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RESUMO

Introducdo: A hipovitaminose D tem sido observada em diferentes populagdes,
especialmente em brancos europeus e americanos, porém ainda sao escassos 0s estudos que
associam a diminuigéo desta vitamina em populagdes negras, tornando-se preocupante para a
salde publica. Os niveis de vitamina D podem ser influenciados por fatores ambientais, como
as dietas, bem como por fatores genéticos, como os polimorfismos e a expressdo génica.
Objetivo: Investigar a influéncia do polimorfismo BSMI do gene do receptor da vitamina d
(VDR) sobre os niveis de vitamina D séricos, expressdo de gene VDR, CYP24Al e SOD2,
consumo alimentar e autodeclaracdo de raga/cor na Fronteira Oeste-RS. Métodos: O estudo
foi aprovado pelo CEP-UNIPAMPA (n°977827). Os participantes foram convidados na
comunidade (Uruguaiana e Sao Borja) e, apds aceite e assinatura do TCLE, responderam a
um questionario estruturado com dados de identificacdo, autodeclaracdo de raga/cor, dados
nutricionais (QFA e R24h). A coleta de sangue para as analises bioquimicas foi realizada em
jejum e a vitamina D foi dosada por Quimiluminescéncia, a anélise do polimorfismo foi feita
por PCR em tempo real e a e a expressdo génica foi conduzida por gRT-PCR, usando
QuantiFast SYBR® Green PCR Master Mix. Os dados foram plotados em planilha eletronica
Excel e analisados em programa estatistico. Os dados foram apresentados como média = DP e
frequéncias, test t de Student, qui-quadrado e ANOVA one way, realizado para andlise de
diferengas entre os grupos, e o p<0,05 foi considerado significativo. Resultados: Participaram
do estudo 114 sujeitos, 56.1% do sexo feminino e com média de idade de 30.5 + 10.6 anos.
Foi realizada a comparacdo entre as médias e posteriormente avaliadas através da
estratificacdo de cor. A vitamina D apresenta niveis significativamente reduzidos em pretos
(15.93ng/dL+4.58) quando comparados a pardos e brancos (p=0.024). Nao houve diferenca
significativamente estatistica para o consumo alimentar de vitamina D entre 0s grupos
(p=0.479), e novamente 0 menor consumo esta entre os pretos (0.93mcg+1.19). A frequéncia
genotipica foi de GG (43%), GA (40.4%) e AA (16.7%). E em um segundo momento foram
selecionados todos os participantes com hipovitaminose D (98 individuos) vitamina D
<20ng/dL e avaliou-se a expresséo de outros 3 genes: VDR, CYP24A1 e SOD2, onde o SNP
Bsml do gene VDR apresentou superexpressdo de CYP24A1 e baixa expressdo de SOD2.
Concluséo: Os niveis séricos de vitamina D observados nos grupos, bem como o consumo
alimentar de alimentos fonte de vitamina D, sdo considerados insuficientes e despertam
preocupacdo. E em um modelo de regressdo logistica, pode-se observar que a autodeclaracao
de cor da pele “preta” constituiu fator de risco para baixos niveis séricos de vitamina D, além
de verificar que O SNP Bsm | do gene VDR pode modular a expressdo dos genes avaliados
sem interferir nos niveis séricos.

Palavras chave: Hipovitaminose D, vitamina D, negros



ABSTRACT

Introduction: Hypovitaminosis D has been observed in different populations, especially in
white Europeans and Americans, but there are still few studies that associate the decrease of
this vitamin in black populations, becoming a concern for public health. Vitamin D levels can
be influenced by environmental factors such as diet, as well as by genetic factors such as
polymorphisms and gene expression. Objective: To investigate the influence of the BSMI
polymorphism of the vitamin D receptor gene (VDR) on serum vitamin D levels, VDR gene
expression, CYP24A1 and SOD2, food consumption and self-declaration of race/color in
Fronteira Oeste-RS. Methods: The study was approved by CEP-UNIPAMPA (n°977827). The
participants were invited in the community (Uruguaiana and Sao Borja) and, after accepting
and signing the TCLE, they responded to a follow-up followed by identification data, self-
declaration of race/color, nutritional data (FFQ and 24hR). Blood collection for biochemical
analyzes was performed in fasting and vitamin D was measured by chemiluminescence,
polymorphism analysis was performed by real-time PCR and gene expression was conducted
by qRT-PCR, using QuantiFast SYBR® Green PCR Master Mix. Data were plotted on an
Excel spreadsheet and analyzed using a statistical program. Data were presented as mean +
SD and frequencies, Student's t test, chi-square and one-way ANOVA, performed for analysis
of differences between groups, and p<0.05 was considered significant. Results: 114 subjects
participated in the study, 56.1% female with a mean age of 30.5 + 10.6 years. A comparison
was made between the averages and later evaluations through color stratification. Vitamin D
levels are significantly reduced in blacks (15.93ng/dL+4.58) when compared to browns and
whites (p=0.024). There was no statistically significant difference for dietary intake of
vitamin D between groups (p=0.479), and again the lowest consumption is among blacks
(0.93mcg+1.19). The genotype frequency was GG (43%), GA (40.4%) and AA (16.7%). And
in a second moment, all participants with hypovitaminosis D (98 individuals) vitamin D
<20ng/dL were selected and the expression of 3 other genes was evaluated: VDR, CYP24A1
and SOD2, where the Bsml SNP of the VDR gene showed overexpression of CYP24A1 and
low expression of SOD2. Conclusion: The serum levels of vitamin D observed in the groups,
as well as the dietary intake of vitamin D source foods, are insufficient and arouse concern.
And in a logistic regression model, it can be observed that the self-declaration of skin color as
“black” constituted a risk factor for low serum levels of vitamin D, in addition to verifying
that the SNP Bsm | of the VDR gene can modulate gene expression without interfering in
serum levels.

Keywords: Hypovitaminosis D, vitamin D, black people
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APRESENTACAO

A presente Tese de Doutorado foi dividida em trés partes principais. Na parte |
encontra-se a INTRODUGAO, contendo REVISAO BIBLIOGRAFICA e OBJETIVOS
tracados para este trabalho. A metodologia e os resultados que fazem parte deste trabalho
estdo apresentados sob a forma de um artigo ja publicado e um manuscrito que se encontram-
se na parte Il deste trabalho, de acordo com a formatacédo pré-definida da revista escolhida. Os
itens CONSIDERACOES GERAIS e CONCLUSAO encontram-se na parte 111 dessa tese,
apresentando interpretacdes e comentarios gerais sobre o0s resultados mostrados nos
manuscritos desse trabalho. No item PERSPECTIVAS, estdo expostos os estudos que dardo
continuidade a esse trabalho. O item REFERENCIAS refere-se somente as citacdes que

aparecem nos itens introducdo e revisao bibliografica dessa qualificagéo.
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PARTE I

1 INTRODUCAO

A vitamina D é um hormonio esteroide que desempenha um importante papel no
metabolismo do célcio e fésforo, além de diversas outras fungdes bioldgicas e sua deficiéncia
pode trazer varias consequéncias, ndo somente no metabolismo 0sseo, como também em
outras funcdes do organismo (BACCARO, 2017).

H& relatos de elevada prevaléncia de hipovitaminose D em todo mundo,
principalmente nos paises com pouca exposi¢do solar devido suas condigdes climéticas e as
altas latitudes, o inverno, hiperpigmentacdo da pele, menor exposicdo solar, presenca de
doencas cronicas, habitos alimentares, gravidez, amamentacdo e auséncia de alimentos
fortificados com vitamina D (FERREIRA et al., 2017). No Brasil, apesar do clima tropical,
com pouca variacdo sazonal e sol suficiente, a deficiéncia de vitamina D € prevalente em
diversas regifes. Tendo em vista, as caracteristicas climaticas do Rio Grande do Sul, existe
uma maior probabilidade da populacdo apresentar niveis reduzidos de vitamina D nesse
estado (DELCHIARO et al., 2017; JUNIOR et al., 2011).

A vitamina D (onde “D” representa a vitamina D> e a vitamina D3) ingerida na dieta
ou produzida na pele a partir da exposicdo ao sol, é transportada pela proteina de ligacdo a
vitamina D (DBP) para o figado, onde é metabolizada e a principal forma circulante de
vitamina D, tem meia-vida de aproximadamente 2-3 semanas e € o marcador clinico usado
para determinar o status de vitamina D de uma pessoa (JAIN, 2020). Pode ser encontrada em
alguns alimentos como peixes, ovos, leite além de suplementos alimentares, porém sua maior
fonte cerca de 80 a 90% é proveniente da sintese cutanea, a partir da adequada exposicao solar
aos raios UVB (DELCHIARO et al., 2017).

A forma ativa da vitamina D é a 1,25-di-hidroxivitamina D, seu nivel nas células e sua
circulacio € regulada pelo seu receptor chamado VDR, do inglés "Vitamin D
receptor” (também chamado receptor calcitriol) (HAJJ et al., 2016). A descoberta de que a
maioria das células expressa 0 VDR, tem gerado interesse nos seus potenciais efeitos
bioldgicos, pois pode influenciar a génese e progressdo de diversas doencas como as
autoimunes, as osteometabolicas, neoplasicas, infecciosas e cardiovasculares, demonstrando
que existe um condicionamento enzimético para produzir formas ativas da vitamina D (RUIZ-
BALLESTEROS et al., 2020; HOLICK, 2007).
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Sabe-se que 3% do genoma é regulado direta ou indiretamente pelo VDR, no qual
quase todas as células nucleadas expressam este receptor, porém 0 mesmo varia muito
conforme a especificidade da célula (HAJJ et al., 2016). As acdes gendmicas sdo ativadas
pela ligacdo 1,25 D (OH)D2D3 ao VDR, esses receptores se ligam a sequéncias regulatorias
do gene alvo, modulando assim a atividade transcricional da regido promotora (RUIZ-
BALLESTEROS et al., 2020).

O gene que codifica 0 VDR esta localizado no braco longo do cromossomo 12 (locus
12g12-g14) e existem polimorfismos descritos para este gene, nos quais além de seus efeitos
no metabolismo 06sseo, também foram associados a doencas cardiovasculares, sindrome
metabolica, aumento do risco de Diabetes tipo 2, resisténcia a insulina, perfil lipidico
desfavoravel, aumento da pressao arterial, obesidade e mortalidade (HAJJ et al., 2016).

Como a baixa da vitamina D em individuos com pele escura e naqueles com obesidade
é provavelmente causada por diferentes mecanismos, supde-se que tanto a obesidade e a etnia
afetam as concentragdes séricas de 1,25 D(OH) D2Dgs, de modo que os adultos negros obesos
podem ter uma alta prevaléncia de hipovitaminose D (JAIN, 2020).

Deste modo, considerando que os adultos negros tém elevado potencial para
deficiéncia de vitamina D e que pode estar associado ao teor aumentado de melanina na pele
e, também a elevada prevaléncia de excesso de peso ou obesidade, estudaremos os efeitos da
cor da pele (autodeclarada), do consumo alimentar e do gene VDR sobre 0s niveis séricos de

vitamina D em uma amostra de adultos da comunidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Populacéo Negra

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) que pesquisou as
cores mais declaradas pela populagdo, existe um sistema de classificacdo com cinco
categorias: branca, preta, parda, amarela e indigena, referindo, entdo, como populacdo negra
as cores “preta” e “parda”. Desde 0 ano de 2017, o Ministério da Salde adota o critério de
autodeclaragdo de cor, onde o proprio usuario define sua raga/cor, remetendo a autopercepc¢ao
em relacdo a sua cor, considerando também os aspectos socioculturais e origem étnico racial
(POLITICA NACIONAL DE SAUDE DA POPULACAO NEGRA, 2017).

