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RESUMO

ALENCAR, G. R. R. Estado nutricional da Vitamina D e sua Relacdo com
Marcadores Inflamatérios em Mulheres Obesas. 2018. Dissertacdo — Mestrado
em Alimentos e Nutricdo; Universidade Federal do Piaui, Teresina-PlI.

INTRODUGCAO: O tecido adiposo € responsavel por diversos processos
relacionados a imunidade e a inflamacédo. Na obesidade, observa-se aumento da
infiltracdo de macréfagos e adipdcitos, favorecendo a inflamacao local e a producgéo
de citocinas inflamatérias. Na perspectiva de identificar os mecanismos envolvidos
na inflamacéao, diversos nutrientes tém sido estudados, destacando-se a vitamina D,
ja que essa vitamina atua inibindo a transcricdo de fatores lipogénicos e
adipogénicos, protegendo contra o acumulo excessivo, hipertrofia e inflamacao dos
adipécitos. OBJETIVO: Avaliar a relacdo entre o estado nutricional de vitamina D e
marcadores inflamatérios em mulheres obesas. METODOLOGIA: Estudo caso-
controle, desenvolvido com mulheres, distribuidas em dois grupos: caso (obesas
com indice de massa corporea = 30 kg/m?2) e grupo controle (eutréficas com indice
de massa corpérea entre 18,5 e 24,9 kg/m?), recrutadas a partir de demanda
espontanea no ambulatério do Hospital Getulio Vargas na cidade de Teresina — PI.
Foram realizadas medidas do peso corporal, CC e estatura. A analise da ingestao
dietética de vitamina D foi realizada por meio de recordatério 24 horas com repeticéo
em 40% das participantes, pela necessidade de correcdo dos dados pela
variabilidade intrapessoal do consumo usando meétodos estatisticos, utilizando o
programa Dietpro Clinico versdo 5.i. As concentracdes de vitamina D plasmatica
foram determinadas segundo o método de cromatrografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) associada a espectrofotometria de massa. A inflamacgdo foi avaliada por
meio das concentracfes séricas das citocinas IL-6, IL-1B, IL-10 e TNF-a.
RESULTADOS: Os valores médios da ingestédo dietética de vitamina D estavam
inferiores as recomendacdes, sem diferenca estatistica entre os grupos estudados
(p>0,05). As concentracBes médias de vitamina D plasméatica das mulheres obesas
estavam estatisticamente reduzidas em relacdo ao grupo controle (p<0,001). As
obesas apresentavam valores de TNF-a estatisticamente elevados quando
comparadas ao grupo controle (p<0,05) e com correlacdo moderada negativa
significativa entre vitamina D plasmatica e TNF-a, nas obesas, com deficiéncia e
insuficiéncia de Vitamina D. (p<0,05). E importante ressaltar que também houve
diferencga estatistica significativa entre os grupos com insuficiéncia e deficiéncia de
vitamina D plasmatica para os valores de IL-13, com valores superiores dessa
citocina no grupo deficiente (p<0,05) e tendéncia de aumento da IL-10 no grupo
deficiente e insuficiente (p= 0,068). CONCLUSAO: As mulheres obesas
apresentavam baixas concentracdes de vitamina D plasmatica e ingestao alimentar
insuficiente dessa vitamina, o que pode contribuir para um estado inflamatério
expresso pelas elevadas concentracdes de TNF-a. As concentracdes de vitamina D
plasmatica nas mulheres obesas se correlacionaram com a citocina TNF-a, dado
este que demonstrou a relacédo entre insuficiéncia e deficiéncia de vitamina D e a
inflamacgé&o em obesas.

Palavras-chave: Vitamina D. Obesidade. Inflamacéo. Citocinas.
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ABSTRACT

ALENCAR, G. R. R. Nutritional Status of Vitamin D and its Relationship to
Inflammatory Markers in Obese Women.2018. Dissertation - Master in Food and
Nutrition, Federal University of Piaui, Teresina-PI.

BACKGROUND: The adipose tissue is the same as the generators of immunity and
inflammation. In obesity, increased infiltration of macrophages and adipocytes is
observed, favoring local inflammation and an inflammatory cytokine production. In
order to identify the patterns involved in inflammation, the studies were investigated,
highlighting vitamin D, since this vitamin is an inhibition of the transcription of
lipogenic and adipogenic factors, protecting itself against excessive excess,
hypertrophy and inflammation two adipocytes. OBJECTIVE: evaluate the relationship
between the nutritional status of vitamin D and the designations in women.
METHODS: Case-control study, developed with women, divided into two groups:
case (obese women with a body mass index 230 kg / m?) and control group
(eutrophic individuals with a body mass index between 18.5 and 24.9 kg / m?),
recruited from the spontaneous demand in the ambulatory of the Hospital Getulio
Vargas in the city of Teresina - Pl. Measurements of body weight, WC and height
were performed. The analysis of the dietary intake of vitamin D was performed by
means of a 24-hour recall with 40% repetition of the participants, due to the necessity
of correction of the data by intrapersonal variability of the consumption using
statistical methods, using the program Dietpro Clinico version 5.i. Plasma vitamin D
concentrations were determined using the high efficiency liquid chromatography
(HPLC) method associated with mass spectrometry. Inflammation was assessed by
serum concentrations of the cytokines IL-6, IL-1[, IL-10 and TNF-a. RESULTS: The
mean values of dietary intake of vitamin D were lower than the recommendations,
with no statistical difference between the groups studied (p> 0.05). The mean plasma
vitamin D levels of obese women were statistically reduced in relation to the control
group (p <0.001). The obese women presented statistically high TNF-a levels when
compared to the control group (p <0.05) and with a significant negative correlation
between plasma vitamin D and TNF-a in obese women with vitamin D deficiency and
insufficiency. <0.05). It is important to note that there was also a statistically
significant difference between the groups with plasma vitamin D insufficiency and
deficiency for IL-1B values, with higher values of this cytokine in the deficient group
(p <0.05) 10 in the deficient and insufficient group (p = 0.068). CONCLUSION:
Obese women had low levels of plasma vitamin D and insufficient dietary intake of
this vitamin, which may contribute to an inflammatory state expressed by high
concentrations of TNF-a. Plasma vitamin D concentrations in obese women
correlated with the cytokine TNF-a, as this demonstrated the relationship between
vitamin D insufficiency and deficiency and inflammation in obese women.

Keywords: Vitamin D. Obesity. Inflammation. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é um fenbmeno mundial que influencia a morbi-mortalidade e a
qualidade de vida dos individuos afetados. E conceituada como uma patologia
cronica, de etiologia complexa e multifatorial, associada a diversas comorbidades,
como diabetes, aterosclerose, dislipidemias, doencas cardiovasculares e diferentes
tipos de cancer; caracterizando-se pelo excesso de gordura corporal. (LEAO; DOS
SANTOS, 2012; MALTA et al., 2014).

O tecido adiposo é responsavel por diversos processos fisiologicos e
patolégicos relacionados a imunidade e a inflamacdo (CHING-YA et al., 2013). Na
obesidade, observa-se aumento da infitracdo de macréfagos e adipdcitos,
favorecendo a inflamacéo local e a producéo de citocinas inflamatérias (HEREDIA,
GOMEZ-MARTINEZ; MARCOS, 2012).

Nessa tematica, alguns nutrientes parecem atuar de forma relevante na
modulagdo da inflamag&o, a exemplo da vitamina D. Devido a lipossolubilidade
deste hormonio e sua biodistribuicdo no tecido adiposo, quanto maior a adiposidade,
maior é o sequestro da vitamina D por este tecido. Além disso, a inflamacéo
presente na obesidade pode requerer a utilizacdo da vitamina D como agente anti-
inflamatdrio e antioxidante, aumentando a demanda desse nutriente e contribuindo
para a reducao de suas concentracdes no plasma (DING et al., 2012).

A vitamina D destaca-se no sistema imunologico, na inflamacao, na secrecéo
hormonal, diferenciacdo e proliferacdo celular. Essa vitamina atua sobre a
imunidade, suprimindo a expressao do NF-kB, importante fator de transcri¢do, que
induz a expressdao do TNF-a, IL-6, fibrinogénio e PCR-us. Essa resposta
inflamatoria, desencadeada no tecido adiposo, determina uma associacdo entre a
obesidade e doencas como resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e aterosclerose.
Nessa tematica, foi demonstrado que a fonte celular destas reacdes inflamatérias
ndo acontece somente por adipécitos, mas também em células reticuloendoteliais e
células imunes. Assim, macrofagos e a infiltracdo de linfécitos no compartimento
estromal do tecido adiposo de individuos obesos podem ser parte integrante dessa
inflamacéo, verificando que a expressdao do receptor de Vitamina D (VDR) na
maioria das células do sistema imunoldgico, reforcam a hipotese de que esta
vitamina pode atuar como moduladora e interferir na inflamacao crénica de baixo
grau (BERG; SHERER, 2005; GYSEMANS et al., 2005; NISHIMURA et al., 2009).
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Entre os fatores que estao relacionados com a deficiéncia ou insuficiéncia de
vitamina D ha o aprisionamento desta no préprio tecido adiposo e a liberacéo
insuficiente para a corrente sanguinea, a exposicao solar insuficiente, jA que esse
nutriente € sintetizado na pele a partir do 7-desidrocolesterol exposto a irradiacéao
UVB, bem como o uso prolongado de roupas que cobrem totalmente o corpo, uso de
protetor solar, idade e baixo consumo de alimentos que contenham ergocalciferol
(GAO; TRAYHURN; BING, 2013; PARIKH et al., 2004; ROCHA et al., 2017).

A alta prevaléncia de hipovitaminose D, a auséncia de rastreio por rotina em
grupos de risco, como 0S obesos, e a possivel associacdo entre vitamina D e
inflamac&o motivaram a realizagdo do presente estudo. E ainda considerando os
escassos e nao representativos dados da populacdo obesa do Brasil, que associam
a prevaléncia da deficiéncia em vitamina D; a conexdo entre a disfuncéo do tecido
adiposo e a manifestacdo de doencas cronicas relacionadas a inflamacao cronica de
baixo grau; a existancia de disturbios na distribuicdo da vitamina D no tecido adiposo
e a acdo dessa vitamina como nutriente anti-inflamatério, justificam a importancia
para realizacdo de estudos que possam evidenciar a associacdo entre a Vitamina D
e 0s marcadores inflamatorios, na perspectiva de contribuir para um melhor

entendimento acerca do papel dessa vitamina no eixo inflamacé&o-obesidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos metabdlicos e fisiolégicos da Vitamina D

A vitamina D € um hormoénio esterdide, lipossoluvel que engloba um conjunto
de moléculas de corticoides derivadas do 7-deidrocolesterol, como o metabdlito ativo
1,25-di-hidroxivitamina D (calcitriol) e seus precursores: a vitamina D3
(colecalciferol), vitamina D2 (ergocalciferol) e a 25-hidroxivitamina D3 ou 25(OH) D3
(calcidiol). A distincédo entre as formas biolégicas € a presenca de uma dupla ligacéao
adicional e um grupo metil incorporado a cadeia lateral da forma biolégica D2.
Estima-se que 80 a 90% da vitamina D corporea seja adquirida pela sintese cutanea
e 0 restante pela ingestdo de alimentos contendo essa vitamina (MAEDA; et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2015; PERCEGONI; CASTRO, 2014).

