta suposic¢do tem apoio em outro estudo que mostra que a vitamina
D pode ser mais importante do que a temperatura local para determinar o risco de problemas
circulatorios, visto que este tipo de enfermidade aumenta no inverno (SCRAGG, 1981).

Melamed et al. (2008) também comprovaram o aumento de mortalidade por

complicacBes cardiovasculares em seres humanos com baixos niveis séricos de vitamina D.
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Os dados bioquimicos deste estudo foram coletados durante o periodo de 1988 a 1994 e a
mortalidade foi catalogada durante os seis anos seguintes. O estudo teve como base uma
populacdo de 13.331 individuos maiores que 20 anos e o aumento da mortalidade foi de
aproximadamente 26% para individuos com média de [25(OH)D3] = 17,8 ng/mL (soro
deficiente em vitamina D) na populagdo, em geral. Em um estudo similar, realizado por Kim
(2008), 8.351 individuos adultos foram avaliados e diagnosticados com hipovitaminose D
(média de [25(OH)D3] = 24,3 ng/mL). Neste grupo, houve uma maior incidéncia de
complicacBes cardiovasculares, que estdo diretamente ligadas a Sindrome Metabdlica. O
estudo de Jorde et al. (2010) também corrobora esses achados e ainda relata que ha evidéncias
importantes que relacionam o aumento dos niveis séricos de vitamina D e de colesterol
lipoproteico de baixa densidade (LDL), o qual se correlaciona, por sua vez, também, a
complicacdes cardiovasculares.

Outro fator importante a ser analisado é a idade dos voluntarios. Sabe-se que
idosos tém baixa capacidade de producéo de vitamina D. Park et al. (2012) em seu estudo
também demonstraram uma correlacdo entre baixos niveis de vitamina D e os fatores que
levam a Sindrome Metabdlica. De todos os 301 individuos, com idade superior a 60 anos,
76,6% eram deficientes e 16,9% insuficientes em vitamina D. As associag0es relacionadas ao
aumento de triglicérides, pressao arterial e resisténcia a insulina e vitamina D estavam de
acordo com os resultados citados anteriormente, demonstrando que o problema pode ser ainda
mais grave em individuos idosos, uma vez que estes ja possuem saude fragilizada.

No que tange as discussbes sobre os niveis séricos de vitamina D e as
complicacdes decorrentes, a literatura apresenta dados contraditérios. Makariou et al. (2012),
por exemplo, demonstram correlacdo entre niveis séricos de vitamina D e a Sindrome
Metabolica. Esses autores ainda demonstraram correlacdo inversamente proporcional entre a
vitamina D e 0 LDL “pequeno e denso”, a lipoproteina associada a fosfolipase A, e a proteina
C reativa de alta sensitividade, todos estes considerados marcadores de aterosclerose, mas que
ndo sdo usados comumente para definicdo de Sindrome Metabdlica (FRANCISCO et al.,
2006). Dos 110 voluntérios considerados saudaveis inicialmente no estudo (MAKARIOU et
al., 2012), 52 deles foram diagnosticados com Sindrome Metabolica. Quando realizada a
analise de correlacdo, algumas variaveis tiveram tendéncias ndo ideais como a glicose (r=
0,048, p= 0,747) e a CirA (r= 0,119, p= 0,422). Nao houve relacdes significativas com a
proteina C reativa e a lipoproteina associada a fosfolipase A,. Essas questdes, ainda pouco
compreendidas, devem-se, possivelmente, ao fato de que os estudos com vitamina D e

lipideos sdo recentes. Assim, 0 mecanismo de acdo da vitamina D, sua correlagdo com o
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metabolismo de lipideos, bem como a sua modulacédo, diretamente influenciada por fatores
genéticos, precisam ser melhor compreendidos. Recentemente, Shirts (2012) demonstrou que
a vitamina D pode regular os fatores que estdo ligados a sintese de HDL e Triglicérides e isso
depende de variacdo de nucleotideos de polimorfismo dnico (Sngle Nucleotyde
Polymorphism — SNPs) em genes alvo. Estes achados corroboram os resultados de estudos
populacionais focados em niveis séricos de lipideos e de vitamina D (JORDE et al., 2010). No
entanto, apesar desse componente genético, é sabido que fatores ambientais também podem
influenciar os niveis de lipideo sérico (ORDOVAS, 2002).

Em relagdo aos fatores genéticos, Teslovic et al. (2010) demonstraram que pelo
menos 95 genes estdo associados com alteragdes no metabolismo de lipideos, exemplificando

0 qudo complexo é o processo de sintese de LDL, HDL e triglicérides.

15 NiveisséricosideaisdevitaminaD.

A 25(0OH)D3 possui meia vida de algumas semanas e é considerada como o
metabolito de vitamina D mais abundante presente na circulacdo sanguinea de seres humanos,
sendo assim considerado como indicador valido de vitamina D no organismo (PARFITT et
al., 1982; UTIGER, 1998; LANHAM-NEW et al., 2011). Atualmente, o soro humano que
possui concentracbes de 25(OH)D;z inferiores a 10ng/mL é considerado um soro
extremamente deficiente em vitamina D, e concentracdes entre 10,1ng/mL e 20ng/mL
resultam em deficiéncia de vitamina D. Concentra¢des que variam de 20,1ng/mL a 30ng/mL
sdo consideradas concentragOes insuficientes e valores de referéncia estdo compreendidos no
intervalo de 30,1ng/mL a 60ng/mL (LAMB et al., 2002; RUIZ-IRASTORZA et al., 2008;
UNGER, et al., 2010; ADAMS; HEWISON, 2008). Concentracfes que ultrapassam
80,1ng/mL de 25(OH)D; circulante sdo consideradas acima do limite seguro, portanto,
toxicas, e podem trazer riscos a saude como, por exemplo, a hipercalcemia (RIZZOLI et al.,
1994).
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2. OBJETIVOS
Obijetivo geral:

1) Avaliar os niveis séricos de vitamina D, em uma amostra da populagéo brasileira, e 0s

correlacionar com fatores de risco para a Sindrome Metabdlica e outras doencas

correlatas.

Obijetivos Especificos:

1)

2)

3)

Avaliar os niveis séricos de vitamina D em uma amostra da populacao brasileira, e
correlaciona-los com parametros utilizados para o diagndstico da Sindrome
Metabolica, sendo trés pardmetros bioguimicos (HDL, triglicérides e glicose) e um

parametro antropométrico (CirA).

Avaliar os niveis séricos de vitamina D em uma amostra da populacéo brasileira, e
correlaciona-los com outros parametros nao utilizados no diagnostico da Sindrome
Metabolica (LDL, acidos graxos livres, peso, altura, porcentagem de gordura
corpdrea (%Gc) e IMC, mas que estdo correlacionados com o aumento do risco
para 0 desenvolvimento de outras doencas como é o caso da obesidade e da

aterosclerose, doencas que por vezes associam-se a Sindrome Metabolica.