Embora esta populacdo seja representada em grande nimero, sabemos também que a
mesma apresenta maior vulnerabilidade, seja social ou econdmica, além de uma maior
suscetibilidade de danos na saude (IBGE, 2016). De acordo com o boletim epidemioldgico
(2015) e seus indicadores de saude demonstraram que a populacdo preta/parda avalia sua
salde como regular ou ruim, os mesmos dados mostraram que este grupo populacional esta
mais exposto a viver em domicilios com condicBes precarias (73,5%) em comparacdo aos
brancos.

Dados dos sistemas de informacdo disponiveis no TABNET/DATASUS (2010)
trazem que a taxa de analfabetismo na populagéo geral com idade igual ou superior a 15 anos
foi de 1,94%, para a populacdo branca, essa taxa era de 1,63%, enquanto para as populagoes
preta e parda era 3,51 e 3,95%, respectivamente. Quanto a escolaridade, 60,18% da populacédo
branca possuia fundamental completo ou superior, contra 49,68% dos pretos e 45,34% dos
pardos. Dentre a populacdo preta, 23,68% ndo tinha nenhuma escolaridade ou o 1° ano do
ensino fundamental incompleto.

Em conformidade com dados esses dados, a Politica Nacional de Saude da Populagéo
Negra (2017) demonstrou que o total de pessoas de cor preta ou parda entre 18 e 24 anos que
cursavam 0 ensino superior, em 2015, era de 12,8%, esse percentual representa um
crescimento significativo em relacdo a 2005 (7,3% pontos percentuais), porém ainda se
considera abaixo do percentual alcancado pelos jovens estudantes brancos 10 anos antes
(17,8%). Um dos fatores responsaveis por agravar a desigualdade de cor ou raga no acesso ao
ensino superior é o atraso escolar, o qual afeta mais 0S estudantes pretos ou pardos em

comparagdo com os estudantes brancos.
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Desta forma a baixa escolaridade também gera um impacto econémico/social, pois 0s
dados do ultimo Censo (2022) demonstraram que 13,59% da populacéo preta e 15,32% da
populacéo parda viviam com renda inferior a meio salario minimo, a renda media domiciliar
per capita era estimada em R$ 1.770,29 para a populacdo geral, R$ 1.911,99 para a populagédo
branca, R$ 883,41 para a populacéo preta e R$ 954,11 para a populagdo parda (IBGE, 2023).

Estes dados relacionados a escolaridade e renda da populacdo negra geram também
impacto no panorama geral de saude destes individuos, e destacam-se um predominio de
doencas ndo transmissiveis, que possivelmente estejam associadas a dificuldade ao acesso de
informacdes referente a salde e alimentagcdo adequada, e entre as principais causas de morte
entre pretos/pardos estdo as doengas cerebrovasculares, infarto agudo do miocéardio e Diabetes
Mellitus (POLITICA NACIONAL DE SAUDE DA POPULACAO NEGRA, 2017).

Além disso existem outras questdes de salde relevantes a serem levantadas, que
possivelmente também influenciam no estado geral de satde do individuo, por exemplo, 0s
baixos niveis de vitamina D em pessoas com pele escura, na qual populacbes
afrodescendentes tendem a ter uma maior deficiéncia quando comparado a caucasianos (JAIN
et al., 2020).

2.2 Vitamina D

A vitamina D3, € uma molécula lipossoltuvel e pode ser englobada por adipécitos e
armazenada na gordura subcutédnea ou visceral na qual a distribuicdo no tecido adiposo
prolonga sua meia-vida para aproximadamente dois meses, sendo uma fonte fisioldgica
guando a producao diminui (STEINER,; et al., 2017).

A vitamina D é provinda da alimentacdo e da sua producdo enddgena que é produzida
pelos raios UVB, onde através da exposicdo solar induz a produgdo enzimatica de 7-
deidrocolesterol em vitamina D3 e na dieta esta pode ser obtida através do colecalciferol
(origem animal) e o ergocalcierol (origem vegetal)- vitamina D2, porém o Unico sitio que é
considerado capaz de produzir vitamina D nos seres humanos é a pele, sendo que o restante
dessa vitamina circulante provém da ingestéo alimentar (BACCARO, 2017).

Através da dieta, esta vitamina pode ser encontrada em alguns alimentos como no
salmao, atum, 6leo de figado de bacalhau, gema de ovo entre outros, além de suplementos
alimentares, porém sua maior fonte cerca de 80 a 90% é proveniente da sintese cutanea, a
partir da adequada exposicéo solar aos raios UVB (MONTICIELLO, 2011). A forma ativa da
vitamina D ¢ a 1, 25-di-hidroxivitamina D, seu nivel nas células e sua circulacdo € regulada
pelo seu receptor chamado VDR (HAJJ et al., 2016).
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A absorcdo intestinal da vitamina D3 ocorre, principalmente, no intestino delgado e
sua metabolizacdo segue 3 etapas principais, a 25-hidroxilacdo, lalfa-hidroxilacdo e a 24-
hidroxilacdo, todas realizadas por oxidase de funcdo mista do citocromo P450 (CYP), onde a
primeira etapa ocorre predominantemente no figado e a vitamina D3 é hidroxilada em 25
hidroxivitamina D3 [25(OH)Ds], ap6s acdo da enzima 25-hidroxilase (CYP27A1), essa forma
de vitamina D3 possui grande afinidade pela DBP (BIKLE, 2014).

A segunda etapa de metabolizacdo ocorre nos rins, pela acdo da 1 alfa-hidroxilase
(CYP27B1), formando a 1,25 di-hidroxivitamina D3 [1,25(OH)Ds3], este é o metabolito ativo e
desempenha as principais funcdes bioldgicas no organismo e quando sua concentracdo sérica
encontra-se em niveis suficientes, da-se a terceira etapa da metabolizacdo, que consiste na
hidroxilag&o, no tecido renal, da 25(OH)Ds em 24,25 di-hidroxivitamina D3 [24,25(0OH)Ds]
pela 24-hidroxilase (CYP24A1) sendo que sua principal funcdo fisiol6gica dessa ultima etapa
é limitar a ocorréncia da 1,25(OH)Ds em niveis toxicos ao organismo, ja que o metabdlito
resultante € biologicamente inativo (BIKLE, 2014; ZHU; et al., 2012).

A elevada prevaléncia de hipovitaminose D constitui um grave problema para a satde
publica a nivel mundial, incluindo o Brasil (MAEDA et al., 2014). Desta forma, esta
deficiéncia tem sido cada vez mais observada na populacdo em geral, apontando para um
maior nimero em negros quando comparados a brancos (JAIN et al., 2020).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia que publicou
suas recomendacdes para o diagndstico e tratamento da hipovitaminose D, os quais valores
inferiores a 20ng/mL sdo considerados como “deficiéncia”, valores entre 21-29ng/mL sdo
classificados como “insuficiéncia” e valores entre 30-100ng/mL considerados como
“suficientes” de vitamina D, porém ainda ndo ha um consenso mundial frente a esta
classificacdo (FERREIRA,; et al., 2017).

As concentracOes séricas de vitamina D, tanto em adultos quanto em idosos variam
conforme a regido geografica, estacdes do ano, habitos culturais, como exposi¢do ao sol, uso
de roupas fechadas e de protetor solar por tempo prolongado, além da menor ingestdo de
vitamina D, a cor da pele, obesidade, e gestacdo podem representar fatores de risco para esta
deficiéncia (HOLICK, 2007; BACCARO, 2017). O Brasil é um pais tropical de dimensdes
continentais, com latitudes equatoriais na regido Norte e temperadas na regido Sul,
modificando a incidéncia de luz solar, possivelmente contribuindo para grande variagcdo nos
niveis de vitamina D (ARANTES, 2013).
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O aumento da prevaléncia da hipovitaminose D podem estar relacionados com
mudancas no estilo de vida, tais como exposi¢édo solar, reducéo da ingestdo de alimentos ricos
em vitamina D, excesso de peso e mais atividades internas (AMARAL,; et al., 2021). Bem
como outras condigdes clinicas podem estar associadas a deficiéncia de vitamina D, tais como
baixa absorcdo gastrointestinal de gorduras, cirurgia bariatrica, sindrome nefrética, uso de
anticonvulsivantes, uso de terapia antirretroviral, alguns linfomas e hiperparatiroidismo
priméario (BACCARO, 2017).

Conforme todas as etapas e o0s processos biolégicos descritos acima, podemos
observar o grau de complexidade e a quantidade de variaveis necessarias para a vitamina D
alcancar seu potencial de acdo celular e desempenhar sua funcdo fisiologica (Figura 1).
Qualquer disfuncédo ocorrida, desde a sintese cutanea ou absorcdo intestinal até a acdo da
1,25(0OH)Ds no receptor celular, pode ser comprometedora.

Figura 1: Metabolismo da vitamina D
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Fonte: Adptado de Evelo et al., 2021.

2.2.1 Vitamina D na populagéo negra
Ha cerca de 100.000 anos, os humanos anatomicamente modernos (Homo sapiens)
viviam apenas na Africa e sua pele era escura, porque protege melhor contra queimaduras

solares e cancer de pele, ou seja, a pele escura tambeém previne a fotodegradacdo do folato
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circulante, que € um importante doador de grupo metil sendo importante, por exemplo, para a
metilacdo do DNA durante a embriogénese (CALBERG, 2019).

Este altimo aspecto pode ter sido a principal razdo pela qual, aproximadamente um
milhdo de anos atrés, a pele humana tornou-se altamente pigmentada, quando 0s ancestrais
dos humanos modernos perderam a maior parte de seus pelos corporais, a fim de suar melhor
durante atividades fisicas de resisténcia, como a caca. Curiosamente, quando 0s humanos
modernos chegaram a Europa ha cerca de 40.000 anos, 0 processo inverso aconteceu, ou seja,
sua pele ficou palida novamente (JABLONSKI; CHAPLIN, 2018).

O principal fator evolucionario dessa diminuicdo da pigmentacdo da pele foi a
necessidade de producdo endogena suficiente de vitamina D na Europa menos ensolarada, a
pele mais clara é encontrada nos paises nordicos, representando uma regido geografica onde
0s humanos vivem mais distantes do equador, desta forma a vitamina D influencia o genoma
humano ndo apenas por meio da regulacdo génica mediada por VDR, mas também atuou
como um condutor evolutivo da adaptacdo do genoma em termos de clareamento da pele
(PILARSKI; et al., 2016).

Mais de 30 genes sdao conhecidos por influenciar a pigmentacdo dos melandcitos, mas
os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) afetam os genes KITLG (que codifica um
ligante do receptor tirosina quinase KIT), TYRP1 (uma enzima conversora de tirosina),
SLC24A5 e SLC45A2 (ambos sdo transportadores de ions) tiveram o principal impacto no
clareamento da pele durante os Gltimos 10 a 30.000 anos (QUILLEN et al., 2019). Assim, o
clareamento da pele se da através da necessidade de sintese de vitamina Dz em regibes
geograficas com niveis mais baixos de radiacdo UV-B, sendo este um exemplo importante em
nutrigendmica que demonstra como a necessidade de um micronutriente regulador de genes
direcionou a evolugdo humana, conforme ilustra a figura 2 (CALBERG, 2019).

E vale ressaltar que com o aumento da prevaléncia doengas crénicas como a sindrome
metabdlica, obesidade e diabetes, além da exposicdo solar inadequada e habitos alimentares,
também tem contribuido para a epidemia de deficiéncia ou inadequagdo de vitamina D em
populagdes de todo 0 mundo, especialmente nas pessoas de pele mais escura, onde uma maior
pigmentacdo da pele pode reduzir potencialmente a capacidade de produzir vitamina D a
partir da exposicdo ao sol (JAIN et al., 2020).

Como a luz UVB disponivel diminui progressivamente com o aumento das distancias
do equador, a fotossintese cutdnea da vitamina D é progressivamente limitada, isso é
particularmente problematico para 0s negros porque seu alto teor de melanina na pele

prejudica a eficiéncia da fotossintese cutanea de vitamina D (ROSTAND, 2010). Portanto a
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quantidade de melanina presente na pele tem relagdo inversa com a producdo de vitamina Ds,
e este polimero opaco produzido pelos melandcitos absorve a radiagéo ultravioleta e compete
com o 7-DHC pela luz UVB, desta forma os individuos que possuem maior concentracdo de
melanina necessitam de maior tempo de exposi¢do a luz UVB para gerar a mesma quantidade
de vitamina D3 (STEINER,; et al., 2017).