A vitamina D3 é produzida principalmente na pele, por meio de uma reagéo
mediada pelos raios ultravioletas (UVB), cujo comprimento de onda est& situado na
faixa de 290-310 nm. Essa reacdo é fotolitica, ndo-enzimatica e converte o 7-
deidrocolesterol em pré-vitamina D3, a qual sofre outra reacdo ndo-enzimatica por
meio de uma isomerizacdo térmica, gerando a vitamina D3 atingindo um pico dessa
vitamina entre 30 a 60 dias apds a exposicao solar. Da pele, a vitamina D3 entra na
circulacdo, e no figado, a enzima 25-hidroxilase, a converte em 25 (OH) D3, o
metabdlito mais estavel da vitamina D, o qual, por sua vez, se liga as proteinas
séricas. A sua dosagem revela-se o teste mais indicado para avaliar o status de
vitamina D no sangue, refletindo tanto a sintese cutanea quanto a ingestédo
(HAUSCHILD; SCHIEFE; THIEME, 2015; MAEDA et al.,, 2014; SANTOS et al.,
2016).

A 25 (OH) D3 é convertida 1,25 (20H) D3 pela enzima 1a-hidroxilase nos rins
(figura 1). Sua sintese € estimulada pelo paratorménio (PTH) e inibida pelo FGF23,
produzido nos ostedcitos. Assim, uma queda de 25 (OH) D3 estimula a producéo de
PTH. No intestino, a vitamina D estimula a absorcao de calcio e fésforo, sem essa
vitamina, apenas 10-15% do célcio e 60% do fosforo da dieta seriam absorvidos. Em
guantidade suficiente, a vitamina D aumenta entre 30 a 40% a absorcéo do calcio e
em 80% a do fosforo. A 1,25 (20H) D3 se liga ao gene VDR dos osteoblastos,
estimulando a expressao de RANK-ligante. Este interage com o receptor ativador do
NF-KB, que induz mondcitos imaturos a se transformarem em osteoclastos maduros,

que por sua vez liberam os estoques de calcio dos ossos. Além disso, a vitamina D
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gera uma citocina, produzida por mondcitos e macréfagos que agem de maneira
intracelular, para proteger a célula de invasdo microbiolégica (CHRISTOPHER-
JOHN, et al., 2012; HOLICK, 2007; WACKER; HOLICK, 2013).

Figura 1 — Metabolismo e nomenclatura da vitamina D.

'Y/ Raios UV-B
Pesle

7-Dehidrocolesiecol

Colecaiciierol

v

Figado
Calcifediol ou calcidol

25-Hidroxivitamina D4

v

Rins
Calcitriol

Fonte: Lichtenstein et al. (2013).

E importante destacar que a pele produz cerca de 10.000 unidades dessa
vitamina quando exposta a radiacdo UVB, porém, essa producao € influenciada por
diversos outros fatores como: a obesidade, exposi¢cdo solar, gestacao, lactacéo,
atividade fisica, estado nutricional, pigmentacao da pele e medicacfes. Pessoas que
fizeram cirurgia bariatrica, acometidas por doencas que afetam a absor¢ao intestinal

de vitamina D (sindrome de ma absorcéo intestinal, doencga inflamatéria intestinal)
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ou que apresentam insuficiéncia renal crénica apresentam maior predisposicao a
deficiéncia de vitamina D. A pele negra precisa de 3 a 5 vezes mais exposi¢ao ao sol
para produzir a mesma quantidade de vitamina D que a pele branca. O uso de
protetor solar com fator de protecdo 30 diminui a producédo de vitamina D em mais
de 95%. Anticonvulsivantes e drogas antirretrovirais aceleram o catabolismo da
vitamina D. A producao de vitamina D pela pele dura duas vezes mais tempo no
organismo que a ingestédo por alimentos ou suplementos (HAUSCHILD; SCHIEFE;
THIEME, 2015; INDA FILHO; MELAMED, 2013; ROSS et al., 2011)

Os principais alimentos que contem a vitamina D3 sdo: atum, salméo, figado
e gema de ovo; a vitamina D2 de origem alimentar provém principalmente de
alimentos de origem vegetal. (MAEDA et al., 2014). As necessidades de vitamina D
sdo de 600 Ul/dia para pessoas de 1-70 anos e de 800 Ul/dia para pessoas acima
de 70 anos (IOM, 2011).

Atualmente, os métodos padréo-ouro ideais para dosagem de 25 (OH) D3 séo
os da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e da espectrometria de massa
em sequéncia, acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS). Nos laboratérios
clinicos, porém, os imunoensaios automatizados sdo os métodos mais comumente
utilizados, que dosam concomitantemente as vitaminas 25 (OH) D2 e 25 (OH) D3. J&
o HPLC e a espectrometria de massa tém a capacidade de distinguir os resultados
para as duas fracdes separadas (HOLICK et al., 2011).

O nivel sérico ideal de 25 (OH) D3 ainda ndo é consenso na literatura. Em
teoria, o nivel étimo de vitamina D seria aquele necessario para manter o PTH em
niveis adequados, o que levou a definicdo de insuficiéncia e deficiéncia de vitamina
D. O PTH se eleva quando os niveis séricos de 25 (OH) D3 caem a menos de 30
ng/mL ou ficam acima de 75 nmol/L. A Sociedade de Endocrinologia Norte-
Americana sugere 0s seguintes valores de referéncia para a 25(OH)D3: deficiéncia:
< 20 ng/mL,insuficiéncia: 21-29 ng/mL e ideal: = 30 ng/mL, valores adotados em todo
0 mundo (ADAMS; HEWISON, 2010; SCHUCH; GARCIA; MARTINI, 2009).

Vale ressaltar que a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (2017) adotaram um novo
posicionamento sobre os valores de referéncia das concentracdes plasmaticas de
vitamina D, definindo o valor de 20 ng/mL para a populacédo geral, mas sugerindo
gue individuos com fatores de risco (pacientes com osteoporose, idosos, gestantes,

lactantes, doentes renais, doencas intestinais que cursam com problemas na
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absorcao de célcio ou que fizeram cirurgia bariatrica) devem manter valores entre 30
e 60 ng/mL.

A hipovitaminose D tem sido associada ao raquitismo, osteomalacia,
osteoporose, osteoartrite, tuberculose, diabetes tipo 2, esclerose mdltipla, pré-
eclampsia, doencga periodontal e tumores (JAMKA et al., 2015; LANTERI et al., 2013;
LEVITAN; JUDD, 2010; MOUSA et al., 2016).

Observa-se a expressao dos VDR’s em diversos tecidos e 6érgdos, como:
figado, péancreas, cérebro, pulmdo, mamas, pele, muasculos e tecido adiposo.
Estima-se que os VDR estdo envolvidos na expressao de aproximadamente 3.000
genes humanos. Algumas fungdes da vitamina D, descobertas mais recentes, estao
relacionadas a ocorréncia de patologias como a obesidade, canceres e doencas
autoimunes. A figura 2 mostra um resumo das respostas biolégicas geradas pela
1,25 (20H) D3 em diferentes sistemas fisiologicos e doengas associadas com a
deficiéncia de vitamina D (CHANDLER et al., 2014; PERCEGONI; CASTRO, 2014;
SCHUCH; GARCIA; MARTINI, 2009).

Figura 2 -Respostas biolégicas geradas pela 1,25 (20H) D3 em diferentes sistemas

fisiolégicos e doencgas associadas com deficiéncia de vitamina D.
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Fonte: Norman; Bouillon (2010) (adaptado)



20

Estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo apresentem baixas
concentracbes seéricas de vitamina D, o que parece configurar uma verdadeira
“‘epidemia” de hipovitaminose D com possiveis consequéncias graves para a saude
publica (HOLICK, 2007). Existem algumas explicacGes plausiveis para tal situacao:
gueda do consumo de leite (enriquecido com vitamina D), uso de protetores solares,
diminuicdo da exposicdo ao sol e aumento do indice de massa corporea da
populacdo mundial (HOLICK et al., 2011).

Inicialmente, acreditava-se que paises ensolarados e com baixa latitude,
como o Brasil, ndo apresentavam deficiéncia de vitamina D. Mas, uma revisao
sistematica realizada por Brito et al. (2011), constatou alta prevaléncia de deficiéncia
de vitamina D em diferentes faixas etarias e, em ambos 0s sexos, em varios estudos
locais. Mais recentemente, Carvalho et al. (2014), encontraram maiores deficiéncias
de vitamina D em mulheres. E Martini et al. (2013), avaliando individuos da cidade
de S&o Paulo, mostraram que a maior concentracéo de 25 (OH) D3 foi observada no
outono (20,7 ng/mL) e a menor no verdo (12 ng/mL), demonstrando entdo, que
independente das condicbes climaticas, a populacdo estudada apresentava

deficiéncia de vitamina D.

2. 2 Obesidade e Inflamagéo

A obesidade se compreende como um distlrbio de carater multifatorial que
envolve desde questdes biolégicas e hormonais, a um contexto historico,
econdmico, politico, social, ambiental e cultural. E um actmulo anormal ou
excessivo de gordura corporal que pode ser prejudicial a saude, devido as suas
varias complicagdes metabdlicas (BRAY, 2008; WHO, 2008). E uma doenca cronica
considerada fator de risco para doencas como dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2,
doencas cardiovasculares e algumas neoplasias (SCHMIDT, 2015).

Embora causas monogénicas possam acontecer, evidencia-se que a
obesidade é uma doenca poligénica. Mais de 250 genes, marcadores e regides
cromossOmicas estdo associadas a obesidade. Em adigdo, fatores como o
sedentarismo, nivel de atividade fisica, habito de fumar, estresse, hébitos
alimentares ndo saudaveis, historia reprodutiva para as mulheres, consumo de
bebida alcoodlica e condi¢cdes socioecondmicas sdo capazes de silenciar genes
envolvidos na obesidade. Esses fatores ambientais interagindo com o genoma, tém

papel importante na prevencgao e no tratamento das doencas cronicas, uma vez que
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modulam a expressdo genética (KAPUT et al., 2005; ROSA et al., 2011; SA; DE
MOURA, 2011).

Pesquisas realizadas ao redor do mundo tém demonstrado altas prevaléncias
de tal pandemia. Atualmente, estima-se que cerca de 1,6 bilhdes de adultos
apresentem excesso de peso em todo o mundo e pelo menos 400 milhdes séo
obesos, tanto em paises desenvolvidos, como em paises em desenvolvimento.
Esses numeros apresentam-se cada vez mais elevados, estimando-se para o ano
de 2030 que 0 excesso de peso e a obesidade atinjam numeros entre 2,6 e 1,12
bilhGes respectivamente (SCHMIDT, 2015; WHO, 2011).

A prevaléncia de obesidade tem se mostrado aumentada em todas as faixas
etarias, em paises de alta e baixa renda, atingindo principalmente a populacdo
menos privilegiada em paises desenvolvidos e populacdo de maior renda em paises
em desenvolvimento (FERREIRA; MAGALHAES, 2011; GIGANTE, 2009).

