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RESUMO

A fibrose cistica € uma doenca autossdmica recessiva, causada por mutacdes no gene CFTR.
No Brasil, tem incidéncia aproximada de 1/7000, sujeita a varia¢oes regionais. Cerca de 90%
dos pacientes apresentam insuficiéncia pancreatica, resultando em ma absorcédo e risco de
deficiéncia de vitaminas lipossollveis, incluindo a vitamina D. Recentemente, a vitamina D
tem sido associada a varios estados de doencga, como hipertensdo, diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares, cancer e doenga pulmonar obstrutiva crénica. A vitamina D tem efeitos
imunomoduladores na inflamacdo. Estudos tém indicado a existéncia de varios polimorfismos
no gene do VDR. Estes polimorfismos foram estudados como possiveis fatores envolvidos na
predisposicdo a doencas, bem como na modulacdo da atividade da vitamina D. Estes novos
insights sobre as funcBes bioldgicas da vitamina D levaram ao interesse pelas consequéncias
clinicas da sua deficiéncia. Baseado nestes fatos, o estudo teve como objetivo identificar a
prevaléncia da insuficiéncia/deficiéncia de 25-hidroxivitamina D em individuos portadores de
fibrose cistica e analisar sua associa¢do com o perfil inflamatério e o polimorfismo Fokl do
gene VDR. Tratou-se de um estudo transversal, conduzido com pacientes acompanhados no
ambulatorio de Pediatria do Hospital Universitario Lauro Wanderley — UFPB, envolvendo 18
pacientes, de ambos os sexos. Foram coletadas, através de um questionario, informacGes
socio-demograficas, fatores associados a exposicdo ao sol e vestimentas. Foram medidos o
peso, altura e circunferéncia do braco e aplicado um questionario de frequéncia de consumo
alimentar. Sangue foi coletado para analise de parametros biogquimicos (25-hidroxivitamina
D, paratormonio, calcio sérico, alanina transaminase, aspartato transaminase, uréia, creatinina,
acido urico, glicemia de jejum e hemograma), marcadores inflamatérios (Proteina C Reativa,
a-1 glicoproteina &cida) e para verificar a presenca do polimorfismo Fokl do gene VDR
receptor da vitamina D, analisado por RFLP. Anélise estatistica foi realizada através dos
testes t de Student independente (ou seu correspondente nao-paramétrico, o teste de Mann-
Whitney), Teste do Qui-quadrado de Spearman e Correlagdo de Pearson, adotando-se
significancia de p<0,05. A maioria dos participantes era do sexo masculino (55,6%). Da
amostra total, 33,33% (n=6) apresentou insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D (19.60 +6.180
ng/ml) e 27,8% (n=5) anemia e baixo peso para a idade. No tocante aos gendtipos, 5,6% (n=1)
apresentou genétipo FF, 72,3% (n=13) apresentou genotipo Ff e 22,2% (n=4) apresentou
gendtipo ff. Houve associacdo entre aos valores séricos de 25-hidroxivitamina D com os de
hemoglobina (p=0.008), hematdcrito (p=0.019) e leucdcitos (p=0.0114). N&o houve
associacdo entre os valores de 25-hidroxivitamina D e os genotipos (FF, Ff e ff) (p=0.23).
Além disso, houve associacdo entre o polimorfismo Fokl e a contagem total de leucdcitos
(p=0.01). Ndo houve associacdo da hemoglobina com o estado nutricional (p=0.61). Também
ndo houve associacdo entre vitamina D e perfil inflamatorio. Ao analisar a frequéncia de
consumo de alimentos-fonte de vitamina D, pdde-se observar que todos os individuos
consomem leite integral diariamente. O presente estudo encontrou associagdo entre os valores
séricos de 25-hidroxivitamina D e os de hemoglobina, hematdcrito e leucécitos nos
individuos analisados. Além disso, encontrou-se associacdo do polimorfismo Fokl com a
contagem total de leucdcitos.

Palavras-chave: Fibrose cistica. Vitamina D. Polimorfismo. Inflamacéo.



ABSTRACT

Cystic fibrosis is an autosomal recessive disease caused by mutations in the CFTR gene. In
Brazil, it has an approximate incidence of 1/7000, subject to regional variations. About 90%
of patients have pancreatic insufficiency, resulting in malabsorption and risk of deficiency of
fat-soluble vitamins, including vitamin D. Vitamin D has recently been linked to several
disease states, such as hypertension, diabetes mellitus, cardiovascular disease, Cancer and
chronic obstructive pulmonary disease. Vitamin D has immunomodulatory effects on
inflammation. Studies have indicated the existence of several polymorphisms in the VDR
gene. These polymorphisms have been studied as possible factors involved in predisposition
to diseases as well as in the modulation of vitamin D activity. These new insights into the
biological functions of vitamin D have led to interest in the clinical consequences of their
deficiency. Based on these facts, the study aimed to identify the prevalence of 25-
hydroxyvitamin D deficiency / deficiency in individuals with cystic fibrosis and to analyze its
association with the inflammatory profile and Fokl polymorphism of the VDR gene. This was
a cross-sectional study, conducted with patients who were followed at the Pediatric Outpatient
Clinic of the University Hospital Lauro Wanderley - UFPB, involving 18 patients, of both
sexes. Socio-demographic information, factors associated with sun exposure and clothing
were collected through a questionnaire. Weight, height and arm circumference were measured
and a food consumption frequency questionnaire was applied. Blood was collected for
analysis of biochemical parameters (25-hydroxyvitamin D, parathyroid hormone, serum
calcium, alanine transaminase, aspartate transaminase, urea, creatinine, uric acid, fasting
glycemia and blood count), inflammatory markers (C-reactive protein, a-1 glycoprotein Acid)
and to verify the presence of Fokl polymorphism of the vitamin D receptor VDR gene,
analyzed by RFLP. Statistical analysis was performed using Student's independent t-tests (or
their non-parametric correspondent, the Mann-Whitney test), Spearman’s Chi-square test and
Pearson's correlation, adopting a significance of p <0.05. The majority of the participants
were male (55.6%). Of the total sample, 33.33% (n = 6) had vitamin D insufficiency /
deficiency (19.60 + 6.180 ng / ml) and 27.8% (n = 5) anemia and low weight for age.
Regarding genotypes, 5.6% (n = 1) had FF genotype, 72.3% (n = 13) had Ff genotype and
22.2% (n = 4) presented ff genotype. There was an association between serum levels of 25-
hydroxyvitamin D and hemoglobin (p = 0.008), hematocrit (p = 0.019) and leukocytes (p =
0.0114). There was no association between the values of 25-hydroxyvitamin D and the
genotypes (FF, Ff and ff) (p = 0.23). In addition, there was an association between Fokl
polymorphism and total leukocyte count (p = 0.01). There was no association of hemoglobin
with nutritional status (p = 0.61). There was also no association between vitamin D and
inflammatory profile. When analyzing the frequency of consumption of source foods of
vitamin D, it was observed that all the individuals consume whole milk daily. The present
study found an association between the serum values of 25-hydroxyvitamin D and those of
hemoglobin, hematocrit and leukocytes in the individuals analyzed. In addition, the
association of the Fokl polymorphism with the total leukocyte count was found.

Key words: Cystic fibrosis. Vitamin D. Polymorphism. Inflammation.



Figural -
Figura 2 —

Figura 3 —

Tabela 1l -
Tabela 2 —
Tabela 3 -

Tabela 4 —

Gréaficol -
Gréfico 2 —

Gréafico 3 -

Tabela 1l -

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Tabela 4 —

LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURAS DA DISSERTACAO
Sintese e metabolismo da vitamina D
Papel da vitamina D na expressao génica

Posicdo dos polimorfismos do gene VDR

TABELAS DA DISSERTA(;AO
Tipos de pele de acordo com a classificacdo de Fitzpatrick (1988)
Classificacio do indice de Massa Corporal
Classificacao do estado nutricional segundo adequacao da CB

Valores de referéncia para a variavel perfil glicémico de criancas e
adultos

GRAFICOS DO ARTIGO
Vitamina D x Hemoglobina
Vitamina D x Hematdcrito

Vitamina D x Leucdécitos

TABELAS DO ARTIGO

Caracterizacdo da amostra e relacdo entre os valores séricos de
25-hidroxivitamina D e os dados socio demograficos de individuos
portadores de fibrose cistica. Jodo Pessoa — PB, Brasil, 2016.

Variaveis bioquimicas de acordo com os valores séricos de 25-
hidroxivitamina D em individuos portadores de fibrose cistica. Jodo
Pessoa — PB, Brasil, 2016.

Variaveis bioquimicas de acordo com distribuicdo alélica do

polimorfismo Fokl do gene VDR em individuos portadores de fibrose

cistica. Jodo Pessoa — PB, Brasil, 2016.

Associacao dos genotipos com os valores séricos de 25-
hidroxivitamina D em individuos portadores de fibrose cistica. Jodo
Pessoa — PB, Brasil, 2016.

21

22

26

29

31

31

32

7l

78

78

75

76

76

77

10



AGP-A
ALT
AST
ATP
CB
CCsS
CEP
CFTR
CNS
DBM
DM2
FC
GSH
HULW
1IG-A
1G-M
IFN-y
IL1
IL6
IL8
IMC
OMS
MS
NF-KB
DBP
PBMC
PCR
PCR-us
PMN
PTH
QQFCA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Alfa 1 Glicoproteina Acida

Alanina Transaminase

Aspartato Transaminase

Adenosina trifosfato

Circunferéncia do Braco

Centro de Ciéncias da Saude

Comité de Etica em Pesquisa

Cystic Fribrosis Transmembrane Conductance Regulator
Conselho Nacional de Saude
Departamento de Biologia Molecular
Diabetes tipo 2

Fibrose Cistica

Glutathione

Hospital Universitario Lauro Wanderley
Imunoglobulina A

Imunoglobulina M

Gamma interferon

Interleucina 1

Interleucina 6

Interleucina 8

indice de Massa Corporal
Organizacdo Mundial da Saude
Ministério da Saude

Nuclear factor Kappa-B

Vitamin D binding protein

Peripheral Blood Mononuclear Cell
Proteina C Reativa

Proteina C Reativa ultrassensivel
Polyphosphate nucleophiles

Parathyroid hormone

Questionario Quantitativo de Frequéncia do Consumo Alimentar

11



RXR
ROS

SBC

SBD

SPN

TA

TCLE
TNF-a
UFPB

us

UVB

VDR
VDRE
WHO
1,25(0OH):D
25(0OH)Ds
7DHC

Retinoid X receptor

Reactive Oxygen Species
Sociedade Brasileira de Cardiologia
Sociedade Brasileira de Diabetes
Single Nucleotide Polymorphism
Termo de Assentimento

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Tumor Necrosis Factor
Universidade Federal da Paraiba
United States

Ultravioleta B

Vitamin D Receptor

Vitamin D response elemento
World Health Organization
1,25-dihidroxivitamina D
25-hidroxivitamina D

7 dehidrocolesterol

12



13

SUMARIO
L INTRODUGAOD ..ottt ettt sttt sttt sttt s st 14
2 REFERENCIAL TEORICO ..ottt esie st es s st 17
2.1 FIBROSE CISTICA ..ottt 17
22 VITAMINA D oottt et e e st e e e bt e e e be e e abeeesbeeesnseeeanneeesnaeeans 19
2.3 FIBROSE CISTICA, INFLAMACAO EVITAMINAD ..o 23
2.4 POLIMORFISMOS DO GENE VDR ....coiiiiii e 25
3 ABORDAGEM METODOLOGICA ........oooveieeeeveeeee e sesiess e isss e sassesasnes s 27
3.1 TIPO DE ESTUDO ..ottt sttt sttt sbe et e e s e e nneesnneenneeas 27
3.2 ASPECTOS ETICOS ....oieuiiiriieeseiseeees sttt esssssesssens 27
3.3 POPULACAO E AMOSTRA .....oooeeeeeeeeteetee et eeeeeesee s ss st ss s 27
3.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE DA AMOSTRA ...ooviieteeeeeeeeeeee e ereses s 28
3.4.1 CriterioS A INCIUSAOD ......ccveuiiiiitiieiiite ettt 28
3.4.2 CriterinS A8 EXCIUSED .....cviiiuiiiieicete et bbb 28
3.5 DESENHO DO ESTUDO ...ttt sttt sie e snneennee s 28
3.5. 1 QUESLIONATTO ...ttt e te et beeseese e e e e e e e stesreebenreeneeneeneas 28
3.5.1.1 DAU0OS PESSOAIS ....euveuviiiitieieeiieiieie it sttt sttt ettt b ettt sttt b bbb b et neeneeneas 28
3.5.1.2 Fototipo da Pele € EXPOSICAO @0 SOl ......cc.coieiiiiiiiieii e 28
KRN GV =T [ o= Vo Lo PSPPSR P PSR 29
3.5.1.4 AvaliaG80 ANrOPOMEALIICA. ......eveuiiviieeieieite ettt 29
3.5.2 INQUETTEO ATIMENTAT ...ttt 31
3.5.3 Avaliacao de parametros DIOQUIMICOS .......cc.cviiieieirierieeee e 31
3.5.4 Vitamina D [25(OH)D] . .cueveeveeeererereeeeeeeseeeeseesseesseeeseeesseessesesessseseseess s ssseseseseseesees e 32
3.5.5 ParatormOnio (PTH) ...ecoiie ettt re e ae e ens 33
3.5.6 Avaliacédo de marcadores iNflamatOrios ...........ccoceveiiiiiieiiciceee e 33
3.5.7 Coleta e isolamento do DNA de 1eUCOCITOS ........ccerveiriirieiiiieieise e 33
3.5.8 Analise do polimorfisSmO rS2228570 .........coiiiiieiiieiese s 34

3.6 ANALISE ESTATISTICA ..o oot e e e et e e e et e e et e e es e e s et e e er e e se e e s ere e enans 34



14

REFERENCIAS. ...ttt sttt s sttt 35
APENDICE A ..ottt 42
APENDICE B ..ottt 45
APENDICE C oottt 47
ANEXO A oottt 50
ANEXO B ..o an s s 54
Y = 1 [T PPN 66

OUTROS RESULTADOS ...ttt 83



15

1 INTRODUCAO

Fibrose cistica (FC), a doenca autossdmica recessiva mais comum em brancos,
igualmente comum em ambos o0s sexos, € uma doenga letal, causada por mutacGes no gene
Cystic Fribrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), e caracterizada por
hiperinflamagdo pulmonar, seguida por destruicdo das paredes das vias aéreas e fibrose,
resultando em um declinio gradual da funcdo pulmonar. Cerca de 90% dos pacientes
apresentam também insuficiéncia pancreatica, resultando em ma absorcdo e risco de
deficiéncia de vitaminas lipossoliveis, incluindo a vitamina D (ROVNER et al., 2007;
COHEN; PRINCE, 2012; HAACK; ARAGAO; NOVAES, 2013; SEXAUER et al., 2014;
WOESTENENK et al., 2014).

A incidéncia da doenca varia de acordo com a etnia, de 1/1800 a 1/5000 em
caucasianos nascidos vivos na Europa, nos estados Unidos e no Canada, 1/14000 nos afro-
americanos e 1/40000 na Finlandia. E considerada uma doenga rara entre asiaticos e africanos.
No Brasil, estudos locais mostram dados estatisticos variados que sugerem uma incidéncia
aproximada de 1/7000 (HAACK; ARAGAO; NOVAES, 2013).

Nas Gltimas décadas, a mediana de sobrevida destes individuos aumentou de 10-12
anos para mais de 37 anos de idade, sendo um dos principais fatores contribuintes a
compreensdo do papel da nutricdo no estado de satde geral destes individuos (ENGELEN et
al., 2012).