Criar uma base de dados de individuos selecionados de acordo com seu perfil
metabolico, lipidico e de niveis de vitamina D, para posterior genotipagem dos

VDR (vitamin D receptors) e seus polimorfismos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Diwvulgacao do estudo e consentimento dos procedimentos

Apds a aprovacdo do presente projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (parecer n° 116/2011) o
estudo foi divulgado em meios de comunicagéo, como jornais e radio, além da distribuigdo de
panfletos descritivos. Ao tomar conhecimento do estudo, o voluntério entrou em contato com
0 pesquisador responsavel para agendamento da coleta do material bioldgico. No primeiro
contato, o pesquisador responsavel informou dados adicionais sobre o estudo, realizou
guestionamentos fundamentais relacionados ao critério de inclusdo/exclusdo e explicou ao
voluntario os beneficios da pesquisa para a comunidade médica. VVoluntarias foram instruidas
a agendar data para coleta sete dias antes ou depois da Gltima menstruacdo. Os procedimentos
antecedentes a coleta também foram informados, a saber: (1) ndo ingestdo de alimentos e
liquidos 12 horas antes dos procedimentos laboratoriais (com exce¢do ao consumo de agua),
(2) evitar a préatica de exercicios fisicos no dia anterior a coleta, (3) ndo consumir café,
energéticos ou bebidas alcodlicas 24h antes dos procedimentos e (4) urinar, se possivel, ao
acordar. Todos estes procedimentos precedentes a coleta sdo necessarios para que nao haja

influéncia nos dados que foram obtidos, tanto bioquimicos como antropométricos.

3.2 Critériosdeinclusdo

Foram incluidos na amostra individuos voluntarios, adultos, saudaveis, de ambos
0s géneros, com idade entre 18 — 55 anos e residentes por, no minimo, trés meses na cidade de
Londrina, Parana (Latitude: -23° 18 37°"). Seguindo 0s padrbes de estudos similares, e para
que ndo houvesse interferéncia na producdo de vitamina D na pele, por excesso de
pigmentacdo, apenas individuos caucasianos (BOTELLA-CARRETERO et al. 2007,
DELVIN et al. 2010) participaram da pesquisa.

3.3 Critériosde exclusdo

Foram excluidos os individuos portadores de doencas cardiovasculares, diabetes,
hemofilia, anemia, doengas gastrointestinais, cancer, alteracGes tireoidianas e pacientes com
alteracdes nefrologicas. Os voluntarios que ndo estivessem trabalhando ou vivendo, por pelo
menos trés meses no municipio de Londrina, no Parand, ndo foram selecionados para
participar do estudo, bem como aqueles que ndo eram de descendéncia caucasiana. Individuos

que informaram na pré-avaliagdo fazer uso cronico de medicamentos para tratamento de
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diabetes, doencas dislipidémicas ou polivitaminicos nos Gltimos seis meses ndo foram

elegiveis para participar da pesquisa.

3.4 Informacdes sobre a amostragem inicial e final

Apos a divulgacdo do estudo, 800 pessoas demonstraram interesse em participar
da pesquisa. Dos voluntarios selecionados, de acordo com os critérios de inclusdo/exclusdo,
370 compareceram na data e hordrio marcados para realizacdo das coletas de material
bioldgico e preenchimento dos questionarios. Para a amostragem final, 48 voluntarios foram
excluidos por diferentes motivos, dentre eles, ndo informar a idade, ndo entregar o
questionario alimentar, verbalizar a intencdo de desisténcia durante ou ap6s 0s procedimentos,
ou por ndo estarem em jejum adequado. Assim, a amostra final desse estudo constitui-se de
322 individuos.

3.5 Procedimentos gerais de obtencéo de dados e amostras

O sangue e a avaliacdo dos pardmetros antropomeétricos de cada individuo foram
obtidos em um periodo de seis meses, com inicio no dia 06 de outubro de 2011, duas semanas
apos o inicio da primavera e final no dia 04 de abril de 2012, duas semanas ap0ds o término do
verdo. Na data e hora marcadas, e ao chegar ao local da coleta, o voluntario realizou seu
cadastro em uma base de dados independente e recebeu um numero identificador Unico (ID).
Os voluntéarios foram referenciados apenas por seu ID e ndo pelo nome, para que nédo
houvesse influéncia na anélise e na selecdo dos individuos para estudos posteriores. Cada
voluntario recebeu um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) conforme
resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS) sobre diretrizes e normas
envolvendo pesquisa em seres humanos, além de um questionario padrdo de atendimento
(Apéndice B) onde foram registradas as informacdes pessoais (home, idade, sexo, endereco,
etnia), habitos alimentares, ambiente de trabalho (aberto/fechado), exposicao solar, nivel de
atividade fisica e uso de medicamentos. Passadas estas etapas, 0 voluntario submeteu-se ao
exame rapido de glicose (Roche Diagnostics — Accu-check Active ®). Caso o resultado
apontasse valores acima de 126 mg/dL, o individuo era automaticamente excluido do estudo e
encaminhado para avaliagdo médica. Individuos com valores de glicose abaixo de 126 mg/dL
foram encaminhados a uma sala reservada onde foi realizado o teste de bioimpedancia para
obtencdo de %Gc e IMC. Em seguida, os dados como peso, altura e CirA foram obtidos. As

amostras de sangue foram obtidas por via venosa, com seringa a vacuo (Becton & Dickinson,
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BD — Vacutainer ®), procedimento este realizado pelo pesquisador responsavel ou por um
profissional capacitado da area de saude, e em local apropriado, obedecendo aos critérios
estabelecidos pela Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 302 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (2005) para evitar risco de hemorragia e contaminagdo. Os
procedimentos anteriormente citados foram realizados no periodo da manh&, das 08h as 10h,

para que fossem minimizadas as variagdes nas concentracdes dos niveis de vitamina D.

3.6 Exames bioquimicos e parametros antropomeétricos

Os exames bioquimicos e os parametros antropométricos foram selecionados com
base na literatura, sendo considerados importantes para a identificacdo de individuos que
pudessem apresentar variacGes genéticas que correlacionam-se a expressao do gene/receptor
VDR. Os exames para determinacdo de vitamina D, HDL/LDL, triglicérides e glicose foram
realizados no Laboratério Oswaldo Cruz, Londrina, PR, Brasil. O exame de &cidos graxos
livres foi realizado no Laboratério Hermes Pardini, Belo Horizonte, MG, Brasil, por meio de
um servico terceirizado e prestado ao Laboratério Oswaldo Cruz. Ambos os laboratérios
possuem certificados de controle externo de qualidade como a Proficiéncia em Ensaios
Laboratoriais (PELM) e o Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ), concedidos
no ano de 2011.

3.6.1 Determinacdo do nivel sérico devitamina D

Os valores dos niveis séricos da concentragdo de Vitamina D foram obtidos por
meio da quantificacdo do isotipo 25(OH)Ds e os resultados foram apresentados em
nanogramas por decilitro (ng/mL). O aparelho utilizado (DiaSorin Diagnostics— LIAISON ®)
tem a quimioluminescéncia como principio basico de operacdo, sendo necesséria a coleta de
sangue em tubo de soro sem gel separador. Apds a coleta, o tubo contendo o material
bioldgico foi envolto em aluminio para protecdo contra luz, para a prevencao da degradacdo
ou alteracdo dos resultados. A amostra foi centrifugada e analisada no periodo de no maximo

1 hora.

3.6.2 Determinacdo de acidos graxos livres

Em um tubo de soro independente, as amostras coletadas foram centrifugadas para
separagdo e armazenamento do soro, que foi refrigerado e encaminhado ao laborato6rio
responsavel para realizacdo das quantificagdes. As concentracBes de &cidos graxos livres

foram determinadas por aparelho automatizado (Semens - ADVIA 1650®), com principio de



Material e Métodos 20

funcionamento enzimatico-calorimétrico e os resultados foram emitidos em nanomol por

mililitro (hnmol/mL).

3.6.3 Determinacdo de HDL, LDL, triglicérides e glicose

Os exames de HDL, glicose e triglicérides foram realizados por um aparelho
automatizado (Semens - ADVIA 1650®) com metodologia enzimatico-calorimétrica e o LDL
foi calculado pela equacédo de Friedwald. A unidade dos resultados foi emitida em miligramas
por decilitro (mg/dL). Com excecdo da determinacdo da glicose, cujo sangue necessita de
armazenamento em tubo revestido de fluoreto, que previne o metabolismo da glicose pela
hemécia, todos 0s outros exames citados neste topico foram armazenados em tubo de soro

(sem anticoagulantes).