A prevaléncia de obesidade é maior entre as mulheres, devido: a maior
concentracdo de gordura visceral e subcutanea que estas apresentam, diferencas
no padrdo alimentar, maior expectativa de vida, aumento de peso e adiposidade em
decorréncia da menopausa (KAPUT et al., 2005; ROSA et al., 2011).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2013), a
obesidade acomete um em cada cinco brasileiros adultos acima de 18 anos (20,8%),
com destaque para as mulheres (24,4% contra 16,8%), o acumulo de gordura
abdominal também foi mais frequente no sexo feminino (52,1%). Segundo a
Pesquisa Nacional de Saude (PNS), entre 2003 a 2013, a obesidade nas mulheres
de 20 anos ou mais passou de 14,0% para 25,2%.

A obesidade é considerada uma epidemia mundial e também um problema de
saude publica no Brasil, 0 que acarreta em custos significativos a esse setor. Cerca
de 1,5 bilhdes de reais/ano sao gastos no tratamento da obesidade, abrangendo
internagcdes hospitalares, consultas médicas e medicamentos. Desse valor, 600
milhdes s&o provenientes do governo via Sistema Unico de Salde, representando
12% do orcamento gasto com todas as outras doencas (ANJOS, 2006;
CABALLERO, 2007; JAMES, 2008).

A gordura corporal pode ser estimada por meio de indice de massa corporea,
obesidade visceral, circunferéncia abdominal, resisténcia a insulina, sindrome
metabdlica e diabetes mellitus (CORDERO et al., 2012; YANG et. al., 2015). Apesar

do IMC ser bom indicador de obesidade, individualmente ndo pode ser totalmente
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correlacionado a gordura corporal, visto que superestima essa gordura em sujeitos
musculosos e néo distingue massa gorda de massa muscular, a qual pesa mais que
a gordura. A circunferéncia da cintura ndo representa a avaliacdo da adiposidade
visceral, embora possa fornecer uma estimativa da quantidade de gordura
abdominal. Dessa forma, para montar um padrdo de distribuicAo de gordura
corporal, sao utilizados o IMC e a circunferéncia da cintura (JAMKA et al., 2015;
MARTINS et al., 2011).

O tecido adiposo divide-se em tecido adiposo branco e marrom. O tecido
adiposo branco, localizado nas regides periféricas subcutanea e visceral, armazena
energia na forma de triglicerideos e participa da regulacdo do balanco energético,
mediante processos de lipogénese e lipolise; este tecido € composto por adipdécitos,
células do sistema imune, tecido conjuntivo, nervoso e vascular. Ja, no sistema
nervoso central, o tecido adiposo marrom apresenta funcado termogénica, e € mais
vascularizado, apresenta niumero maior de mitocondrias e diminui com a idade
(MOURA; MONTEIRO, 2010; PEDERSEN et al., 2015).

O excesso de gordura abdominal estd associado ao risco de doencas
cardiometabolicas, como: obesidade, diabetes e hipertensédo arterial. A origem da
associacdo entre obesidade e inflamacdo apoia-se no fato de que os adipdcitos
secretam varias citocinas e proteinas de fase aguda que, direta ou indiretamente,
elevam a producdao e circulacdo de fatores relacionados com a inflamacao. Sabe-se
hoje que os adipdcitos, além da capacidade de regulatéria, também estdo envolvidos
no armazenamento, distribuicdo de gordura, comunicagdo com 0 sistema nervoso
central e trato gastrintestinal, além de desempenharem importante papel na resposta
inflamatéria (GALIC, OAKHILL; STEINBERG, 2010; GREGOR; HOTAMISLIGIL,
2011; HEBER, 2010).

Existem evidéncias que demonstram que a resisténcia a acdo da insulina e
outras desordens associadas a obesidade, como hiperlipidemia e sindrome
metabdlica contribuem para o estado inflamatorio (BULLO et al., 2003). Acredita-se
que a inflamacéo seja uma consequéncia da obesidade, porém, Das (2001) sugeriu
0 contrario, que obesidade é de fato o resultado de uma doenca inflamatoria.

As citocinas sd@o hormonios proteicos tipicamente conhecidos como
mediadores e reguladores de respostas imunes e inflamatérias. Nessa tematica, a
guestdo a ser respondida € qual a origem dos marcadores inflamatérios na

obesidade. Existem algumas possibilidades: a primeira é aquela que reflete a
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producéo e liberacdo a partir de 6rgdos que ndo o adiposo, principalmente o figado e
células imunes. A segunda, € que o tecido adiposo branco, secreta fatores que
estimulam a producdo de marcadores inflamatorios pelo figado e outros 6rgaos. A
terceira possibilidade é que os proprios adipocitos sdo responsaveis pelo aumento
da producdo de marcadores inflamatorios, o que reflete aumento no nivel circulante
desses. Existe também, como era de se esperar, a possibilidade de haver uma
combinacéo dessas trés situacdes (CONWAY; RENE, 2004).

Durante décadas, o tecido adiposo foi considerado um oOrgdo com papel
apenas regulador da homeostase dos 4cidos graxos no organismo. Em periodos de
abundancia caldrica, os &cidos graxos livres sdo armazenados na forma de
triacilglicerol e, em tempos de escassez, estes sdo liberados de volta para a
circulacdo. Foi com a descoberta da leptina (horménio regulador da ingestdo de
alimentos e balanco energético) e a confirmacdo da secrecdo de proteinas
envolvidas na regulagdo do metabolismo, como o TNF-q, identificada como um
regulador negativo da transducédo do sinal de insulina, que o tecido adiposo branco
passou a ser considerado um 6rgao secretor.

No figado, o TNF-a suprime a expressdo de genes envolvidos na captacao de
glicose e no metabolismo e oxidacdo de acidos graxos. Ademais, ele estimula a
producdo de outras citocinas, como IL-6, e proteinas de fase aguda associadas ao
processo inflamatério. Além disso, o TNF-a pode acelerar o processo de
aterosclerose por induzir as moléculas de adesdo nas células do endotélio
(KERSHAW; FLIER, 2004; TRAYHURN; WOOQOD, 2004).

Alguns experimentos mostraram que ratos obesos aumentam os niveis de
TNF-a, e de outras adipocinas pro-inflamatorias, incluindo as IL-6 e IL-1[3, quimiocina
ligante CC 2 (CCL2), entre outras, e em contrapartida, estes mesmos ratos
diminuem os niveis de adipocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10. Estudos recentes
verificaram que os adipdcitos hipertrofiados estédo, altamente correlacionados, com a
obesidade e acarretam infiltracdo e ativacdo de macréfagos no tecido adiposo,
potencializando o processo inflamatorio. Em nivel sistémico, a secrecao alterada de
adipocinas pode levar ao aumento na ingestdo alimentar e a reducdo do gasto
energético, por meio de a¢cdes no hipotalamo. Além disso, a sensibilidade a insulina
diminui no masculo e no figado pelo aumento da deposicéo de lipidios, associado ao
desenvolvimento da inflamacé&o crénica de baixo grau (ARSLAN; ERDUR; AYDIN,
2010; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; HEBER, 2009).
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2. 3 Vitamina D e Inflamacéao na Obesidade

A resposta inflamatéria pode ser mediada pelas citocinas, as quais sao
importantes no desencadeamento de diversas doencgas e interferem em varias
funcdes corporais, como: controle da ingestdo alimentar, balanco energético,
sistema imune, sensibilidade a insulina, angiogénese, presséao arterial, metabolismo
lipidico, homeostase corporal, disfuncdo endotelial (desencadeando proliferagdo e
migracdo celular), estresse oxidativo, apoptose, trombose e necrose celular. A
despeito da inflamacdo sistémica de baixo grau ser uma consequéncia da
obesidade, deve-se ressaltar que outros tecidos inflamatorios, como o figado,
também liberam proteinas de fase aguda como a PCR, em resposta a estimulacéo
da IL-6, liberada pelos adip6citos (GOMES et al., 2010; PEDERSEN et al., 2015).

Schuch; Garcia; Martini, (2009) destacaram que o0 possivel depésito da
vitamina D nos adipdcitos, diminuiria sua biodisponibilidade e acionaria o
hipotalamo, resultando em aumento da sensacao de fome e diminuicdo do gasto
energético. Essa situacdo também pode levar ao aumento das concentracdes
séricas de PTH, diminuindo a sensibilidade a insulina e aumentando,
desproporcionalmente, o calcio intracelular (VIMALESWARAN et al., 2013).

Estudos como o de Earthman et al. (2012) demonstraram que as células
adiposas apresentam VDR’s e que o tecido adiposo regula e € regulado pela
Vitamina D, que parece induzir a lipdlise nesse tecido. Stockic et al. (2014) em
pesquisa conduzida com obesos também demonstraram a correlacdo entre
hipovitaminose D e o aumento do peso e indice de massa corporal. Nessa temética,
0 metabolismo dessa vitamina parece ser influenciado pelo tecido adiposo; e no
excesso deste tecido, constata-se deficiéncia da vitamina na circulacdo sanguinea
(SLUSHER; MCALLISTER; HUANG, 2015; VIMALESWARAN et al., 2013). Quando
existe deficiéncia de vitamina D, os adipdcitos armazenam este nutriente
proporcionalmente a sua concentracdo no sangue, liberando-o de forma gradativa,
em funcdo da grande quantidade de tecido adiposo. Esse mecanismo adaptativo
pode alterar ainda mais a biodisponibilidade e prejudicar a atividade biolégica da 25
(OH) D nesses individuos (BARCHETTA et al., 2013).

E oportuno destacar que a vitamina D promove a diferenciacdo de mondcitos
em macrofagos, impedindo a liberacdo de citocinas inflamatorias, reduzindo sua

capacidade para apresentar antigenos aos linfécitos por inibir a expressao de célula
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de histocompatibilidade de classe 2 complexa (MHC-II) molecular na superficie.
Existem relatos de que o metabdlito 1,25 (OH) 2D apresenta efeitos
imunomoduladores sobre as células da imunidade inata, como: diminuir a maturacao
das células dendriticas, regular a expressao de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il e de CD40, CD80, CD83 e CD86 e favorecer a
ativacao de linfécitos T (BELLAN; PIRISI; SAINAGHI, 2015; MOUSA et al., 2016)

A supressao da proliferacdo de células T e mondcitos regula as citocinas pro-
inflamatorias de forma negativa, incluindo o TNF- q, IL 6, IL-18 e IL-8 e regula de
forma positiva as citocinas antiinflamatérias, como a IL-10. Dados recentes
demonstram relagdo entre a auséncia de VDR e o0 aumento da atividade do NF-kB,
fator de transcricdo com papel chave na imunomodulacdo e na fisiopatogia de
doencas inflamatorias e cronicas (AL-SHARIF, 2016; SOARES; PATHAK; CALTON,
2014).