Além do que, o metabolismo da vitamina D e o risco de doencas relacionadas a
vitamina D variam de acordo com a racaletnia, por exemplo, associacfes de baixa
concentracdo de 25-hidroxivitamina D (25 (OH2) D) com doenca 6ssea, diabetes, acidente
vascular cerebral e eventos cardiovasculares observados em populagdes brancas séo atenuadas
ou ausentes nas populacdes negras (JAIN; et al., 2020). E apesar da heterogeneidade nas
associacOes de doencas relacionadas a vitamina D por raca, as diferencas nos padrdes dos
marcadores do metabolismo da vitamina D por raca/etnia permanecem caracterizadas de
forma incompleta, necessitando de estudos complementares para elucidar estas associagdes
(HSU et al., 2020).

Portanto, considera-se um desafio designar a influéncia dos fatores bioldgicos e
ambientas de acordo com as diferencas raciais no metabolismo da vitamina D, o que se sabe
até 0 momento € que existem 2 principais fatores que exercem influéncia sob os niveis de

vitamina D no metabolismo: habitos alimentares e exposicéo solar.
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Figura 2: Vitamina D e evolugdo da cor da pele Humana nos altimos 30.000
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2.2.2 Consumo alimentar de vitamina D

Ainda sdo poucos os estudos nos quais demonstram o consumo alimentar habitual de
vitamina D em diferentes populacdes, e naqueles estudos o0s quais houve esta investigagdo ja
se sabe que o consumo alimentar desta vitamina é considerado baixo frente as recomendacdes
nutricionais como a EAR- Estimated Average Requirement, por exemplo (SEBADELHE; et
al., 2020).

Neste contexto destacam-se alguns alimentos os quais sdo considerados maiores
fornecedores de vitamina D, como: 6leo de figado de bacalhau, peixes gordurosos como
salmdo, arenque, cavala, sardinha, bife de figado, sementes oleaginosas, ovos, leite e
derivados, dentre outros descritos na tabela 1 (MONTICIELLO, 2011). Sendo estes alimentos
incomuns e distantes da realidade no consumo habitual de grande parcela da populacéo, o que
poderia justificar a baixa ingestdo alimentar de vitamina D e consequentemente sua
hipovitaminose (STEINER,; et al., 2017).
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Tabela 1. Quantidade de vitamina D nos alimentos

Alimentos em porcdes de 100g Vitamina D (ug)
Figado de boi (bife) 0,40
Sardinha em conserva 6,8
Ovo de galinha 1,28
Salméo 11,6
Leite integral 1,0
Queijo mucarela 0,16
Manteiga 1,4
Bife de patinho 0,70
Oleo de soja -

Vegetais verdes-escuros (Brocolis, -

espinafre, couve)

Fonte: Tabela de composi¢o dos alimentos, IBGE (2009).

Sabe-se que os alimentos de origem animal fornecem maiores indices de vitamina D
na forma de 25(OH)Ds que parece ser cinco vezes mais potente que o colecalciferol em
aumentar a concentragdo sanguinea de 25(0OH).Dz (TAYLOR,; et al., 2014). Considerando
que a biodisponibilidade da vitamina D3, tanto aquela sintetizada na pele como a ingerida via
oral, depende da absorcéo intestinal, armazenamento no tecido gorduroso ou da velocidade de
metabolizacdo enzimatica no figado e nos rins (STEINER,; et al., 2017).

Porém ainda ha discussdo sobre a relacdo entre fontes alimentares de vitamina D e
guantidades sintetizadas pela exposicdo solar, pois acredita- -se que a sintese cutanea seja
mais significativa que aquela relacionada a ingestdo alimentar, nesse sentido, ha dificuldades
em predizer quais niveis de ingestdo alimentar seriam 0s mais adequados por causa de
restricdes impostas por outros fatores relacionados a satude (como o uso de filtros solares para
a prevencao do cancer de pele), as quais, por sua vez, limitam a sintese adequada da vitamina
(MORALIS; et al., 2016).

O Institute of Medicine (IOM) publicou em 2010 novos valores de referencia para o
consumo alimentar de vitamina D conforme a faixa etaria que vai de bebés de 0 a 12 meses a
idosos com idade superior a 70 anos, além do grupo de gestantes, com novos valores para
Estimated Average Requirement (EAR) e Recommend Dietary Allowance (RDA) na qual a

recomendacdo aumentou em 400Ul/dia ou 10pg/dia, conforme descrito na figura 3.
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Figura 3. Recomendagdes de ingestdo para vitamina D e valores méximos tolerados
de ingestdo (UL)

Fase da vida Al EAR RDA uL
Recém-nascidos
0 - 6 meses 400 UI (10 ug) | - - 1.000 UI (25 ug)
6— 12 meses 400Ul (10 ug) | - - 1.500 UI (38 ug)
Criangas
1-3anos - 400 Ul (10 ug) | 6OO UI (15 ug) | 250 UI (36 wg)
4 -8 anos - 400 Ul (10 gy | 6OO UL (15 g) | 300 UI (75 g)
Homens
9—-13 anos - 400 Ul (10 wg) | 600 UI (15 g) | 4.000 Ul (100 ug)
14 - 18 anos - 400 Ul (10 ug) | 60O UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
19 - 30 anos - 400 Ul (10 wg) | 60O UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pag)
31 - 50 anos - 400 Ul (10 ug) | 6OO UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
51 -70 anos - 400 Ul (10 ng) | 6OO UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pa)
=70 anos - 400 Ul (10 ug) | 8OO UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
Mulheres
9—13 anos - 400 Ul (10 ug) | 60O UI (15 ug) | 4.000 Ul (100 pg)
14 - 18 anos - 400 Ul (10 ug) | 60O UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
19 - 30 anos - 400 Ul (10 ug) | 60O UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
31 - 50 anos - 400 Ul (10 ng) | 6OO UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pa)
51 -70 anos - 400 Ul (10 ug) | 6OO UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
=70 anos - 400 UI (10 gy | 8OO UI (15 g) | 4.000 UL (100 pg)
Gestantes
14 - 18 anos - 400 Ul (10 gy | 60O UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
19 - 30 anos - 400 Ul (10 ug) | 60O UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
31 - 50 anos - 400 Ul (10 ng) | 6OO UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pa)
Lactantes
14 - 18 anos - 400 Ul (10 g) | 600 UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)
19 - 30 anos - 400 Ul (10 g) | 600 Ul (15 ug) | 4.000 Ul (100 wg)
31 -50 anos - 400 Ul (10 gy | 60O UI (15 g) | 4.000 Ul (100 pg)

Al = ingestao adequada; EAR = necessidade média estimada; RDA = ingestdo dietética recomendada;
UL = limite superior toleravel de ingestao.

Fonte: MORAIS; et al., 2016.

A recomendacdo didria para ingestdo alimentar ou através de suplementacdo da
vitamina D em adultos saudaveis atualmente é de 400 a 600Ul/dia, divergindo muitos
especialistas, 0s quais revelam que esta estimativa pode atingir apenas 40% das necessidades
diarias (HEANEY; et al., 2011). No Brasil o consumo alimentar de vitamina D ainda é
inferior ao que sugere o IOM, principalmente entre adultos e idosos, considerando que nao ha
fortificagdo de alimentos industrializados com vitamina D no pais, 0 que ja ocorre em outros
lugares do mundo (PINHEIRO; et al., 2009; SCHUCH, 2011). Considera-se que ndo ha
problema de biodisponibilidade dessa vitamina em individuos saudaveis sem problemas
relacionados a ingestéo de lipidios (MORAIS; et al., 2016).

Como ja visto anteriormente, além da modulagdo da expressdo génica, a vitamina D
estd relacionada com mecanismos epigenéticos, varios genes envolvidos no metabolismo da
vitamina D sdo regulados por mecanismo de silenciamento epigenético, dentre eles 0 VDR
(FETAHU; et al., 2014).
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2.3 Gene VDR

A descoberta de que a maioria das células expressa 0 VDR, tem gerado interesse nos
seus potenciais efeitos bioldgicos, visto que ha evidéncias da influéncia da vitamina D na
patogenia de doencas autoimunes, osteometabdlicas, neoplésicas, infecciosas e
cardiovasculares, demonstrando que existe um condicionamento enzimatico para produzir
formas ativas da mesma (HOLICK, 2007).

Sabe-se que 3% do genoma é regulado direta ou indiretamente pelo VDR, no qual
quase todas as células nucleadas expressam este receptor, porém 0 mesmo varia muito
conforme a especificidade da célula (HAJJ et al., 2016). Demonstrando que as acdes
gendmicas sdo ativadas pela ligagdo 1,25 D(OH). D2Ds ao VDR, esses receptores se ligam a
sequéncias regulatérias do gene alvo, modulando assim a atividade transcricional da regido
promotora (BOUILLON, 2008).

O VDR é um fator de transcri¢do pertencente a superfamilia de receptores nucleares de
esterdides. Sua atividade é regulada pelo 1,25-diidroxicolecalciferol (1,25 (OH)2Ds;
calcitriol), um ligante derivado da dieta e da fotossintese cutdnea mediada por UV
(BECKETT,; et al., 2016). A acdo do gene VDR ligado ao calcitriol modula a expresséo
génica, incluindo a de modificadores e remodeladores de cromatina, e pode influenciar a
metilacio do DNA (FETAHU; et al., 2014). Além disso, o proprio gene VDR é
potencialmente regulado pela metilagdo do DNA nas ilhas CpG (regides densas de citosina-
guanina), a metilacdo diferencial em regides promotoras de genes modula a expressao génica,
com hipermetilacdo geralmente ligada a diminuicdo da expressdo e hipometilacdo associada
ao aumento da expressdo (BECKETT; et al.,2017).

O VDR apresenta 2 sitios de ligacdo, estes sdo representados por bolsos gendmicos e
alternativos, que ligam respectivamente uma configuracdo de ligante tipo tigela para
transcrigdo génica ou uma forma de ligante tipo planar para respostas biolégicas rapidas, onde
os VDRs exibem seletividade de ligante estreita (LUCOCK; et al., 2015). A bolsa gendmica
de VDR se liga a 1,25(OH) 2 D 3, podendo interagir com o receptor retinoide X para formar
um heterodimero que permite que o receptor nuclear se ligue a elementos responsivos a
vitamina D que controlam a expressao génica, e 0 VDR ativado pode recrutar co-ativadores
ou co-repressores para modular a transcri¢do génica (HAUSSLER,; et al., 2011).

As enzimas metabolicas do VDR e vitamina D sdo expressas em todos os bragos

inatos e adaptativos do sistema imunoldgico e as abordagens genémicas para o perfil de
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expressdo génica que levou a identificacdo de varios genes regulados por VDR implicados na
regulacdo da imunidade inata e adaptativa (MAILHOT; WHITE, 2020).

O gene que codifica 0 VDR esté localizado no brago longo do cromossomo 12 locus
12g12-q14 (figura 4). E um grande ndmero de polimorfismos foram descritos até agora no
VDR, nos quais além de seus efeitos no metabolismo 6sseo, os SNPs VDR foram associados
a doencas cardiovasculares, sindrome metabolica, aumento do risco de Diabetes tipo 2,
resisténcia a insulina, perfil lipidico desfavoravel, aumento da pressao arterial, obesidade e
mortalidade (HAJJ et al., 2016).

Figura 4. Localiza¢do do gene VDR e seus polimorfismos
VDR gene
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Fonte: MORAND, et al., 2014.