3.6.4 Avaliacao antropométrica

O exame antropométrico que avaliou a altura, o peso e a CirA de cada voluntério
foi realizado com o auxilio de um estadibmetro portatil, uma balanca digital (EKS -
Triumph®) calibrada e uma fita métrica inelastica (Incoterm®), respectivamente. A
impedéancia bioelétrica foi realizada pelo Analisador de Composicdo Corporal MALTRON®
BF-906, para obtencdo da %Gc e do IMC.

3.7 Andlise estatistica

3.7.1 Dadosnominais

Os dados nominais coletados foram tabulados e passaram por um processo de
normalizacdo, em que cada uma das varidveis (bioguimicas e antropométricas) foi
transformada em uma variavel logaritmica (CIGOLINI et al., 2006; BOTELLA-
CARRETERO et al., 2007). Para avaliar a distribuicdo da amostra, modelos Q-Q Plot foram

adotados.

3.7.2 Dadosndo nominais

Foi proposto para cada uma das variaveis ndo nominais um sistema de pontuacao
de acordo com parametros que a literatura indica com possibilidade maior de um perfil ideal
de vitamina D. A pontuacdo adotada foi composta pela equivaléncia de um ponto para a
op¢ao considerada “Ideal”, dois pontos para a opgao considerada “Limitrofe” e a equivaléncia

de trés pontos para a opc¢do considerada “Nao ideal”, como apresentado na Tabela 1. Assim,



Material e Métodos 21

os dados poderiam ser utilizados na correlacdo de Pearsons, onde uma correlacao
inversamente proporcional entre a varidvel dependente e um dado nominal estaria mais

préximo de 1. Logo, uma correlacdo diretamente proporcional estaria mais préximo de 3.

3.7.3 Modelos estatisticos

As associacOes das varidveis nominais (idade, peso, altura, CirA, %Gc, IMC,
HDL, LDL, triglicérides, acidos graxos livres, e glicose) bem como as variaveis ndo nominais
(nivel de atividade fisica, nivel de exposicdo solar e ambiente de trabalho) foram testadas por
correlacdo no modelo de Pearsons, admitindo-se significancia como p<0,005, ou tendéncia
como p>0,005. Modelos com valores de média = desvio padrdo foram realizados para 0s
dados nominais, cuja significancia foi considerada como p<0,005, obtida através do teste t
Sudent. Os modelos propostos, bem como a normalizacdo dos dados foram realizados pelo
programa estatistico SPSS® (Versédo 17).
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4. RESULTADOS
Os resultados estdo apresentados sob a forma de artigo cientifico, o qual sera

traduzido para o inglés e submetido para publicagdo em revista internacional, a ser definida.

ARTIGO: Niveis séricos de vitamina D associados com indicadores da
Sindrome Metabolica na populacéo brasileira.
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RESUMO

Atualmente reconhece-se um importante papel nutricional da vitamina D e
acredita-se que a deficiéncia da mesma ndo seja uma realidade em paises onde a incidéncia
solar é alta durante todo o ano. No entanto, uma série de estudos recentes mostram que 0s
niveis sericos de vitamina D nestes paises encontram-se abaixo do ideal e outros estudos
levam a crer que o aumento dos niveis séricos de vitamina D esta diretamente relacionado ao
perfil lipidico de pessoas com baixa incidéncia de dislipidemia. Frente ao exposto, o presente
estudo avaliou os niveis séricos de vitamina D, em uma amostra da populacdo brasileira, e 0s
correlacionou com os fatores de risco para a Sindrome Metabdlica e outros relacionados. Por
meio da correlagdo de Pearsons, os resultados mostraram que existe tendéncia que indica uma
correlacdo inversamente proporcional entre niveis de vitamina D sérica e a circunferéncia
abdominal (r = -0,047, p = 0,403), o colesterol HDL (r = -0,082, p = 0,144), o triglicérides (r
= -0,080, p = 0,150) e a glicose (r = -0,005, p = 0,934). Outros pardmetros que ndo sao
utilizados para o diagnostico da Sindrome Metabdlica como o colesterol LDL (r = -0,159, p =
0,004), os acidos graxos livres (r = -0,049, p = 0,384) e a porcentagem de gordura corporea (r
= -0,097, r = 0,083), foram também avaliados e somente o colesterol LDL apresentou uma
correlacdo inversamente proporcional significativa em relacdo a variavel dependente. Apesar
de ndo usados para o diagnostico da Sindrome Metabdlica, faz-se necessario salientar que
esses parametros bioquimicos estdo diretamente relacionados ao aumento do risco para o
desenvolvimento da obesidade e da aterosclerose, enfermidades que acometem também
pacientes com Sindrome Metabodlica. Este estudo contribui para mostrar que ndo sO a
osteoporose, mas outros efeitos ndo classicos da deficiéncia de vitamina D, como as doencas
cardiovasculares, podem ser prevenidos e até mesmo tratados de forma eficaz, uma vez que o
colesterol LDL, principal composto na formacdo das placas de ateroma, mostrou-se
inversamente correlacionado de forma significativa com a vitamina D.

Palavras-chave: Dislipidemia, Hipovitaminose D, Calcitriol, Sindrome Metabdlica.
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ABSTRACT

Currently, an important nutritional role of vitamin D is recognized and infers that
its deficiency is not a reality in countries where the solar incidence is high throughout the
year. However, a serie of recent studies show that vitamin D serum levels in these countries
are less than ideal and other studies suggest that the increased of vitamin D serum levels is
directly related to the lipid profile of people with low incidence of dyslipidemia. Based on
these, the present study evaluated the serum levels of vitamin D in a sample of the Brazilian
population, and correlated them with risk factors for metabolic syndrome and others. Through
the Pearsons correlation, the results showed that there is tendency indicating an inverse
correlation between serum levels of vitamin D and waist circumference (r = -0.047, p =
0.403), HDL cholesterol (r = -0.082, p = 0.144), triglycerides (r = -0.080, p = 0.150) and
glucose (r = -0.005, p = 0.934). Other parameters that are not used for the diagnosis of
Metabolic Syndrome as LDL cholesterol (r = -0.159, p = 0.004), free fatty acids (r = -0.049, p
= 0.384) and body percentage fat (r = - 0.097, r = 0.083), were also evaluated and only the
LDL cholesterol showed a significant inverse correlation related to the dependent variable.
Despite of not used for the Metabolic Syndrome diagnosis it is necessary point out that these
biochemical parameters are directly related to the increased risk for the development of
obesity and atherosclerosis that are also diseases that affect patients with Metabolic
Syndrome. This study helps to demonstrate not only osteoporosis, but also other non-classical
vitamin D deficiency such as how cardiovascular disease can be prevented and even treated
effectively, since LDL-cholesterol, the main compound in plaque formation of atheroma, was
inversely correlated in significant way with vitamin D.

Key-words: Dyslipidemia, Hypovitaminosis D, Calcitriol, Metabolic Syndrome.
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1. Introducao

No atual cenario cientifico, a correlacdo entre o0s niveis séricos da vitamina D com
a saude ossea é clara e bem estabelecida (BISCHOFF-FERRARI et al., 2009). Recentemente,
estudos in vivo mostram que a vitamina D e seus receptores estdo diretamente ligados ndo sé
com alguns tipos de tumores (VUOLO et al., 2012), como por exemplo, o cancer de mama
(HATSE et al.,, 2012) e o cancer de prostata (GEE et al., 2013); mas também com o0s
processos que levam a Sindrome Metabdlica, especialmente o metabolismo de lipideos
(MELAMED et al., 2008; JORDE et al., 2010).