Reforca-se portanto que a vitamina D e seus precursores inibem a producao
de citocinas pré-inflamatérias, que modulam a resposta imunitaria especifica tecidual
e restringem a inflamac&o por meio dos receptores VDR. Ressalta-se que entre as
vias atribuiveis a vitamina D para minimizar a inflamacéo, a regulacdo negativa do
NF-kB deve ser destacada, pois este € um importante fator de transcricao, que induz
a expressao de genes codificantes para o TNF-a e outros mediadores inflamatorios.
Neste aspecto, ha uma acao inibitéria exercida pela 1,25 (OH) 2D sobre a sintese e
a acao das prostaglandinas proé-inflamatérias (PGs), por meio da inibicdo da
expresséo da ciclooxigenase-2. Outros efeitos imunomoduladores da 1,25 (OH) 2D,
a exemplo do bloqueio na diferenciagdo de células dendriticas, inibicdo da
proliferacdo de linfécitos, formacdo de células espumosas, captacdo de colesterol
por macréfagos e aumento do desenvolvimento regulatério de linfécitos T, podem
constituir vias adicionais de protecdo contra o risco de doencas metabdlicas,
induzidas pela inflamagdo (AL-SHARIF, 2016; CALTON et al., 2015; LEGER-
GUIST'HAU et al., 2016; ZITTERMANN et al., 2009).

A ativacdo do VDR promove aumento dos niveis intracelulares de glutationa,
a qual atenua parcial ou totalmente a producdo excessiva de espécies reativas do
oxigénio (ERO’s), as quais induziram a ativagdo da sinalizagdo do NF-kp3, via pré-
inflamatéria. O VDR ativado regula a transcricdo de IL-2 e IL-10 através de
alteracbes apigenéticas e conformacionais na regido promotora desses genes
(CALTON et al., 2015).
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A suplementacdo de vitamina D inibe a producdo de citocinas pro-
inflamatérias em varias linhagens celulares, incluindo mondcitos e macrofagos, e
essas células expressam a enzima 25-hidroxivitamina D3-1a-hidroxilase, onde o
metabdlito 1,25 (OH) 2D pode ser produzido localmente e exercer seus efeitos
imunomoduladores (AL-DAGHRI et al., 2014; AMER; QUAYYUM, 2012; TAO et al.,
2015). A suplementacdo em doses elevadas de célcio e vitamina D parece induzir a
reducdo da gordura corporal. Uma possivel explicacdo desse fato, € que o
paratorménio e a 1,25 (OH2) D elevam a concentracdo de calcio intracelular,
contribuindo para a lipdlise e inibindo a expressdo da enzima acido graxo sintase,
evitando o acumulo de gordura (MAEDA et al., 2014; ZHANG et al., 2012).

Evidéncias cientificas que mostram o impacto da deficiéncia de vitamina D
no estado inflamatorio cronico em individuos obesos ainda sdo escassas e
controversas. Pesquisas recentes verificaram que quanto mais baixas suas
concentracfes no sangue, maior a expressdo de marcadores inflamatérios e maior
predisposicao para o aparecimento de doencas crénicas (AL-SHARIF, 2016; BELLIA
et al., 2013), enquanto outros estudos ndo mostraram resultados que conduzam a
associacao significativa (MULDOWNEY et al., 2011; NIGUYEN et al., 2015).

Os individuos obesos parecem apresentar deficiéncia de vitamina D
decorrente da ingestdo inadequada ou captacdo aumentada dessa vitamina pelo
tecido adiposo. Nesse sentido, destaca-se que essa deficiéncia parece contribuir
para o aumento da inflamacé&o cronica de baixo grau, presente na obesidade. Assim,
torna-se evidente a necessidade de estudos que possam esclarecer a infuéncia

dessa vitamina sobre os marcadores inflamatorios.



27

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a relagdo entre o estado nutricional de vitamina D e marcadores

inflamatérios em mulheres obesas.

3.2 Especificos

¢ Investigar o consumo alimentar da vitamina D e sua adequacao na dieta;
e Classificar as concentragfes plasméticas de vitamina D segundo o estado
nutricional;

e Determinar as concentracfes séricas de TNF- a, IL-1B, IL- 6 e IL-10.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Caracterizagdo do Estudo e Protocolo Experimental

Trata-se de estudo de caso-controle, envolvendo mulheres na faixa etaria
entre 20 a 50 anos de idade, distribuidas em dois grupos: grupo caso (obesas com
massa corporea a partir de 30 kg/m2) e grupo controle (mulheres com indice de
massa corporea entre 18,5 e 24,9 kg/m?).

O tamanho amostral baseou-se no universo de 1256 obesas que representa o
namero de atendimento de obesos no Hospital no ano de 2017, além de acréscimos
de 10% para perdas e recusas, analisado no programa Raosoft. Incorporaram-se a
amostra 38 sujeitos. As mulheres obesas foram recrutadas por demanda
espontanea do ambulatério integrado Dirceu Mendes Arcoverde do Hospital Getulio
Vargas da cidade de Teresina-Pl, e as eutroficas também foram recrutadas no
mesmo ambulatério e por meio de chamadas publicas, em midia digital.

Os dados foram coletados por pesquisadores do curso de Nutricdo da UFPI,
incluindo alunos da iniciacdo cientifica, graduacdo e mestrado. O periodo de coleta
foi compreendido entre os meses de agosto de 2016 a agosto de 2017.

As participantes do estudo foram selecionadas por meio de entrevista, com 0s
seguintes critérios de inclusdo: assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE A); ndo estar gestante ou lactante; ndo estar participando
de outro estudo clinico; ndo ter diagnostico de diabetes mellitus, doenca renal
crdnica, cancer, doencas hepaticas e/ou doencas inflamatérias intestinais; ndo fazer
uso de suplemento vitaminico-mineral e/ou medicamentos que interfiram no estado
nutricional relativo a vitamina D, sendo todas estas informacdes referidas pelas
participantes.

Em seguida, foram entregues formularios para cadastro das participantes e
questionario socio demografico e antropométrico (APENDICE B), recordatério 24 h
(APENDICE C), bem como foram agendadas datas para coleta de sangue e
preenchimento do segundo recordatério 24 h, trés meses depois do primeiro. As
atividades realizadas com as participantes do estudo estdo esquematizadas na

Figura 3.
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Figura 3. Fluxograma das etapas realizadas com as participantes do estudo.

Entrevista e sele¢do das participantes do estudo.

NS

Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

NS

Preenchimento da ficha de cadastro (dados sociodemograficos e antropométricos), 1° recordatorio
24 h (APENDICES B e C) e agendamento da coleta de sangue.

NS

- Preenchimento do 2° recordatério 24 h (APENDICE C);
- Obtencao das amostras de sangue;

NS

Andlise do consumo alimentar e dos parametros bioquimicos

Fonte: Autora

4.2 Avaliacdo Antropomeétrica

Para a avaliacdo antropométrica foram aferidos peso corporal, estatura e
circunferéncia da cintura das participantes, conforme metodologia descrita pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2004), devidamente anotados no formulario de

cadastro das participantes da pesquisa (APENDICE B).
4.2.1 Peso Corporal (kg) e Estatura (cm)

O peso corporal foi aferido utilizando uma balanca digital Filizola® (Sdo Paulo,
Brasil), com capacidade maxima de 180 Kg, graduada em 100 gramas, onde, para
afericdo, as participantes do estudo estavam descalcas e usando roupas leves. A
estatura foi mensurada com estadidmetro marca Seca®, graduado em centimetros e
com barra vertical e fixa, para posicionamento sobre a cabeca, estando as
participantes descalcas, com 0s pés unidos, em posicao ereta, olhando para frente.
O peso e a estatura serdo feitos em triplicata para cada participante, obtendo-se a
média dessas medidas (NOLASCO, 1995; BRASIL, 2004).
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4.2.2 indice de Massa Corporea (IMC)

O IMC foi calculado a partir do peso da participante do estudo dividido por sua

estatura elevada ao quadrado (WHO, 2008).

IMC (Kg/m?2) = Peso atual (kq)
Altura (m)2

A classificacdo do estado nutricional a partir da distribuicdo do IMC foi
realizada segundo a recomendacdo da World Health Organization (WHO, 2008),
apresentada no Quadro 1.

Quadro 1. Classificacao do estado nutricional, segundo o IMC, em adultos.

Classificagéo IMC (Kg/m?)
Magreza classe Il <16
Magreza classe Il 16 - 16,9
Magreza classe | 17 -18,4

Eutrofico 18,5-249

Pré-obesidade 25,0-29,9

Obesidade classe | 30,0-34,9
Obesidade classe Il 35,0-39,9
Obesidade classe Il =240

Fonte: World Health Organization (2008).
4.2.3 Circunferéncia da Cintura (cm)

A medida da circunferéncia da cintura foi realizada com as participantes em
pé, utilizando uma fita métrica marca Seca® (S&o Paulo, Brasil), ndo extensivel, com
precisdo de 0,1 centimetros, no ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca.
As participantes estavam em posicdo ereta, com abdémen relaxado, bracos
estendidos ao longo do corpo e pés afastados um do outro. Segundo World Health
Organization (2008), os valores limitrofes da circunferéncia da cintura associados ao

desenvolvimento de complicacbes metabdlicas relacionadas a obesidade para

mulheres, é de = 80 cm para risco elevado e = 88 cm para risco muito elevado.



31

4.3 Avaliagdo do Consumo Alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada de acordo com a técnica de
recordatorio 24 horas. Foram realizados dois recordatérios 24h; o primeiro realizado
com todos as mulheres do estudo e o0 segundo, com 40% da populacao pesquisada,
selecionada aleatoriamente (FISBERG et al.,, 2005; VERLY-JR et al., 2009). A
realizacdo do segundo R24h justifica-se pela necessidade de correcdo dos dados
pela variabilidade intrapessoal do consumo, alimentar usando métodos estatisticos.

A escolha da taxa de reaplicacdo baseou-se no estudo de Verly-Jr et al.
(2009), o qual observou que a aplicacdo de um segundo R24h em 40% da
populacdo estudada ndo configura perda da precisdo para estimativa do consumo
alimentar, independentemente do tamanho da amostra.

O R24h foi aplicado junto as mulheres obesas e baseado nos cinco passos do
Multiple Pass Method: 1) listagem rapida dos alimentos e horérios; 2) revisdo da
listagem rapida, a qual foca a atencdo do entrevistado nas 9 categorias de
alimentos, geralmente, esquecidos ou auséncia de refeicbes; 3) nomeacdo das
refeicbes; 4) ciclo de detalhamento, o qual examina forma de preparagéao,
procedéncia, tamanho da porcdo em medidas caseiras e marca dos produtos
industrializados; e 5) revisdo geral, na qual se realiza uma revisdo conjunta da
entrevista e encoraja-se a inclusdo de alimentos ndo reportados por se considerar a
quantidade irrelevante (MOSHFEGH et al., 2008).

Para padronizar o tamanho da porcao, foram utilizadas medidas caseiras
convencionais dos alimentos referidos e as medidas frequentemente referidas pelos
avaliados para os demais alimentos (PEREIRA; SICHIERI, 2007).

Visando auxiliar o entrevistado na compreensdo das medidas caseiras e
ajuda-lo a recordar o tamanho das por¢des que consumiu, utilizou-se um &lbum
seriado no registro fotografico de Monego et al. (2013). A conversdo da quantidade
de alimento em medida caseira para peso (grama) ou volume (mililitro) foi efetuada
com base nas tabelas de Pinheiro et al. (2005), Bombem et al. (2012) e Moreira
(2002), nesta sequiéncia, para posterior analise de energia e nutrientes.

As quantidades de energia, macronutrientes e vitamina D foram calculadas
pelo software “Dietpro clinico”.Versao 5.i. As informacgdes nutricionais dos alimentos
nao encontrados no programa acima foram inseridas a partir dos dados da Tabela

Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2017) e da Tabela de Composicao
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de Alimentos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011), de
forma que todos os alimentos apresentaram informacao nutricional.