2.3.1 Polimorfismo BSMI do gene VDR

Foram identificadas diversas variaches genéticas no gene receptor da vitamina D
(VDR), as quais podem ser denominadas de polimorfismos de nucleotideo Unico (“single
nucleotide polymorphism” ou SNPs), podendo ter ou ndo efeitos bioldgicos (SHUCH, 2011).
Dentre estes polimorfismos encontra-se o Bsml, que esta localizado no intron 8 na posicéo
63980 que resulta da substituicdo de uma adenina-guanina (A-G) também chamado de B>b
(MONTICIELO 2011).

Em relacdo ao seu efeito funcional, o Bsml pode gerar uma alteracdo nos sitios de
splice para transcricdo do mRNA ou uma alteragdo nos elementos reguladores do intron do
VDR (RUIZ-BALLESTERQS, et al., 2020) resultando em uma mutacéo silenciosa que nédo
altera a sequéncia de aminoacidos, mas pode reduzir a estabilidade e a expressdao do gene
VDR (CASTILHO-AVILA et al., 2021).
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O polimorfismo Bsml tem sido associado com hiperparatireoidismo e niveis de
osteocalcina, que foi ainda relacionado a densidade mineral 6ssea, e em relacdo a doenca
cardiovascular, o alelo B (G) do gend6tipo Bsml tem sido associado a niveis mais elevados de
pressao arterial em homens saudaveis (MURAY; et al., 2003), mas ndo sdo relacionados a
prevaléncia e gravidade da doencga arterial coronariana, sendo assim, estudos sugerem que 0
efeito geral do polimorfismo pode ser influenciado por alguns outros fatores ndo genéticos,
como a dieta (SERRANO, et al., 2013).

2.3.2 Expressdo do gene VDR

A vitamina D também possui alguns efeitos genémicos, como a regulacdo do apoptose
celular, diferenciacao, proliferacdo, reparo do DNA, estresse oxidativo e metabolismo celular,
0s quais sdo conduzidos por meio de fatores de transcricdo (DURAK et al., 2019).

Desta forma, as enzimas metabdlicas do VDR e vitamina D sdo expressas em todos 0s
bracos inatos e adaptativos do sistema imunolégico e as abordagens gendémicas para o perfil
de expressao génica que levou a identificacdo de varios genes regulados por VDR implicados
na regulacdo da imunidade inata e adaptativa (MAILHOT; WHITE, 2020).

O VDR é um fator chave de transcricdo no processo de diferenciacdo de progenitores
mieloides em mondcitos e granulécitos (NOVERSHTERN et al., 2011). Além disso, o VDR e
seus ligantes antagonizam fatores de transcricdo pro-inflamatdrios, como NF-AT, AP-1 e NF-
B, em células T, o que resulta na diminuicdo da expressdo de citocinas, como IL2 e IL12
(ZEITELHOFER et al., 2017). O fenoétipo indutor de tolerdncia imune resultante das células
dendriticas leva a inducdo de células T reguladoras que regulam negativamente a atividade de
outras células do sistema imunoldgico, onde este é o0 mecanismo central de como a vitamina
D amortece a inflamac&o cronica e a autoimunidade em doengas como a doenga inflamatdria
intestinal e a esclerose multipla (CARLBERG; 2019).
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Figura 5: Via VDR, a vitamina D modula a atividade do sistema imunoldgico inato e

adaptativo.
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Sendo assim também podemos relacionar o metabolismo de vitamina D com outros
genes, que além do VDR podem afetar esse processo de absor¢do e metabolizacdo da mesma,
um exemplo seria 0 gene da SOD 2 (Superoxido dismutase), ao qual tem funcdo antioxidante
e acao mitocondrial, sabendo que as mitocontrias sd@o conhecidas como uma importante fonte
de producao celular de espécies reativas de oxigénio (EROSs), provindas do estresse oxidativo
(KASAI et al., 2020) e desta forma individuos com hipovitaminose D poderiam ter a funcédo
da SOD 2 comprometida em seu metabolismo, ou, o préprio VDR teria sua funcéao
comprometida reduzindo os niveis séricos de vitamina D no organismo através da baixa
expressdo destes genes.

Desta forma sabemos que o VDR pode modular a expressdo de varios genes, sendo
que a inativacdo do mesmo, se da pela falta ou excesso de vitamina D, pois a expressdo quase
que onipresente do gene VDR apoia as descobertas obtidas nos ultimos 30 anos, de que a
vitamina D regula ndo somente a homeostase do céalcio, mas também a imunidade, o
crescimento e a diferenciacgdo celular (AWASTHI; MANGER; KHARE 2023).
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a influéncia do polimorfismo BSMI do gene do receptor da vitamina D
(VDR) sobre os niveis de vitamina D sericos, expressao de gene VDR, CYP24A1 e SOD2,

consumo alimentar e autodeclaracao de raga/cor na Fronteira Oeste-RS.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar os niveis séricos de vitamina D na populacdo do estudo;

e Estabelecer o perfil lipidico (colesterol total, HDL-col, LDL-col, triglicerideos)
e glicémico;

e Avaliar a influencia do estado nutricional através das médias de peso, altura,
circunferéncia da cintura com os gendtipos e niveis séricos de vitamina D;

e Avaliar a influencia do polimorfismo Bsml com niveis séricos de vitamina D e
consumo alimentar;

e Avaliar a expressao génica dos genes VDR, CYP24A1 e SOD2.
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ARTICLE INFO SUMMARY

Am'f{t‘ histary: Background: The absorption of vitamin D occurs via two main pathways: first, through the biosynthesis

Received 22 August 2022 in the skin under the exposure of UV from sunlight; and second, through the intake of certain foods.

Accepted 17 March 2023 However, its levels can be influenced by both genetic and environmental factors, which can generate
changes such as vitamin D deficiency (hypovitaminosis D), a condition that black adults have a high

Keywords: potential to suffer from.

‘K':’D'?K‘:L:‘""‘”'s D Objective: The aim of this work is to study the association of skin color (self-reported: black, brown and

white), food consumption, and the Bsml polymorphism in the vitamin D receptor gene (VDR) on serum
levels of vitamin D in a group of adults.
Methods: This was a cross-sectional analytical study. Individuals in the community were invited to
participate in the research and, After signing the informed consent, a structured questionnaire was
applied containing identification data, self-declaration of race/color, and nutritional data (Food frequency
guestionnaire (FFQ)) and 24 h); afterwards, blood was collected for biochemical analysis, vitamin D was
measured by Chemiluminescence and RT-PCR was used to evaluate the Bsml poly morphism of the VDR
gene. Data was analyzed using a statistical program (SPSS 20.0) and differences between groups using
p < 005
Results: A total of 114 persons was evaluated between black, brown and white individuals. It was found
that a large part of the sample presents hypovitaminosis D, and blacks stand out with an average serum
vitamin D level of 15.9 ng/dL The group demonstrated that dietary intake of vitamin D is low, with the
present study is a pioneer in associating the polymomphism of the VDR gene (Bsml) with the con-
sumption of foods that are considered to have a higher content of vitamin D in their composition.
Conclusion: The VDR gene does not represent a risk factor for the consumption of vitamin D in this
sample, and it was found that the self-declaration of “black” skin color was an independent risk factor for
low serum levels of vitamin D.

© 2023 European Society for Clinical Nutrition and Metabolism. Published by Elsevier Led. All rights

reserved.
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Vitamin D has a fundamental and well-understood role in the
regulation of calcium and phosphate homeostasis. Absorption and
metabolism of vitamin D occur through two main routes: first, from
its endogenous production, in which vitamin D is manufactured
during the exposure of the skin to UVE (ultraviolet B) rays through

2405-4577) 2023 European Sodety for Clinical Nutrition and Metabolism. Published by Elevier Ltd. All rights reserved.
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the enzymatic produdion of 7-dehydrocholesterol into vitamin D,
and second, from the intake of cholealdferol (animal origin) and
empoaldferol (plant origing - vitamin Dz [1] The active form of
vitamin [ is 1,25-dilydroogyvitamin O and its leve in cells and in
blood droulation is regulated by a receptor called VDR (Vitamin D
receptor] — also called cldtriol receptor [2 ). The majority of cells
epresses the VDR, and its potential biological effects could influ-
ence the genesis and progression of several diseases, for instance:
autoimmune, osteometabolic, neoplastic, infectious and cardio-
vascular diseases |3,4].

Hypovitaminosis [} ooccurs due to envimnmental conditions
such as low sun ecposure, high latitodes, and winter, as well as
other conditions induding skin hyperpigmentation, chronic dis-
eases, eating habits, pregnancy, breastfeeding, and low ingestion of
food sources of vitamin [ thatalso favor this disorder [5] In Brazil,
despite the tropical dimate, with little seasonal variation and suf-
ficient sunshine, vitamin D deficiency is predominant in several
regions, and the population in the sputhern region of the country is
the maost likely to present reduced levels of viamin D¢ [G]. The
Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE ) surveys the
oolor or race of the Brazilian population based on self-declaration,
although the Bazilian population is quite heterogeneous in terms
of ethnic origin, the last population census showed that more than
half of the population has selff-dedared as bladk (bladk /brown) in
terms of skin color [7)]. The prevalence of hypovitaminosis [Vin the
black population is high and the possible causes have not yet been
fully eluddated |2]. Diet and Genetics may be important factors in
this phenomenon. The VDR gene has polymorphisms that have
been associated with serum levels of vitamin 0. The Bsml is located
inintron 8 at posidon 63 980, which results from the substitution of
an adenine-guaninge (A-G), also called B = b | 9] Bsml can genemte
an alteration in the splice sites for mRMA transcription or an
altermtion in the regulatory elements located in the VDR intron [3]

Thus, considering that black adults have a high potental for
vitamin [ deficiency, the present work aimed at studying the as-
spdaton of skin color (self-declared ), food consumpton, and the
B=ml polymorphismof the VDR gene on the serumlevels of vitamin
[vin a group of adults from the southern region of Brazl

2 Methods

Outline: This study was an observational study, based on
analytical cross-sedtional epidemiological design. It compared the
levels of inflammatory, biochemical, genetic markers and eating
habits between black and white individuals.

Population: The study was carried out among adults ( >18-59
years old), from the community, residents of Uruguaiana and 530
Borja (Rio Grande do Sul, Brazil)l The volunteers were recuited
from an extension program at the Fedeml University of Pampa
(UNIPAMPA), between the months of september/December 2019, in
the spring fsummer period. Chronic diseases were exduded from
the study because of alterations of vitamin D metabolism; as well as
those who use @ldum and jor vitamin [ supplements. Fig. 1 shows
the distribution flowchart of the studied sample group.

Self-declaration of olor: The parameters used for self-
declaration of color in Brazil are classified according to the Bazil-
ian Institute of Geography and Statistics (IBGE) thmough hetero-
identification, that is, phenotypically And the oolors considered
are: black, brown, white, yellow and indigenous | 7].

21. Genetic-molecular analyzes
DMNA extraction: Genomic DMA was isolated from peripheral

blood leukocytes using the GFX Genomic Blood DNA Purification
Extrmaction Kit (Amersham Biosdences Inc, Co.).

k|
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Gene amplifiation (M121019085): Bsml polymorphism (rs
1544,410) located in intron 8 of gene 12 (12913.1) is a result of
puanine-adenine (GA) subsimton and was determined using
real-time PCR assays with TagMan allelic discimination ( Applied
Bipsystems, Foster Gty, California USA) A hot-start PCR consists of
maintaining the tempemture at 95 °C for 10 min followed by 40
oycles of 94 °C for 15 s and then 60 °C for 1 min. Auorescence
detection takes place at a temperature of 60 =C All assays wene
performed in 10 gl reactions using TagMan Genotyping Master Mix
in 48-well plates on a StepOne® real-ime thermooycler (Applied
Biosystemns, Foster City, California, USA)L Control samples repre-
senting all possible genotypes and a negative control were included
in each reaction.

Anthropometric and physiol ogicl assessments: On physical
examination of the partidpants, weight (kg), height (cm), waist
drcumference (cm) and blood pressure (mmHg) were measured
The nutritional stams of the participants was assessed by Body
mass index (BMI) using OMS dassification [10]. Waist droumfer-
ence measurement was used to assess cardiovascular risk and
metabolic complications assodated with obesity, and the cutoff
values were chosen according to the Brazilian Guidelines on
Obesity | 11]. And the percentage of fat was obtained through the
evaluation on a bisimpedance scale and the dassification used is
described in Mussoi (2023) [12].