A vitamina D pode ser adquirida por suplementacdo e/ou pela ingestdo de
alimentos. No entanto, sua ingestdo a partir de alimentos ndo aumenta consideravelmente os
seus niveis no organismo, devido ao fato de que poucos alimentos possuem vitamina D
naturalmente (HOLICK, 2007). Desta forma, sugere-se que para atingir niveis ideais se faca
também a exposi¢do do individuo ao sol matutino, diariamente e em um periodo de 15 a 30
minutos, e/ou a suplementacdo por meio de cépsulas ou outras formulagdes farmacéuticas
(KIMLIN et al., 2003; HOLICK; CHEN, 2007). Mas, mesmo com exposicao solar, individuos
com maior grau de pigmentacdo na pele tendem a produzir menos vitamina D, o que
aparentemente ocorre em todas as estacbes do ano, sugerindo, assim, que individuos
afrodescendentes tenham uma acentuada diferenga na producéo de 25(OH)D3 em comparagao
com individuos caucasianos e asiaticos (ARUNABH et al., 2003).

O processo de producdo de vitamina D, que ocorre tanto na derme quanto na
epiderme, determina a conversdo do 7-dehidrocolesterol, em vitamina D por meio de foto-
reacdo. A luz ultravioleta (UV-B 290-315nm) conjuga a estrutura molecular do 7-
dehidrocolesterol (Carbonos C5 e C7) formando a pré-vitamina D. Essa, uma vez produzida,
forma homodimeros em aproximadamente 24 horas que se transformam mais tarde em
vitamina D3 (colecalciferol). Se ingerido, grande parte da absorcdo deste micronutriente
ocorre por difusdo simples na membrana dos enterdcitos localizados na regido proximal do
intestino delgado. Em ambas as situacdes, o colecalciferol ingerido ou produzido por
exposicdo solar, uma vez na circulacdo é transportado ao figado e convertido em 25-
hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) pela hidroxilagdo em seu Carbono 25. Esta conversdo é
mediada pela enzima D3-25-hidroxilase (25-OHase) e acontece no reticulo endoplasmatico
das células hepaticas. A 25(0OH)D; serve de substrato para a formacdo do horménio 1,25-
dihidroxivitamina D3 (calcitriol, 1,25(0OH),D3). Este Gltimo processo de conversdo é mediado

pela enzima 1,alfa-hidroxilase presente nas mitocondrias dos tubulos contorcidos proximais
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dos rins (HOLLANDER et al., 1978; OMDAHL et al., 2001; PREMAOR; FURLANETTO,
2006).

A maior parte do transporte plasmatico dos isémeros 25(0OH)D e 1,25(0OH;)D3 da
vitamina D se da pela ligagdo com uma proteina plasméatica mais conhecida como proteina de
ligacdo da vitamina D (Vitamin D Binding Protein - DBP) (BIKLE et al., 1986). Porém, para
exercer grande parte de seus efeitos, a vitamina D precisa estar presente em sua forma ativa, a
1,25(0OH),D3 ou calcitriol. A acdo do calcitriol, por sua vez, da-se por meio de uma ligacéo a
um receptor nuclear especifico e membro da superfamilia de receptores nucleares para
hormonios esterdides, o Receptor Nuclear de Vitamina D (Vitamin D Receptor — VDR),
codificado por um gene de mesmo nome (HAUSSLER et al., 1998; ERBEN, 2001). Este
receptor regula a transcri¢do génica pela ligacdo aos elementos responsivos de vitamina D na
regido promotora dos genes alvos (HANNAH; NORMAN, 1994; HAUSSLER et al., 1998;
ERBEN, 2001). Maalouf et al. (2008) constataram a presenca do receptor VDR em varios
orgdos, tecidos e células, como por exemplo, 0 ovario, a prostata, 0 musculo cardiaco, 0s
neurdnios, as celulas alveolares, os fibroblastos e as células do sistema imune.

Estudos realizados em diversos continentes relatam a deficiéncia de vitamina D
em individuos adultos, idosos e crianca. Nota-se que esta deficiéncia ndo esté centralizada em
apenas uma regido e, portanto, admite-se uma deficiéncia em proporc¢des globais. Sendo
assim, a deficiéncia deste composto € mais frequente na populacdo em geral do que se
pensava. Logo estes efeitos ndo classicos provocados pela deficiéncia de vitamina D devem
ser mais intensamente investigados, mesmo em paises onde a exposicdo solar anual é
considerada alta. O presente estudo objetivou correlacionar os niveis séricos de 25(0OH)D3
com variaveis que levam a Sindrome Metabdlica e enfermidades relacionadas, bem como, a

criacdo de um banco de dados para posterior analise de SNPs do gene VDR.

2. Materiais e Métodos
2.1. Critérios de incluséo

Foram incluidos na amostra individuos voluntarios, adultos, saudaveis, de ambos
0s géneros, com idade entre 18 — 55 anos e residentes por, no minimo, trés meses na cidade de
Londrina, Paran, Brasil (Latitude: -23° 18’ 37°"). Seguindo os padrdes de estudos similares, e
para que ndo houvesse interferéncia na producdo de vitamina D na pele, por excesso de
pigmentacdo, apenas individuos caucasianos (BOTELLA-CARRETERO et al. 2007;
DELVIN et al. 2010) participaram da pesquisa.
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2.2. Critérios de excluséo

Foram excluidos os individuos portadores de doencas cardiovasculares, diabetes,
hemofilia, anemia, doengas gastrointestinais, cancer, alteracGes tireoidianas e pacientes com
alteracOes nefroldgicas. Os voluntarios que ndo estivessem trabalhando ou vivendo, por pelo
menos trés meses no municipio de Londrina, ndo foram selecionados para participar do
estudo, bem como aqueles que ndo eram de descendéncia caucasiana. Individuos que
informaram na pré-avaliacdo fazer uso crénico de medicamentos para tratamento de diabetes,
doencas dislipidémicas ou polivitaminicos nos ultimos seis meses ndo foram elegiveis para

participar da pesquisa.

2.3. Informacdes sobre a amostragem inicial e final

Apo6s a divulgacdo do estudo, 800 pessoas demonstraram interesse em participar
da pesquisa. Dos voluntérios selecionados, de acordo com os critérios de inclusdo/excluséo,
370 compareceram na data e hordrio marcados para realizacdo das coletas de material
bioldgico e preenchimento dos questionarios. Para a amostragem final, 48 voluntarios foram
excluidos por diferentes motivos, dentre eles, ndo informar a idade, ndo entregar o
questionério alimentar, verbalizar a intencdo de desisténcia durante ou ap6s os procedimentos,
ou por ndo estarem em jejum adequado. Assim, a amostra final desse estudo constitui-se de
322 individuos.