Os valores de ingestdo de energia, macronutrientes e vitamina D foram
inseridos na plataforma online Multiple Source Method (MSM), versao 1.0.1, para
ajustes de variabilidade intrapessoal e interpessoal, corrigida por técnicas de
modelagem estatistica, bem como para estimativa do consumo alimentar habitual
desses nutrientes, por meio de analise de regressédo logistica (HAUBROCK et al.,
2011; LAUREANO et al., 2016; MSM, 2011; SOUVEREIN et al., 2011).

A ingestdo dietética usual foi estimada em trés etapas: na primeira, a
probabilidade de ingerir um nutriente em um dia aleatodrio foi estimada para cada
individuo; na segunda foi estimada a quantidade usual de ingestdo do nutriente em
um dia de consumo; em seguida, 0s numeros resultantes dessas duas etapas foram
multiplicados para estimar a ingestédo diaria usual para cada individuo (MSM, 2011).

Os valores dietéticos de macronutrientes e vitamina D foram ajustados em
relacdo a energia por meio do método residual, evitando distorcbes geradas por
diferencas no consumo energético. Apos verificar a normalidade da distribuicédo
desses dados, os valores de ingestdo foram novamente ajustados em relacdo a
energia pelo calculo da vitamina D (FISBERG et al., 2005; JAIME et al., 2003;
WILLETT; STAMPFER, 1986). O calculo desdobra-se em quatro etapas:

Inicialmente, foi realizada andlise de regresséao linear simples, considerando-
se o total de energia ingerida como variavel independente e o valor absoluto do
nutriente como variavel dependente. Utilizando-se a equacdo geral da regressao
linear, foi possivel determinar a quantidade estimada de nutriente (Ye) que o

individuo deveria consumir com a sua média de consumo de energia.

Equacéo 1:Ye = 0 + 1 x média do consumo energético do individuo

Onde:

BO = intercepto da regressao linear simples
B1 = tangente

O residuo da regressao (Yr) representa a diferenca entre a ingestao atual
observada (Yo) para cada individuo e a ingestao estimada.
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Equacéo 2:Yr=Yo -Ye

Por definicdo, o residuo possui média zero e pode apresentar valores
positivos e negativos. Com isso, faz-se necessaria a adicdo de uma constante, que é
estatisticamente arbitraria. Willett; Howe; Kushi (1997) propdem que a constante
seja
0 consumo do nutriente estimado para a média do total de energia consumida pela

populacao de estudo.

Equacéo 3:Yc =0 + (31 x média do consumo energético da populagéo)

O valor do nutriente ajustado ou residual (Ya) consiste na soma do Yr e da
constante Yc e refere-se ao valor do nutriente ingerido ndo correlacionado com o
total

de energia consumida.

Equacao 4:Ya = Yr-Yc

A adequacdo do percentual de macronutrientes em relacdo ao valor
energético total (VET) foi baseada nos Intervalos de Distribuicdo Aceitaveis de
Macronutrientes — AMDR, que considera aceitaveis, para individuos adultos (> 18
anos), os seguintes valores: 45 - 65% para carboidratos; 10 — 35% de proteinas e 20
— 35% para lipidios. Para verificar a adequacado da ingestao alimentar da vitamina D,
foi utilizada como referéncia a Estimated Avarage Requeriment (EAR), contida nas
Dietary Reference Intakes (DRI’s), sendo 10ug/dia ou 400 Ul/dia para as mulheres
na faixa etaria entre 19 e 50 anos (INSTITUTE OF MEDICINE, 2011).

4.4 Coleta do Material Biologico

4.4.1 Coleta de Sangue
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O sangue foi coletado com seringas plésticas descartaveis e agulhas de aco
inoxidavel, estéreis e descartveis. Foram coletados 18 mL de sangue venoso no
periodo da manha, entre 7 e 9 horas, estando as participantes da pesquisa em jejum
de no minimo 12 horas, os quais foram distribuidos em tubos distintos: (1) tubo a
vacuo com ativador de coagulo para analise das citocinas inflamatorias séricas e (2)

tubo a vacuo com EDTA para determinagdo da vitamina D plasmatica.

4.4.2 Controle de Contaminacao e Preparo dos Reagentes

A separacdo dos componentes sanguineos para andlise de vitamina D e
citocinas requer o controle de contaminacdo por minerais, para a vidraria de
polipropileno, utilizados para preparo dos reagentes. Procedeu-se a
desmineralizacdo da vidraria antes do uso, por meio da imersdo em solucdo de
acido nitrico a 10%, durante um periodo minimo de 12 horas. Posteriormente, toda a
vidraria requerida para as analises foi enxaguada em agua deionizada, no minimo
10 vezes, seca em estufa e mantida em depdsitos fechado previamente
desmineralizada, até o momento da utilizacao (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica (P.A). Todas
as solucbes aquosas e as diluicdes foram preparadas com agua ultrapura, obtida por

meio de um sistema Milli-Q (Millipore®, Estados Unidos).

4.4.3 Separacao dos Componentes do Sangue

Para analise da vitamina D plasmatica e citocinas inflamatérias séricas, 0
plasma e o soro foram separados do sangue total por centrifugacédo (CIENTEC®
4K15, Sao Paulo, Brasil) a 1831xg durante 15 minutos a 4°C. O soro foi colocado em
tubo com ativador de coagulo, de onde foi aspirado com pipeta automatica e
acondicionado em microtubos de polipropileno, assim como o plasma, ambos

posteriormente conservados a - 80 °C.

4. 5 Determinacéo dos Parametros Bioquimicos
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4. 5. 1 Determinagéo da vitamina D Plasmatica

As analises de vitamina D plasmatica foram realizadas no laboratorio de
Microscopia da USP em S&o Paulo, através da andlise do calcidiol. O calcidiol foi
calculado de acordo com Andersen et al. (2013) pela soma da 25 (OH) D2 e 25 (OH)
D3, as quais foram determinadas por cromatrografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
associada a espectrofotometria de massa. Niveis de calcidiol = 30 ng/ml, entre 20 e
29 ng/ml e < 20 ng/ml foram classificados, respectivamente, com suficiéncia,
insuficiéncia e deficiéncia de vitamina D conforme recomenda a Sociedade de
Endocrinologia dos Estados Unidos (HOLICK et al., 2011).

4. 5. 2 Determinacéo das Citocinas Séricas

Para a determinacdo dos niveis séricos do TNF- a, IL-1B, IL- 6 e IL-10, foi
utilizado o soro sanguineo, adotando-se a técnica de citometria de fluxo com a
utilizacao de kit comercial BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human com as
respectivas citocinas, da BD Bioscience, seguindo as instru¢cdes do fabricante, no
Instituto de Doencgas Tropicais Nathan Portella. O mesmo procedimento foi utilizado
para preparagao da curva padrdao. Em uma mesma amostra, quatro populacdes de
beads com distintas intensidades de fluorescéncia foram conjugadas com um
anticorpo de captura especifico para cada citocina, formando as curvas de beads,

em seguida, lidas no citbmetro de fluxo FACSCantoll.
4.6 Analise Estatistica

Os dados do presente estudo foram organizados em planilhas do Excel®
(2007) para realizacdo de andlise descritiva das variaveis observadas nos grupos
estudados. Posteriormente, os dados foram exportados para o programa SPSS (for
Windows® versdo 20.0) para andlise estatistica dos resultados.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para verificar a normalidade dos
dados. Em seguida, para fins de comparacao entre os grupos estudados, o teste “t”
de Student foi utilizado para as variaveis com distribuicdo normal, e o teste de Mann
Whitney para aquelas com distribuicdo ndo paramétrica. Para comparagdo de
médias entre trés grupos, foi utilizado o teste Kruskall-Wallis, considerando a

distribuicdo ndo paramétrica das variaveis.
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Foi realizado teste para comparacdo das médias das varidveis vitamina D
plasmatica, entre o0s dois grupos distribuidos de acordo com o
indice de massa corporea: eutroficas (mulheres com indice de massa corporea entre
18,5 e 24,9 kg/m?) e obesas grau Il (indice de massa corpérea > 30 kg/m?). Para
tanto, foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA), considerando a distribuicao
paramétrica
dos dados. O teste de Tukey e o de Bonferroni foram utilizados para comparar as
médias entre os diferentes tratamentos.

O coeficiente de correlagéo linear de Pearson foi utilizado para o estudo de
correlagcdes de dados com distribuicdo normal. As associacdes entre as variaveis
foram verificadas por meio do teste Qui-quadrado e o grau da associac¢ao foi testado
por meio do coeficiente de Cramer. A diferenca foi considerada estatisticamente
significativa quando o valor de p<0,05, adotando-se um intervalo de confianga de
95%.

4.7 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui, sob nimero de parecer 1.872.442 (ANEXO A), conforme prevé a
Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS) (BRASIL, 2012).

Todas as participantes assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (APENDICE A) do estudo, elaborado de acordo com a “Declaracgéo de
Helsinki 1lI”, capitulo 50, paragrafos 50.20/27, que trata da protecdo dos
participantes
e orienta procedimentos referentes as pesquisas que necessitam de experiéncias
com humanos. Posteriormente, foi preenchida uma ficha de cadastro (APENDICE
B), apos receberem informacdes detalhadas sobre a pesquisa com linguagem
adequada, conforme estabelecido pela Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (BRASIL, 2012).
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5 RESULTADOS
5.1 Idade e Parametros Antropométricos

Os valores médios e desvios padrao da idade e dos parametros
antropomeétricos utilizados na avaliagcdo do estado nutricional das participantes deste
estudo estdo apresentados na Tabela 1. Houve diferenca significativa para os
pardmetros peso, indice de massa corpérea e circunferéncia da cintura (p<0,05),

sendo estes superiores nas mulheres obesas.

Tabela 1 - Valores médios e desvios padrdo de parametros antropométricos das

pacientes obesas e grupo controle. Teresina-PI, Brasil, 2018.

Obesa Controle
Parametros (n=38) (n=38) p
Média + DP Média + DP

Idade (anos) 31,53 +6,19 28,79 £ 6,25 0,059
Peso corporal (kg) 86,77 +11,14* 58,38 + 6,37 <0,001
Estatura (m) 1,60 + 0,06 1,62 + 0,06 0,164
IMC (kg/m?)? 32,90 (30,10 - 42,00)* 22,50 (18,70 - 24,90) <0,001
CC (cm) 95,95 + 7,90* 71,36 £ 5,34 <0,001

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes obesas e grupo controle, teste t de Student
ou teste Mann-Whitney (p<0,05). ® Representados como mediana, valores minimo e maximo. IMC =
Indice de Massa Corporea.

5.2 Parametros Sociodemograficos de Caracterizacdo dos Grupos

Os valores médios e desvios padrdo dos parametros sécio demograficos
utilizados na caracterizacdo dos grupos deste estudo estdo apresentados na Tabela

2. Os grupos eram homogéneos quanto as condi¢cdes socio demograficas.
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Tabela 2 — Frequéncia dos parametros sociodemograficos e econdmicos com 0s
grupos das pacientes obesas e controles. Teresina-PI, Brasil, 2018.