Biochemical: Peripheral blood samples were oollected after
12 h of fasing. The samples were centrifuged for 15 min at
3000 rpm, and aliquots of serumand plasma were stored at — 20 =C
for further analysis. The total cholesterol, trighceride and gluose
levels were measured using colorimetric reagent kits (Labtes g,
lagoa Santa, MG, Brazil). HOL cholesteraol levels were determined
with an enzymatic kit (Bioding®, Belo Horizonte, MG, Brazil). All
determinations were performed in semi-automated biochemical
equipment (Chermwell T Labtestd®, Lagoa Santa, MG, Brazil). LDL
chaolesterol levels were estimated using the Friedewald equation for
trighpceride values below 400 mg/dL| 13]. Samples with triglyceride
values greater than 400 mg/dL were excluded

Vimmin D analyzes: Serum 25-hydrocyvitamin D3 concentra-
tons were analyzed by HPLC (high performance chromatography)
and for the classification of defidency, insuffidency, and adequacy
of 25(0H)D3, the cutoff points were considered according to the
Consensus published by the Brazilian Sodety of Endocrinology and
Metabolism (2017).

Food mmsumption: 24 h or Dietary record (DR): This tool
consists of obiaining verbal information from the partidpants on
food intake during the preceding 24 h, along with data on food and
beverages consumed, their prepamtion, and portion sizes. This
method evaluates the current diet and estimates absolute or rela-
tive values of energy and nutrient intakes distributed in the total
amount of food offered to the individual [14] The calculation of
nutrients was performed using the nutrition software of the Uini-
versity of Brasilia (UNB]

Food frequency questonnaire: This assessment instrument
was used to evaluate the consumption and frequency of foods that
contain a higher content of viemin O in their composition. The
questionnaire was developed by the authors and adapted by Fis-
berg (2012).

Statistical analysis: The datawere analyzed using the statistical
progam 5P55, version 200, The samples were tested for normality
by the Kolmogorow—Smimov test (p = 005 considered normal
distribution) and homogeneity was tested by Levene's test (p = 0L05
considered homogeneous ). All variables met criteria for normality
andjor homogeneity. Quantitative wariables were analyzed by
Sudent's t-test or one-way or multvariate analysis of variance, as
appropriate, followed by the Bonferroni's post hoc test. Categorical
variahles were analyzed using the Chi-square test. Aiming to verify
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130 participants

—
65 Brawns/blacks 65 whites
17 excluded
{did nat attend or did e -1 exchuded e
not meet the &4 votal

incluskon criteria)

114 participants completed the study

Fig. 1. Particpant flow chat.

the effect of possible intervening variables on the data obtained,
namely gender, age, and obesity, Backward Elimination (Wald) lo-
gistc regression analysis was used. In this case, all variables that
had a p-vale <020 in the univariate analyzes were induded in the
equation using hypovitaminosis [ as the outcome variable, Com-
parisons with p -« 0.05 were considered as significant.

Ethical considerations: This study complied with the ethical
prindples for research involving human subjects contained in the
Declaration of Helsinki. The research project was submitted for
consideration by the Ethics Committee of the UNIPAMPA and was
approved under protocol number 977827, All study subjects had
their privacy rights ohserved. They also signed an informed consent
form in order to participate and took a copy of it with them.

3. Results

A total of 114 individuals partidpated in the study, 56.0% of
whichwem female and with an average age of 30.5 + 10.6 years old.

In Table 1, one can observe the baseline characteristics of the
total sample.

For comparison purposes, partidpants were dassified according
to their self-reported skin color as black (n = 19), brown (n = 29)
and white (n = G4). Table 2 provides the comparison of anthro-
pometric and biochemical wariables and food consumpton of
macm and micronutrients among the self-reported color groups,
wherein hip cimumference, body fat, viemin Oy HOL presented a p-
value <0.05 among the groups. Vitamin O must be highlighted for
its significantly reduced lewels in blacks when compared to browns
and whites (p = 0.024).

The following cutoff points for vitamin D were defined between
<169 ng/dl (58%) and =169 ng/dL (421%) in the total sample
corresponding to the 50th percentile, according to the results
presented in this sample. The group of brown people (65.5%)

showed a cutoff for vitamin D of <169 ng/dL and bladks (61.9%)
presented a vitamin O level of =169 ng/dL with a p-value <0116

Table 3 demonstrates the gene and genotypic frequency of the
Bsml polymorphism of the VDR gene in the total sample. The
population studied was within the Hardy —Weinberg Equilibrium
(y2 = 201).

Table 4 presents the distribution of the genotypes of the Bsml
polymorphism of the VDR gene among the self-reported oolor
ETOLUPS.

Ingestion of vitamin [} sources was evaluated thmugh a food
frequency questonnaire. & model of desouction of at least one
pobymorphic allele (A allele) was created and the GA + AA geno-
types were compared to the homozygous recessive GG Acoond-
ingly, Table 5 enumemtes the omparison between food
monsumption and the genetic model of the Bsml genotype distri-
bution in the VDR gene. There was no significant association be-
tween the consumption of these foods and the genotypes of the
Bsml polymorphism of the VDR gene.

The analysis of the assodation between the self-reported color
of the partidpants and the consumption of foods with higher
viamin ' content showed that the monthly consumption of liver
among blacks exceeds the other groups, as well as the consumption
per week of oils and fats is significantly higher in browns (p < 0.05)
(Table &).

Logistic regression analysis was used to assess the intervention
of other variables in the outcome vimmin O level of < 165.9 ng/dL.
The following variables wem included in the regression model:
gender, age, BMI, dietary viamin D consumption (in mg) VDR
GA + Af x GG genotype model, black skin oolor, dietary intake of
phosphoms, caldum, magnesium, manganese, proteins, carbohy-
drates, and lipids and the total calories ingested per day. Self-
meported black skin oolor was considered a risk factor indepen-
dent of the other variables for low viamin I levels (< 169 ng/dL)in
the logistic regression model (Table 7).
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Table1

General characker istics of the sample.
Variabls N [&:4]
Cender
Female 64 561
Mal= 50 4349
Self-reported skin color
Black 21 184
Brown 25 254
Whits 64 561
Education kevel
Elementary inaympl sl & 53
Elementary mmpl e 1 L]
High schoo] moomplete 2 18
High schoo] complets 18 158
Callegs incomplets &1 535
Callege complete 23 202
Other (psigraduate degres) 3 28
Household inmme
5—15 minimnmm wages 26 224
35 minimum wages 38 333
13 minimum wages 48 421
Up © 1 minimum wage 2 148
Nearit al status
Single 75 G54
Married 31 272
Coanzenzual marm age 7 [ 5]
Widkwerfwiconwr 1 L]
Housing type
Cwm n 622
Rent 41 36
Leas 2 18
Fhysical activity
Yes 50 44
Hao 64 56
Smoking
Yes 12 105
Ha 100 817
Farmeer smoker 2 18
Alcoholic beverages
Yes 75 G4
Ho as 336
Comtinavous variables Ave rage 0 ()
Age (ymarsald) ans 106
Weight (kg) 7 185
Height {cm) 175 016
BNl (kgim™) 27 54
W (cm) a8 147
HC (am) 1035 a7
AC [cm) 282 438
BFP(%) 118 10
Ghucose (mgfdl) 883 15
Total cholestero] {mg/dL} 1774 464
Trighycerides (mgkil) 128 1353
HDAL {mg/dL) 574 228
LIA. (g jd L) 941 404
Vit Di{ngfdl) 19 54
Vit Di{mcgl= 24 h 135 183
SBP(mmHg) 1201 112
DEF (mmHg) TE1 932

BMI = body mass index, W = waist cirounference, HC = hip droumfersnce,
AL = arm circumferenas, BFP = body fat peresntage, HDL-C = high-demsity, lipo
pratein chalesteral, UL = law-density hipoprotein, Vit D (meg) - 24 h = Vitamin D
intake during the preceding 24 h, DAF = disstalic blood pressure, SBP = systalic
blood pressune

4. Discussion

This study demonstrates the association of low serum viamin O
levels and its relationship with nutrition and a genetic variation of
the vimmin I} receptor (VDR) gene in blacks, browns and white
individuals. In this study, the authors did not consider any sun
exposure factor, but throughout the period in which the samples
wemne collected | spring/ summer ) there is a greater sunex posure due

Clinical Nutrition ESFEN 55 (2023) 230-237

to the climate of the southern region of Brazil Cur findings mein-
force the importance of the pmper vitamin [ metabolism, espe-
dally its absorption by food intake and its pathway in the human
body. Considering this, several analyzes were carried out seeking to
associate the VDR gene and its Bsml polymorphism  with
biochemical anthropometric, and race parameters.

The general characteristics of the sample were repres entative of
the Brazilian population, where the majority of individuals was
oonstituted by women and a homogeneity in relaton to self-
declaration of color among whites, browns and blacks was ident-
fied, wherein about 50% of the public has self-dedared black, ac-
oording with what was published in the last Brazilian Census of
2022, where 56.1% of the population dedared themselves to be
black (blacks and browns). In addition, it was possible to ohserve
that a large part of the sample is enrolled in college and has a
monthly income between 1 and 3 minimum wages. Similar data
was observed in the Family Budget Survey (POF) [15] carried out by
[BGE (2018), where the monthly income for Brazilians is R$3 118.66,
taking into account the current minimum wage of R$95400 in
208

In Table 2, it was possible to observe that, in the comparison
between anthropometric variables and race, the measure of hip
droumference was greater for white individuals, which is in
agreement with another smdy that who also compare race with
anthmpometry [16). Furthermore, Table 2 showed that there is a
higher rate of white women with increased hip cicumference. Still
with regard to anthropometric data, it was found that blacks have a
higher percentage of fat when compared to the other racial groups,
oontrary to reports of a finding in the literature that showed that
white individuals have a higher fat percentage when compared
with the other races, but it should be noted that, nonetheless, the
fat percentage in blades was higher than 30, which is higher than
that observed in the present study [17).

Levels of vimmin D were low for the three groups evaluated that
the self, characterizing a hypovitaminosis, but it is noteworthy that
the self-dedared black individuals had the lowest levels, is
oonsistent with what is strongly discussed in the literature. This
msult may have been influenced by dimatic conditions and other
variables that we took into considemtion, bearing in mind that the
main variable, in this case, is related to melanin, since black people
have greater skin pigmentation and, hence, they can potentially
present 3 reduction in the ability to produce vimmin D from sun
exposure |B |. Therefore, the amount of melanin present in the skin
is inversely related to the production of viamin Oy, and this dense,
opaque polymer produced by melanooytes absorbs ultmviolet ra-
diation and competes with 7-DHC for UVE light, and consequently,
individuals with a higher concentration of melanin require longer
periods of exposure to LUVB light to generate the same amount of
viamin [}y that other individuals produce [18]

Another point to note in relaton to biochemical parameters and
self-declared skin color is related to the results of HDL cholesterol:
we found levels below the recommended ones for blacks and
adequate levels for the other ethnic groups, which is different from
what was found in a study carried out with black and white
American individuals, in which HDL was higher in blacks |[19].