2.4. Procedimentos gerais de obtencéo de dados e amostras

O material bioldgico e os dados relacionados aos parametros antropométricos de
cada individuo foram obtidos em um periodo de seis meses, com inicio no dia 06 de outubro
de 2011, duas semanas apds o inicio da primavera e final no dia 04 de abril de 2012, duas
semanas apds o término do verdo. O experimento foi realizado em duplo cego, pois 0s
voluntérios foram referenciados apenas pelo seu ldentificador Unico (ID). Cada voluntério
recebeu um questionario padrdo de atendimento onde foram registradas as informacdes
pessoais (nome, idade, sexo, endereco, etnia), habitos alimentares, ambiente de trabalho
(aberto/fechado), exposicdo solar, nivel de atividade fisica e uso de medicamentos. Passadas
estas etapas, o voluntario foi submetido ao exame rapido de glicose (Roche Diagnostics —
Accu-check Active ®). Caso o resultado apontasse valores acima de 126 mg/dL, o individuo
era automaticamente excluido do estudo e encaminhado para avaliagdo médica. Apos esta
avaliacdo inicial, os individuos foram encaminhados para a coleta de material biologico e para

a coleta de dados antropométricos. Os procedimentos anteriormente citados foram realizados
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no periodo da manha, das 08h as 10h, para que fossem minimizadas as variacbes nas
concentracdes dos niveis de vitamina D. O projeto do estudo foi submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, e
aprovado sob parecer n° 116/2011.

2.5. Determinacédo das variaveis bioquimicas

Os niveis séricos de vitamina D foram avaliados pelo principio da
guimioluminescéncia de forma automatizada (DiaSorin Diagnostics — LIAISON ®). A
determinacdo de HDL,; triglicérides e glicose basearam-se em método enzimatico-
calorimétrico automatizado (Semens- ADVIA 1650®). O LDL foi calculado pela equacao de
Friedwald. Ja os &acidos graxos livres foram coletados em um tubo de soro independente,
centrifugados e encaminhados ao laboratério responsavel, onde foram realizados por método
automatizado (Semens- ADVIA 1650®).

2.6. Avaliacao antropométrica

O exame antropometrico que avaliou a altura, o peso e a CirA de cada voluntario
foi realizado com o auxilio de um estadidmetro portatil, uma balanca digital (EKS -
Triumph®) calibrada e uma fita métrica inelastica (Incoterm®), respectivamente. A
impedéancia bioelétrica foi realizada pelo Analisador de Composicdo Corporal MALTRON®
BF-906, para obtencdo da %Gc e do IMC.

2.7. Analise estatistica

Os dados antropométricos e bioquimicos foram normalizados por meio de uma
transformacéo logaritmica (CIGOLINI et al., 2006; BOTELLA-CARRETERO et al., 2007).
As associagBes das variaveis nominais e ndo nominais foram testadas por correlagdo no
modelo de Pearsons admitindo significancia quando p<0,005 e tendéncia quando p>0,005. As
variaveis nominais foram também expressas em média + desvio padrdo e analisadas por teste t
Sudent (p>0,005). As analises estatisticas foram realizadas pelo programa SPSS® (Verséo
17).

3. Resultados
As caracteristicas bioquimicas e antropomeétricas dos 322 voluntérios do estudo
estdo apresentadas na Tabela 2 onde houve separacdo dos dados de acordo com 0s niveis

séricos de vitamina D, sendo que 100 voluntarios foram classificados como deficientes ou
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extremamente deficientes em vitamina D (25(OH)D3 < 20 ng/mL) e 222 voluntarios foram
classificados com soro limitrofe ou ideal (20ng/mL > 25(0OH)D3 < 60ng/mL). A média das
concentracdes de vitamina D para o grupo deficiente/extremamente deficiente foi de 15,55 £
3,76 ng/mL, em que 10% dos individuos possuiam concentrac@es inferiores a 10ng/mL. Para
0 grupo limitrofe/ideal a média foi de 28,27 + 6,41 ng/mL e apenas 29% dos individuos
possuiam um soro com niveis ideais de 25(OH)D3. Pela classificagdo de Sindrome
Metabolica estabelecida pela conferéncia norte-americana National Cholesterol Education
Program — NCEP (2002) e com os dados ajustados pelas Diretrizes Brasileiras de Obesidade
ABESO (2010), seis mulheres foram identificadas como tendo Sindrome Metabdlica, dentre
elas cinco possuiam niveis deficientes ou limitrofes em vitamina D e apenas uma niveis
suficientes, como apresentado na Tabela 3.

A Tabela 4 mostra as correlagcdes de regressdo linear no modelo de Pearsons,
sendo a variavel dependente a vitamina D. A andlise estatistica indicou correlacdes
inversamente proporcionais significativas para as variaveis LDL (r = -0,159, p = 0,004) e
ambiente de trabalho (r = -0,186, p = >0,001). O teste ainda apresentou outras correlacdes
inversamente proporcionais, porém, essas identificadas como tendéncias, visto que ndo
apresentaram um p<0,005; e nesse contexto cita-se as variaveis idade (r = -0,107, p = 0,550),
peso (r =-0,350, p = 0,533), CirA (r =-0,047, p = 0,403), %Gc (r = -0,097, p = 0,083), IMC (r
=-0,063, p =0,262), HDL (r = -0,082, p = 0,144), triglicérides (r = -0,080, p = 0,150), &cidos
graxos livres (r = -0,049, p = 0,384), glicose (r = -0,005, p = 0,934) atividade fisica (r = -
0,048, p = 0,387) e a exposicdo solar (r = -0,158, p = 0,005). Apenas a altura (r = 0,047, p =
0,401) foi observada como correlagéo diretamente proporcional, e esta sugere uma tendéncia.

Na Tabela 5, sdo apresentados os dados dos 10 individuos com perfil metabolico
considerado interessante em relagao aos niveis extremos de vitamina D (muito altos ou muito
baixos), que serdo avaliados para a genotipagem do gene VDR, em um estudo posterior. A
escolha desses individuos foi baseada no seu perfil metabdlico e antropométrico. Para 0s
individuos selecionados com soro deficiente, os de ID 202 e 41 foram selecionados devido
aos seus baixos niveis séricos de vitamina D e altos niveis de HDL. O individuo de ID 75 e
124 apresentaram niveis lipidicos ideais, porém, seu nivel sérico de vitamina D é
extremamente deficiente. O individuo de ID 196 possui uma CirA considerada de baixo risco
para doencas cardiovasculares, porém, seu nivel de %Gc é considerado alto. Ja para 0s
individuos com soro suficiente, os de ID 115 e 184 foram selecionados devido aos seus baixos
niveis de HDL, contrério ao individuo de ID 222 que possui HDL em um nivel elevado. Por
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fim, os individuos 361 e 357 possuem soro com concentracOes elevadas de vitamina D e uma
%Gc elevada.

A Tabela 6 apresenta o resultado da investigagdo da frequéncia e qualidade
alimentar.

A Tabela 7 representa a classificacdo da populacdo de acordo com o0s niveis
séricos de vitamina D.

O gréfico 1 mostra a variacdo dos niveis de vitamina D por género. Para as
mulheres, o valor da média de vitamina D foi de 24,2 ng/mL. Ja para os homens, a média foi
de 24,9 ng/mL.
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Tabela 3 - Individuos diagnosticados com Sindrome Metabdlica na amostra
estudada.
ID  Género 25(0OH)D3 CirA  HDL Triglicérides IMC
unico  (F) (ng/mL) (cm)  (mg/dL) (mg/dL)
65 F 13,2 91 45 183 27,6
313 F 16,0 91 42 290 26,8
121 F 20,7 98 47 280 26,5
61 F 24,4 96 43 180 29,7
198 F 24,7 109 44 239 38,1
325 F 34,7 95 43 185 32,5
Legenda: F: Feminino; CirA: Circunferéncia abdominal; HDL: Colesterol HDL.

Tabela 4 - Correlacdo no modelo de Pearsons para
as variaveis nominais e ndo nominais, considerando
0s niveis de vitamina D como varidvel dependente.