Obesa Controle
Parametros (n=38) (n=38) p
n % n %
CcC
Risco 31 81,6 0 0,0
Sem risco 7 18,4 38 100,0
Cor da pele
Branco 6 15,8 3 7,9
Preto 6 15,8 3 7,9
Amarelo 3 7,9 5 13,2
Pardo ou indigena 23 60,5 27 71,0
Renda
< 1 salario minimo 7 18,4 2 5,3
Até 3 salérios
. 15 39,5 9 23,7 -
minimos
>3 salarios minimos 16 42,1 27 71,0
Uso de protetor
Sim 24 63,2 31 81,6
0,073
Nao 14 36,8 7 18,4
Frequéncia de uso de protetor
Diariamente 4 16,0 13 41,9
Trés ou mais vezes
4 16,0 7 22,6
por semana
Menos trés de vezes -
5 20,0 5 16,1
por semana
Somente quando vou
12 48.0 6 19,4

a praia ou piscina
Tempo de exposicéao solar
Até 15 minutos
menos de 3 vezes 7 18,4 14 36,8 -

por semana
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Até 30 minutos ao

menos 5 vezes por 26 68,4 21 55,3
semana
N&o me exponho a
5 13,2 3 7,9
sol
Horario de exposicao
Até dez horas da
11 33,3 7 20,0
manha
Entre dez da manha -
18 54,6 26 74,3
e trés da tarde
Apos trés da tarde 4 12,1 2 5,7
Fumo
Sim 1 2,6 0 0,0
Nao 37 97,4 38 100,0
Bebidaalcoodlica
Sim 23 60,5 25 65,8
0,634
Nao 15 39,5 13 34,2
Frequéncia que bebe
Finais de semana 5 21,7 7 28,0
0,617
Eventualmente 18 78,3 18 72,0

Teste Qui-quadrado.

5.3 Avaliacdo da Vitamina D plasmatica

O Figura 4 expbe as concentracdes de vitamina D plasmética das pacientes
obesas e grupo controle. As obesas apresentavam valores inferiores de vitamina D
plasmatica, quando comparadas as mulheres do grupo controle, com diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001).



40

Figura 4 - Valores médios e desvios padrao da vitamina D plasmatica das pacientes
obesas e grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2018.

100,00

80,00 - Obesa

Controle

60,00 - 36,29 £ 17,73

40,00 -
21,07 +9,89

20,00 -

0,00

Teste t de Student (p<0,001).

A distribuicdo percentual das mulheres segundo os valores de vitamina D
plasmatica estd apresentada na Figura 5. 52,6% das mulheres obesas
apresentavam valores plasmaticos da vitamina abaixo da referéncia, evidenciando
associacao significativa entre as concentracées plasmaticas deficientes de vitamina
D e a presenca de obesidade (p<0,001).
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Figura 5 - Distribuicdo percentual das participantes obesas e grupo controle,
segundo os valores de referéncia de vitamina D plasmatica. Teresina-Pl, Brasil,
2018.

100,0%

80,0%

60,5%
60,0% 52,6%

Obesas

0,
40,0% 31,6% Controle

23,7%
20,0% 15,8% 15,8%

0,0%
Suficiéncia Insuficiéncia Deficiéncia

Teste Qui-quadrado de Pearson (p<0,001)
5.4 Consumo Alimentar

Os valores médios e desvios padrao da ingestdo de energia, macronutrientes
e vitamina D dietética encontrados nas dietas consumidas pelas participantes do
estudo estdo descritos na Tabela 3. Os resultados apontam para maior consumo
alimentar de carboidratos e menor consumo de proteinas no grupo das mulheres

obesas em relagéo ao grupo controle (p<0,05).
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Tabela 3 - Valores médios e desvios padrdo de energia, macronutrientes e vitamina
D das pacientes obesas e grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2018.

Obesa Controle
Energia/Nutrientes (n=38) (n=38) p
Média + DP Média + DP

Energia (Kcal) 1460,76 + 558,40 1613,56 + 289,27 0,140
Carboidrato (%) 47,80 = 8,73* 43,70 £ 7,62 0,032
Proteina (%) 19,47 £ 5,54* 22,98 + 5,70 0,008
Lipidio (%) 32,73 +£5,70 33,32 £ 4,88 0,628
Vitamina D (ug/dia) 2,30+0,81 2,40 +£0,88 0,589

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes obesas e grupo controle, teste t de Student
(p<0,05). Valores de referéncia: 10 a 35% de proteina, 20 a 35% de lipidio e 45 a 65% de
carboidratos (INSTITUTE OF MEDICINE, 2005). Vitamina D dietética: EAR = 10 ug/dia(INSTITUTE
OF MEDICINE, 2011).

5.5 Determinacéao das Citocinas Inflamatorias

Os valores de mediana e minimo e maximo dos parametros de avaliacdo da
inflamacé&o das pacientes obesas e grupo controle estdo na Tabela 4. As mulheres
obesas apresentavam valores superiores da citocina inflamatéria TNF-a, quando

comparadas ao grupo controle, com diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

Tabela 4 — Mediana, valores minimo e maximo das citocinas séricas das pacientes

obesas e grupo controle. Teresina-PI, Brasil, 2018.

Obesa Controle
Parametros (n=38) (n=38) p
Med (Min — Méax) Med (Min — Méx)
TNF-a (pg/mL) 0,03 (0,00 - 6,97)* 0,00 (0,00 — 5,04) 0,044
IL-6 (pg/mL) 1,14 (0,09 — 13,38) 1,07 (0,26 — 12,75) 0,266
IL-1B (pg/mL) 0,00 (0,00 - 0,83) 0,00 (0,00 - 0,57) 0,728
IL-10 (pg/mL) 0,10 (0,00 — 1,18) 0,12 (0,00 - 3,68) 0,892

*Valores significativamente diferentes entre as pacientes obesas e grupo controle, teste Mann-
Whitney(p<0,05). TNF-a: fator de necrose tumoral; IL-6: interleucina 6; IL-1B: interleucina 1B e IL-10:
interleucina 10.

5. 6 Correlacédo entre os Valores da Vitamina D plasmatica e parametros de
Inflamacéo
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A Tabela 5 mostra os resultados da andalise de correlagdo linear entre os
parametros de inflamacdo e concentracdes plasmaticas e dietética da Vitamina D de
obesas, com deficiéncia e insuficiéncia de Vitamina D e em eutréficas com
suficiéncia de Vitamina D. O resultado mostrou correlacdo moderada negativa e
significativa entre a vitamina D plasmatica e TNFa nas obesas, com deficiéncia e

insuficiéncia de Vitamina D.

Tabela 5 — Analise de correlacdo linear simples entre vitamina D plasmatica e
dietética e citocinas séricas das pacientes obesas e grupo controle. Teresina-Pl,
Brasil, 2018.

Obesas Deficientes e Controles Suficientes(n=23)

Insuficientes (N=32)

) ) ) Vita D _ o Vita D
Parametros Vita D dietética . Vita D dietética .
plasmatica plasmatica
r p r p r p r p
TNF-a -0,108 0,557 -0,395* 0,025 0,242 0,265 0,042 0,850
IL-6 -0,122 0,505 -0,075 0,685 0,397 0,061 0,141 0,521
IL-1B -0,188 0,303 -0,064 0,727 -0,077 0,728 -0,106 0,632
IL-10 -0,253 0,163 -0,149 0,415 -0,203 0,353 0,188 0,390

*Correlacéo significativa, Coeficiente de correlacdo de Pearson (p<0,05)
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foram analisados parametros de avaliagdo da vitamina D e
concentracbes seéricas das citocinas, além disso, foi investigada a relacdo entre
essas variaveis em mulheres obesas jovens. As mulheres obesas apresentaram
concentragfes plasmaticas reduzidas de vitamina D em relagdo aos parametros de
normalidade, propostos por Holick (2007), quando comparadas ao grupo controle.
Ressalta-se, por oportuno, que a dosagem de Vitamina D plasmatica, realizada
neste estudo, oportuniza a deteccao das duas fracbes D2 e D3 separadas, sendo o
altimo, o isémero mais estavel na circulacdo (HOLICK et al, 2011). Esses resultados
estdo alinhados aos de Esteghamati et al. (2016), llincic et al. (2016) e Al Haj
Ahmad; Al Domi, (2017).

Dentre os mecanismos que podem explicar esses achados, destaca-se que a
vitamina D, na presenca de excesso de tecido adiposo, parece sofrer um
aprisionamento por este tecido, devido sua caracteristica lipossoluvel, conduzindo a
sua deficiéncia na circulacdo. Além disso, com a inflamacao crbnica de baixo grau,
presente na obesidade, pode haver aumento da demanda desse nutriente no local
da inflamacéo, devido seu papel anti-inflamatério e antioxidante, o que contribui
para a reducdo de suas concentracdes no plasma (BARCHETTA et al.,2013;
SLUSHER; MCALLISTER; HUANG, 2015; VIMALESWARAN et al., 2013).

Corroborando com esse achado, Domingues (2016) encontrou valor médio de
25 (OH) D de 15,6 ng/mL, e 93,6% da amostra apresentava valores de vitamina D
abaixo de 30 ng/mL; Russo et al (2009), encontraram elevada frequéncia de
concentracfes plasmaticas inadequadas de 25 (OH) D (68,3%) em mulheres pos
menopausadas. Karlsson et al. (2015) encontraram metade das mulheres obesas
gravidas com status de vitamina D abaixo do ideal no inicio da gravidez, em
comparacgdo com as mulheres eutréficas, o que sugere aumento da demanda desse
nutriente nas gestantes obesas.

Contribuindo para as concentra¢des plasmaticas reduzidas de vitamina D nas
mulheres obesas, o fato da amostra ser constituida predominantemente de mulheres
que trabalham em locais fechados e se exercitam pouco, evitando assim o fator
chave para a producdo de vitamina D, que € a exposi¢cado solar; e ainda 71,4% e
65,4% dos participantes que configuravam situagdes de insuficiéncia e deficiéncia de

Vitamina D respectivamente, usavam protetor solar. A idade das mulheres de 31,53
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* 6,19 anos nédo poderia ter influenciado as baixas concentra¢des de vitamina D
plasmaética.

O status de vitamina D plasmatica nessas mulheres mostrou que 52,6% e
31,6% das mesmas encontravam-se deficientes e insuficientes respectivamente, o
que corrobora com a complexa interacdo da vitamina D na obesidade, conforme
salienta Schmidt (2015), a Vitamina D desempenha um papel na regulacdo da
lipélise e sua forma ativa poderia regular a morte de adipdcitos e a diminuicdo de
massa gorda. Rocha et al. (2017) observaram que a deficiéncia de vitamina D
conduz a alteragBes metabodlicas e aumento da gordura corporal, da circunferéncia
da cintura e do IMC.