A doenca pulmonar na FC é caracterizada por colonizagdo precoce e infeccdo das vias
respiratérias. Embora mudancas estruturais nas vias aéreas possam ser observadas ao nascer
em ambos o0s sexos, pouca inflamacédo é observada. No entanto, a infeccdo ocorre rapidamente
e a resposta inflamatoria a infecgédo é grave. Nenhuma outra doenca pulmonar é conhecida por
induzir e sustentar intenso processo inflamatorio, como pode ser visto nas vias aéreas em
pacientes com FC. Estes individuos também sofrem de uma inflamacgéo sistémica intensa,
caracterizada pelo aumento de proteinas de fase aguda no soro (CANTIN et al., 2015).
Infecgbes agudas ou exacerbacdes causadas pelo aparecimento de novos patdgenos, um
aumento da carga bacteriana habitual ou resposta inflamatéria do hospedeiro, levam a
diminuic3o da funcéo respiratoria e mau prognostico (GIRON-MORENO et al., 2014).

A proteina C reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda cuja concentra¢do no soro
sobe até 1000 durante uma resposta de fase aguda (MORETON; KENNEDY, 1988). Tem alta
sensibilidade diagndstica, embora sua especificidade seja baixa. Em individuos com FC, € 0

biomarcador sanguineo mais estudado para avaliar a resposta ao tratamento de uma
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exacerbacdo. Estudiosos mostraram que a PCR aumenta durante exacerbagdes pulmonares em
individuos com FC e dimunui durante o tratamento, havendo uma associacao inversa entre a
PCR e 0 tempo até a exacerbagio subsequente (GIRON-MORENO et al., 2014).

Esta inflamacdo tem efeitos locais e sistémicos, como 0 aumento no gasto energético
de repouso, a alteracdo na captagdo e no aproveitamento de nutrientes, 0 aumento no estimulo
dos processos catabdlicos e a perda de massa muscular (SALVA et al., 1996; COURTNEY;
ENNIS; ELBORN, 2004; SOETERS; SCHOLS, 2009; BERNARDI et al., 2013). O estado
nutricional é considerado um agente independente determinante na evolucdo da doenca, e
estes pacientes frequentemente sdo desnutridos. Em criangas com fibrose cistica, a melhoria
do estado nutricional foi associada com melhor crescimento linear, melhor funcdo pulmonar e
tolerancia ao exercicio (CHAVES; CUNHA, 2012; ENGELEN et al., 2012).

A prevaléncia de valores de vitamina D inferiores aos adequados tende a ser maior em
pacientes com FC do que na populacdo em geral. Multiplos fatores pertinentes a fungéo e
metabolismo da vitamina D podem estar alterados nestes individuos, contribuindo para a
reducdo da sua biodisponibilidade. Uma das causas pode ser a falta de acesso a fonte primaria
de vitamina D, a luz solar. Estes pacientes frequentemente apresentam exposicao a luz solar
diminuida, resultante de fotossensibilidade causada por antibiéticos ou mobilidade
prejudicada, causada pela diminuicdo da capacidade ventilatoria, funcdo cardiaca prejudicada,
fraqgueza muscular e infeccdes frequentes. Além disso, apesar da reposicdo de enzimas
pancredticas, a ma absorcdo de gordura pode persistir e contribuir para a ma absorcdo de
vitamina D (HERSCOVITCH; DAULETBAEV; LANDS, 2014).

Baixos niveis de vitamina D em individuos com FC sdo motivo de preocupacao
devido ao seu potencial para a perda éssea crénica, deformidade torécica e fraturas vertebrais.
Além disso, a vitamina D tem efeitos imunomoduladores na inflamacao e funcdo pulmonar.
Recentemente, a vitamina D tem sido associada a varios outros estados de doenga na
populacdo em geral, incluindo hipertensdo, doenca cardiovascular, cancer, além de efeitos
sobre a funcdo muscular (SHEPRERD et al., 2013; SEXAUER et al., 2014).

A descoberta de que a maioria dos tecidos do corpo e as células abrigam receptores de
vitamina D e que varios destes tecidos possuem o equipamento enzimatico para converter a
forma priméaria da vitamina D em circulagdo em sua forma ativa, proporcionou novos
conhecimentos sobre a fungdo deste hormonio esterdide (CABRAL et al., 2013).

Acredita-se que a forma ativa da vitamina D exerca seus efeitos principais interagindo
com o receptor de alta afinidade desta vitamina, chamado de vitamin D receptor (VDR), um

fator de transcricdo ligante-dependente que regula a transcricdo génica e a funcédo celular em
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diversos tecidos (LANSKE; RAZZAQUE, 2007; SHAB-BIDAR; NEYESTANI;
DJAZAYERY, 2011). O que pode justificar seu papel em diversas fungdes fisiologicas do
organismo.

VariagBes genéticas identificadas no gene do receptor de vitamina D podem ser
denominadas de Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (VALDIVIELSO; FERNANDEZ,
2006). Polimorfismos no VDR foram estudados como possiveis fatores envolvidos na
predisposicdo a doencas, estando também associados com diferentes respostas a
suplementacdo de vitamina D (CAVALCANTE et al., 2015).

Uma das principais manifesta¢cGes clinicas da FC é a desnutri¢do, caracterizada
principalmente pela perda de peso e falha no crescimento. Conhecendo-se os efeitos deletérios
da inflamagdo crbnica presente nestes pacientes sobre o estado nutricional, os efeitos
antiinflamatérios da vitamina D e a influéncia dos polimorfismos do gene VDR na modulacao
da atividade da mesma, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar a prevaléncia
da insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D em pacientes portadores de fibrose cistica e sua
associacdo com o perfil inflamatério e o polimorfismo Fokl do gene VDR.

Como objetivos especificos: identificar a prevaléncia da insuficiéncia/deficiéncia de
vitamina D e sua associacdo com marcadores inflamatérios e polimorfismo Fokl do gene
VDR; avaliar a frequéncia de consumo de alimentos-fonte de vitamina D; verificar o estado
nutricional dos pacientes através dos indicadores Indice de Massa Corporal para idade
(IMC/Idade) e Circunferéncia do Braco (CB).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FIBROSE CISTICA

A fibrose cistica € uma doenca monogénica, cujo gene se localiza no brago longo do
cromossoma 7, locus g 31, éxon 102 (FIRMIDA; MARQUES; COSTA, 2011). A mutagéo do
gene responsavel pela codificacdo da CFTR (Cystic Fribrosis Transmembrane Conductance
Regulator) provoca auséncia ou disfuncdo da glicoproteina CFTR, afetando a producdo de
muco (HAACK; ARAGAO; NOVAES, 2013).

A CFTR é uma glicoproteina expressa principalmente nas células epiteliais da arvore
respiratoria, trato digestério, glandulas sudoriparas e aparelho reprodutor, mas também em
outros tipos de células, incluindo linfécitos (RIORDAN et al., 1989; YOSHIMURA et al.,
1991; BRUSCIA et al., 2009; CHAVES; CUNHA, 2012). Além de seu papel como um canal
de CI, é crucial na regulacdo do transporte de ions, particularmente Na* e HCO3"
(COAKLEY et al., 2003).

As primeiras manifestacdes clinicas podem aparecer no periodo neonatal, no entanto,
alguns individuos permanecem assintomaticos por varios anos. Os sinais clinicos mais
comuns incluem tosse cronica, esteatorréia e desnutricdo crénica (REIS; DAMACENO,
1998).

O papel central da CFTR na regulacdo da hidratacdo das vias aéreas tornou-se o foco
de terapias que visam potencializar parcialmente sua funcao. A proteina CFTR funciona como
um canal que regula o transporte de ions e a circulacdo de agua através da barreira epitelial
(COHEN; PRINCE, 2012). Sua disfuncdo diminui a permeabilidade da membrana celular ao
cloreto, trazendo dificuldades ao transporte e a secrecdo deste ion. Consequentemente, a
concentracdo de cloretos na membrana apical das células epiteliais se eleva. Cada érgédo que
depende da proteina CFTR expressa esta disfuncdo de maneira diferente, de acordo com a
sensibilidade de cada um deles ao déficit funcional. As glandulas sudoriparas requerem cerca
de 5% de proteina CFTR normal para reabsorver os cloretos adequadamente. Sua disfuncao
resulta no acimulo deste ion no suor, assim como do sddio, cuja reabsorcdo também fica
prejudicada (FIRMIDA; MARQUES; COSTA, 2011).

A doenga pulmonar ¢ a principal causa de morbidade e mortalidade na fibrose cistica.
As mutacbes no gene CFTR, que formam a base para as manifestac@es clinicas da fibrose
cistica, resultam na formacdo de muco viscoso. O espessamento da secrecdo leva a obstrucao

das vias aéreas e compromete 0s mecanismos locais de defesa, facilitando a ocorréncia de
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infeccdes. Estas infec¢cdes costumam ocorrer logo ap6s 0 nascimento e sdo acompanhadas de
intensa resposta inflamatoria. Para agravar os efeitos do recrutamento excessivo de
neutrofilos, o canal CFTR mutante ndo transporta antioxidantes para combater o estresse
oxidativo associado a neutrofilos (FIRMIDA; MARQUES; COSTA, 2011; COHEN;
PRINCE, 2012).

A doenca pulmonar na fibrose cistica se inicia nas vias aéreas, que sao essencialmente
normais ao nascimento, mas que mais tarde se tornam obstruidas por tampdes de muco.
Mesmo na auséncia de infeccdo clinicamente evidente, quer viral ou bacteriana, muitas vezes
h& evidéncia de inflamacéo das vias aéreas, evidenciada por neutréfilos polimorfonucleares
(PMN) e acumulagéo de concentragdes excessivas de interleucina-8 (IL-8) e proteases livres.
Colonizacéo e infeccdo das vias aéreas ocorrem com flora diversificada, que é seguida por
uma infeccdo clinicamente aparente com o0s patdgenos tipicos de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ou ambas, mesmo em criangas em uma idade muito jovem
(FIRMIDA; MARQUES; COSTA, 2011; COHEN; PRINCE, 2012).

Nestes pacientes o0 gasto energético esta aumentado, sendo o principal mecanismo
deste aumento atribuido a elevacdo das concentracdes séricas de catecolaminas e a liberacao
de citocinas durante a resposta inflamatdria pulmonar. Deste modo, a medida que a funcéo
pulmonar piora, a taxa metabdlica basal aumenta, aumentando a utilizacdo de energia com
maior gasto de adenosina trifosfato Associada a diminuicdo da musculatura esquelética
respiratoria e do surfactante pulmonar, a depressdo do sistema imunologico e a alteracdo da
arquitetura pulmonar, a reducdo da massa magra predispde a infeccdo e ao aumento do gasto
energético. Assim, um crescimento satisfatorio dos trés aos seis anos de idade é preditivo de
melhor funcdo pulmonar, reduzindo a morbidade e mortalidade, e a adequagdo do peso
mostrou associacdo com a melhora da funcéo pulmonar (CHAVES; CUNHA, 2012).

Algumas mutacbes da FC causam disfuncdo de mais de 99% da CFTR, acarretando o
comprometimento funcional do pancreas exdcrino. A insuficiéncia pancreética exocrina afeta
aproximadamente 90% dos pacientes. A CFTR € necessaria para a passagem de anions e,
consequentemente, agua para o liumen dos ductos pancreaticos. No limen, os cloretos séo
trocados por bicarbonato. O comprometimento da CFTR resulta na reducdo do contetdo
hidrico da secrecdo pancredtica e em maior acidez da mesma. Estas alteragdes contribuem
para a obstrucdo dos ductos pancreaticos e autdlise e fibrose do pancreas. A intensidade deste
processo determina a progressdo da doenca pancredtica (FIRMIDA; MARQUES; COSTA,
2011; HAACK; ARAGAO; NOVAES, 2013).
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A insuficiéncia pancreética é caracterizada por diarréia cronica com presenca de
alimentos ndo digeridos. A diminuicdo na secrecdo de bicarbonato de sddio reduz a eficacia
das enzimas pancreaticas e precipita os sais biliares, contribuindo para a ma absor¢édo (REIS;
DAMACENO, 1998). As vezes, os sinais clinicos de esteatorréia nio sio evidentes e a Unica
manifestacdo de disabsor¢do é a dificuldade de ganho ponderal. Alguns pacientes com
insuficiéncia pancredtica exocrina também desenvolvem disfuncdo do péncreas enddcrino
evolutivamente, manifestando o diabetes relacionado a fibrose cistica (DRFC) (FIRMIDA,;
MARQUES; COSTA, 2011).

No intestino, a CFTR é o Unico canal de cloro da membrana celular apical da maioria
das regides. Sua disfuncdo compromete a secrecdo de cloretos para o lumen intestinal, o que
em individuos normais, se acompanha da movimentacao de dgua para a mesma regido. Em
consequéncia, o material fecal fica espesso, contribuindo para a ocorréncia das sindromes
obstrutivas intestinais relacionadas a fibrose cistica: ileo meconial, obstrucdo intestinal distal
e constipagdo. O ileo meconial é uma forma de apresentacéo clinica precoce que incide em 15
a 20% dos pacientes e € mais comum naqueles com insuficiéncia pancreatica. Quando ocorre,
0 recém-nascido ndo elimina mecénio, apresenta distensdo abdominal e vomitos biliosos
(FIRMIDA; MARQUES; COSTA, 2011).

Cerca de 5 a 10% dos individuos com FC desenvolvem cirrose multilobular durante a
primeira década de vida. No figado, a CFTR se localiza na superficie das células dos
pequenos ductos biliares. Neste sitio, a secrecdo de cloretos, seguida passivamente de agua,
mantém a solubilidade dos sais e das proteinas biliares, facilitando sua movimentacdo em
diregdo aos ductos biliares e a vesicula. Diante do déficit funcional da CFTR, os ductos
biliares tornam-se obstruidos pela secrecdo espessa, levando a fibrose biliar. Cirrose, ascite,
hipertensdo portal, varizes esofagicas e sangramento sdo complicacdes da doenca hepatobiliar
associada a fibrose cistica (FIRMIDA; MARQUES; COSTA, 2011; HAACK; ARAGAO;
NOVAES, 2013).

2.2VITAMINA D

A maior fonte de vitamina D do organismo é sua sintese realizada na pele, catalisada
pelas irradiagdes ultravioletas, sendo que as fontes alimentares contribuem apenas com uma
pequena parcela das necessidades diarias. A vitamina D proveniente da sintese em animais é

denominada de colecalciferol ou vitamina D3 e a de origem vegetal é o ergocalciferol ou
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vitamina D2. Ambas participam dos mesmos processos biolégicos e das mesmas vias de
metabolizacdo, com poténcias bioldgicas equivalentes (PEDROSA; CASTRO, 2005).

A vitamina D, derivada da dieta ou sintetizada na pele a partir de 7-dehidrocolesterol
(7-DHC) por irradiacdo ultravioleta, € inerte e deve ser ativada para exercer sua atividade
bioldgica (VALDIVIELSO; FERNANDEZ, 2006; CHRISTAKOS et al., 2010).

A partir da exposigéo aos raios ultravioleta (UVB), o 7-dehidrocolesterol presente na
derme e epiderme é transformado em vitamina D3. Esta forma ndo metabolicamente ativa é
transportada no sangue pela proteina de ligacdo da vitamina D (PAD, uma proteina de ligacao
especifica para a vitamina D e os seus metabdlitos no soro) para o figado, onde sofre uma
hidroxilagdo no carbono 25, resultando na formacgdo de 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)Ds)
ou calcidiol. A maioria da 25(0OH)D3z produzida é depositada no tecido gorduroso, seu
principal reservatorio. Tem sido sugerido que CYP2R1 é a enzima chave necessaria para a
hidroxilagcéo da vitamina D no carbono 25, uma vez que uma mutacdo no gene CYP2R1 foi
encontrada em um paciente com baixos niveis circulantes de 25(OH)Ds, principal forma
circulante da vitamina D (PEDROSA; CASTRO, 2005; CHRISTAKOS et al., 2010).

Para se tornar ativa, a vitamina D necessita ainda de uma ultima hidroxilagdo na
posicdo 1 do carbono do anel A, que ocorre nas mitocdndrias dos tubulos contornados
proximais do rim, sob a agdo da enzima 1-o-hidroxilase, resultando na forma ativa da
vitamina D, a 1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(OH)2D), que é responsavel pela maioria, sendo
todas as acdes biologicas da vitamina D. Esta passagem renal, ao contrario da hepatica, é
estreitamente regulada por varios fatores. A elevagdo plasmatica do PTH e a diminuicao do
fosfato estimulam a atividade da 1-a-hidroxilase. A 1,25(OH)2D retro-regula sua producéo,
inibindo a atividade da 1-o-hidroxilase, 0 mesmo ocorrendo com a redugédo do PTH e a
elevacdo do fosfato (PEDROSA; CASTRO, 2005; CHRISTAKOS et al., 2010) (Figura 1).