Despite not having presented significant resulis (p < 0L05) for
dietary intake of vimmin ¥ among the groups, it should be
mentioned that the consumption of vitamin I is extremely low
(Table 2); however, it demonstrates the imporance of investigating
food intake and how the influence of ethnicity @n help to under-
stand the impact of the nutritional transition in the homogeniza-
ton of the Brazilians' diet |20]. Furthermore, there are stll few
studies that demonstrate the dietary preferences intake of vitamin
[} in different populations, but it is already known that the con-
sumption of this vitamin is considered low compared to nutritonal
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Tahle 2

Comparison of the average values among the studisd groups for the fallowing variables: age. anthropometry. hemod ynamics, leboratory, and food consumptan.
Variahle Backs (n =19) Brerws (n = 29) ‘Whites (n = G4) *pvalus

Average + 5D

Age (yearsold) 3186+ 1168 3241073 2981 1030 EE
BMI (kgin®) 251 47 26.76 £ 48 278+ 58 14z
WA (om) 848 $122 8632 +129 8454 + 16 0364
HC {am) 983 95 1033 + 847 1053 £ 98 Wy
AL (cm) R R 242+ 413 24949y 455 0325
BPP () 1974 + 124 10.73 + 858 983+ BET (L
SBP (mmHg) 1233 + 127 118 + 106 120 + 1077 03
DBP (mmHg) 712+ 8E 7547 £103 17+ 856 w62
Vit Ding/dL) 1593y 458" 1941 + 609 199 » G5 g
Glhcose (mgldL) 8615+ 263 ) 143 A8+ Z2H5 834
Tatal cholesteral { mgjdl) 1747 & 527 1712 £ 40 1804 + 472 673
Trighpcerides (mgklL) 14575 £ 1912 13856 & 143.7 1354 + 1107 957
HIAL { mgjdL) 43 214 5684 218 623y 222 LT
LD (g L) 1072 + 538 a2 24+ 315 6+ 379 0
Food intake
Energy (kcal) 1418+ 478 14828 + 538 1521 & 549 074
Proein (5) 6313 423 768+ 406 717+ 354 a0z
Lipids(g) 415 £ 147 3 20 53+ 273 L& &
Carbopdrates ig) 1962 + 48 1892 72 1856 + 656 Lk}
Calcum (mg) 5125 & 3 426086 + 256 5228 ¢ 453 0536
Magnesium (mg) 1913 ¢ 118 1749 + 74 1733 + 83 aha
Phaspharu {mg) HES ¢ 125 935 + 440 D603 ¢ 493 0899
Vit D{mcg) 093 +119 134+ 178 149 2 0479

BMI = hody mass index, W = waist dnoumference, HC = hip dnoumierence, AC = arm ciroumierenee, BFP = body &t penentage, HDL-C = high-demity. lipoprot=in
chalestero ], LIL = knw-density lipoprotsin, DEP = dizsolic bood presure, S8P = systolic blood presure.
* Black individuals signifiamily different from white ones by ANOVA with Bonfernoni post-hoc test

Table 3
Allelic and genotypic frequency of the Bsml polymorphism of the VDR gene in the
studisd group

Bsml polymarphism Participanis {n = 114} 4] *n value
Lenotype froquency

GG L] 430 0.4
CA £ 404 0.47
AA 19 187 014
Allele frequency

G all=le 144 62

A allele 84 358

Miodel

AA +GA 7] 570

[H 5 k]

*Chi-square st

recommendations such as the EAR (Estimated Awverage Reguire-
ment), for example | 21].

The single nudeotide polymomphism (SMP) evaluated in the
present study is within the Hardy—Weinberg equilibrium, in which
the GG genotype was prevalent among the populations evaluated
(Tables 3 and 4). In a study published by Ameri@an researchers, who

melated VDR gene SMPs with metabolic disorders in Afdcan Amer-
icans, the authors demonstrated that the “A” risk allele was asso-
dated with a higher risk of obesity and greater adiposity, as well as
with increased susceptibility to cardiometabolic risk. In that study,
the A" allele was 36.8% in this population [9].

Similar data are chserved in a recent study that presented that
the VDR gene and its polymorphisms may be associated with cor-
onary heart disease in different ethnidties, wherein was observed
that Bsml is not related to these diseases in Asian and European
populations. In addition, the Bsml B allele has a lower prevalence in
Asians than in Caucasians and Africans, and these differences
among ethnidties in the genetic soructure of VDR polymaorphisms
may be the c@use of the observed difference | 22].

The present study is a pioneer in assodating the polymorphism
af the VDR Bsml gene with the consumption of foods that are
considered to have a higher content of vitamin [} in their compo-
sition { Table 5), but we know that foods can alter gene ecpression at
the transriptional level, and one of the genes that can have this
influence on nuirigenomics is the VOR [23]

Eating sources of vitamin [} is essential but it is not the only
factor that is related to a better metabolism of this vimmin There is

Tahle d
Diistribution af genotypes, alleles and model in the groups studisd_
Palymarphism Bsmil Blacks(n — 21} Browmns (n = 205N &) Whites {n — 64) *pvalus
Cenntypee frequency
GG 10047 6) 14(483) 25(31) a6
GA LES§] 11 (374) 27 (422)
AR 3(143) 4(138) 1z (188)
Allele frequency
G allele 28(66.6) 39(622) 77 (802)
A all=l= 14(13.3) 19 (X248} 51 (398)
Model
AR L GA 11(52.4) 15(517) 9 (609
GG 10(47.6) 14 (483) 25(31)

34



VR Retamoss, LA Feijm, DA. Vesgues Rubio ot al

Cllinicral Mutrition ESPEN 55 (2023) 230237

Table 5
Association between genotypes and food frequency.
Consumptian AMever Manthly TWeskly Elaily *pvahz
Sardine GA + AR M5 554 L} Q 0976
oG 449 551 L Q
Liver CA &+ AR 585 415 a Q P
oc k) 51 a Q
Tuma fish CA &+ AR 585 415 a Q 0766
oc 612 ma a Q
Ezss CA &+ AR [ TAS 138 7 0258
oc 2 [EE] 82 163
Yagurt CA &+ AR 262 L) 92 46 07
oc 204 673 82 41
Milk CA &+ AR 20 A6 215 128 0sm
oG 265 - 184 a1
Cheese GA + AR ER| [y 211 138 0914
oG 41 592 265 102
Butter GA + AR 585 308 13 3 451
oG 552 |7 2 a1
Ol GA + AR 46 246 523 185 s
oG 41 184 53 245
Sunilower seed GA + AR 908 7 15 Q 093z
oc a8 a2 2 Q
Sesame CA &+ AR 073 123 L 0 488
oc 28 02 2 0
*Chi-square =t
Table &
Aszociation betwesn seli-declaired skin mlar and food frequency.
Cansumptian TNever IManthly TWeskly 4 Dadly *p vahu=
Sardine Black 428 571 1 a ik}
Brown 76 724 1 a
W hite 531 449 1 a
Liver Black £k 619 1 a iR}
Brown 414 546 [i] a
W hite 656 344 1 a
Tuma fish Black A 286 1 a 0245
Brown 483 517 1 a
W' hite (k) 341 [/ a
Ezes Black [ 05 44 448 0743
Browm [ 714 138 1348
W hite 146 714 125 125
Yagurt Black 143 714 44 a5 wi76
Brown 103 759 103 34
W hite 24 547 94 ER|
Ml Black 19 381 286 143 581
Brown 138 552 172 138
W hite 281 453 188 78
Cheese Black 48 571 286 a5 @i
Brown 1 A28 63 103
W hite 47 50 3z 141
Batter Black 571 286 45 448 0347
Brown Lok 483 1] a9
W' hite 625 281 62 ER|
il s Black a5 a5 429 EoR [ilip}
Brown a4 103 655 N7
W hite i 3z 50 156
Sunflower seed Black 452 a 44 a 0457
Brown |3 103 1 a
W hite A6 7a 16 a
Sesame Black 05 A28 841 a sz
Brown 48 172 109 a
W hite 48 a 1 a
*Chi-square iest

a study showing that the consumption of eggs, butter, and liver is
decreasing because they have a higher fat content in its composi-
tion. In addition, the authors had also emphasized the importance
of encouraging the consumption of fish such as sardines and tuna to
inrease the supply of viemin O[22 ]

This study also shows that the monthly consumption of liver is
higher in black individuals (Table 6} when compared to the other

groups. Acoording to a Brazilian researcher, this ooourrence may be
associabed with the socioeconomic level of the participants, as the
liver has a lower cost among the other pmteins, which is a sodal
factor that influences the purchasing power of the population [24].

Andamong black and brown people, we observed thatthere isa
regularity in the consumption of oils and fats that exoeeds 50% of
the sample, similar data is observedin a literature review published
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Table 7
Lagistic Regression Model {Backward Wakl cnditional)l
End paint Madel varisbles Multivariate analys s
Witamin [} =169 ngdL Gender, zge. BMI (hody mass index). black skin calar (5=l fdedansd), VDR GA + AA x GG distary Exp (R 9541 pevalue
intake: vitamin I, phosphons. caldum, magnes um, manganese, proteins, @rbahydraies. and lipids
amd the it calones pressnted in the dist
Black skin color (self-dedared) 26 10-69 {111

in 2019 |20]. Their work showed that there is a high consumption of
fats, mainly in meat, in different population groups, which may be
related to the inrease in obesity @ses and consequently other non-
communicable chmnic diseases, which are also a consequence of
low vitamin D consumption | 21].

5. Condusion

In a logistic regression model, it can be observed that the self-
declaration of “black™ skin oolor was an independent risk fador
for low serum levels of viemin 0. Additionally, this variable is in-
dependent of other intervening variables such as food consumption
and the genotype of risk of the Bsml VDR gene polymorphism.
Mevertheless, the present study is considered successful in
achieving its ohjectives and demonstrating that the genotype of the
VDR gene was not an independent risk factor of food consumption
in a population group of community adults.
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Abstrack Background: Hypovitaminosis D is a public health problem due to its implications for
various diseases Vitamin I has numerous functions, such as modulating the metabolism of cellular
Hssues, and it is expressed through the vitamin D receptor (VDR) gene that may influence gene
expression modulation, which plays an important role in vitamin [ metabolism. Objective: Toe
evaluate the effect of the genotypes of Baml single nucdectide polymaorphism (SNF) of the VDR gene on
VDR, SOD2, and CYP24A1 gene expression in individuals with low serum vitamin D levels. Methods
This was a cress-sectional analytical study. After signing the informed consent form, individuals
were invited to participate and answened a structure d questionnaire with identification data. Blood
was collected for biochemical analysis, and vitamin [ was measured by chemiluminescence; Bsmnl
polymerphism was determined using real-time polymerase chain reaction (PCR) assays with Taghdan
allelic discrimination, and gene epression was conducted by qRT-PCR using CuantiFast SYBR®
Gmeen PCR Master Mix. Data were analyzed using the SPSS 2000 software, and differences were
considened significant at p < 0.05. Results 98 individuals with vitamin [} < 20 ng/ dL wete evaluated,
and the Bsml SNP of the VDR gene showed CYP24A1 overexpression and low SOD2 expression.
Conclusion: Baml SNP of the VDR gene can modulate the expression of the genes evaluated without
interfering with serum levels.

Keywords: vitamin D hypovitaminosis; eytochrome P450 (CYP); SOD2

1L Introduction

Vitamin [ is a steroid hormone of the fat-soluble vitamin class involved in various bio-
logical processes, including cell proliferation, bone metabolism, and cell differentiation [1];
it is also responsible for a complex multi-step metabolism and acts as a hormone in numer-
ous extra-skeletal targets [2]. Vitamin D deficiency, which ocours when vitamin D levels in
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the blood are below 20 ng/mL, is prevalent around the world [3], mainly affecting countries

with little sun exposure due fo climatic conditions, high latitudes, and winter regimes,
in addition to other conditions (e.g, skin hyperpigmentation and chronic diseases) and
affecting eating habits, pregnancy, breastfeeding [4]. This condition is considered a global
health problem, as low vitamin D levels are associated with an increased risk of various
diseases and metabolic changes [5]. In Brazil, the Brazilian Society of Endocrinology and
Metabology recommends serum levels above 20 ng/mL for the general healthy population
and 30-60 ng/mL for at-risk groups such as the elderly, pregnant women, patients with
osteomalacia, rickets, osteoporosis, secondary hyperparathyroidism, pre-bariatric patients,
and inflammatory, autoimmune, and chronic kidney diseases [6].