E oportuno salientar que a ingestdo dietética média de vitamina D também
estava inferior as recomendacdes (IOM 2011), em ambos 0s grupos, sem diferenca
estatistica; no entanto ndo se pode atribuir & ingestdo dietética insuficiente, o
resultado verificado quanto a concentracdo plasmatica desta vitamina nas mulheres
obesas, visto que a ingestdo dietética de vitamina D representa apenas 10% a 20 %
do total de vitamina D absorvido no organismo. Além disso, a sua absorcdo é
influenciada por fatores externos como: nivel de atividade fisica, consumo de
bebidas alcodlicas, interacdo droga-medicamentosa e outros; portanto, nao
encontramos evidéncias de que a menor ingestdo dietética de vitamina D em
mulheres obesas contribuisse para mais baixas concentracdes de 25 (OH) D nestas
mulheres (HAUSCHILD; SCHIEFE; THIEME, 2015; HOLICK, 2007; MARQUES et
al., 2010; PRIETL et al., 2013)

A grande probabilidade de inadequacdo de vitamina D dietética verificada,
pode refletir o insuficiente consumo de alimentos fontes dessa vitamina, como: leite
e derivados, salmédo, atum, figado e gema de ovo (MAEDA et al 2014). Neste
sentido, Peters et al. (2009) verificaram que o consumo dietético de fontes de
vitamina D no Brasil é muito baixo; e Karlsson et al. (2015) demonstraram que a
maioria das mulheres ndo atingiu a ingestdo de vitamina D, de acordo com as
recomendacdes dietéticas.

Os resultados do presente estudo revelaram maior consumo alimentar de
carboidratos e menor consumo de proteinas no grupo das mulheres obesas em
relacdo ao grupo controle (p>0,05), sinalizando para a possivel contribuicdo do
consumo alimentar inadequado para o aumento de gordura corporal, evidenciada

por valores mais altos de IMC e CC nas mulheres obesas.
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O alto consumo de carboidratos aumenta a sintese lipidica hepatica em
obesos, reduzindo a oxidagdo de gordura. (SHUTZ, 2004). O balanco cal6rico
positivo persistente pode ser induzido por superalimentacdo de carboidratos
(situacdo comum para um individuo obeso), a lipogénese ¢é ativada
progressivamente e esse processo pode se tornar quantitativamente importante com
o tempo. Ocorrendo a saturacdo dos estoques de glicogénio, quando ha um nivel
fixo de gasto energético, € necessario 0 aumento da transformacéo do excesso de
carboidrato em gordura (WESTIN et al. 2011).

A determinacdo das citocinas inflamatérias revelou que as obesas
apresentaram elevadas concentragcdes de TNF-a (p= 0,04), em relagdo ao grupo
controle, o que corrobora com os achados de Al-Sharif (2016) e Bellia et al. (2013).
Postula-se que dentre as vias pro-inflamatérias atribuiveis a obesidade, estd a
producdo de forma imediata de marcadores inflamatérios (TNF-a, IL-
6, PCR, MCP-1) pelos adipécitos, além da producao e liberacdo destes marcadores
por outros 6rgaos, como figado e células imunes.

Na perspectiva de alcancar melhor entendimento acerca da participacdo da
vitamina D e seu papel sobre a inflamacdo na obesidade, foi conduzida andlise de
correlacdo entre parametros de avaliagdo desta vitamina e 0s parametros de
inflamacédo na Tabela 5. O resultado mostrou correlacdo moderada negativa e
significativa entre a vitamina D plasmatica e TNFa nas obesas com deficiéncia e
insuficiéncia de Vitamina D, ou seja, quanto menor a concentracdo de vitamina D
plasmética, maior a expressdo do TNFa. Pode-se constatar a conexdo entre
vitamina D e a inflamacdo, explicada pelo potencial efeito pré-inflamatério,
desencadeado pela hipovitaminose D.

Atribui-se esse resultado ao fato de que a deficiencia de vitamina D circulante,
constatada no estudo, contribuiria para a inflamagéo, induzindo a regulacéo positiva
do Nf-KpB, responsavel por induzir a expressao de genes codificantes para o TNF-q,
o qual representa a primeira linha de defesa do sistema imune ndo-especifico (LA,
FANG, 2013; SOARES; PATHAK; CALTON, 2014).

Haque; Bathon; Giles, et al. (2012) e Dickie et al. (2010) obtiveram relacdes
inversas entre as concentracdes plasmaticas de 25 (OH) D e citocinas pro-
inflamatérias como PCR-us, IL-6, IL-23 e TNF-a, em estudo com individuos obesos,
com diabetes mellitus tipo 2 e deficientes em vitamina D; neste contexto, € oportuno

destacar que a elevacdo dos marcadores inflamatorios pode refletir os efeitos de
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diferentes fatores como do proprio diabetes, da adiposidade ou da deficiéncia de
vitamina D.

No presente estudo, as participantes obesas nao apresentavam patologias
pré-existentes e estratificando-as de acordo com o grau de obesidade, classificado
pelo critério de IMC, houve concentracdo de obesas grau | ( 30; 78,9%), 0 que
ressalta o estado de inflamacéo cronica de grau leve nesse segmento, que conduz a
aumento imediato nos niveis de TNF-a, e posterior elevagdo das demais citocinas
(ARSLAN; ERDUR; AYDIN, 2010; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; HEBER, 2009).
Nesse entendimento, € possivel explicar a correlacdo moderada negativa e
significativa entre a vitamina D plasmatica e TNFa nas obesas com deficiéncia e
insuficiéncia de Vitamina D e a ausencia de correlacdo negativa entre as
concentracdes de vitamina D plasmativa e niveis IL-6 nas obesas.

Neste estudo destacam-se algumas limitagdes. Primeiro, por se tratar de um
estudo transversal, ndo é possivel estabelecer relacdes de causa e efeito, e 0s
resultados podem nao ser necessariamente validos em ndo-obesos. Os principais
vieses neste tipo de estudo podem impactar a memaria acerca da exposicao anterior
a variaveis de risco, como: os vieses de selecdo e erro de classificacdo ou viés de
informacdo como resultado do aspecto retrospectivo, além disso, a auséncia de
marcadores mais especificos para avaliar a inflamacao nos tecidos, a exemplo da
PCR-us, MCP-1 e adiponectina também contribui para limitar a discussao de tais
resultados. Apesar de que mesmo sendo limitada a quantidade amostral, houve
comprovacédo da hipétese levantada.

Nessa perspectiva, diante da complexidade dos mecanismos envolvidos na
participacdo da vitamina D sobre a inflamacao crénica de baixo grau em pacientes
obesos, torna-se evidente a necessidade de realizacdo de mais estudos com
amostras maiores e que incluam a avaliagdo de outros marcadores inflamatorios, o
que contribuird para um melhor entendimento acerca do comportamento metabdlico
desse nutriente na patogénese da obesidade, bem como para propor intervencfes

gue possam controlar ou minimizar os distlrbios metabdlicos.
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7 CONCLUSAO

e As mulheres obesas apresentaram concentracdes significativamente
reduzidas de vitamina D no plasma;

¢ As mulheres obesas apresentaram elevadas concentracdes de TNF-q;

e As participantes apresentam grande probabilidade de inadequacgéo de
vitamina D dietética;

e A deficiéencia e insuficiéncia de Vitamina D plasméatica correlacionou-se

negativamente com as concentracdes de TNFa.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDCAQAO E CULTURA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POSGRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Estado Nutricional da Vitamina D e sua Relacdo com Marcadores
Inflamatérios em Mulheres Obesas

Pesquisador responsavel: Dr® Betania de Jesus e Silva de Almendra Freitas
Instituicdo/Departamento: UFPI/ Departamento de Nutrigdo

Pesquisador participante: Georgia Rosa Reis de Alencar

Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 98841-0779; (86) 99419 3324

Prezado Senhor (a), vocé estd sendo convidado (a) a participar como
voluntario em uma pesquisa. Antes de decidir se vai participar ou ndo, € muito
importante que vocé leia e compreenda as informagdes contidas nesse documento e
pergunte ao responsavel pelo estudo sobre qualquer duvida que tiver. No caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine este documento, que esta em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Vocé tem direito a ndo querer
participar e ndo sofrerd nenhuma penalidade por isso. Além disso, a qualquer

momento durante o estudo vocé pode retirar a permissao.

ESCLARECIMENTOS SOBRE A PESQUISA

O objetivo da pesquisa é: Investigara relacdo entre o estado nutricional da vitamina
D com marcadores inflamatérios em mulheres obesas.

Procedimentos: Ao participar da pesquisa vocé deve estar ciente que devera fazer
um jejum de no minimo 12 horas, sendo submetido a colheita de sangue por pungéo
venosa periférica para dosagem da vitamina D e citocinas inflamatorias. Apos esse
procedimento sera oferecido lanche para o participante da pesquisa. Sera realizado

também afericdo de peso, altura, circunferéncia da cintura e quadril. Além disso,


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiEhZqW19XOAhVJkJAKHQlWBroQjRwIBw&url=http://blog.ceviu.com.br/info/concursos/carreira-em-tecnologia-militar/&psig=AFQjCNGgd6Fog0YgrJfEQxjlKBNtUkcdDg&ust=1471977878120755
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respondera a uma entrevista para obtencdo de dados soéciodemogréficos e
estimativado consumo alimentar habitual.

Beneficios: Os participantes do estudo terdo como beneficio imediato, os resultados
daavaliacdo antropométrica e, da dosagem de vitamina D e citocinas inflamatorias
como beneficio mediato, além dapossiblidade de contribuir para o levantamento de
informagdes relevantes acerca do estado nutricional de vitamina D e estado
inflamatdrio em mulheres de Teresina-Pl.

Riscos: Existe um desconforto e risco minimo para a participante da pesquisa
inerente a colheita de sangue. Para controlar esse risco o procedimento seri
realizado por profissional treinado e capacitado e seguindo todas as normas de
biosseguranca. Além disso, pode-se sentir um certo constrangimento durante a
afericdo de peso, altura, circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril e para
informar os alimentos que costuma ingerir no dia a dia. Para minimizar esse risco 0s
avaliadores serao treinados e os procedimentos serdo realizados em sala reservada,
na qual estara apenas a participante da pesquisa e o avaliador.

Custos: Participar do estudo ndo acarretard custos para a participante. A
participacdo € voluntaria, ou seja, ndo sera oferecida nenhuma compensacgao
financeira.

Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4d acesso aos profissionais
responsaveis pelapesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. Se vocé tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Piaui (Campus
Universitario Ministro Petrbnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil),
telefone: (86) 3237-2332.

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo
mantidos em sigilo. A menos que requerido por lei ou por sua solicitagdo, somente o
pesquisador, a equipe do estudo, Comité de Etica independente e inspetores de
agéncias regulamentadoras do governo (quando necessario) terdo acesso a suas
informacdes para verificar as informacdes do estudo. O projeto terd duracdo de um
ano e meio, com término previsto para o primeiro semestre de 2018.

Nomes e assinaturas dos pesquisadores:

Dra Betania de Jesus e Silva de Almendra Freitas




63

Georgia Rosa Reis de Alencar
CONSENTIMENTO DA PARTICIPA(;AO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,RG :
CPF , abaixo assinado, concordo em participar do estudo

“Estado Nutricional da Vitamina D e sua Relacdo com Marcadores Inflamatorios em
Mulheres Obesas”, como sujeito. Tive pleno conhecimento das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo. Discuti com a mestranda Georgia
Rosa Reis de Alencar sobre a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram
claros para mim quais serdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta
de despesas. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualgquer momento, antes ou durante 0 mesmo. A

retirada do consentimento ao estudo ndo acarretara penalidades ou prejuizos.