Os efeitos bioldgicos da 1,25(0OH)2D sédo mediados pelo seu receptor VDR (Vitamin D
Receptor), um fator de transcri¢cdo que pertence a familia de receptores hormonais nucleares
1. O VDR é expresso em quase todas as células humanas e parece participar, de maneira
direta ou indireta, da regulacdo de cerca de 3% do genoma humano. Ele age por meio da
heterodimerizacdo com uma das trés isoformas do receptor do retinoide X (RXR). Assim, em
sua estrutura, ele apresenta dominios especificos para o acoplamento da 1,25(OH)2D,
heterodimerizagdo com o0 RXR, ligacdo ao DNA e ativagéo da transcricdo (CASTRO, 2011).

A 1,25(0OH)2D liga-se ao VDR induzindo & formacdo do complexo transcricional
hormdnio-receptor. Esse complexo hormonio-receptor é heterodimerizado com 0 RXR e esse

heterodimero 1,25(OH).D-VDR-RXR acopla-se a uma sequéncia especifica do DNA nos seus
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genes-alvos, denominada VDRE (Vitamin D Response Element). Entretanto, para promover a
ativacdo ou a repressdo g@énica, o heterodimero recruta complexos de proteinas
corregulatorias. Essas moléculas coativadoras correpressoras do VDR € que permitem a
ligacdo entre o receptor e a maquinaria de transcri¢do, desencadeando a resposta bioldgica
(CASTRO, 2011) (Figura 2).
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Figura 1 — Sintese e metabolismo da vitamina D. A via cutanea produz aproximadamente 80-90% do total de vitamina. D,
complementada através da sua ingestdo na alimentacdo. Parte da vitamina D3 é armazenada no tecido adiposo e muscular e
parte dela é hidroxilada no figado a 25(OH)D, sendo transportada na circulagdo através da ligagdo a proteina de ligacdo da
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Esta, por sua vez, entra na circulagdo sanguinea como um horménio e estimula a expressdo duodenal de transportadores de
célcio, aumentando assim a absor¢do de calcio intestinal. A 25(OH)D circula em concentragdo 1000 vezes maior do que a
1,25(0OH)2D. Vérios outros tecidos em todo o0 corpo, que expressam 0 mesmo equipamento enzimatico e o receptor da
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esqueléticos da viamina D.

Fonte: DOBNIG, 2011.
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Figura 2 — Papel da vitamina D na expresséo génica.
Fonte: Adaptado de RAMAN et al., 2011.

Apesar de a 1,25(OH).D ser o metabolito ativo, a avaliacdo da reserva de vitamina D
de um individuo é realizada pela dosagem sérica da 25(OH)D. As principais razdes para 0 ndo
uso do calcitriol nessa avaliagdo séo sua meia-vida curta (4 a 6 horas, enquanto a 25(OH)D
tem meia-vida de 2 a 3 semanas) e pelo fato de, em situacdes de deficiéncia de vitamina D,
esse metabdlito poder estar elevado, normal ou baixo, uma vez que sua concentracdo é mais
dependente dos niveis de PTH e de fatores de crescimento do que da vitamina D (CASTRO,
2011; TANGPRICHA et al., 2012).

A faixa de normalidade da vitamina D ainda é motivo de conflito na literatura medica
(CASTRO, 2011). A Fundagdo US CF recomenda atualmente um nivel alvo de 25-
hidroxivitamina D de 75-150 nmol / L, aqueles que caem abaixo deste nivel sdo classificados
como deficientes em vitamina D. Diretrizes europeias recentes definem um nivel abaixo de 50
nmol/L como um nivel deficiente de vitamina D na populacdo pediatrica com FC
(SHEPHERD et al., 2013).

Em 2011 a Endocrine Society publicou a Diretriz para avaliacdo, tratamento e
prevencdo da deficiéncia de vitamina D, onde recomenda que a deficiéncia de vitamina D seja
definida como um nivel sérico de 25(OH)D < 20 ng/mL (< 50 nmol/L), insuficiéncia entre 20
e 29,9 ng/mL (52,5-72,5 nmol/L) e suficiéncia de vitamina D > 30 ng/mL (> 75 nmol/L) para
criancas e adultos. Surgerindo como ideal a manutencdo dos niveis séricos de 25(OH)D entre
40 e 60 ng /mL, e até 100 ng/mL pode ser considerado seguro (HOLICK et al., 2011;
HOSSEIN-NEZHAD; SPIRA; HOLICK, 2013).
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A toxicidade da vitamina D é caracterizada por hipercalcemia, hipercalcilria e
hiperfosfatemia, o qual, por sua vez, é responsavel pela calcificacdo em tecidos moles e
vasculares e nefrolitiase a longo prazo (HOSSEIN-NEZHAD; SPIRA; HOLICK, 2013).

2.3 FIBROSE CISTICA, INFLAMACAO E VITAMINA D

Nos ultimos 20 anos, a atencdo cientifica tem-se centrado nas associa¢fes da vitamina
D com mdltiplas doencas cronicas e degenerativas, como doencas metabdlicas, cancer,
doencas cardiovasculares, infecciosas e auto-imunes. Estes efeitos tém sido atribuidos
principalmente para as agdes imunomoduladoras e antiinflamatdrias da vitamina D. As células
envolvidas nestes processos expressam o Receptor da Vitamina D (VDR) e podem produzir e
responder a sua forma ativa (ANGEL et al., 2016).

A inflamacédo é uma resposta fisiolégica do organismo a estimulos nocivos, sejam eles
fisicos, quimicos, ou bioldgicos, que geralmente resulta no restabelecimento da homeostase
metabdlica sisttmica (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012). O estresse oxidativo
tem sido implicado na fisiopatologia de diversas doencas cronicas. A FC ¢ caracterizada por
inflamag&o cronica com aumento do estresse oxidativo e transporte anormal da Glutationa
através da CFTR (NTIMBANE et al., 2008).

Ha& um consenso de que os neutréfilos e a mutacdo na CFTR desempenham um papel
na inflamacéo presente na FC. O aumento da reabsorcdo do sodio nas células epiteliais eleva a
producdo de adenosina trifosfato (ATP) e, consequentemente, eleva a producao de perdxido
de hidrogénio intracelular e espécies reativas de oxigénio (ROS) mitocondriais. Dessa forma,
é possivel que a producdo de ROS seja responsavel pelo inicio e manutencdo do processo
inflamatorio, quando a producéo excessiva de ROS ativa a via do fator nuclear Kappa-B (NF-
KB) e aumenta a transcri¢do de citocinas pro-inflamatorias, que levam ao recrutamento de
neutréfilos e macréfagos para a regido, aumentando a producdo de ROS, perpetuando o ciclo
(BERNARDI et al., 2013).

O defeito na neutralizacdo dos ROS também pode ser responsavel pelo estresse
oxidativo nestes pacientes. A CFTR também estd envolvida no transporte da Glutationa
(GSH) nas células epiteliais. Assim, é possivel que o transporte da GSH em células epiteliais
de pacientes com FC. A GSH previne a degradacdo do inibidor da via NF-KB (I-KB) e, dessa
forma, baixos niveis intracelulares de GSH podem promover a ativacdo da via NF-KB,
aumentando ainda mais a concentracdo de citocinas pro-inflamatorias e, consequentemente,

reduzindo a producgéo de citocinas antiinflamatdrias (BERNARDI et al., 2013).
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Este ciclo vicioso se desenvolve de tal modo que infeccdo por patdgenos oportunistas
persiste nos pulmdes, provocando um intenso estado inflamatério, caracterizado por elevada
producdo de Interleucina-8 (IL-8) nas vias aereas (HERSCOVITCH; DAULETBAEYV;
LANDS, 2014).

Quando o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) atinge a circulacdo sistémica, atua sobre
o metabolismo elevando o gasto energético de repouso e induzindo a lipélise, o catabolismo, a
anorexia e a perda de peso. A Interleucina-1 (IL-1) participa do desenvolvimento da anorexia.
Ja a Interleucina-6 (IL-6) é uma potente indutora da resposta inflamatéria aguda e a
Interleucina-8 (IL-8) recruta quantidades elevadas de neutrofilos para as vias aéreas,
contribuindo para a manutencao do ciclo vicioso da inflamacdo responsavel pela deterioracdo
da funcdo pulmonar (KONSTAN; BERGER, 1997; COURTNEY; ENNIS; ELBORN, 2004).

Entre os marcadores da inflamacdo encontra-se a Proteina C Reativa (PCR), uma
proteina de fase aguda. (SILVA; MORESCO, 2011). Outro biomarcador que vem ganhando
espaco na avaliacdo clinica da atividade inflamatdria no organismo € a Alfa-1-Glicoproteina
Acida (AGP-A), uma proteina de fase aguda e, como tal, tem a propriedade de aumentar a sua
concentracdo plasmatica em resposta ao estado inflamatério. Sua sintese ocorre
principalmente no figado, podendo também ser sintetizada pelos leucécitos e por células
tumorais (PIERONI, 2003).

Além de promover a salde Ossea, varios estudos indicam propriedades
antimicrobianas e antiinflamatorias da vitamina D, incluindo melhora da imunidade e
supressdo de citocinas pro-inflamatérias (HERSCOVITCH; DAULETBAEV; LANDS,
2014).

Ao avaliar a associacdo dos niveis séricos de 25(OH)D com biomarcadores de estresse
oxidativo, inflamacédo e ativacdo endotelial em criancas obesas, pesquisadores encontraram
concentracOes séricas insuficientes de 25(OH)D (<20 ng/ml) em 5% das criangcas do grupo
controle e em 30% das criangas obesas. Além disso, nas criangas obesas com insuficiéncia de
vitamina D, as concentragbes dos marcadores inflamatoérios (Incluindo IL-6) e de estresse
oxidativo (Incluindo malondialdeido) foram substancialmente elevadas. Concluiram entéo que
niveis insuficientes de 25(OH)D em criangas obesas estdo associados ao aumento dos
marcadores de estresse oxidativo, inflamacéo e ativacdo endotelial (CODONER-FRANCH et
al., 2012).

Em um experimento com criangas portadoras de fibrose cistica, ao avaliar a resposta
inflamatoria e o perfil imunoldgico, pesquisadores observaram que estes pacientes tiveram

significativamente maior produgdo de IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10, em compara¢do com
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criangas saudaveis. IgA e IgM também foram maiores nestes pacientes (BERNARDI et al.,
2013).

2.4 POLIMORFISMOS DO GENE VDR

Polimorfismo é uma variante genética que aparece em pelo menos 1% da populagéo.
Estas variacBes podem ocorrer em partes ndo-codificadoras do gene (itrons), o que n&o levaria
a alteracBes na sequéncia da proteina, mas que podem afetar o grau de expressdo do gene, e,
assim, 0s niveis de proteina. Podem também ocorrer em partes exénicas do DNA, o que
poderiam levar ou ndo a alteragcbes na sequéncia da proteina. Variacbes genéticas
identificadas no gene sdo denominadas de Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
(VALDIVIELSO; FERNANDEZ, 2006).

Estudos tém indicado a existéncia de varios SNPs no gene do VDR. Vérios destes
polimorfismos foram descritos como sendo capazes de alterar a atividade da proteina VDR e,
consequentemente, os efeitos metabolicos mediados pela vitamina D (MACKAWY;
BADAWI, 2014). Os mais frequentemente observados estdo entre os éxons 8 e 9, tais como
Apal, Bsml e Tagl; e o Fokl, localizado no éxon 2 (SCHUCH et al., 2013) (Figura 3).

Ao avaliar as associagdes entre a deficiéncia de vitamina D, polimorfismos do gene
VDR e fatores de risco cardiovasculares em pacientes com diabetes tipo 2, pesquisadores
observaram que a maior prevaléncia de deficiéncia de vitamina D esteve associada aos
portadores dos polimorfismos Fokl e Apal (VELAYOUDOM-CEPHISE et al., 2011).

Com o objetivo de investigar a associacdo entre o polimorfismo Fokl no gene VDR
com a susceptibilidade ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 (DM2) e se este polimorfismo é
capaz de alterar a capacidade anti-inflamatoria da vitamina D, Angel e colaboradores (2016)
demonstraram que individuos com DM2 apresentam genotipica maior e freqiiéncias alélicas
do polimorfismo Fokl no VDR. As analises tambem revelaram que o gendtipo ff e o alelo f do
Fokl foram associados com um risco aumentado de resisténcia a insulina. Também foi
observada associacdo entre Fokl (Ff e ff) e diabetes tipo 2 (p = 0.003).

A analise de regressdo logistica para avaliar a associacdo entre o polimorfismo Fokl e
DM2, ajustada por sexo, idade, IMC, vitamina D e componentes do DM2, mostrou uma
associacao significativa entre Fokl (Ff e ff) e diabetes tipo 2 (p = 0.003). Os dados obtidos da
subamostra de 40 individuos mostraram uma expressao diferenciada do RNAmM do TNF-o em
PBMC’s, em relagdo a concentracdo de 1,25(OH).Dz usada e ao gendtipo Fokl. A uma

concentracéo de 10 M de 1,25(0OH)2Ds, foi observada uma expressio de TNF-o. em PBMC’s
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com gendtipo FF, que foi menor do que as de Ff ou ff. Esta expressdo foi aumentada em
portadores do alelo f. Situacdo semelhante foi observada com menor concentracdo de
1,25(0OH)2D3.

Mackawy e Badawi (2014) examinaram o papel do estado de vitamina D na
inflamacgdo crénica de baixa intensidade e resisténcia a insulina em pacientes com DM2.
Alem disso, investigaram a associagdo entre os polimorfismos Fokl e Bsml do gene VDR
com os componentes da sindrome metabdlica de pacientes egipcios com DM2. Eles
observaram que o polimosfismo Fokl do gene VDR foi significativamente associado com 0s
parametros do perfil lipidico, 25-hidroxivitamina D e concentracBes séricas de IL-6 nos
individuos diabéticos sem sindrome metabdlica, e com a resisténcia a insulina, 25-
hidroxivitamina D, circunferéncia da cintura e Indice de Massa Corporal (IMC) nos

individuos diabéticos com sindrome metabdlica.

Figura 3 — Posicdo dos Polimorfismos do gene VDR.
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5 PROMOTOR CODING EXONS 3' REGULATORY
1
't oad b i3 3 456 789 3UR
1 HHHHH] -
Cdx2 Fokl*
GIA o cr I UTRpo?ymorphismsl
[ | [ N
RFLP: Bsml Trudl EcoRV Apal Taql*
bp: AG G/A GIA GT TiC

FONTE: Adaptado de UITTERLINDEN et al., 2004.
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3 ABORDAGEM METODOLOGICA

3.1 TIPO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo observacional do tipo transversal. Estudo seccional ou
transversal é aquela estratégia de estudo epidemioldgico que se caracteriza pela observacéo
direta de determinada quantidade planejada de individuos em uma Unica oportunidade. Os
termos seccional e transversal estdo relacionados com a temporalidade, isto €, com a época da
coleta de dados do estudo. Se, como quase sempre ocorre na pratica, as informacGes
individuais sdo coletadas num determinado prazo, o mais curto possivel, decorrido entre as
observacGes do primeiro e altimo individuo, a légica da analise dos dados ignora este
intervalo de tempo e considera que todas as observacdes foram feitas num mesmo instante
(MEDRONHO et al., 2004)

3.2 ASPECTOS ETICOS

Previamente ao estudo, o projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Lauro Wanderley — CEP/UFPB da Universidade Federal da Paraiba, de
acordo com a resolucdo n® 196/96 do CNS/MS, que regulamenta a ética da pesquisa em seres
humanos. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité sob o protocolo n® 131145/16 (ANEXO A).
Os pais ou responsaveis pelas criancas e adolescentes e os jovens adultos envolvidos no
estudo foram previamente esclarecidos quanto aos propdsitos e procedimentos aos quais
seriam submetidos e, em seguida, foram solicitados a assinarem o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), bem como as criangas e adolescentes com idades entre 12 e 18
anos foram convidadas a sssinarem o Termo de Assentimento, atendendo a resolucdo 466, de
12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012).