Variavel r p
Idade -0,107  0,550*
Peso -0,350 0,533*
Altura 0,047 0,401*
CirA -0,047  0,403*
%Gc -0,097 0,083*
IMC -0,063 0,262*
HDL -0,082 0,144*
LDL -0,159 0,004**
Triglicérides -0,080 0,150*
Acidos graxos livres -0,049  0,384*
Glicose -0,005 0,934*
Atividade fisica -0,048 0,387*
Exposigao solar -0,158 0,005*
Ambiente de trabalho -0,186 0,001**

Legenda: CirA: Circunferéncia abdominal; %Gc:
Porcentagem de gordura corpérea; IMC: indice de
massa corpérea; HDL: Colesterol HDL; LDL:
Colesterol LDL.* tendéncias p>0,005 e **
significativo p<0,005.
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Graéfico 1 - Niveis de 25(0OH)D3, separados por género, na amostra estudada.
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4. Discussao
4.1. Hipovitaminose D: Realidade no Brasil.

Os resultados do presente estudo permitem inferir que a hipovitaminose D, em
individuos adultos da populacdo do sul do Brasil, é de fato uma realidade. Ainda, os achados
sdo corroborados por outros estudos populacionais realizados na regido sudeste (MAEDA et
al., 2007; UNGER et al., 2010), e, assim, podemos inferir que a deficiéncia de vitamina D nao
é um problema de salde publica relacionado a apenas uma regido demografica brasileira.

Londrina é uma cidade do norte paranaense, onde a radiacdo solar média em 2011
foi de 193,3w/m? (SIMEPAR) o que é suficiente para a producdo normal de vitamina D diaria
(TURNBULL; PARISI, 2008). Sabe-se, também, que no Brasil o consumo dietético de fontes
de vitamina D é considerado muito baixo (PETERS et al., 2009). Somando-se essas
realidades, pode-se ainda relatar que o fato da amostra estudada na presente pesquisa
apresentar mais da metade dos individuos com insuficiéncia em vitamina D, pode ser
explicado pelas suas caracteristicas, ou seja, trabalhar em locais fechados e se exercitarem
pouco, evitando assim o fator chave para a producdo de vitamina D, a exposi¢do solar
(MACLAUGHLIN; HOLICK, 1985; FLICKER et al., 2003). Outro fator que poderia
influenciar na insuficiéncia de vitamina D observada nesse estudo, seria a poluicdo do ar.
Assim, assume-se que grandes centros urbanos, como Sao Paulo, tendem a possuir uma
poluicdo atmosférica considerada muito alta (AGARWAL et al., 2002) e isso impede, mesmo
que parcialmente, a populacdo de se expor a radiagdo solar . O estudo de Unger et al. (2010),
realizado na cidade de S&o Paulo, relata uma média de 21,4 ng/mL de vitamina D para os
voluntarios. Logo, observa-se que resultado similar foi encontrado no presente estudo em que
a média de vitamina D foi de 24,4ng/mL se considerado todos os individuos participantes da
pesquisa. Mesmo com dados recentes de infraestrutura apontando que a cidade de Londrina
possui poucas areas verdes nos centros urbanizados (POLIDORO et al., 2011), ndo € viavel a
comparacdo direta entre as duas cidades por seus niveis de poluicdo. Logo, isso permite
inferir que a deficiéncia deve ser um fato decorrente do estilo de vida das pessoas e ndo em
funcdo da baixa exposicdo a radiacdo solar que seria causada pela poluicdo. Essa hipdtese
pode ser melhor compreendida quando se observa as correlagfes inversamente proporcionais
obtidas para variaveis como a exposicao solar, o ambiente de trabalho e a atividade fisica.

A idade dos voluntérios, outro fator que poderia ter influenciado nos niveis baixos
de vitamina D, pela capacidade reduzida de conversao do 7-dehidrocolesterol (BOLLAND et
al., 2006; FORD et al., 2012), foi descartada uma vez que se verificou uma média de 33 anos

quando analisados todos os voluntarios da pesquisa. Porém, a afirmacdo que individuos mais
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velhos tendem a produzir menos vitamina D é corroborada pela tendéncia da correlacao
inversamente proporcional verificada para os niveis de vitamina D e a idade. Os estudos como
0 de Janssen et al. (2013) relatam que individuos do sexo feminino, geralmente, possuem
niveis séricos de vitamina D mais baixos do que individuos do sexo masculino. 1sso pode
ocorrer, principalmente, pela variacdo de hormdnios como o estradiol. A escolha da amostra
do presente estudo foi aleatoria, envolvendo tanto homens quanto mulheres. Dos voluntéarios,
24% eram homens e 76% mulheres. No entanto, apesar do que esta descrito da literatura, para
0 presente estudo as médias de vitamina D, entre ambos 0S grupos, variaram em apenas

0,7ng/mL, ambas as médias classificadas como insuficientes, como visto no Grafico 1.

4.2. Correlacdes entre vitamina D e a Sindrome Metabdlica.

As correlagbes Sindrome Metabolica, vitamina D e lipideos em niveis alterados
no organismo séo discutidas em alguns artigos (PEREIRA et al., 2002; BOUCHER, 2012;
THOMAS et al.,, 2012). O fato de a Sindrome Metabolica envolver fatores diretamente
relacionados a doencas cardiovasculares, e de a vitamina D ser lipossollvel, leva a crer que
outros fatores como a %Gc e o IMC possam também estar alterados. O presente estudo
observou correlagdes inversamente proporcionais e que indicam tendéncias para a CirA, a
%Gc e o IMC. Suportando esta ideia, dados clinicos demonstram que pessoas acima do peso
ou obesas possuem niveis sericos menores de vitamina D do que individuos com peso ideal
(SNIJDER et al., 2007; CHENG et al., 2010; MUSCOGIURI et al., 2010) o que revela uma
possivel acdo da vitamina D na inibicdo de proliferacdo do tecido adiposo (AWAD et al.,
2012).

No nosso estudo, quando analisamos os fatores bioquimicos que levam a
Sindrome Metabdlica, observamos correlagcdes inversamente proporcionais que indicaram
tendéncias para a reducdo de triglicérides, glicose e HDL enquanto acontece o aumento de
vitamina D. A associacdo inversamente proporcional entre vitamina D e triglicérides é
compativel com dados encontrados na literatura (HYPPONEN et al., 2008; MOY;
BULGIBA, 2011; GAGNOM et al., 2012) e esta correlacdo pode ser explicada pelo processo
de ativacdo da lipoproteina lipase (LPL) pela vitamina D nos adipécitos. Os adipdcitos sdo as
células com maior quantidade de LPL presente no organismo, sendo que sua sintese e controle
dependem de hormoénios metabdlicos. As LPL tém como funcdo a remocao de particulas de
triglicérides, por meio de hidrolizacdo (ECKEL, 1989; SIMSOLO et al., 1992; QUERFELD
et al., 1999). A relacdo LPL e vitamina D, descrita in vitro por Querfeld (1999) envolve ac¢éo

do calcitriol diretamente sobre os adipocitos, consequentemente, sobre a LPL. Os autores
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confirmaram a expressdo do receptor de vitamina D nos adipdcitos testados e, ap6s um
periodo de incubacdo de calcitriol no adipdcito, a atividade da LPL aumentou
significativamente em 48, 72 e 96 horas. Outro mecanismo que explicaria esta correlacéo
seria oxidacao lipidica, descrita por Yin et al. (2012a), atenuando a esteatose hepética bem
como o acumulo de triglicerideos pela acéo do calcitriol.