Teresina [

Assinatura do participante

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

Observacdes complementares
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APENDICE B - FICHA DE CADASTRO DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA

MINISTERIO DA EDCA(;AO E CULTURA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO

FICHA DE CADASTRO DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA

Instrucdes para entrevistados:

1. Preencher dados com caneta;

3. No questionario anotar o numero referente a resposta na coluna
correspondente;

4. As questbes 04 e 06 s6 deverdo ser preenchidas quando de resposta

afirmativa para pergunta imediatamente anterior;

Cadigo:
Nome: D.N [

Endereco:

Fone: E-mail:

MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Peso (Kg)
Estatura (cm)
IMC(Kg/m2)

CC(cm)
CQ (cm)
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QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

01. Com relacao a cor da pele vocé se considera:

1. Branco 2. Preto 3. Amarelo 4. Pardo ou indigena

02. Qual a renda mensal em reais aproximada da sua

familia?

03. Vocé usa protetor solar?
1.Sim
2. Nao

04. Se sim, qual a frequéncia de uso?
1. Diariamente

2. Trés ou mais vezes na semana

3. Menos de trés vezes na semana

4. Somente quando vou a praia ou piscina.

05. Por quanto tempo vocé se expde diretamente ao sol?
1. Até 15 minutos menos de trés vezes por semana
2. Até 30 minutos ao menos cinco vezes por semana

3. Nado me exponho ao sol

06. Quais sédo os horarios que vocé comumente se expde
ao sol?

1. Até dez horas da manha

2. Entre dez da manha e trés da tarde

3. ApOs trés da tarde

07. Vocé fuma?
1.Sim

2. Nao

Se sim, quantos cigarros por dia
3. Se ex-fumante,

h& quanto tempo parou?

08. Vocé consome bebida alcodlica? 1. Sim 2. N&o
Se sim, que tipo de bebida e qual a quantidade?

Com que frequéncia?

1.diariamente 2. Nos fins de semana 3.Eventualmente
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APENDICE C — REGISTRO ALIMENTAR

Recordatério 24 horas

NOME DATA I | N°

% NOs vamos avaliar sua alimentacdo. Pedimos que anote neste registro
alimentar tudo que vocé comer_e beber durante todo o dia e a noite. Vocé
devera anotar todos os alimentos consumidos sendo 2 dias durante a semana
nao consecutivos.

% Durante o preenchimento desse registro alimentar, alguns aspectos sé&o
importantes:

1. Preencher logo ap6s o consumo do alimento;

2. Especificar as marcas dos alimentos industrializados;

3. Procurar identificar o tamanho das frutas, vegetais, pedacos de carne,
ou a quantidade que cada alimento € consumido, bem como o tipo de
preparacao (frito, cozido, assado) e caso haja molho, que tipo foi
utilizado.

4. Diferenciar qual o utensilio € usado, por exemplo:

1. Colher — de ché, de sobremesa, de sopa, de servir ou concha
2. Xicara — de cha ou de café
3. Copo - grande ou de requeijao (americano)
4. Prato de sobremesa
5. Consumo mensal de 6Oleo e sal da familia:

A: Colher de servir; B: Colher de sopa; C: Colher de F:Prato de sobremesa
sobremesa; D: Colher de cha; E: Concha de servir

G: Xicara cheia; H: Xicara
nivelada; I: Xicara média

—a

Copo americano
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RECORDATORIO 24 HORAS — N°

DIA DA SEMANA

REFEICOES ALIMENTOS QUANTIDADES
(HORA) (MEDIDAS CASEIRAS)

CAFE DA

MANHA

LANCHE

ALMOCO

LANCHE

JANTAR
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

UEPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS ‘GRGrard o
UNIVERSITARIO MINISTRO
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titubo da Pesquisa: ESTADO NUTRICIONAL DA VITAMINA D € SUA RELACAD COM MARCADORES
INFLAMATORIOS EM MULHERES OBESAS
Pesquisador: BETANIA DE JESUS E SULVA DE ALMENDRA FREITAS
Area Tematica:
Varsao: 1
CAAE: 306251620000 6214

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Paui - UFPY
Patrocinador Principal: Financiamento Pripeio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecor: | 872442

Apresentacho do Projeto:

O protocolo Os pasgusa trata-se de um estudo transversal, quantitatvo, desaontivo @ analitico que sera
reatzado com mulheres cbesas alendidas am um Hospilad paicular

de Terasing — Pl Sequndo 8 pesquisdiors & obesidace & delinida como uma palologia crinics que se
caracieriza pelo sxcesso de gordura coforsl, apresantando sticlogia complers = mukfatoral. Encontra-sa
aszociaca 8 diversas comarbidadas, como diabates, alerosclerase, disipidemas, doengas cardovascularas
o diferentes cancerss. Diferentes estratépas 16m s:do empregadas pasa o fratamenta da obesidade.
nckindo resingdo calinca, programas de perca da peso, mudancs de rosna @ atividade fisica Nesse
sentico, aeraphes nuticionals como B NGesIa0 distdlica redu2ida da alguns Mulrientes, a exaemplo da
vitamina D, tem sxdo de grandes inerasss pelos pasquisadores, peincipaimants denvdo 88 novas Tungdes
dessa vitamng em dversos processos vilais como s dierenciagho e proMeragdo celutar, =acregao hormonal
¢ modulagdo do sistema imune, dessa fella atrbub-se 2 esta vilamina cancgdas de reduzy o estresse
axidativo ¢ a prosenca das comarbidades na cbesxdade

Objetivo da Pesquisa.

Coyetivo Primdnio:
Avaliar o estado ruincional da veamina D e sua relagdo com marcadores infamatanos em

Endereco:  Carvpus Unhwrsbion Mnstrs Pebrorse Sarkeis - Frofetor de Posgeas

Bakro: Inegw CEP: 4034550
UF: F1 Nunicpo: TERESINA
Telefone: (D8 237-23%0 Fax: (862973332 E-rad: onpo@uis aduty
Pagra ) - bd



UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS S Grry '™
UNIVERSITARIO MINISTRO
Comrancio 40 Pevenr | 872440

mutheres obesas.

Objetvo Secundano’

Analisar © consuma aimentar 6g wWiamna D & macronuiriantes 6 sus 80aquacdo nuincional am mubsres
obesss Datarmingr 88 concentraghes séricas da vilamna D em mulheres obesas; Cuantificar as
concentractas sancas de peotaing C realive em muheres obesas. Quartficar as concaniragbes séncas de
TNFs L IL-1 IL- 8. IL-8 & IL-10 em muiheres besas;investigar a existéncia da comelagdo antre a vitaming D
sénca com as concentragfes sancas de protaing C reatha & cliccings Inflamatdnas am mulhecos ohosas,

Avaliagdo dos Riscos ¢ Beneficios:

Risoos:

Podacd axisty um dasconiond § rece Minimo para 8s mulhanes pamicoanies ts pasquiss nareals 4 colherta
de sangue Para conirolar 8886 risco. o procedimenio serd realizado per profissional trenado @ capacitado,
seguindo lodas s nonmas de bosseguranca

Aldm disso, a participants da pesquisa pode sentir um carto constrangimento 20 relatar os alimentos que
ingere habiualmente durante o inquérita alimentar ou mesmo durante & afarigdo das madidas
antropometicas. Para minimizar 556 risco, 05 avaliadares serio Ireinsdos @ 08 Procadimantos serdo
faRlizacos am SAA resenvada Na quil Aslard apenss 8 pactcipants dy pesquiss & o avalador
Baneficios:

As particpantes do sstudo (aro como baneficio imadialo, as resuktades da avallagdo antropomatrica e da
dosagem da vitamina D o come beneficics madiatos. a passitilidade de contribur para o lsvantamanto de
nformagtes impertantas acerca da estado nutncionad da vitamnag D om mulheras obesas numa regiio do
Brasil Espera-se qua esse estuda revele o status de vitaming D e inflamagio nas mulhares obesss
Avalipaas ¢ que 56 datectado deficidngs ou Bisulickincia de magntude signilicaliva sejamn promavidas
agbes. aspecamente nog hospilais. buscando minimizar essa nadequagio nutncional.

Comaentarios ¢ Consideragdaes sobre a Pesquisa:
A pasquisa ¢ Interassania 5obra obesklage em mulhares

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Os termos de apreseniagdo chngatora asido anexacos

Recomendacans.
Sam recomendscio,

Enderego.  Camgus Uaninstdng Nostnd Petrons Poneta - ProRefone oo Peaguea

Sabro: bage CEP. 54040550
ur: » Numcipie:  TERESINA
Telefane: (B4)5247.2052 Fax: (MR27-2332 E-malt  cep utpbiutsi ety Bt

70
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Conclusoes ou Pendéncias ¢ Lista de madequagdes:
O protecolo de pesquisa estd APROVADO porque enconiia-se alabarada de acordo com as
recomendasbos a1icas da Resolupho 466/2012 do Conselng Nacional de Saude.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento AQAvO Pastagem Ator Siluagao
Informactes Sasicas FB_INFG?MAW&_W_DO_P 15122008 Acsito
do Projelo ROJETO 750083 pdf 1718
Qulras ENCAMNHAMENTO pdf 181 1 Aceiln

171824 |ESILVADE
Oulros INSTRUMENTODECOLE 1A pat 151272016 | Mﬁnm_aer IA DE JESUS| Aceilo
1TSS |ESILVADE
Qutros Mmemlm.Pnr 1312/2016 1A DE J Aceli
120148 |E SILVADE
Outros CUMISAO_Takws_DRsQuisacor pof On112016 | %us AceI0
112523 |E SILVADE
Lo _.LW
Projeto Detaihaco | | projto. pof 19052016 1A DE JESUS] Acemo
Brochura 115608 |ESILVADE
invessoadar ]
TCLE/ Termos de  |termodeconsentmento. par 1209/2018 |BETANIA DE JESUS] Acato
Assantimanto | 11:54:57 |ESILVADE
Justificatva da ALMENDRA
) ¥
amdo de declancacdaspesguscoras. par 190072016 BET% DE JESUS| Aceto
Pesgusadones 11:53:54 |ESIVADE
[Frina o Rosio f0iha_oe_roato. pdl 190812016 |BET, JESUS| Aceto
1155118 [ESAVADE
ALBIENCRA
Situacdo do Parecer:
Aprovada
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo
Enderego:  Carous Unteenatane Mntero Petrono Portela - Pro-Reiona o Pesgisa
flairre: Iresga CEP: 44 Ng420
UF: P Municiglo: TERESINA
Tellone  BE0237-2307 Fax; (38)R2)7.2382 Emall  cep vipa@ulpieou iy
'nn“)m
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UFP! - UNIVERSIDADE
ﬁ FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS {W
s UNIVERSITARIO MINISTRO

TERESINA, 16 do Dazembra da 2016

A O
Assinado par;
Licia de Fatima Almeida de Deus Moura
(Coordenador)

i 0 (e Fena e oMo
Courgenaiva CEPUFHY
Bortznz PROFESQN® L2016

Enderago:  Camgus Unhveewting Mot Petand Poneld - Profelen de Mesguan

Rakra: lnnga CEM G4 4865
UF: Pl Musidipn: TERESINA
Telefone: (8632972302 Fax: [BOpDT-2XN Eemal: o u\a il 030 be
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