The circulating effects of 1,25(0H), D are mediated by the vitamin D receptor (VDR),
which is a member of the superfamily of intracellular nuclear receptors [7]. Vitamin D also
has genomic effects, including cell apoptosis regulation, differentiation, proliferation, DNA
repair, oxidative stress, and cell metabolism, which are driven by transcription factors [1].

Hence, VDR and vitamin D metabolic enzymes are expressed in all innate and adap-
tive arms of the immune system, and genomic approaches for gene expression profiling
have identified various VDR-regulated genes implicated in regulating innate and adap-
tive immunity, including CYP and manganese-dependent superoxide dismutase (SOD2)
genes [8]. Genetic variations called single nucleotide polymorphisms (SNF) can reach
the human genome and alter different genes' transcription and translation steps. The
VDR gene is located on chromosome 12q13.1. It has over 900 allelic variants in the VDR
locus, and the most studied polymorphisms of the VDR gene are Apal (rs7575232), Bsml
(rs1544410), Taql (rs731236), and Fokl (rs10735810); the Apal, Tagl, and Bsml SNPs are
silent genetic variants that increase mRNA stability [9]. This study will address Bsml (rs
1544410), which is located in intron 8, and the result of substituting an adenine-guanine
{A-G) [10]. Researchers have associated Bsml with osteoarthritis [11], breast cancer [12],
melanoma [13], and system lupus erythematosus [14], among others, although data on its
association with serum vitamin D levels are still conflicting [14,15]

Other genes are also known to modulate the expression of the VDR gene. For instance,
one study found that the CYF gene, whose expression was constant, is regulated by fasting
in the liver. Notably, adipose tissue and the brain are the organs where vitamin D seems
to play an important, albeit not fully known, role [3]. In addition, the SOD2 gene has an
antioxidant function, which may be relevant at low serum vitamin D levels [16]. Therefore,
it is important to shed more light on how the different genotypes of the Bsml SNF of
the VDR gene can modulate the expression of the genes of the VDR itself and others in
its pathway.

Given the above, this study sought to evaluate the effect of the genotypes of Bsml
SNP of the VDR gene on the expression of different genes (VDR, SOD2, and CYP24A1) in
individuals with low serum vitamin D levels,

2, Materials and Methods
21, Experimental Design

This was an epidemiological, analytical, observational cross-sectional study in which
inflammatory, biochemical, and genetic marker levels were assessed in individuals with
hypovitaminosis D.

2.2, Study Population and Design

The study was conducted with adults (18-59 years of age) in Rio Grande do 5Sul State
(southern Brazil) from August to November (i.e, winter and spring). The volunteers signed
an informed consent form and answered a questionnaire with their sociceconomic data and
lifestyle. After fasting for 12 h, venous blood was collected for analysis. After obtaining
the serum vitamin D values results, volunteers with measurements of up to 20 ng/mL
continued in the study [17], and the others were excluded (Figure 1). Genotyping for Bsml
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SNF was performed, and afterwards, participants were divided into three groups according
to genotypes: group GG (n = 40), group GA (n = 44), and group AA (n = 14).

Gene expression

VOR
e

16 enough in
vitainin [ | o) ‘

Figure 1. Participant flow chart

AA[14) ‘

2.3, Genetic-Molecular Analysis
2.3.1. DNA Extraction

Genomic DNA was isclated from peripheral blood leukocytes using the GFX Genomic
Blood DNA Furification Extraction Kit (Amersham Biosciences Inc., Co., Amersham, UK).

232, Gene Amplification

The Bsml polymorphism was determined using real-time PCR assays with TagMan
allelic discrimination (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the protocol
described by Retamoso et al. (2023).

2.4. Gene Expression by gqRT-PCR

Modulation of gene expression was conducted by qRT-PCR analysis using an approach
similar to that described in the literature [17]. Briefly, the total RNA obtained from each
treatment was isolated usingﬂthe TRIzol® reagent and quantified using a NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer System“" (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Then, a
cDNA was obtained using the Script™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. qRT-PCR was performed on a
Rotor-Gene Q 5plex HRM system (QIAGEN biotechnology, Hilden, Germany). A melting
curve was generated from 60 “C to 90 “Cin 0.5 “C increments for 5 s at each temperature.
All reactions were performed in triplicate, with 1 uM of each primer and 2« QuantiFast
SYBR® Green PCR Master Mix; the final reaction volume was 20 pL. Specific forward and
reverse primer sequences are listed in Table 1.

Table 1. List of primers used and gene information.

Gene and Gene ID NCBI Reference Sequence  Location Size (pb) Primers

VIDE-7421

CYP24A1-1591

SOD-2-6648

F-5'CCTTCACCATGCACGACATGY

NG_0087311 12q1311 4738 R-5'COGCTTTOGTCACGTCACTY
. F5'CTCATGCTAAATACCCAGGTG-Y
NG _008334 20g12 s RETCGCTGGCAAAACGCGATGGES
. F-5' GOCCTGOAACCTCACATCAA-Y
NG_008729 bqtl 100,213 R-5'CGTACTTCTCCTCGCTCACGTTY

The B-actin housekeeping gene was used as an internal control of gene expression
analysis. Relative gene expression was calculated using the comparative Ct method and
expressed as fold expression relative to the control.

Anthropometric and Physiological Assays

The anthropometric measurements evaluated were weight, height, and waist and hip
circumferences; the nutritional status was classified according to the BMI [18].
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2.5, Biochemical Assays

Peripheral blood samples were collected after 12 h of fasting. The samples were
centrifuged for 15 min at 3000 rpm, and aliquots of serum and plasma were stored at
20°C for further analysis. The lipid profile, blood glucose, total cholesterol, high-density
lipoprotein (HDL), triglycerides, gamma-glutamyl transferase, and transaminases were
determined with a commercial kit (LABTEST) using automated equipment (ChemWell
Labtest) and according to the manufacturer's instructions. All quality control criteria
were followed. Low-density lipoprotein (LDL) cholesterol levels were measured using the
equation of Friedewald.

2.6, Vitamin D Analysis

Serum vitamin D 250HD; was analyzed by high-performance chromatography
(HPLC). The deficiency, insufficiency, and adequacy of 250HD; were classified according
to the cut-off points of Maeda, 2014.

1.7, Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the SPSS statistical software (version 20.0).
Quantifative variables were analyzed using the Student t-test or bivariate analysis of
variance, followed by Bonferroni's post hoc test. Categorical variables were analyzed using
the chi-square test. The Hardy-Weinberg equilibrium was tested using the Chi-square test.
The significance level considered was p< 0.05.

2.8, Ethics

This study complied with the ethical principles for research involving humans ac-
cording to the Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics Committee of
UNIPAMPA (protocol number 977827). The participants” privacy rights were respected,
and all individuals signed an informed consent form to participate.

3. Results

Ninety-eight individuals with hypovitaminosis D (<20 ng/dL}, with a mean age of
30.5 £ 11 years, 54.1% female, and (54.1%) sel-declared white, were recruited. Table 2 lists
the baseline characteristics of the total sample.

Table 2 Sociodemographic and lifestyk: characteristics of the sample.

Characteristic N (98) (%)
Sex
Female 53 541
Malke 45 459
Self-declaration of color

Black 20 04
Brown 25 255

White 5 5.1

Education
Primary education (i) 5 51
Primary education (¢) 1 1.0
Secondary education (i) 1 10
Secondary education (c) 16 16.3
Higher education (i) 53 5.1
Higher education (c) | 04
Other (graduate degree) 2 20
Marital status

Single bb 67.3

Married i 155
Common-law marriage 6 6.1

Widowed 1 10
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Table 2 Comt.
Characteristic N (98) (%)
Performs physical activity
Yes 48 49
No 50 51
Smokes
Yes 10 102
No & 88.8
Ex-smoker 1 10
Drrinks alcohol
Yes 63 63.3
No 35 B/7

¢=complei, 1 = incomplete.

Table 3 lists the descriptive analyses of anthropometric and biochemical measurements.

Table 3. Biochemical and anthropometric analysis of the sample,

Marker Mean +5D
Weight (kg) 78 190
Height (m) 18 0.16
BMI (kg/m?) 71 54

CC (em) 882 47

QC (em) 1036 98

Total cholesterol (mg/dL) 177 Iy
HDL-C (mg/dL) 552 n2
LDL-C (mg/dL) 949 412

Triglycerides (mg/dL) 146.1 1422
Vitamin D (ng/mL.) 17.03 40

BMI = body mass index, HDL-C = high-density lipoprotein cholesterol, LDL-C = low-density lipoprotein choles-
teral, WC = waist circumference, HC = hip dreumference.

The genotypic and allelic frequencies of the Bsml polymorphism of the VDR gene in
the total sample are described in Table 4. The studied sample presented Hardy-Weinberg
equilibrium (x? = 2.01).

Table 4 Allelic and genotypic frequency of Beml SNF of the VDR gene.

Bsml SNP Participants {# = 98) (%) * p-Value
Genotypic frequency
GG 40 408 0.4
CA 4 449 .46
AA 14 143 0.13
Allelic frequency
Allele G 102 67.1
Allele A 50 329
Model
AA +CA 54 551
GG 40 449
* Chi-square test.

Comparisons between genotype groups are listed in Table 5, and no differences were
found between the markers analyzed among the different Bsml genotypes.

The VDR, SODZ, and CYP24A1 expressions were performed in each genotype group
for the VDR Bsml SNF; the results are illustrated in Figure 2. VDR gene expression was
significantly lower in the GA and AA genotypes than in the wild-type GG genotype, and
AA showed the lowest expression (Figure 2A). The SOD2 gene was also significantly less
expressed in the AA group than GG and GA, which showed no differences (Figure 2B). In
contrast, CYP24A1 overexpression was observed in the GA and AA genotypes (Figure 2C).
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Table 5. Comparison between the Bsml SNP genotype groups of the VDR gene and the variables

studied.
Genotype Group Bsml VDR
GG (40) GA 4 AA(4) P
Age 298102 323+114 08+113 0.80
BMI (kg/m?) 268452 268+53 286+ 62 051
CC {cm) 8746 £153 F5+127 926+187 049
QC (cm) 10836 £9 1027 +£96 10736 £122 029
“afat 1226 £ 109 126 +£9.9 137+£110 050
Clucose (mg/dL) 9124 4+1219 807 £221 916+2412 025
Total cholesterol (mg/dL) 1825 £ 516 1744+ 473 1695 £ 472 0.63
HDL-C (mg/dL) 58164+ 227 551+226 53177 017
LDL-C {mg/dL) 95+408 944+ 448 96.17 £ 416 059
Triglycerides (mg/dL) 151.03 £ 149 135.91 &+ 1484 1643 £ 1048 078
Vitamin D (ng/mL) 1745422 1688 +43 1634 +£24 064

M= body mass index, HDL-C = high-density Tipoprotein cholesterol, TDL-C = low-density lipoprotein choles-
terol, WC = waist cireumference, HC = hip direumference.
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Figure 2. Comparison of the effects of Bsml on VDR, SOD2, and CYP24A1 gene expression. VDR
(A), where p **** (0.001) among all Bsml genotypes: GGxGA, GGxAA, GAxAA, SODZ (B) p ==
(0.001) was among the Bsml genotypes: GGxAA GAxGO, CYP2AT (C) p *** (0.001) among all Bsml
genotypes: GGXGA, GGxAA, GAxAA S0D2 (B) and CYP24A1 (C) gene expression among PEMCs
carrying different Bsml genotypes of the VDR gene. Data are presented as mean £ S0, Analysis was
performed and compared by one-way analysis of variance followed by the Bonferroni post hoc test
VIR gene = vitamin [ receptor; SOD-2 gene = superoxide dismutase 2; CYP24A1 gene = oytochrome
P450 family 24 subfamily A member 1.
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4. Discussion

For the first time, this study demonstrated the expression of different genes in distinct
genotypes of the Bsml SNP of the VDR gene (in addition to the VDR itself) in patients
with hypovitaminosis . The Bsml SNF negatively regulated the VDR and SOD2 gene and
upregulated CYP24A1, thus showing the modulatory influence of Bsml on other genes in
hypovitaminosis D.