Ao correlacionarmos o HDL com a vitamina D, obtivemos resultado divergente
daquele encontrado na literatura (SCHNATZ et al., 2011; YIN et al., 2012b), ou seja, uma
correlacdo inversamente proporcional que indica uma tendéncia de diminui¢cdo do HDL ao
mesmo tempo em que ocorre 0 aumento da vitamina D. A variacdo do HDL pode ter ocorrido
pelo fato da populagéo estudada possuir habitos alimentares similares e ndo saudaveis, onde a
ingestdo necessaria de 400g diarias de frutas e vegetais recomendada pela Organizacdo
Mundial da Saude (2005) ndo foi atingida, como visto na Tabela 6. Somam-se a isto 0s
habitos sedentarios dos individuos da amostra estudada. Adicionalmente, pode-se supor a
presenca de variantes genéticas incomuns, caracteristicas da populacdo estudada por nés.
Auwerx et al. (1992) mostraram a existéncia de uma forte correlacdo entre vitamina D e a
apolipoproteina ApoAl, o maior componente proteico do HDL. Assim, alteracbes nos genes
para esta proteina podem levar a alteracdo da sintese do HDL. Esta observacéo encoraja uma
pesquisa em busca de SNP's por genotipagem nos individuos com valores extremos de
vitamina D selecionados por nds. Ainda, estudos que procuram detectar um aumento nos
niveis de HDL pela suplementacdo de vitamina D continuam apresentando resultados
inconsistentes sugerindo que este efeito, apesar de comum, pode ser um efeito indireto
(GRIMNES et al., 2011; WANG et al., 2012).

A correlagdo inversamente proporcional observada para os niveis séricos de
glicose e vitamina D, indica uma tendéncia de reducdo da glicose frente ao aumento da
vitamina D, e esse fato € corroborado por outros estudos (FORD et al., 2005; UNGER et al.,
2010). Acredita-se que a vitamina D faca parte da homeostase da glicose, resultando em um
efeito indireto do colecalciferol pela manutencdo da normocalcemia intracelular (PITAS et al.,
2007). Este efeito na homeostase da glicose leva a crer que a vitamina D pode, de alguma
maneira, previnir a diabetes. Porém, Pittas et al. (2010) concluiram, em uma extensa revisdo
da literatura, que ainda ndo esta claro se um individuo com deficiéncia sérica de vitamina D
possui riscos elevados para o desenvolvimento de diabetes, pois os dados apresentados
permanecem contraditorios.

Para a deteccdo de individuos com Sindrome Metabdlica avaliamos a CirA, as

concentracbes de HDL, triglicérides e glicose. Da amostra estudada, foram identificados 6
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individuos, e destes, apenas 1 possuia niveis séricos considerados suficientes em vitamina D.
Apesar de fortes indicios indicando a relagdo inversamente proporcional entre Sindrome
Metabdlica e niveis séricos de vitamina, levando em consideracao a interpretacdo estatistica,
ainda existe a incerteza de que a Sindrome Metabdlica possa predizer os valores séricos de
vitamina D do individuo, e vice versa. (GAGNON et al., 2012).

4.3. CorrelacBes com lipideos relacionados a doencas cardiovasculares.

Além dos fatores bioquimicos relacionados a Sindrome Metabolica, a correlacéo
da vitamina D com os niveis séricos de LDL e de acidos graxos livres também foram testadas.
Diversos estudos relatam que, apesar do LDL ndo ser um fator bioquimico para caracterizar a
Sindrome Metabolica, talvez esta lipoproteina seja 0 composto mais importante dentre os que
elevam o risco de doencas cardiovasculares, e este deve ser intensamente investigado (YIN et
al., 2012b), uma vez que existe correlagdo entre hipovitaminose D e a salde cardiovascular
(ANDERSON et al., 2010).

O LDL, na circulacdo, é ocasionalmente oxidado por radicais livres, o que
desencadeia uma espécie de processo inflamatorio sobre o vaso sanguineo, gerando um
recrutamento de macrdfagos que absorvem a particula de LDL. Pelo fato dos macréfagos néo
serem capazes de hidrolisar o LDL, acabam se transformado em uma espécie de “célula-
espuma” (foam-cell) que se deposita e se aglomera na parede dos vasos sanguineos (TEDGUI,
MALLAT, 1999). A correlacdo observada para vitamina D e LDL foi inversamente
proporcional e significativa tanto na analise do conjunto de todos os individuos da pesquisa
quanto na andlise por grupo em fungdo dos niveis de vitamina D. Na tentativa de elucidar os
achados, deve-se manter em foco o principal mecanismo da excre¢do do LDL, o transporte
reverso do colesterol. Este tipo de transporte envolve a remocao e excrecdo do colesterol
enddgeno das células periféricas e dos macréfagos pelas particulas de HDL, por um
mecanismo chamado efluxo do colesterol. A Tabela 2 mostra que os niveis de vitamina D
foram significativos quando comparados os grupos. Dados experimentais mostram que a
vitamina D pode regular a funcdo dos macr6fagos, uma vez que estes possuem o receptor
VDR. Logo, a vitamina D tem um papel importante na regulacdo do transporte reverso do
colesterol e na prevencdo da formacdo de placas de ateroma (COSTET et al., 2000;
MATSUURA et al., 2006; OH et al., 2009; RYE et al., 2009; CHUN et al., 2010). Essas
informagdes contribuem para explicar os niveis de LDL, inversamente proporcionais com a

vitamina D, que apresentamos em nossos resultados.
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O ultimo parametro biogquimico a ser discutido sdo os acidos graxos livres. Palou
et al. (2010) descreveram que os efeitos causados pelo excesso desses podem ser a
hiperglicemia e hiperinsulinemia, além de aumento do triglicérides e diminui¢&o do colesterol
HDL; e € essa Ultima biotransformac&o, que ocorre no figado, que determina o aparecimento
da esteaose hepatica. O fato dos &cidos graxos serem armazenados no tecido adiposo
(NAPAL, 2005) permite inferir que a vitamina D contribuiria para a reducéo da quantidade de
acidos graxos na circulacdo. Porém, isto ndo foi constatado no presente estudo, ainda que as
médias para os niveis de acidos graxos livres, para ambos os grupos (Tabela 2), tenham se
mantido abaixo dos niveis considerados normais. Assim, acredita-se que estudos futuros de
correlagdo com parametros de acidos graxos livres, incluindo individuos diabéticos ou obesos,
devem produzir resultados satisfatorios uma vez que, para estes individuos, os valores séricos
de &cidos graxos livres podem dobrar (BODEN, 2011).

5. Consideragdes finais

O presente estudo mostrou que existe uma correlacdo entre os niveis de vitamina
D e o perfil lipidico desfavoravel. A literatura ainda apresenta dados contraditorios sobre este
assunto, e nossos resultados indicam que uma andlise mais aprofundada e com técnicas
moleculares sdo necessarias, antes que se possa considerar a vitamina D como um adjuvante
no tratamento e prevencdo de doengas cardiovasculares e da Sindrome Metabdlica. Ainda,
este estudo contribui para esclarecer que ndo s6 a osteoporose, mas outros efeitos néao
classicos da deficiéncia de vitamina D, como as doencas cardiovasculares, podem ser
prevenidos e até mesmo tratados de forma eficaz, uma vez que o LDL, principal composto na
formagdo das placas de ateroma, mostrou-se inversamente correlacionado, de forma

significativa, com a vitamina D.
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5. CONCLUSAO GERAL