3.3 POPULACAO E AMOSTRA

A amostra da pesquisa foi ndo probabilistica, por conveniéncia, composta por todas as
criangas, adolescentes e jovens adultos (n=22) portadores de fibrose cistica, de ambos 0s
sexos, acompanhados no Ambulatério de Pediatria do Hospital Universitario Lauro
Wanderley (HULW) / Universidade Federal da Paraiba, aos cuidados do professor Dr.

Constantino Cartaxo. Quatro pacientes foram excluidos da pesquisa, dois por se recusarem a
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participar, e outros dois por falta as consultas regulares. Dessa forma, um total de 18 pacientes

participaram da pesquisa.

Para o diagnostico de insuficiéncia/deficiéncia em vitamina D, foi utilizado o critério

adotado pela diretriz da Endocrine Society (HOLICK et al., 2011), que considera a

insuficiéncia como uma concentragéo entre 20 e 29 ng/ mL (50 a 75 nmol / L) e a deficiéncia
como niveis de 25 (OH) D abaixo de 20 ng / mL (50 nmol / L).

3.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE DA AMOSTRA

3.4.1 Critérios de inclusdo

3.4.2

Pacientes com diagnéstico de fibrose cistica, em acompanhamento regular no
ambulatorio de Pediatria do Hospital Universitario Lauro Wanderley — UFPB;
Pacientes ou responsaveis que concordaram com a participacdo e assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), apds esclarecimento dos
procedimentos e finalidades da pesquisa;

Pacientes com idades entre 12 e 18 anos que aceitaram participar da pesquisa e

assinaram o Termo de Assentimento (TA).

Critérios de exclusao

Presenca de alteracdes bioquimicas que indicassem insuficiéncia hepatica ou renal;

Presenca de doenca cronica que altere o metabolismo da vitamina D.

3.5 DESENHO DO ESTUDO

3.5.1 Questionario

3.5.1.1 Dados Pessoais

Foram obtidos dados pessoais como: nome completo, nome do responsavel, sexo, data

de nascimento, telefone, grau de escolaridade do responsavel e renda familiar.

3.5.1.2 Fototipo da Pele e Exposicao ao Sol
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O fototipo da pele foi estratificado de acordo com a classificacdo de Fitzpatrick
(1988), que estima a tolerancia da pele a luz ultravioleta com base em entrevista, explorando o
historico de queimaduras solares e capacidade de bronzeamento, classificando os tipos de pele
de acordo com a tabela 1.

A exposicdo a luz solar foi definida pelo tempo médio de exposi¢do por dia e ndo

foram consideradas as varia¢Ges sazonais, ja que na regido existe sol 0 ano inteiro.

Tabela 1 - Tipos de pele de acordo com a classificacdo de Fitzpatrick (1988)

tipo I: pele muito clara, sempre queima, nunca bronzeia;

tipo IlI: pele clara, sempre queima e algumas vezes bronzeia;

tipo I11: Pele menos clara, algumas vezes queima e sempre bronzeia;
tipo IV: Pele morena clara, raramente queima e sempre bronzeia;
tipo V: Pele morena escura, nunca queima e sempre bronzeia,;

tipo VI: Pele negra, nunca queima e sempre bronzeia.

Fonte: FITZPATRICK, 1988.

3.5.1.3 Medicacéo

Todos os pacientes fazem uso de Creon e Pulmozyme. Creon é um medicamento que
contém enzimas digestivas, destinado ao tratamento da insuficiéncia pancreatica exdcrina de
adultos e criangas. O Pulmozyme é uma solucéo para inalacdo, usado em individuos com FC
com o objetivo de reduzir a viscosidade do escarro, facilitando a expectoracdo. Cinquenta por

cento dos pacientes fazem uso de suplemento vitaminico.

3.5.1.4 Avaliacdo Antropométrica

O estado nutricional foi avaliado através dos indicadores indice de Massa Corporal
(IMC)/idade e Circunferéncia do Brago (CB).

Para a avaliacdo do peso, as criangcas menores de 2 anos foram pesadas completamente
despidas, na presenca da mae ou responsavel, atraves de uma balanca pediatrica digital da
marca Balmak, modelo ELP 25BB, com capacidade de 25kg e precisdo de 5g. O prato da
balanca foi forrado com papel descartavel para evitar erros de pesagem. A balanca foi ligada
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antes da crianga ser colocada sobre o equipamento. As mesmas foram colocadas sentadas ou
deitadas no centro do prato, de modo a distribuir o peso igualmente (MS, 2011).

Criangas maiores de 2 anos, adolescentes e jovens adultos foram pesados descalcos e
com roupas bem leves, na presenca da mde ou responsavel, através de uma balanca
antropomeétrica digital da marca Lider, modelo LD1050, com capacidade de 200 kg e precisdo
de 50g. A balanca foi ligada antes do paciente posicionar-se sobre o equipamento. O mesmo
foi posicionado no centro do equipamento, ereto, de costas para a balanca, descal¢o, com os
pés juntos e os bracos estendidos ao longo do corpo (MS, 2011).

A estatura das criangcas menores de 2 anos foi avaliada com uso de infantdmetro
horizontal da marca Balmak, com capacidade para 100 cm e precisdo de 1mm. As criangas
foram posicionadas deitadas, no centro do infantémetro, descalcas e com a cabeca livre de
aderecos. Com a ajuda da mae ou responsavel, a cabeca foi apoiada firmemente contra a parte
fixa do equipamento, com 0 pescogo reto e o queixo afastado do peito (no plano de
Frankfurt), ombros totalmente em contato com a superficie de apoio do infantdmetro e bracos
estendidos ao longo do corpo. As nadegas e os calcanhares da crianca ficaram em pleno
contato com a superficie que apoia o infantbmetro e os joelhos foram pressionados
cuidadosamente para baixo, de modo que ficaram estendidos (MS, 2011).

A estatura das criangas maiores de 2 anos, adolescentes e jovens adultos foi avaliada
com uso de estadibmetro da marca Sanny®, modelo Caprice ES2060, com capacidade para
115-210 cm e precisdo de Imm. Os pacientes foram posicionados de forma ereta, em apnéia
respiratoria, olhar frontal e a haste do estadiébmetro foi posicionada sobre a cabeca. Durante a
medicdo estavam descalgos, sem adornos na cabeca e com os bracos ao lado do corpo.
Encostaram os calcanhares, as panturrilhas, os glateos, as escapulas e a parte posterior da
cabeca no estadiébmetro. Quando nao foi possivel encostar esses cinco pontos, posicionaram
no minimo trés deles (MS, 2011).

A circunferéncia do brago foi tomada no brago direito, estando este relaxado e
flexionado em dire¢do ao tdérax, formando um angulo de 90°. O ponto médio foi marcado
entre o acrébmio e o olecrano. Em seguida, o braco do paciente foi estendido ao longo do
corpo, com a palma da méo voltada para a coxa. Com o auxilio de uma trena antropomeétrica
inelastica, da marca Sanny, modelo TR4010, campo de uso de 2m e precisdo em milimetros, o
braco foi contornado no ponto médio marcado, de forma ajustada, evitando compressdo ou
folga (CUPPARI, 2002).

A classificacdo do estado nutricional foi realizada utilizando-se os indicadores
IMC/Idade e CB. O IMC/idade foi avaliado de acordo com as curvas da OMS-2006 e OMS-
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2007 (MS, 2010), para menores e maiores de 5 anos, respectivamente. Para classificacdo dos
pacientes maiores de 18 anos, foram utilizados os valores propostos pela World Health
Organization (WHO, 1998), apresentados na tabela 2.

Como referéncia para classificacdo da CB foi utilizada a tabela percentilar proposta
por Frisancho (1990). A adequacéo da CB foi realizada pelo valor obtido da CB multiplicado
por 100, dividido pelo valor da CB no percentil 50. A classificagdo do estado nutricional

segundo a CB esta apresentada na tabela 3.

Tabela 2 Classificagio do Indice de Massa Corporal

IMC (kg/m?) CLASSIFICACAO
<18,5 Baixo peso
18,5-24,9 Eutrofia
25-29,9 Sobrepeso
> 30 Obesidade

Fonte: WHO, 1998.

Tabela 3 Classificacao do estado nutricional segundo adequacdo da CB

DESNUTRICAO EUTROFIA SOBREPESO OBESIDADE
GRAVE MODERADA LEVE
CB < 70% 70-80 80-90 90-100 110-120 >120%

Fonte: FRISANCHO, 1990.

3.5.2 Inquérito alimentar

O inquérito alimentar foi realizado por meio do “Questionario Quantitativo de
Frequéncia do Consumo Alimentar” (QQFCA) (ANEXO A), validado a partir de 3
recordatorios de 24 horas aplicados em diferentes intervalos de tempo, para uma populagdo de
mulheres no municipio de Jodo Pessoa/PB/Brasil, em parceria com a Faculdade de Salde
Publica da Universidade de S&o Paulo e o Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias da
Nutricdo da Universidade Federal da Paraiba (LIMA et al., 2007; LIMA et al., 2008). A partir
do qual foram realizadas a quantificagdo da frequéncia do consumo de peixe, figado, ovo,
leite integral e desnatado. A classificacdo do consumo foi: nunca, raramente, as vezes (1-

3x/semana), frequentemente (>4x/semana) e diariamente.

3.5.3 Avaliacéo de parametros bioquimicos
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As analises das enzimas hepaticas e renais foram realizadas no laboratério de Analises
Clinicas do Hospital Universitario Lauro Wanderley / UFPB.

As atividades da Alanina Amino Transferase (ALT) e da Aspartato Amino Transferase
(AST) foram quantificadas em modo cinético, de acordo com o Instituto de Materiais e
Medidas de Referéncia, em soro, por meio dos kits comerciais da Wiener, seguindo as
instrucdes do fabricante. As concentracbes foram determinadas no analisador automatico
CMDB800i, da Weiner.

As concentracdes de creatinina, ureia e acido urico foram quantificadas em soro, por
meio de Kits comerciais da marca Wiener, conforme instru¢ces do fabricante. As
concentracGes foram determinadas no analisador automéatico CMD800i, da Weiner.

As concentracOes de glicose sanguinea foram determinadas através de kit comercial da
marca Weiner, conforme instru¢cbes do fabricante, utilizando o analisador CMD800i, da
marca Weiner.

Os valores de referéncia para a variavel perfil glicémico estdo apresentados na tabela

Tabela 4 Valores de referéncia para a variavel perfil glicémico de criancas e adultos

CATEGORIA JEJUM

Glicemia normal <100
Tolerancia a glicose diminuida >100 a <126

Diabetes mellitus >126

Fonte: SBD, 2014/2015.

3.5.5 Vitamina D [25(OH)D]

A dosagem da vitamina D também foi realizada no Laboratdrio de Andlises Clinicas
do Hospital Universitario Lauro Wanderley, por quimioluminescéncia, utilizando o
equipamento Architect 12000, da marca Abbott.

A suficiéncia de vitamina D foi definida como uma concentracio de 25 (OH) D > 30
ng / mL (75 nmol / L), a insuficiéncia como uma concentracao entre 20 e 29,9 ng / mL (50 a
75 nmol / L), e a deficiéncia como niveis de 25 (OH) D abaixo de 20 ng / mL (50 nmol / L),
de acordo com os critérios da Endocrine Society (HOLICK et al., 2011).
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3.5.6 Paratorménio (PTH)

A analise de PTH foi realizada no Laboratorio de Andlises Clinicas do Hospital
Universitario Lauro Wanderley, por quimioluminescéncia, utilizando o equipamento
Architect 12000, da marca Abbott. Foram utilizados como valores de referéncia 7 a 53 pg/mi,
segundo Silva et al. (2008).

3.5.7 Avaliacéo de marcadores inflamatorios

A PCR-us ¢ a a-1 glicoproteina &cida foram realizadas no Laboratorio de Anélises
Clinicas do Hospital Universitario Lauro Wanderley.

Para a analise da PCR-us foi utilizado o método imunonefelométrico, sendo
considerados valores de referencia para PCR entre 1 e 3 mg/L com base na IV Diretriz
Brasileira sobre dislipidemia e prevengdo da arterosclerose da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC, 2007), que considera fator de risco para DCV proteina C reativa de alta
sensibilidade > 3 mg/L (Na auséncia de etiologia ndo esclerdtica).

Para a andlise de a-1-GPA foi utilizado o método imunonefelométrico, sendo adotado
como referéncia de valores normais de 40 a 150 mg/dl (FERREIRA; PAIVA; ANDRADE,
2006).

3.5.8 Coleta e isolamento do DNA de leucécitos

Para obtencdo de leucocitos foi feita coleta de 4 ml de sangue total obtido através de
puncdo venosa em tubos estéreis contendo 7,2 mg de K3EDTA. As amostras coletadas foram
levadas ao Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular Aplicada do Departamento de
Biologia Molecular (DBM) da UFPB. Na impossibilidade de realizagdo da extracdo do DNA
no mesmo dia, as amostras foram estocadas sob -20°C por periodo méximo de 1 més.

As amostras foram posteriormente diluidas em uma primeira solucdo de lise, contendo
10 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM EDTA, 0,3 M sacarose, Triton-X-100 1%, afim de lisar as
hemécias, deixando no entanto os leucdcitos integros. Em seguida, seguiu-se a centrifugacéo a
3.200 rpm para descarte do sobrenadante. Essa processo foi repetido por 3 vezes no intuito de
obter um precipitado de leucdcitos livre de resquicios de hemoglobina. O precipitado foi
entdo ressuspendido em solucdo de lise contendo 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,5% dodecil sulfato
de sddio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 ug de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e
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incubado a 55°C em banho-maria. Apo6s 7 horas de incubacdo foi adicionado 500 pl de uma
solucdo aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 M acetato de amonio. A mistura foi centrifugada por 10
min a 14.000g, a 4°C e 700 ul do sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde foi
realizada a precipitagdo do DNA com 540 pul de isopropanol. A seguir, o precipitado de DNA
foi lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), seco e ressuspendido em
tampéo Tris-EDTA pH 8,0 (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988).

3.5.9 Anélise do polimorfismo rs2228570

Os gendtipos foram determinados por PCR - RFLP. Foram utilizados os iniciadores:
5' -AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3_"(sense)e5_-A
TGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3_" (antisense) (CHIU;
CHUANG; YOON, 2001) e a amplificagdo ocorreu nas seguintes condicOes: desnaturacdo
inicial a 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo (30 segundos a 94°C), anelamento
(30 segundos a 60°C) e extensdo (30 segundos a 72°C) com uma etapa extra de extensdo final
de 10 minutos. O produto de 265 pb foi digerido com Fokl, que reconhece e cliva o alelo
polimérfico f, gerando dois fragmentos (196 pb e outro de 69 pb), enquanto o alelo ancestral
F permanece com 265 pb. Os gendtipos foram analisados através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% e coloracdo com nitrato de prata 0,5% (CHIU, CHUANG, YOON, 2001)

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em porcentagem, média e desvio padrdo da média. Todos
os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. As diferencas entre os grupos foram testadas pelo Teste t de Student
independente ou seu correspondente ndo-paramétrico, o teste de Mann-Whitney. Analise
Bivariada testou as associagBes estatisticas entre as variaveis sanguineas e a 25-
hidroxivitamina D dos grupos insuficientes/deficientes e suficientes, através do Teste do Qui-
quadrado de Spearman e Correlacdo de Pearson. O Teste do Qui-quadrado de Spearman foi
usado para verificar a influéncia do alelo dominante (F). Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando os softwares Instat e SPSS versdo 21, adotando-se nivel de significancia
de 5%.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA NUTRICAO

Titulo da Pesquisa: EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM MEGADOSE DE VITAMINA
D3 NO PROCESSO INFLAMATORIO EM CRIANCAS, ADOLESCENTES E JOVENS
ADULTOS PORTADORES DE FIBROSE CISTICA.

TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a),

Temos o prazer em convidar o seu filho (a) para participar de uma pesquisa, que esta sendo
desenvolvida por Milena Luana Coelho de Assis, nutricionista e mestranda do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias da Nutricdo — Nutricdo Clinica e Epidemiologia — UFPB, sob a
orientacdo da Prof?. Dr?, Maria da Concei¢do Rodrigues Gongalves. Esta pesquisa tem como
objetivo avaliar o efeito da suplementacdo com megadose de vitamina D3 sobre 0s niveis
sanguineos de vitamina D, paratormonio, célcio e marcadores da inflamacdo (Proteina C
Reativa Ultrassensivel e a-1 Glicoproteina Acida) em criancas, adolescentes e jovens adultos
portadores de fibrose cistica, bem como avaliar o estado nutricional, o consumo alimentar e
outros exames bioquimicos.

Solicitamos sua colaboragdo para a realizagdo dos procedimentos necessarios para a
realizacdo do estudo. Durante a pesquisa sera realizado o preenchimento de um questionario,
avaliacdo antropométrica (Peso, altura e circunferéncia do brago), avaliacdo do consumo
alimentar e realizacdo de exames bioquimicos (ALT, AST, uréia, creatinina, &cido urico,
glicemia de jejum e hemograma).

Todos os responsaveis pelas criangcas que participarem da pesquisa receberdo frascos
contendo solucdo sublingual contendo a megadose de vitamina D e orientacdo nutricional
com o intuito de aumentar a ingestéo de vitamina D pelo paciente.

Essa intervencdo ocorrerd em um periodo de oito semanas, sendo a suplementacédo realizada
diariamente e o seguimento serd feito com avaliacdo nutricional e bioquimica antes e ap6s a

intervencdo. Portanto serdo trés encontros.
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Estes procedimentos poderdo trazer alguns riscos previsiveis, como dor na hora da coleta de
sangue, constrangimento durante a entrevista para preenchimento do questionario e durante a
afericdo de medidas antropométricas para avaliagdo nutricional. Entre os beneficios, prover
um tratamento de baixo custo sem efeitos colaterais com orientagcbes sobre alimentacdo
adequada para cada paciente, com o intuito de controlar a sintomatologia e a progresséo da
doenga, proporcionando melhor qualidade de vida.

A participacédo do seu filho (a) ndo é obrigatdria e vocé pode se recusar a autorizar. Para isto,
basta que ndo assine o termo de consentimento, devolvendo ao pesquisador. Se vocé autorizar
a participacdo do seu filho (a) e durante o experimento sentir que ndo quer que 0 mesmo (a)
prossiga, basta informar ao pesquisador o seu desejo.

A participacdo do seu filho (a) é de fundamental importancia, pois contribuird muito para a
realizacdo do nosso trabalho. Os resultados desta pesquisa podem ser publicados em artigos,
congressos e em outros eventos cientificos, contudo, a identidade do seu filho (a) serd mantida
no mais rigoroso sigilo. Serdo omitidas todas as informacGes que permitam identifica-lo (a).

Informamos ainda que ndo havera custos para os participantes da pesquisa.

Tendo sido esclarecido (a) sobre os objetivos do estudo e do segredo em relacdo a
participacdo do seu filho (a), onde inclusive ressalta o meu direito de dispensa do meu filho
(a) a qualguer momento sem qualquer prejuizo ou 6nus, autorizo a sua participacdo nesta

pesquisa.

Assinatura do Responsavel pelo Participante da pesquisa

Assinatura de Testemunha

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel Assinatura do Pesquisador Participante
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Pesquisadores (as) Participantes:

Milena Luana Coelho de Assis — Servidora técnico-administrativa da UFPB (Cargo-
Nutricionista/Lotacdo: Restaurante Universitario); Mestranda do Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncias da Nutricdo/CCS/UFPB - (83) 99679-7720.

Prof?. Dr?, Maria da Conceicdo Rodrigues Gongalves - Proponente da pesquisa, é professora
do Departamento de Nutricdo/CCS/UFPB e do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da
Nutri¢do/CCS/UFPB - (83) 98844-6602.

Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley
Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar - Campus | - UFPB.
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58.059-900 Telefone: (83) 3216-7964
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APENDICE B - TERMO DE ASSENTIMENTO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA NUTRICAO

Titulo da Pesquisa: EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM MEGADOSE DE VITAMINA
D3 NO PROCESSO INFLAMATORIO EM CRIANCAS, ADOLESCENTES E JOVENS
ADULTOS PORTADORES DE FIBROSE CISTICA.

TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé esta convidado (a) para participar de uma pesquisa, que esta sendo desenvolvida por
Milena Luana Coelho de Assis, nutricionista e mestranda do Programa de Pds-Graduagédo em
Ciéncias da Nutricdo — Nutricdo Clinica e Epidemiologia — UFPB, sob a orientacdo da Prof?.
Dr®, Maria da Conceicdo Rodrigues Goncalves. Queremos avaliar o efeito de uma
suplementacdo com vitamina D no processo inflamatério de pacientes com diagnostico de
fibrose cistica, bem como avaliar seu estado nutricional e consumo alimentar.

Participardo desta pesquisa criancas, adolescentes e jovens adultos com idades entre 0 a 25
anos. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu. A pesquisa sera
feita no Ambulatério de Pediatria do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW) —
UFPB, onde serd realizado o preenchimento de um questionério, avaliagdo antropomeétrica
(Peso, altura e circunferéncia do brago), avaliacdo do consumo alimentar e realizacdo de
exames de sangue, além da intervencdo com megadose de vitamina D. Sera feito também
acompanhamento nutricional, com o intuito de aumentar a ingestdo de Vitamina D pelo
paciente.

Estes procedimentos poderdo trazer alguns riscos previsiveis, como dor na hora da coleta de
sangue, constrangimento durante a entrevista para preenchimento do questionario e durante a
afericdo de medidas antropométricas para avaliacdo nutricional. Tem como beneficios prover
um tratamento de baixo custo sem efeitos colaterais com orientacdes sobre alimentacdo
adequada, com o intuito de controlar a sintomatologia e a progressdo da doenga,

proporcionando melhor qualidade de vida.
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A sua participacdo é de fundamental importancia, pois contribuird muito para a realizacdo do
nosso trabalho. Os resultados desta pesquisa podem ser publicados em artigos, congressos e
em outros eventos cientificos, contudo, sua identidade sera mantida no mais rigoroso sigilo.
Serdo omitidas todas as informacGes que permitam identifica-lo (a). Informamos ainda que

ndo havera custos para os participantes da pesquisa.

Fui esclarecido (a) sobre os objetivos do estudo e do segredo em relacdo a minha participacao,
onde inclusive ressalta 0 meu direito de dispensa a qualquer momento sem qualquer prejuizo
ou Onus. Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com Mmeus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento, li e concordo em participar da pesquisa.

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura de Testemunha

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel Assinatura do Pesquisador Participante

Pesquisadores (as) Participantes:

Milena Luana Coelho de Assis — Servidora técnico-administrativa da UFPB (Cargo-
Nutricionista/Lotacdo: Restaurante Universitario); Mestranda do Programa de P6s-Graduacéo
em Ciéncias da Nutricdo/CCS/UFPB - (83) 99679-7720.

Prof?. Dr?, Maria da Conceicdo Rodrigues Gongalves - Proponente da pesquisa, € professora
do Departamento de Nutricdo/CCS/UFPB e do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias da
Nutricdo/CCS/UFPB - (83) 98844-6602.

Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley
Enderecgo: Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar - Campus | - UFPB.
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58.059-900 Telefone: (83) 3216-7964
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APENDICE C — QUESTIONARIO

1. IDENTIFICACAO N’REGISTRO:

Nome:

Responsavel:

Sexo () Masculino () Feminino

Idade: Data de Nascimento: / /

Endereco:

Telefone: (__)
Grau de instrucéo do responsavel:
( ) Analfabeto ( ) 1° Grau ( ) 2° Grau ( ) Graduacdo ( ) Pos Graduacao

Renda familiar (salarios minimos por més): 1a<5( );5a10( )e>10( )

2. FOTOTIPO DA PELE E EXPOSICAO SOLAR

Tipos de pele:

Tipo I: pele muito clara, sempre queima, nunca bronzeia. ( )

Tipo Il: pele clara, sempre queima e algumas vezes bronzeia. ( )

Tipo Il1: Pele menos clara, algumas vezes queima e sempre bronzeia. ( )
Tipo 1V: Pele morena clara, raramente queima e sempre bronzeia. ( )
Tipo V: Pele morena escura, raramente queima e sempre bronzeia. ( )

Tipo VI: pele negra, nunca queima e sempre bronzeia. ( )

Exposicao solar:
Tempo (minutos) por dia de exposic¢ao ao sol:

Areas expostas diariamente: circular as opcdes abaixo

Ambos os bracos () / ambas as pernas () / parte anterior do tronco ( )/ parte posterior do
tronco () /cabeca( )/perineo( )

Uso de veste especifica que limite exposicédo solar:

3. MEDICACOES



4. AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Peso atual (kg):
Estatura (cm):
IMC (kg/m?):

Estado nutricional:

CB (cm):

5 RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS

EXAME

RESULTADO
MOMENTO

DO

10

RESULTADO DO 3°
MOMENTO

Vitamina D

PTH

Ca+

o-1 GPA

PCR-us

TGO

TGP

Uréia

Creatinina

Acido Urico

Glicemia

Neutréfilos

Data de aplicacdo do questionério: / /
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA

( :w UFPB - HOSPITAL |
= UNIVERSITARIO LAURO %’“"“

T WANDERLEY DA

splisaals
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DA SUPLEMENTAGCAO COM MEGADOSE DE VITAMINA D3 NO
PROCESSO INFLAMATORIO EM CRIANGAS, ADOLESCENTES E JOVENS
ADULTOS PORTADORES DE FIBROSE CISTICA

Pesquisador: Milena Luana Coslho de Assis

Area Temética:

Versdo: §

CAAE: 52248815.9.0000.5183

Instituigdo Proponenta: Hospital Universiténo Lauro Wanderley/UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer; 1.932,568

Apresentacio do Projeto:

Esta & a versao n° § do projeto & Irata-se de uma emenda apresentada pela pesquisadora Milena Luana
Coelho de Assis, com s finalidade de justificar 3 necessidade de prolongar o periodo da pesquisa ale margo
de 2017. A pesquisadora apresentou & justificativa, conforme apresentado sbaixo:

“Pade-se observar alleragio na metodologia, bem como no cronograma de execuglo, Esta mudanga
devese a dificuldade na colets dos dados dos pacienies da pesqui Uma vez que 8 consulta no
ambulatdrio do HU, com Dr. Constantino, & mensal, & 0s pacientes no comparecem regularments 8s
consultas. Isso leveu a uma demora na coleta dos dados, Os pacientes que apresentaram
insuficidncia/deficiéncia am vitaming D foram suplementados, porém ndo serh possivel avaliar a eficicia
dessa suplementaciic nestes paclentes, uma vez gue tenho um prazo para defender até marge/2017, e uma
nova coleta sanguinea exigiria mais tempo. Contudo, estes pacientes continuam sendo acompanhadas por
Dr. Constantino, e os resultades da eficacla dessa suplementagho serdic avaliados por minha orientadora
am urm momento postacior,”

Objetivo da Pesquisa;
Objetivo Primano: Conhecendo-se 03 efeitos deletérios da inflamagéo cronica presents nestes

Enderogo:  Hospital L Lauro y - 2* ander - Carmpus | - UEPE

Bakro:  Cldade Univarshica CEP: sa.085.9%0

UF: 78 Municiplo; JOAD PESSOA

Telofone: {83)3216-T96¢ Fax: (8332167522 E-mail:  comindselica@ruw.ufpb br
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Contrwapio do Parecer 1 (92668

pacientes sobre o estado nutricional, os efeitos antunflamatonos da vitamina D & a influéncia dos
polimerfismos do gene VOR na modulagio da atvidade da mesma, teve-se como objetivo pancipal avaliar s
prevaléncia da insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D em pacientes portadores de Fibrose Clstica & 2ua
associagio com o perdil inflamatorio e polimorfismo Foki do gens VDR

Objetivo Secundénio: identificar a prevalénca da deficiéncalinsuficiénca de vitarmina D; avaliar a prevaléncia
do polimorfismo Fokl do gene VDR e sua ralagio com & Insuficiéncialdeficiéncia de vitaming D) relacionar
Insuliciéncia/deficiéncia de vitamina & o polorfismo com o perfil inflamattrio; verificar o estado nutricional
dos pacentes através dos indicadares Indice de Massa Carporal para Idade (IMC/idade) & Clreunferéncia do
Brago (C8)

Aviliagiio dos Riscos @ Beneficios:

Riscos: Estes procedimentos poderdo trazer aiguns nacos pravisivels, como dor na hora da coleta ce
sangue, constrangimento durante a entrevista para preenchimento do questionano e durante a afengao de
medidas antropométricas pare avaliagso nutricional.

Benaficios: Entre os beneficios, prover um tratamento de baixo custo sem afeitos colaterais com onentacies
sobre allmentagho adequada para cada pacients, com o intulte de controlar a sintomatologia 8 a progressso
da doenga, proporcionando melhor qualidads de vida,

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesqulsa:

A pesquisadora apresentou o novo cronograma, com final da pesquisa para o dia 28/04/2017

© esld oe acordo cum a solicitagho na emends,

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Apresentados adequadaments,

Recomandagdes:

Recomeanda-se que a pasquisad, sponsivel @ demals colaboradores, cumpram, em todas as fases do
astudo, a metodologia proposta e aprovads palo cep-hulw. Caso ocorram intercoréncias dursnts ou spoe o
desenvolvimento da pesquisa, a exemplo de alleragio de titule, mudancga de local da pesquisa, populacio
envolvida, entre outras, 0 pesquisador responsavel deverd solloitar a este CEP, via Plataforma Brasil.
aprovagado de lais alteragdes. ou buscar devidas orientagbes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:

O Colegiado do CEP/HULW considera viavel s Sa ref te 30 protocolo de pesquisa em tela, som
pendéncias e/ou inadequagdes a dectarar.

e Hospital U Lawo W, o « 2* andar « Campas | - UFPB

Balrro:  Cadade Uriversitara CEP:  54,059.800

UF; P6 Municipio:  JOAD PESSOA

Telafooe: (333216-7964 Fax: (BIE216-1522 E-mall;  comimometlcafiuiw ufpl be

Flore W ow e
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Consideracdes Finais a critério do CEP:

Ratificamos o parecer de APROVAGAO da EMENDA do protocolo de pesquisa, emitido pelo Colegiado do
CEP/HULW, em reunio crdindria reaizada em 14 de levereiro de 2017

OBSERVAGOES IMPORTANTES

O participante da pesquisa devers receber uma via do Termo de Consentimento na integra, com

assinaturas do pesquisador responsavel e do participants alou do responsdvel legal. O pesquisador devera
manter em sua guarda uma via do TCLE assinado pelo participante poe cinco 8nos.

. Se o TCLE contiver mais de uma foiha, todas devem ser rubricadas @ apor assnatura na Gltima folha.

. O parficipante da pesquisa tem & liberdade de recusar-se a particpar ou de relitar seu consentimento em
quaiquer fase da pesquisa, sem qualquer dano ou prajulzo & assisténcia qus ests|a recebando.

. O pesquisador devera desenvolver & pesquisa conforme delineaments aprovado no protocolo de pesquisa
& 80 descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade, pelo CEP que o aprovou,
eguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto so sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime ofarecido & um dos grupos da pesquisa que requeiram agdo
imediata.

. Eventuais modificagtes — EMENDASA - 80 protocolo devem ser apresentadas 8o CEP/HULW de forma
clara e sucinta, Idenltificando a parte do protocolo a ser modificada 8 suas justficativas.
. Lembramos que & de responsabilidade do pesquisador assegurar que o local onde a pesquisa serd
roalizada ofereca condiches plenas de funclonamento garantindo assim a seguranga & o bem estar dos
participantes da pesquisa e de quaisquer outras envolvidos,
O pesquisador devers apresentar Relsténo parcial no curso do estudo, & Relalno final em no maximo 30

dias aps o s&u Wermino ao CEPMHULW, vis Piataforma Brasd, para emissdo da Certid&o Definitive por este
CEP.

Este parecer foi olaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Docunanto Arquive “Postagem
Informagoes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS.. 1512/2016
E

do Projeto 20:56:50

Endereco: Hosplist Ur Lauro y « 2" arcir - Campus | - UFPS

Baire:  Cidada Universitériy CEP: &2 000.900

UF: P8 Municiplo: JOAO PESSOK

Telefone: |0a)x216.- 7868 Fax: (83132167522 Evmall: comtedesticsfhuiw ofpb b

Figrat)co ™
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UFPB - HOSPITAL

» Plat:ofor
== UNIVERSITARIOLAURO  “G8rast ~
eIRTIRE. WANDERLEY DA
Contruogdo 00 Parecer: 1532 6558
Gutros CAPA_PROJETO.doc 13/11/2016 | Milena Lusna Coaho| Aceit
L 233448 _|de Assis
Projeto Detalhado /| | PROJETO.doc 13/11/2016 | Milena Luana Coslno|  Acaito
Bmchpra 233418 | de Assis
TGLE / Tarmos o | TA.doc 130042016 | Miena Lusna Coslho| Acellc
Assentimento / 16:01:41  |de Assis
Justificativa de
TOiE ) Termorde TTCiE dos 13042016 |Miena Luana Coelho| Acelto
Assentimento | 18:01:22 | de Assis
Justificativa de
| Ausdnga o
Outros CERTIDAC pdf 290122015 | Miena Luana Coelho|  Aceito
Outros FICHA_DE_CADASTRO_PROJETO pdi| 29112/2015 | Miena Luana Goslho| Aceito
e T 16:10:00 _|de Assis
Folha 6= Rosto FOLMA DE ROSTO_PROJETO pdl 29122015 |Mésna Luana Coelho| Aceiio
16:06:24 | de Assis
/)
Situagio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP;
Nao

Endereco:  Hospital L

Baimo: Cidade Universitaria

Lauwro y - 2" ander

UF; PR Municiplo:  JOAQ PESSOA

Tolofons: (83)3716-7964

Fagen Be oe 20
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ANEXO B — QUESTIONARIO QUANTITATIVO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

(Assinalar com X, N = nas refeigOes e E = entre as refei¢bes (lanches, onde existir).
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SOPAS e MASSAS |QUANTAS VEZES VOCE |UNIDAD PORCAO SUA Knao
COME E MEDIA(M) PORCA |escrever
1 2 3 O aquiN
4 1 2 3
4
Sopas (de legumes,|N 1 2 3456 789 10D S M|2 conchas| P M G
canja, cremesetc.). |lO OO OOOOOO0OO0 (A médias (260ml) |E .
O OO OO0 O|__
O O
Macarronada, N 123456789 10/D S M|1 escumadeira] P M G
lasanha. O O0O0OO0OO0O0OO0O0O0O0OO0 |A rasa ou E .
O O O|¥%prato (7509) O O O] __
O O
Pizza. N 123456789 10D S M|1 pedaco médio|lP M G
O O0OOOOOO0OO0OO0OO0 |A (130g) E o
O OO OO0 O|__
@) o)
Pastelaria, empada,|N 1 2 3456 7 8 9 10/D S M|1 unidade ou 1|P M G
esfiha, pastel, kibe,|O OO OOOOOOO0OO0 (A pedaco  médio | E .
coxinha. O O 0O|(609) OO O|__
O O
CARNES E|QUANTAS VEZES VOCE |UNIDAD PORCAO SUA K¥nao
PEIXES COME E MEDIA(M) PORCA |escrever
1 2 3 0 aquiN
4 1 2 3
4
Peixe cozido, assado|/N 1 2 3 45 6 7 8 9 1D S M|lunidadegrande|/P M G




ou grelhado.

00O

00O

ou 3 pedacos
(100g)

o ™M
o
o
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Peixe frito.

345
00O

6 7 8
00O

1 posta média ou
1 file
(120 g)

médio

<
®

o
@)

Carne de boi cozida,
assada, grelhada,

churrasco.

345
00O

6 7 8
00O

3 fatias/pedacos
ou 1 bife médio
(100 g)

<
®

O
O

Bife.

345
00O

6 78
00O

1 unidade grande
(1509)

@)
@)

Carne de charque,

345
00O

6 7 8
00O

1 pedacgo grande
(609)

<
®

O
O

carne de sol.
Linguica, salsicha,
presunto, outros
frios.

345
00O

6 78
00O

1 unidade, 1
gomo ou 2
fatias(40g)

< <
® ®

SHe
o
o

Frango  frito, a

milanesa, nuggets.

345
00O

6 78
00O

2 pedacos ou 1
file médio (90g)

Frango guisado,
grelhado,assado,

espeto.

345
00O

6 7 8
00O

3-4 pedacos
médios (1209)

Mildos de frango.

345
00O

6 7 8
00O

> U O O » o o » o o » gy oo r»r oo » oo »r» oo >» o o »r

3 pedacos(60g)
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O/l0 O O OO0 O|__
0] 0]
Figado bovino. N 123456789 1/D S M|1filé médio (60/P M G
O O0OOOOO0OOOO0OO0|A 4)] E o
0|0 O O O O0O|__
o) O
LEGUMINOSAS QUANTAS VEZES VOCE |UNIDAD PORCAO SUA K¥nao
E OVOS COME E MEDIA (M) PORCA |escrever
1 2 3 O aquiN
4 1 2 3
4
Feijao roxo, carioca,| N 1 2 3 45 6 78 9 1|D S M|1 concha média|lP M G
preto, verde. O 0O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0|A ou E o
OO O 0|4 colheres de| O O O|__
0] sopa (909) @]
Ovos (cozido, cru,/N 1 2 3 456 78 9 1/D S M|1unidade média|lP M G
frito). O O0OOOOOOOO0OO0|A (609) E _
O|0 O O O 0O __
o) O
Milho verde,[N 1 2 3456789 1D S M|2 colheres delP M G
ervilha, vagem|O OO OOOOOO0OO0O0|A sopa (60g) E .
(fresco, cong. ou OO0 O O O O O] __
enlatado). @) @)
ARROZ E|QUANTAS VEZES VOCE UNIDAD |PORCAO SUA ¥ndo
TUBERCULOS COME E MEDIA PORCA |escrever
1 2 3|(M) @) aquiN
4 1 2 3
4
Arroz branco cozidolN 1 2 3 45 6 78 91D S M|34 colheres de|]P M G
com 6leo elO O0OOO0OOOO0OO0OO0OO0|A sopa (909) E o
temperos. OO0 O O OO0 __
0] o)
Batata frita ou/N 12 3456789 1D S M|2 colheres de(fP M G
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mandioca frita. O 0O0OO0O0O0O0D0O0OO0OO0|A sopa (509) E o
0|0 O O OO0 O|__
o) o)
Batata, mandioca, N 1 2 3 456 78 9 1D S M|3 pedacos|P M G
inhame -0 O0OO0OO0OO0OO0O0O0OO0OO0|A médios(180g) E .
assado/cozido. OO0 O O OO0 O0|__
0] 0]
Salada de maionese|N 1 2 3 456 78 9 1D S M|3 colheres delP M G
com legumes. O O0OO0OOO0O0O0O0OO0OO0|A sopa (909) .
0|0 O O OO0 O|__
0] o)
N1234567891/D S M3 pedacos P M G
Batata doce ou|/O OOOOOOOOO0OO0|A médios ou E .
abdbora. O/O O 0|1 unidade média| O O O] _
0] (909) o)
Farofa, farinha de|fN 1 2 3456 7 89 1D S M|2 colheress delP M G
mandioca. O 0O0OO0OO0O0O0O0O0OO0OO0|A sopa (309) E .
O|0 O O O 0O __
o) O
Cuscuz de milhoou/N 1 2 3 456 78 9 1D S M|1 pedago médio|lP M G
com leite, angu,|/O OO OOOOOOOO0|A (1359) E .
pirdo, canjica. OO0 O O O O O] __
O o)
LEITE E|/QUANTAS VEZES VOCE|UNIDA |PORCAO SUA
DERIVADOS, COME DE MEDIA PORCA |«ndo
CEREAIS 1 2 3/(VM) @) escrever
MATINAIS 4 1 2 3jaquiN
4
Leite. Tipo: ( )IN|1/2|{3/4|5|6|7/8/9|1|D S M|lcopo(150ml) ([P M G
integral O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A E _
( ) desnat. ( ) OO OO O O O] __
semidesnat. O @)
Acucar adicionado|[N|1(2(3|4/5/6(7(8|9|1 D S M|3 colheres de|/lP M G
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ao leite. 0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A cha (129) E L
()N ()E O|l0O O O O O O|__
0] o)
NI1/2/3|4/5(6[7|8[(9|/1 D S M|15 colher delP M G
Neston, aveia. O|0|0O|0|0|0|0|0|0|0|0 [A sopa (18g) E o
0|0 O O O O O|__
0] 0]
logurte ou coalhada/N|1|2|{3|4(5/6|7|8/9(1 |D S M|1 copo|lP M G
tipo: 0/0/0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A americano E o
( ) natural ( ) com OO0 O O}(165ml) O O O] __
frutas @) @)
Vitamina de leite ou|N(1|2(3|4|5/6|7|8|9|1 |D S M|lcopo(150ml) [P M G
leite batido com|O[O|O|O/O|0O|0O|O|O|0O|0 |A E L
fruta. O|l0O O O OO0 O|__
0] o)
Queijo minas ou|N|[1|2|3|4|5|6|7|8|9|1|D S M|1lfatiapeq oullP M G
ricota, requeijao|O|O|O[0|0|O|O|0|0O|0O|0 |A colher de sopa|E .
light. ( )N ( )E 0|0 O Ojrasa(209) O 00| __
0] O
Queijo coalho, mant.|N|{1|2|3(4|5|6|7|8|9|1 |D S M|2 fatias médias|P M G
prato, mussa, [O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A ou 1 colher de|E o
requeijéo. OO0 O O]sopa(309) O O O] __
(IN(C)E O O
VEGETAIS QUANTAS VEZES VOCE |[UNIDA |PORCAO SUA ¥ndo
COME DE MEDIA PORCA |escrever
1 2 3/(VM) @) aquiN
4 1 2 3
4
Alface. N1{2(3|4|5|6(7|8|9|1|D S M|3 folhas médias|P M G
O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (309) E _
O/l0O O O OO0 O|__
0] o)
Tomate cru. Ni1(2/3|4/5(6/7|8|9/1 D S M]|1 unidade|P M G
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0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 [A pequena ou E o
O[O0 O O]4fatias (70g) O O O|__
0] o)
Couve, espinafre, |[N{1 |2 (3(4|5/6|7(8|9|1 |D S M|3 colheres delP M G
cozido. 0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A sopa (60g) E o
0|0 O O OO0 O|__
0] 0]
Beterraba, crua ou|N[{1(2|3(4/5|6|7|8|9|1 D S M|4 fatias ou 25/P M G
cozida. 0/0/0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A colheres de sopa |E o
O|O0O O 0/(50g) O 0 O|__
0] o)
Cenoura crua ou|N|{1/2(3|4|5|6|7/8|9|1|D S M|2 fatias oulP M G
cozida. 0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A 2colheres de|E o
OO0 O O]sopa(30g) O O O|__
0] o)
Pepino, pimentao. NI1/2/3|4/5(6[7|8[(9|1 D S M|2 colheres delP M G
O0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A sopa (20g) E o
O|l0O O O O 0 O|__
0] O
MOLHOS QUANTAS VEZES VOCE |UNIDA PORQAO SUA Knao
COME DE MEDIA PORCA |escrever
1 2 3/(M) @) aquiN
4 1 2 3
4
Oleo, azeite ou[N|1(2|3(4|5|6/7|8|9|1 /D S M|3 colheres de(P M G
vinagrete em saladas. |[O|O|O|O|O|O|0O|0O|O|O|0 A sobremesa (159) |E o
O|0O O O O 0O O|__
0] O
Catchup OulN|1/2|3/4(5(6|/7|8|/9/1 D S M|1 colher de sopa|P M G
mostarda. 0/0/0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (109) E o
O/l0O O O O 0 O|__
0] o)
Maionese, molho|{N|1(2/3(4|5|6|7/8|9|1 D S M|1colher de sopalP M G