A hipovitaminose D é uma realidade que se alastra pelo nosso pais, e atinge
individuos caucasianos, adultos e saudaveis. Este fato ja reflete, em dados, sobre a incidéncia
de osteoporose no Brasil, um sintoma classico da deficiéncia de vitamina D, e que é
monitorado por diversos estudos epidemioldgicos nacionais em que € representado como um
importante problema de satde publica (PINHEIRO et al., 2009). O presente estudo contribui
para mostrar que ndo s a osteoporose, mas outros efeitos ndo classicos da deficiéncia de
vitamina D, como as doencas cardiovasculares, podem ser prevenidos e até mesmo tratados de
forma eficaz, uma vez que o LDL, principal composto na formagéo das placas de ateroma,
mostrou-se inversamente correlacionado de forma significativa com a vitamina D. De acordo
com dados do Ministério da Saude (2010), as doencas cardiovasculares continuam sendo a
maior causa de @bitos dentre as doengas cronicas nao transmissiveis, e estes dbitos também

estdo diretamente relacionados com a sindrome metabdlica.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Titulo da pesquisa:
“NIVEIS SERICOS DE VITAMINA D ASSOCIADOS COM INDICADORES DA
SINDROME METABOLICA NA POPULACAO BRASILEIRA.”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(a) a participar da pesquisa “Investiga¢do da associag¢do de niveis
de vitamina D [25(OH)D3] com indicadores de Sindrome Metabolica na populagdo brasileira”
a ser realizada no “Laboratdrio Oswaldo Cruz — Unidade Catuai Shopping, Londrina/PR”.
Esse trabalho visa comparar os niveis séricos de vitamina D no organismo com dislipidemias
para futura associacdo com alteracGes de expressdo génica. A sua participacdo se daria da
seguinte forma: No dia da coleta, vocé passara por uma pré-avaliacdo, onde mediremos seus
niveis de glicose (onde uma lanceta descartavel perfurard seu dedo para obtermos uma
quantidade minima de sangue que o aparelho analisador necessita). Passado esta etapa,
obteremos seu peso, altura, impedancia bioelétrica e medida da circunferéncia abdominal. Em
seguida realizaremos coleta sanguinea composta de dois tubos de sangue (um de 4mL e outro

de 10mL). Para que se proceda a coleta, € muito importante que vocé ndo tenha ingerido

bebida alcodlica nas 24 horas precedentes a coleta, e esteja em jejum de 12 horas, ndo

consuma_grandes gquantidades de &gua, bebida contendo cafeina, ou pratigue exercicio 12

horas precedentes a coleta. Mulheres deverdo agendar a coleta precedente a sua menstruacao.

Caso 0 grupo de pesquisa decida dar continuidade ao estudo e caso vocé tenha o perfil
lipémico que estamos procurando, vocé serd informado(a), e dard um novo consentimento
para utilizarmos seus dados além de realizar novas coletas sanguineas. Aproximadamente 500
pessoas participardo do projeto, e dentre estas, de 5 a 15 com niveis de vitamina D e perfil
lipémico que procuramos seréo selecionadas. Todo esse procedimento acontecerda em local
adequado para coleta de sangue e com profissional capacitado. Os questionarios e 0s
resultados dos exames de pré-avaliacdo serdo armazenados até a conclusdo da pesquisa.
Qualquer queixa durante o periodo de coleta podera ser feita ao pesquisador responsavel ou
ao agente responsavel pela coleta, eles dardo o suporte necessario. Vocé podera desistir do
estudo a qualquer momento sem prejuizos médicos, nutricionais ou pessoais. Os resultados
obtidos nesse estudo poderdo serdo armazenados e publicados em revistas, jornais, eventos,

teses, porém em nenhum momento serdo divulgados nomes, mantendo-se sempre o total

sigilo, como no caso dos questionarios e dos resultados de pré-avaliacdo. A benevoléncia do
estudo visa proporcionar a comunidade cientifica dados sobre os efeitos da vitamina D no

organismo dos seres humanos, instruindo médicos a proporcionarem uma melhor qualidade
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de vida a seus pacientes. Informamos que o senhor ndo pagard nem serd remunerado por sua

participacao, porém recebera gratuitamente os resultados dos exames bioquimicos: Colesterol

HDL, Colesterol LDL, Triglicérides, Glicose, Ac. Graxos Livres e Vitamina D circulante

(25(CH)D3) - Exames estes que se feitos em laboratorio particular e somados seus valores
ultrapassariam a quantia de R$400,00. Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores
esclarecimentos pode nos contatar (Jodo Renato Pesarini — Biomédico. Rua: Espirito
Santo,1833 — tel. (43)9933-4204, email: joao_rpe@hotmail.com), ou procurar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na
Avenida Robert Kock, n° 60, ou no telefone 3371 — 2490. Este termo devera ser preenchido
em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a

VOCé.

Pesquisador Responsavel: Jodo Renato Pesarini — Biomédico.

Mestrando pela Universidade Estadual Paulista — Julio de Mesquita Filho “UNESP” —
Instituto de Biociéncias, Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular, Rio
Claro/SP.

RG: 6077527-3

Parecer CEP/UEL: 116/2011. (Universidade Estadual de Londrina - Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, Registro CONEP 268).

Consentimento Pds-informado.

Eu, abaixo
assinado, declaro que fui esclarecido sobre o presente estudo e concordo, portanto, em
participar na qualidade de voluntario do referido projeto de pesquisa, sob livre e
espontanea vontade. Comprometo-me em respeitar a data e regras estabelecidas com o
pesquisador, para que se proceda a coleta.

Londrina, de de

Voluntario

Jodo Renato Pesarini
Pesquisador responsavel

Profa. Dra. Lucia Regina Ribeiro
Orientadora
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Questionario Padrao de Atendimento

. Informacoes pessoais:

Nome do voluntario: Idade:
Endereco:

Cidade:

Bairro: CEP: Estado:

Telefone: Escolaridade:

1. Habitos alimentares (assinale com um x):
1. Normalmente vocé come carnes:

a) Fritos

b) Assados ou cozidos

c) Grelhados

2. Com qual frequéncia vocé come frutas:
a) 1 porcdo por dia

b) 2 porgdes por dia

c) 3 porcdes por dia

*Porc¢éo: 80g de alimento.

3. Com qual frequéncia vocé come vegetais:
a) 1 porcdo por dia

b) 2 porgdes por dia

¢) 3 porgdes por dia

*Porc¢éo: 80g de alimento.

I11.  Vocé considera-se:
a) Caucasiano
b) Afro-descendente

V. Histdrico de doencas cronicas (assinale com um X, caso haja uma resposta, e
especifique o tipo da doenca):

a) Diabetes

b) Hemofilia

C) Doenca renal

d) Anemia

e) Doencas gastrointestinais
Qual?

*Voluntérios diabéticos e pré-diabéticos serdo automaticamente excluidos do estudo.
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f) Doengas da Tireoide

Qual?

0) Cancer

Qual?

V. Diariamente, vocé se expde diretamente aos raios solares (qualquer parte do
corpo) por:

a) Evita, sempre que possivel
a) Menos de 20 minutos
b) De 20 a 60 minutos

V1.  Uso de medicamentos
a) Faz uso cronico de medicamento ou polivitaminico? Se sim, Qual(is)?

Expediente de trabalho:
VII. Ao ar livre, em ambiente fechado ou ambos?

VIII. Necessidade especial?
IX. (QUESTAO PARA RESPONDER NO MOMENTO DA COLETA)
Ingeriu bebida alcodlica nas ultimas 24 Horas? :
Ingeriu bebida com cafeina, grande quantidade de dgua ou praticou exercicio nas
ultimas 12 Horas? :

Eu, abaixo
assinado, declaro serem verdadeiras todas as informagdes aqui contidas.

, de de
Voluntario

Joéo Renato Pesarini
Pesquisador responsavel

Profa. Dra. Lucia Regina Ribeiro
Orientadora
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