61

rosé (também em|[O|O[O|/O/0|0|O|0O|O|0O|0 |A (150) E o
pées). OO O O O O O|__
0] o)
FRUTAS E SUCOS |QUANTAS VEZES VOCE UNIDA PORCAO SUA Kndao
COME DE MEDIA PORCA | escrever
1 2 3|(M) O aquiN
4 1 2 3
4
Laranja, mexerica. Ni1{2|3/4|5|6|7|8|9|1 D S M|2unid. pequenas|P M G
O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (180g) E o
O/l0O O O O 0O O|__
0] o)
Banana. N|1|2|3(4|5|6|7|8|9|1|D S M|1 unidade médialP M G
O0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (609) E o
O|l0O O O O 0 O|__
O O
Mamao. NI1/2/3|4/5(6[7|8[(9|1|D S Mj|lfatiagrandeoulP M G
0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A meio papaya | E o
O|O0O O 0/(1809) O 0 O|__
0] 0]
Maga. N1{2(3|4|5|6(7|8|9|1|D S M|1 unidade meédia|P M G
O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (130g) E .
O/l0O O O O 0O O|__
0] o)
Melancia, meléo. N|1|2|3|4|5|6|7|8|9|1|D S M|1 fatia médialP M G
0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (1509) E o
O|0O O O O 0O O|__
0] O
Manga (naépoca). |N|[1(2|3|4|5|6|/7|8|9|1 |D S M|lunidadegrande|P M G
O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (2209g) E o
O/l0O O O O 0 O|__
0] o)
Abacaxi. N|1|2|3(4|5|6|7|8|9|1|D S M|25 fatias médias|lP M G
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O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (260g) E o
O|l0O O O O O O|__
0] o)
Goiaba (naépoca). |N{1|2|3(4|5/6|/7(8]/9|1 /D S M|l unidade [P M G
O|0|0O|0|0|0|0|0|0|0|0 [A pequena (60g) |E o
0|0 O O O O O|__
0] 0]
Suco de cau(ma|N|1({2|3(4|5/6|7(8|/9|1|D S M 1 copo|lP M G
época). O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (200ml) E .
( )N ( )E O/|l0O O O O 0 O|__
0] o)
Suco de acerola. Ni1|2/3/4|5|6/7|8|9/1|D S M 1 copolP M G
( )N ( )E O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (200ml) E o
O|l0O O O O O O|__
0] o)
Suco de laranja|N|1|2|3|4|5|6|7|8|9|1|D S M 1 copo(lP M G
natural. 0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (200ml) E L
( )N ( )E O|l0O O O O 0 O|__
0] O
Suco natural de|N|1|2|3|4|5/6|7|8|9|1|D S M 1 copolP M G
outras frutas 0/0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (200ml) E o
O|l0O O O O 0 O|__
0] o)
PAES E|QUANTAS VEZES VOCE |UNIDA |PORCAO SUA ¥ndo
BISCOITOS COME DE MEDIA PORGA |escrever
1 2 3/(VM) @) aquiN
4 1 2 3
4
Pao francés, pdo de[N|1(2/3|4|5/6|7|8(9|1 |D S M|1 unidade ou2|P M G
forma, integral, pdo|O|/O|O|0|O|O|O|/0|0O|0O|0 (A fatias (509) E L
doce, torrada. OO OO O O O] __
0] o)
Biscoito salgado, [N|1(2|3(4/5/6|7/8|9(1|D S M|5 a 6 unidades/P M G
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Biscoito doce sem|O[O|0O|O|/0O|0O|0O|0O|O|0O|0 |A (300) E o
recheio. O/0O OO O 0 O __
0] o)
Biscoito doce[N[1|2|3/4|5|6|7 9/1 |D S M|3unidades(40g) [P M G
recheado,amanteiga ([O[{O|0O|O|O|0|0|O|O|0O|0 |A E o
do. 0|0 O O O O O|__
0] 0]
Margarina passada|N[1|2|3|4|5(6|7 9/1|D S M|2 pontas de faca|lP M G
no pao O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (59) E .
( ) comum () OO OO O O O] __
light. 0] o)
Manteiga passada no|N{1|2 (3|4 |5|6 |7 9/1 |D S M|2 pontas de faca|lP M G
pao. O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (59) E .
O|l0O O O O O O|__
0] o)
BEBIDAS QUANTAS VEZES VOCE |[UNIDA PORCAO SUA Kndao
COME DE MEDIA PORCA | escrever
1 2 3|(M) 0 aquiN
4 1 2 3
4
Cerveja. Ni1{2/3/4|5|6|7 9/1|D S M|1 lata (350 ml)|P M G
0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A ou 2 copos|E .
O |0 O O/|americanos O O O] __
0] o)
Cachaca, whisky, IN|1 2|34 |5(6|7 9/1|D S M|2doses(60ml) [P M G
vodka. 0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A E .
O|0O O O O 0O O|__
0] O
Vinho. N1(2|3|4|5|6|7 9/11|D S M|2 célices delP M G
0/0/0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A vinho ou um|E L
O[O O O]copo (120 ml) O O O] __
0] o)
Café com acucar. N|1|2|3|4|5|6|7 91 |D S M|1 xicara de cha|P M G
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()N ()E O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A grande E o
O|O O 0O/(200 ml) O O O|__
0] o)
Cafe sem agucar. NI1|2/3|4/5(6[7|8[/9|1|D S M|1 xicara de cha|lP M G
O0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A grande E o
O|O O 0O](200 ml) O O O|__
0] 0]
Adocante artificial. |N|1/2({3|4(5/6|7|8|9|1|D S M|3a4dgotasoul/lP M G
0|0|0[0|0|0|0|0|0|0|0 |A envelope E o
O|O0O O 0/(0,8g) O O O|__
0] o)
DOCES, QUANTAS VEZES VOCE [UNIDA |PORCAO SUA ¥ndo
SOBREMESAS E|COME DE MEDIA PORGA |escrever
APERITIVOS 1 2 3[(M) o) aquiN
4 1 2 3
4
Chocolates, N|1|2|3|4|5|6|7|8|9|1|D S M|2unidadesou 1P M G
bombons, brigadeiro. |[O|O/O|O|0|0|0|0O|0O|0|0 [A barra (30Q) E o
()N ()E OO O O O 0 O|__
0] 0]
Doces de frutas. ( )|N{1({2[3(4|5|6|7|8|9|1 D S M|1 pedaco médio|lP M G
N ()E O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (609) E o
O/l0O O O O 0O O|__
0] o)
Bolos e tortas. ( ) N(N{1|2|3/4|5(6|7|8|9|1 |D S M|1 fatia média|lP M G
()E 0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A (509) E o
O|0O O O O 0O O|__
0] O
Sorvete. ()N ()E |N|1|2|3|4|5|6|7|8|9|1|D S M|2 picolés ou 1P M G
0/0/0|0|0|0|0|0|0|0|0 |A taca (2 bolas) E o
O|O0 O 0/(1209) O 0 O|__
0] o)
Doce de abobora ou|N[1({2[3(4|5|6|7|8(9|1 |D S M|1 pedaco|lP M G
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goiabada (em lata ou|O|O|O|0O|O 0|0|0|0 |A pequeno (359) |E o
caseiro. ( )N ()E OO O O O O O|__
0] o)
Pipoca, salgadinhos,[N|{1 (2|3 |4 718/9|/1 /D S M|lporcdo(45g) [P M G
chips, torresmo. 0|0|0|0|0 0|0|0|0 |A E .
0|0 O O O O O|__
0] 0]
Refrigerantes. Tipo: [N[1|2 |3 |4 7/8/9/1 /D S M|1 copo de 200/P M G
() ndo-dietéticos (|O|0|0|0|0 0O|0|0|0 |A ml E o
) dietéticos OO OO O O O] __
( N( )E. Usa @) @)
canudo ( )
Quando vocé come carne bovina ou de porco, vocé costuma comer a gordura visivel?
(1) nunca ou raramente (2) algumas vezes (3) sempre  (9)
ndo sabe
Quando vocé come carne de frango ou peru, vocé costuma comer a pele?
(1) nunca ou raramente (2) algumas vezes (3) sempre  (9)
néo sabe
Condimentos comprados por més (quantidade):
Oleo de soja (ml)
Vinagre (ml)
Sal (kg)
Acucar (kg)
Knao escrever
Por favor, liste qualquer outro alimento ou preparagdo importante que vocé aquiN
costuma comer ou beber pelo menos UMA VEZ POR SEMANA que nao
foram citados aqui (por exemplo: fibrax, leite-de-coco, outros tipos de
carnes, receitas caseiras, creme de leite, leite condensado, gelatina e outros
doces etc).
ALIMENTO |FREQUENCIA POR | QUANTIDADE COD CONS
SEMANA CONSUMIDA
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RESUMO

Objetivo: Investigar a associacdo do perfil hematoldgico com os valores séricos de 25-
hidroxivitamina D e polimorfismo Fokl do gene receptor da vitamina D de individuos
portadores de fibrose cistica acompanhados em um centro de referéncia do Nordeste
Brasileiro. Métodos: Estudo transversal, realizado com 18 individuos portadores de fibrose
cistica, de ambos os sexos, com idades entre 0-25 anos. Foram coletadas informacdes socio
demograficas e fatores associados a exposicdo solar. Também foram aferidas medidas
antropométricas de peso, altura e circunferéncia do braco. Sangue foi coletado para analise
dos pardmetros bioguimicos (25-hidroxivitamina D, paratormdnio, célcio e hemograma) e
para verificar a presenca do polimorfismo Fokl do gene receptor da vitamina D. Resultados:
A maioria dos participantes era do sexo masculino (55,6%). Da amostra total, 33,33% (n=6)
apresentou insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D (19.60 +6.180 ng/ml) e 27,8% (n=5)
anemia e baixo peso para a idade. No tocante aos genétipos, 5,6% (n=1) apresentou genétipo
FF, 72,3% (n=13) apresentou genotipo Ff e 22,2% (n=4) apresentou gendtipo ff. Houve
associacdo entre aos valores sericos de 25-hidroxivitamina D com os de hemoglobina
(p=0.008), hematdcrito (p=0.019) e leucdcitos (p=0.0114). Ndo houve associagcdo entre 0s
valores de 25-hidroxivitamina D e os genotipos (FF, Ff e ff) (p=0.2451). Além disso, houve
associacdo entre o polimorfismo Fokl e a contagem total de leucécitos (p=0.01). Concluséo:
O presente estudo encontrou associacao entre os valores séricos de 25-hidroxivitamina D e 0s
de hemoglobina, hematdcrito e leucocitos nos individuos analisados. Além disso, encontrou-

se associacdo do polimorfismo Fokl com a contagem total de leucdcitos.

Palavras-chave: Fibrose Cistica. Hemoglobina. Vitamina D. Polimorfismo.
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ABSTRACT

Aim: To investigate the association of the hematological profile with serum 25-
hydroxyvitamin D and Fok-I polymorphism of the vitamin D receptor gene in individuals
with cystic fibrosis followed at a reference center in northeastern Brazil. Methods: A cross-
sectional study was performed with 18 individuals aged 0-25 years with cystic fibrosis of both
sexes. Socio-demographic information and factors associated with sun exposure were
collected. Anthropometric measures of weight, height and arm circumference were also
collected. Blood was collected for analysis of biochemical parameters (25-hydroxyvitamin D,
parathyroid hormone, calcium and blood count) and to verify the presence of Fok-I
polymorphism of the vitamin D receptor gene. Results: The majority of participants were
male (55.6%). Of the total sample, 33.33% (n = 6) had vitamin D insufficiency / deficiency
(19.60 £ 6.180 ng / ml) and 27.8% (n = 5) anemia and low weight for age. Regarding
genotype, 5.6% (n = 1) presented FF genotype, 72.3% (n = 13) had Ff genotype and 22.2% (n
= 4) had ff genotype. Serum 25-hydroxyvitamin D levels were associated with hemoglobin (p
= 0.008), hematocrit (p = 0.019), and leukocytes (p = 0.0114). There was no association
between 25-hydroxyvitamin D values and genotypes (FF, Ff and ff) (p = 0.2451). In addition,
there was an association between Fok-I polymorphism and total leukocyte count (p = 0.01).
Conclusion: The present study found an association between serum of 25-hydroxyvitamin D
levels and those of hemoglobin, hematocrit and leukocytes in the individuals analyzed. In

addition, association between Fok-I polymorphism and total leukocyte count was found.

Keywords: Cystic fibrosis. Hemoglobin. Vitamin D. Polymorphism.



72

INTRODUCAO

Fibrose cistica (FC) € uma doenca autossémica recessiva, letal, mais comum em
brancos, causada por mutacdes no gene Cystic Fribrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR). A disfungdo deste canal conduz a alteragfes na viscosidade, volume e
concentracdo de sal nos fluidos corporais, levando a formagdo de secrecdo espessa, que
impede a hidratacdo das vias aéreas e forma um ambiente favoravel a colonizacdo bacteriana,
inflamacdo crénica e eventual insuficiéncia respiratoria. Cerca de 90% dos pacientes
apresentam também insuficiéncia pancredtica, resultando em ma absorcdo e risco de
deficiéncia de vitaminas lipossoltveis, incluindo a vitamina D22,

A incidéncia da doenca varia de acordo com a etnia, de 1/1800 a 1/5000 em
caucasianos nascidos vivos na Europa, nos estados Unidos e no Canada, 1/14000 nos afro-
americanos e 1/40000 na Finlandia. E considerada uma doenca rara entre asiaticos e africanos.
No Brasil, a incidéncia é de aproximadamente 1/7000, sujeita a variacoes regionais®

Nas ultimas décadas, a mediana de sobrevida destes individuos aumentou de 10-12
anos para mais de 37 anos de idade, sendo um dos principais fatores contribuintes a
compreenséo do papel da nutricdo no estado de satide geral destes individuos®.

A anemia é um problema nutricional comum em salde publica, que resulta em fadiga,
dispneia de ar e diminuicdo da capacidade fisica e, se for suficientemente grave, em
morbidade e mortalidade cardiovascular®. Em pacientes adultos com FC, a deficiéncia de
ferro é comum e principalmente funcional, devido a inflamagao crénica®. Ja em criangas com
FC, a anemia pode ser devida a desnutricdo ou eritropoiese inadequada, ou ambos?.

A vitamina D é mais comumente associada & ma formagéo 6ssea. Contudo, seu papel
na saude continua a ser definida, particularmente em termos de fungdes extra-esqueléticas.
Recentemente a vitamina D tem sido associada a varios outros estados de doenca, incluindo
hipertensdo, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, cancer e doenca pulmonar obstrutiva
cronica, e implicada em uma ampla gama de agdes bioldgicas, incluindo fortalecimento
muscular, proliferacdo e diferenciacdo celular e modula¢do do sistema imunoldgico. Sua
associacdo com a anemia tem sido sugerida nos ultimos anos, indicando seu papel na
homeostase do ferro e na eritropoiese®®’. A insuficiéncia de vitamina D tem demonstrado
estar associada a uma maior prevaléncia de anemia através dos ciclos da vida, desde criancas
até adultos saudaveis e idosos®.

A descoberta de que a maioria dos tecidos do corpo e as células abrigam receptores de

vitamina D e que varios destes tecidos possuem o0 equipamento enzimatico para converter a
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forma priméaria da vitamina D em circulagdo em sua forma ativa, proporcionou novos
conhecimentos sobre a funcdo deste hormdnio esterdide®. Além disso, a concentracio de 1,25
— hidroxivitamina D € centenas de vezes maior na medula 6ssea em comparacdo com o
plasma. Estes novos insights sobre as funcdes biologicas da vitamina D levaram ao interesse
pelas consequéncias clinicas da sua deficiéncia e reforcam a hipdtese de que existe uma
relacdo entre vitamina D e hemoglobina e que este fenémeno pode ser influenciado por
polimorfismos no gene receptor da vitamina D (VDR)%!, Atualmente, esses polimorfismos
tém sido associados a insuficiéncia renal, diabetes, hipertensio e doencas autoimunes*?,

Estudos tém indicado a existéncia de varios SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
no gene do VDR. Vérios destes polimorfismos foram descritos como sendo capazes de alterar
a atividade da proteina VDR, Os mais frequentemente observados estdo entre os éxons 8 e 9,
tais como Apal, Bsml e Taql; e o Fokl, localizado no éxon 24,

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo investigar a associa¢do do
perfil hematoldgico com os valores séricos de 25-hidroxivitamina D e polimorfismo Fokl do
gene receptor da vitamina D de individuos portadores de fibrose cistica acompanhados em um

centro de referéncia do Nordeste Brasileiro.

METODOS

Caracteristicas e desenho do estudo

Este estudo observacional, do tipo transversal, incluiu uma amostra ndo probabilistica,
por conveniéncia, de 22 pacientes portadores de FC, de ambos o0s sexos, com idades entre 0 e
25 anos, acompanhados no Ambulatorio de Pediatria do Hospital Universitario Lauro
Wanderley (HULW) / Universidade Federal da Paraiba (UFPB), na cidade de Jodo Pessoa
(PB), cujos pacientes ou responsaveis tenham assinado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, ou pacientes com idades entre 12 e 18 anos tenham assinado o Termo de
Assentimento. Os dados foram coletados entre maio e setembro de 2016. Na regido do estudo,
as quatro estacdes do ano ndo estdo bem definidas, uma vez que a regido tem caracteristicas
de verdo durante todo o ano, com alguns meses com mais chuva e dias nublados, com
temperaturas entre 23° a 34°C.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba, sob CAAE 52248815.9.0000.5183. Os



74

procedimentos do estudo obedeceram a Resolugdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude
/ Ministério da Saude.

Inicialmente, os participantes ou responsaveis responderam a um questionario, onde
foram abordados dados pessoais gerais (Nome, data de nascimento, renda familiar e grau de
escolaridade do responsavel), fototipo da pele e tempo médio de exposi¢cdo ao sol, uso de
produtos farmacéuticos e vestimentas. O questionario foi aplicado por pesquisadores
treinados.

O estado nutricional foi avaliado através dos indicadores indice de Massa Corporal
(IMC)/idade e Circunferéncia do Brago (CB). A avaliagdo nutricional do IMC foi dada pela
divisdo do peso pelo quadrado da altura. Circunferéncia do brago foi medida com o auxilio de
uma trena antropométrica inelastica. A medicdo foi feita no ponto médio entre entre o
acrémio e o olécrano®®. O indice de Massa Corporal foi classificado de acordo com as curvas
da OMS-2006 e OMS-2007%, para pacientes menores de 5 anos. Para a classificacio dos
pacientes maiores de 18 anos, foram utilizados os valores propostos pela World Health
Organization’. Como referéncia para classificacio da CB foi utilizada a tabela percentilar

proposta por Frisancho®,

Avaliacéo Bioquimica

Para a avaliacdo bioquimica, os participantes foram instruidos a um jejum de 12 horas.
Todas as analises foram realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas do HULW/UFPB, em
Jodo Pessoa. Para andlise de calcio e hemograma foram utilizados kits comerciais da Wiener,
de acordo com as instrugdes do fabricante, utilizando o analisador CMD 800i (Argentina), da
marca Wiener ou 0 XN1000, da marca Sysmex (Brasil). Os valores de referéncia adotados
foram os recomendados pelo fabricante. Paratorménio e 25(OH) D foram determinados por
guimioluminescéncia, utilizando o equipamento Architect i2000, da marca Abbott.

A concentragdo sérica de 25 (OH) D foi classificada como recomendado pela
Endocrine Society, que considera a insuficiéncia como uma concentracao entre 20 e 29 ng /
mL (50 a 75 nmol / L) e a deficiéncia como niveis de 25 (OH) D abaixo de 20 ng / mL (50
nmol / L)*°. O valor de referéncia estipulado para o célcio foi de 8,8 a 11,0 mg/dl, e para o
PTH foram de 15,0 a 68,3 pg/ml. O ponto de corte utilizado para diagndstico de anemia foi
de 12ng/dl.

Determinacdo do genotipo Fokl do gene VDR
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Para isolamento de DNA foram coletados 4ml de sangue total, obtido através de
puncdo venosa em tubos estereis contendo 7,2 mg de K3EDTA. A extracdo de DNA
gendmico foi realizada conforme metodologia estudo prévio.

Os gendtipos foram determinados por PCR-RFLP. Foram utilizados os iniciadores: 5 '
_-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3_"'(sense)e5 -ATG
GAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-23_"(antisense) e a amplificacao
ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo (30 segundos a 94°C), anelamento (30 segundos a 60°C) e extensdo (30
segundos a 72°C) com uma etapa extra de extensdo final de 10 minutos. O produto de 265 pb
foi digerido com Fokl, que reconhece e cliva o alelo polimérfico f, gerando dois fragmentos
(196 pb e outro de 69 pb), enquanto o alelo ancestral F permanece com 265 pb. Os gendtipos
foram analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e coloragdo com
nitrato de prata 0,5%%2L,

Analise estatistica

Os dados foram expressos em porcentagem, média e desvio padrdo da média. Todos
os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. As diferencas entre os grupos foram testadas pelo Teste t de Student
independente ou seu correspondente ndo-paramétrico, o teste de Mann-Whitney. Analise
Bivariada testou as associagOes estatisticas entre as variaveis sanguineas e a 25-
hidroxivitamina D dos grupos insuficientes/deficientes e suficientes, através do Teste do Qui-
quadrado de Spearman e Correlacdo de Pearson. O Teste do Qui-quadrado de Spearman foi
usado para verificar a influéncia do alelo dominante (F). Todas as anélises estatisticas foram
realizadas utilizando os softwares Instat e SPSS versdo 21, adotando-se nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS
Do total de 22 individuos previstos para a pesquisa, foram analisados 18 em virtude da

perda de 18,2% (n = 4) da amostra, decorrente de problemas relacionados a coleta dos dados

ou recusa em participar da pesquisa. Ndo foram encontradas alteracdes bioquimicas que
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indicassem insuficiéncia hepéatica ou renal nos individuos analisados. Também ndo foi
detectada a presenca de doenca cronica que altere o metabolismo da vitamina D.

A amostra foi constituida por individuos com idade média de 10,61+6,57 anos, sendo
composta por 55,6% (n=10) de individuos do sexo masculino e 44,4% (n=8) do sexo
feminino. Tabela 1. Os valores séricos médios de 25(0OH) D da populagdo geral se
apresentaram dentro do parametro de normalidade (média de 34.63+13.768 ng/dl), com
33,33% (n=.6) apresentando valores inferiores a 30ng/dl. Tabela 2. No tocante aos genotipos,
5,6% (n=1) apresentou gendtipo FF, 72,3% (n=13) apresentou genoétipo Ff e 22,2% (n=4)
apresentou genétipo ff. Além disso, a amostra apresentou uma prevaléncia de 27,8% (n=5) de
anemia e de baixo peso para a idade. Dados ndo apresentados.

Individuos com insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D apresentaram menores valores
séricos de hemoglobina (p=0.008) e hematdcrito (p=0.019) quando comparados ao grupo de
individuos suficientes, e estes valores foram positivamente correlacionados com os valores de
25-hidroxivitamina D (0.592 e 0.512, respectivamente). Além disso, estes individuos
apresentaram maior contagem de leucocitos (p=0.0114).

Com base na analise utilizada observou-se ainda que ndo houve associagdo entre 0s
genotipos (FF, Ff e ff) e a 25-hidroxivitamina D (p=0.2451) (Tabela 4). Houve associacdo dos
genotipos FF/Ff com a contagem total de leucdcitos (p=0.01).

DISCUSSAO

Estudos ndo foram realizados relatando a associacdo do perfil hematoldgico com os
valores séricos de 25-hidroxivitamina D e polimorfismo Fokl do gene VDR em individuos
com fibrose cistica, 0 que torna o presente estudo inédito. Além disso, por ser uma doenca
rara, a amostra de 18 pacientes torna-se representativa, e os resultados encontrados tornam-se
relevantes.

Com base nos dados do presente estudo, houve associagao entre os valores séricos de
25-hidroxivitamina D e os de hemoglobina (p=0.008), hematdcrito (p=0.019) e contagem total
de leucdcitos (p=0.0114). Individuos insuficientes/deficientes em 25-hidroxivitamina D
apresentaram valores séricos menores de hemoglobina e hematdcrito e maior contagem total
de leucdcitos quando comparados ao grupo de individuos suficientes. Além disso, ndo foi
encontrada correlacdo entre os gendtipos (FF, Ff e ff) e os valores séricos de 25-
hidroxivitamina D (p=0.2451).
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Resultados semelhantes foram encontrados na literatura??. Ao examinarem as
interrelacdes entre o ferro e a vitamina D e seus hormdnios em adolescentes gravidas, Thomas
et al?® observaram que a 25-hidroxivitamina D materna foi positivamente associada a
hemoglobina materna no inicio da gestagdo, bem como no parto (p<0.01 para ambos). Além
disso, a 25-hidroxivitamina D materna foi inversamente associada com a eritropoietina no
inicio da gestagéo (p<0.05) e no parto (p<0.001).

Mais recentemente, Silva et al®*, ao investigarem a associacio do perfil hematoldgico
com 0s niveis sericos de 25-hidroxivitamina D e polimorfismo Bsml do gene vitamina D
receptor de idosos ndo institucionalizados, demonstraram que a deficiéncia de vitamina D esta
associada a baixos valores de hemoglobina na populacdo estudada. A influéncia do estado
nutricional sobre a anemia foi avaliada neste grupo, ndo sendo observada nenhuma relacédo, o
que fortalece a associagdo da vitamina D com os valores da hemoglobina.

Nos altimos anos a atencdo cientifica tem-se centrado nas associa¢fes da vitamina D
com multiplas doencas crbnicas e degenerativas. Estes efeitos tém sido atribuidos
principalmente para as a¢cdes imunomoduladoras e antiinflamatorias da vitamina D. As células
envolvidas nestes processos expressam o Receptor da Vitamina D (VDR) e podem produzir e
responder a sua forma ativa®:

Ao avaliar a associacdo dos niveis séricos de 25-hidroxivitamina D com
biomarcadores de estresse oxidativo, inflamacdo e ativacdo endotelial em criangas obesas,
pesquisadores encontraram concentracOes séricas insuficientes de 25(OH)D (<20 ng/ml) em
5% das criancas do grupo controle e em 30% das criancas obesas. Além disso, nas criangas
obesas com insuficiéncia de vitamina D, as concentra¢cBes dos marcadores inflamatérios
foram substancialmente elevadas®®.

Estudiosos tém demonstrado que polimorfismos do gene receptor da vitamina D
afetam a atividade da sua proteina codificadora e, consequentemente, os efeitos metabolicos
mediados pela vitamina D. O polimorfismo Fokl tem sido associado ao aumento da
susceptibilidade ao cancer gastrico, de prostata, figado e mama?’28293031 Também tem sido
associado & massa 6ssea e componentes da sindrome metabdlica®?*3,

Bhanushali et al®* encontraram correlagdo entre os valores séricos de 25-
hidroxivitamina D (p<0,05) e Taqgl, mas ndo com Fokl (p>0,05) em individuos indianos
saudaveis.

Por outro lado, contrapondo-se aos resultados do estudo mencionado, Mackawy &
Badawi'®, ao investigarem o papel da vitamina D na inflamago cronica e resisténcia a

insulina em individuos egipcios com Diabetes tipo 2 (DM2), com ou sem Sindrome
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Metabdlica (SM), observaram que o polimorfismo Fokl esta associado aos valores séricos de
25-hidroxivitamina D nos individuos com DM2, com ou sem SM.

Né&o foram encontrados estudos prévios que avaliassem a associacdo do polimorfismo
Fokl do gene VDR com o estado inflamatério em individuos portadores de fibrose cistica,
como foi o caso do presente estudo, onde pdde-se demonstrar que os individuos portadores do
polimorfismo Fokl do gene VDR apresentaram estado inflamatério aumentado, observado
através do aumento da contagem total de leucaocitos.

No presente estudo apenas um polimorfismo do gene VDR foi analisado, sendo
necessarios outros estudos que investiguem a influéncia de outros polimorfismos no perfil
hematoldgico e no metabolismo da 25-hidroxivitamina D nesta populagdo. Além disso, como
foi um estudo transversal, ndo é possivel determinar uma relacdo causal entre polimorfismo
Fokl e contagem total de leucécitos, bem como dos valores sericos de 25-hidroxivitamina D e
valores de hemoglobina, hematdcrito e contagem total de leucdcitos.

Apesar de trazer dados relevantes para a literatura, este estudo possui como limitacdo
0 tamanho reduzido da amostra. Entretanto, ainda assim forneceu resultados inéditos ao
observar as associacdes propostas, sugerindo que o mesmo seja reproduzivel em amostras

com tamanhos maiores, em pacientes fibrocisticos.

CONCLUSOES

As evidéncias sugerem que a vitamina D desempenhe um papel na regulacdo da
resposta imunoldgica. No presente estudo a insuficiéncia/deficiéncia de 25-hidroxivitamina D
se associou com os valores séricos de hemoglobina, hematdcrito e contagem total de
leucdcitos nos individuos analisados. Além disso, encontrou-se associa¢do do polimorfismo

Fokl com a contagem total de leucdcitos.
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TABELA 1. Caracterizacdo da amostra e relagdo entre os valores séricos de 25-hidroxivitamina D e os dados sdcio demograficos de
individuos portadores de fibrose cistica. Jodo Pessoa — PB, Brasil, 2016.

VARIAVEIS GERAL 25 (OH) D* 25 (OH) D**
(n=18) SUFICIENTES INSUFICIENTES /
(n=12) DEFICIENTES
(n=6)

Prevaléncia n Prevaléncia n Prevaléncia n
Sexo
Masculino 55,6% 10 75% 9 16,67% 1
Feminino 44,4% 8 25% 3 83,33% 5
Grau de instrucao do responsavel
Analfabeto - - - - - -
1° grau 44,45% 8 58,33% 7 16,67% 1
2°grau 44,45% 8 41,67% 5 50% 3
Graduagao 11,10% 2 - - 33,33% 2
Pés-graduacéo - - - - - -
Renda familiar
1 a <5 salarios minimos 88,88% 16 100% 12 66,66% 4
5 a 10 salérios minimos 5,56% 1 - - 16,67% 1
>10 salarios minimos 5,56% 1 - - 16,67% 1
Cor da pele
Muito clara 16,67% 3 - - 50% 3
Clara 22,22% 4 16,67% 2 33,33% 2
Menos clara 16,67% 3 16,67% 2 16,67% 1
Morena clara 16,67% 3 25% 3 - -
Morena escura 22,22% 4 33,33% 4 - -
Negra 5,55% 1 8,33% 1 - -

Média / DP Média / DP Média / DP Pt
Idade (anos) 10,61+6,57 11,03+4,400 9,66+10,13 0.6797
IMC (kg/m?) 15,10+2,13 15,38+2,541 14,63+0,93 0,52
Exposigéo solar (minutos) 20+19,92 24,54+23,71 11,66+4,02 0,11

Os dados séo expressos em média e desvio padrdo da média (DP).

25(0OH) D = 25-hidroxivitamina D; IMC = indice de Massa Corporal; PTH = paratorménio.
*25(0OH) D > 75nmol/L (30ng/ml)

**25(0OH) D < 75nmol/L (30ng/ml)

tValores de p referentes a comparagao entre os grupos, segundo o Teste t de Student independente.
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TABELA 2. Variaveis bioguimicas de acordo com os valores séricos de 25-hidroxivitamina D em individuos portadores de fibrose cistica.
Jodo Pessoa — PB, Brasil, 2016.

VARIAVEIS GERAL 25 (OH) D* 1C95% 25 (OH) D** 1C95% TESTE t
(n=18) SUFICIENTES INSUFICIENTE
(n=12) S/
DEFICIENTES
(n=6)

Média / DP Média / DP Média / DP pt
25(0H) D 34.63+13.768 42.15+9.53 36.09-48.02 19.60+6.18 13.11-26.08 <0.0001
PTH 41.1+17.717 42.38+18.25 30.78-53.98 38.53+17.96 19.68-57.38 0.6772
CALCIO 9.87+0.6097 10.08+0.31 9.87-10.29 9.47+0.83 8.59-10.34 0.2161
HEMOGLOBINA 12.91+1.602 13.56+1.26 12.76-14.36 11.53+1.44 10.06-13.09 0.008
HEMATOCRITO 39.09+4.700 40.85+3.84 38.40-43.29 35.56+4.49 30.84-40.28 0.019
LEUCOCITOS 10.286,11+3.847,8 8.790,8+2.556,2 7.166,7-10.415 13.277+4.457,1 8.598,4-17.955 0.0114

Os dados séo expressos em média e desvio padrédo da média (DP).

25(0H) D = 25-hidroxivitamina D; PTH = paratorménio.

*25(0OH) D > 75nmol/L (30ng/ml)
**25(0OH) D < 75nmol/L (30ng/ml)

tValores de p referentes a comparagao entre os grupos, segundo o Teste t de Student independente.

TABELA 3. Variaveis bioguimicas de acordo com distribuicéo alélica do polimorfismo Fokl do gene VDR em individuos portadores de
fibrose cistica. Jodo Pessoa — PB, Brasil, 2016.

VARIAVEIS GENOTIPOS 1C95% GENOTIPO ff 1C95% TESTE t
FF/Ff (n=4)
(n=14)
Média / DP Média / DP pt

25(0OH) D 32.35+14.02 24.26-40.45 42.60+10.62 25.71-59.49 0.19
PTH 37.60+13.10 30.03-45.12 53.35+27.80 8.99-97.72 0.11
CALCIO 9.778+0.61 9.42-10.13 10.19+0.40 9.55-10.83 0.27
HEMOGLOBINA 12.59+1.30 11.82-13.33 14.05+2.21 10.53-17.57 0.10
HEMATOCRITO 38.54+4.11 36.16-40.91 41.00+6.75 30.24-51.75 0.37
LEUCOCITOS 11.428+3.560,4 9.372,5-13.483 6.290+1.262,7 4.281,1-8.298,9 0.01

Os dados séo expressos em média e desvio padrdo da média (DP).

25(0H) D = 25-hidroxivitamina D; PTH = paratorménio.

*25(0OH) D > 75nmol/L (30ng/ml)
**25(0OH) D < 75nmol/L (30ng/ml)

tvalores de p referentes a comparagao entre os grupos, segundo o Teste t de Student independente.
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TABELA 4 — Associago dos genétipos com os valores séricos de 25-hidroxivitamina D em individuos portadores de fibrose cistica. Jo&o

Pessoa — PB, Brasil, 2016.

25(0H) D
Suficientes* Insuficientes/deficientes** Geral (18) OR 1C95% P
(n=12) (n=6)
Genotipos FF/Ff 44 % (8) 33% (6) 78 % (14) 0,1453 0,0065-3.212 0,2451
Genétipo ff 22% (4) 0 22% (4)

OR = Odds Ratio; 1C95% = Intervalo de Confianga 95%; p = valor de p segundo o teste do Qui-Quadrado.
25(0OH) D = 25-hidroxivitamina D.

*25(0OH) D > 75nmol/L (30ng/ml)

**25(0OH) D < 75nmol/L (30ng/ml)



OUTROS RESULTADOS

Tabela 1 — Distribuicéo da frequéncia de consume de alimentos fontes de vitamina D.
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ALIMENTO FREQUENCIA DE CONSUMO
NUNCA RARAMENTE ASVEZES FREQUENTEMENTE DIARIAMENTE
PEIXE FRITO 31,25% 43,75% 12,5% 0% 0%
PEIXE COZIDO 43,75% 50% 18,75% 0% 0%
FIGADO 25% 37,5% 31,75% 6,25% 0%
ovo 12,5% 25% 25% 6,25% 31,25%
LEITE 0% 0% 0% 0% 100%