The sample represents general characteristics observed in young and active individu-
als, most of whom were women, as observed in other studies (Table 2). The higher number
of self-declared white individuals is due to a higher prevalence of self-declared white
individuals in southern Brazil (i.e,, the study region) [19]. As for the level of education,
most individuals had incomplete higher education, implying that they could understand
the questionnaire questions. This differs from the data found in the rest of Brazil, where a
high proportion of people aged 25 years or older have only completed compulsory basic
education (ie., high school) [20]. In another study with individuals with vitamin D insuffi-
ciency and assisted by primary health care services, researchers reported serum vitamin D
levels not being associated with the level of education, age, marital status, and income [21].

Another important finding is regarding the participants’ being overweight (Table 3), as
the average BMI was within 27.1 kg/m?2. A recent study evaluated serum vitamin D levels in
healthy adult women and also showed that the nutritional status of the group evaluated was
classified as overweight/ obese, although without presenting any significant association [22].
Moreover, hormonal factors for the female participants (e.g,, estrogen levels) may have also
influenced VDR gene expression and even serum vitamin D levels. Despite not being the
focus of this study, women with lower serum levels of 25-hydroxyvitamin D and higher
tissue levels of VDR and tissue expression of the estrogen receptor gene had a significantly
higher risk of breast cancer incidence [23].

In this study, the distribution of genotypes and alleles of Bsml SNF were in Hardy-
Weinberg equilibrium, and there were no significant associations between Bsml genotypes
and serum vitamin D levels or the other markers (Table 5), as previously demonstrated
by Retamoso and collaborators [16]. In other reports, no significant differences between
vitamin D levels or genotypic and allelic frequencies of polymorphisms in the VDR gene
were found, even though cross-sectional studies have shown that VDR gene polymor-
phisms can reduce the affinity of the VDR for serum vitamin D levels [24]. Despite VDR
genetic polymorphisms being determinants of vitamin D levels, they have other genetic
and environmental factors that are influenced by sun exposure, diet, and even skin pigmen-
tation [25].

Although food consumption was analyzed in a recent study [23], it is worth mention-
ing it because it is an environmental factor, given that the diet of Western countries has
low vitamin D concentrations, which is the case in Brazil. In contrast, European countries
consume the highest amounts of vitamin D, given that the population generally consumes
fish and cod liver oil. In addition, there are also higher rates of vitamin D2 and vitamin
D3 supplementation. Despite less sun exposure, other factors may increase vitamin D
absorption compared to South American countries [26], even though it is known that the
role of supplementation depends on the individual. The expression of the VDR gene is also
influenced, as it is hypothesized that the response to vitamin D supplementation may be
modulated by genetic variants in the VDR gene [9].

In order to clarify whether the Bsml SNP influences the expression of other genes
related to the physiological role of vitamin D, VDR, CYF24A1, and S0D-2 gene expression
was studied in the groups of the three genotypes. Thus, we know that the VDR can
modulate the expression of various genes, and its inactivation occurs due to the lack or
excess of vitamin D since the almost ubiquitous expression of the VDR gene corroborates
data from the last 30 years showing that vitamin D not only regulates calcium homeostasis
but also promotes immunity, grow th, and cell differentiation [27].

The VDR gene was under-expressed in the GA and AA genotypes compared to GG
and AA less than the others (Figure 2A). In another study that compared the frequency of
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GGversus AA and AG genotypes, the association with insufficient 25(0OH)D concentrations
was maintained, suggesting that Bsml, which regulates VDR expression, can modulate
vitamin D levels in patients with cognitive disorders [23]. It is important to emphasize
that this study did not evaluate specific pathological conditions but individuals with
hypovitaminosis D, which may explain these findings. They were from different groups
(people with hypovitaminosis D against a population with cognitive impairment) and there
was a degree of genetic mixture in the population studied, considering that they are of
different ethnic origins and have a high degree of miscegenation among the populations
investigated.

Moreover, the SOD-2 gene was significantly less expressed in AA genotype carriers
compared to GG and GA (Figure 2B). This result can be explained by the findings of Daulet-
baev and collaborators [28], who investigated the impact of the genome on transcription
by 1,25(0H});D in carcinogenic cells. The 1,25(0H);D induced genes such as 50D2, IRSZ,
BIRC3, and DUSP1/5 are cytoplasmic or mitochondrial signaling molecules that mediate
the effects of growth factors and/or cytokine interactions with known anticancer proper-
ties. In other words, 1,25(0H); D significantly induced mitochondrial expression but not
cytosolic 50OD2, which converts the free radical O2*~ (superoxide) into H;0; to defend
against free radicals [8].

Lastly, we evaluated whether the Bsml SNP of the VDR gene would modulate the
expression of the CYP24A1 gene, which showed overexpression in carriers of the GA and
AA genotypes compared to GG (Figure 2C), with AA being significantly more expressed
than GG and GA, in which the mutated allele “A" possibly increases CYP24A1 expression.
This is an unprecedented analysis in the literature, and the expression of most vitamin
D target genes is 5x up- or down-regulated, meaning only a few genes respond with
significant changes in vitamin D expression [29], as is the case of CYP24A1, which showed
higher expression against Bsml SNP of the VDR gene. This may also influence one of the
biological functions of the VDR (i.e., mRNA stability) and epigenetic changes (e.g., DNA
methylation), which appear to modulate VDR gene expression [3(].

Furthermore, it is important to consider that the physiological status of vitamin
D is defined when its circulating levels are 25-70 ng/ml, in which the enzyme with
24-hydroxylase activity, CYP24A1, catalyzes the degradation reactions of 25(0H)D and
1,25(0H)2D. During this process, multiple hydroxylation reactions occur on the side chain,
and CYP24A1 catabolizes 25(0OH)D to prevent its eventual activation into 1,25(0H),D
and /or 1,25(0H}),D, for which CYP24A1 has higher affinity compared to 25(0H)D, to
disrupt its biological activity [26]. Therefore, further research should be conducted to
elucidate the role of Bsml SNP in different haplotype conditions with other polymorphisms
of the VDR gene and determine the likelihood of it being in linkage disequilibrium with
other alleles [31].

Despite our promising findings, it is important to mention some limiting factors of
this study, including the participants’ levels of sun exposure, ethnic origin, skin color, and
the use of biological markers (e.g, calcium, parathyroid hormone, and steroid hormones).
Nevertheless, this study shed light on the genetic modulation of a VDR gene SNP in the
hypovitaminesis D phenotype in humans, and future studies will better elucidate the
genetic, epigenetic, and molecular points involved. Thus, despite the limitations, different
genotypes of Bsml SNF of the VDR gene modulated the expression of the VDR, CYP24A1,
and 50D2 genes even though they did not alter the circulating levels of vitamin D in
individuals with hypovitaminosis D.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

O presente estudo avaliou individuos autodeclarados brancos e negros, no qual
demonstrou que grande parte da amostra apresentou baixos niveis séricos de vitamina D. Com
1SS0 as investigacgdes realizadas trouxeram achados relevantes para a literatura.

Onde observou-se que além da hipovitaminose D, identificamos que existe também
um baixo consumo alimentar de vitamina D, consumo este que ndo atinge nem 10% do que
recomendam as principais diretrizes brasileiras e internacionais. Gerando certa preocupacao
por parte dos pesquisadores, pois também é importante realizar a sintese de vitamina D
através do consumo alimentar. Vendo isto, em diversos paises ja existe o enriquecimento de
alimentos com vitamina D, e recentemente alguns produtos industrializados ja vem adotando
esta medida no Brasil.

Um fator limitante no presente estudo foi néo ter realizado a avaliagdo da exposi¢éo
solar por parte dos voluntarios, o que ndo desmerece os achados, porém poderia enriquecer
ainda mais a pesquisa, pois sabe-se que o principal meio para absor¢do da vitamina D vem da
exposicéao ao sol.

E apesar de n&o ter sido realizada a avaliacdo de exposi¢éo solar, foi constatado que a
principal condicdo para ter niveis séricos de vitamina D reduzidos vem da cor da pele, fator
que é independente de qualquer outra variavel investigada, ou seja, aqueles individuos de cor
da pele escura tém 3x mais pré-disposicdo a ter hipovitaminose D em compara¢do com
pessoas de cor da pele branca. E isso confirma uma das hipéGteses para realizagdo deste
trabalho, pois corrobora com o que a literatura trads. Afirmando que o maior teor de melanina
pode influenciar nos niveis séricos de vitamina D.

Em relacdo a avaliacdo genética, onde verificamos a presenca de individuos portadores
do SNP BSMI do gene VDR, foi visto que os mesmos estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg, e ndo foram fatores determinantes para identificar a baixa absorcédo de vitamina D
nestes individuos, sendo que ndo apresentou nenhuma associagdo significativa com a cor da
pele.

Porém, uma das principais propostas deste trabalho seria verificar a expressdo do gene

VDR, e com isto foi possivel identificar de maneira inédita, os efeitos de diferentes gendtipos
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Bsml do gene VDR na expressdao de diferentes genes. Neste caso avaliamos 3 genes
diferentes, os quais confirmamos que existe sim esta modulacéo.

Onde por exemplo no gene da CYP24A1, o VDR modulou uma super expressdo deste
gene, 0 qual sabemos que faz parte da rota metabdlica de absorcdo de vitamina D, e ainda
também verificamos que o gene da SOD 2 esta tendo uma expressao diminuida através desta
modulacéo, o que poderia estar relacionado com sua funcdo antioxidante, que em individuos

com baixa de vitamina D esta funcdo € pouco exercida.

6 CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel demonstrar que ndo houve associagdo entre o
polimorfismo BSMI do gene VDR com diferentes grupos de autodeclaracdo de raca/cor,
porém verificou-se que apenas ter a cor da pele preta é fator de risco para os diversos fatores
avaliados, dentre eles a hipovitaminose D, independente do polimorfismo BSMI do gene
VDR. Além de verificar que o gene VDR tem a capacidade de modular a expressdo de genes
como a CYP24A1 e a SOD2. Sendo assim, novos adicionais devem elucidar os mecanismos

pelos quais a cor de pele preta esta relacionada a hipovitaminose D na populacéo estudada.

7 PERSPECTIVAS

Para dar continuidade a este trabalho pretende-se correlacionar o consumo alimentar
de vitamina D com a quantidade de lipidios/dia ingeridos e niveis séricos de vitamina D, pois
a vitamina D ¢ lipossoluvel e com isso 0 consumo de gordura também pode relacionar-se com
0S niveis sericos.

Outro ponto importante a dar seguimento é a avaliacdo da expressdo do gene VDR
entre brancos e negros, para avaliar se também existe a modula¢do génica encontrada na

amostra total.
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Introduction: Hypovitaminosis I) has been considered a public health problem, due w its implications in the development of several
diseases, including overweight. Vicamin D has several funcrons, such as modulating the metabolism of some cellular ssues, including
adipose rissue, and consequently, obese individuals mav have hypoviraminosis D). Objective: To assess food intake, serum levels of
vitamin I} and the BSMI polymorphism of the gene VDR in overweight/obese individuals. Patients and methods: This was a
crossectional analytical study. Individuals in the communiry were invited to parricipate in the research and, after signing the informed
consent, a scructured questonnaire was apphed contaming wdenofication data, and numrional daa (24 hour reminder); afterwards,
blond was collected for biochemical analysis, vitamin D was measured by Chemiluminescence and RT-PCR was used to evaluate the
Bsml polymorphism of the VDR gene. Dara was analyzed using a stagstical program (5I'S5 20.0) and differences berween groups
wsing p < 0L05. The research project was submitred for considerarion by the Ethics Commireee of the Unipampa and was approved
under protocol number 977827, Results: 111 parricipants with 2 mean age of 30.5 £ 10.6 vears, both genders, were included and
dwided into 3 groups according to nutnoonal stas. A companson was made berween the means, serum vitamin IV levels in the
cutrophic (18.5 + 4 ng/dL) overweight (19 + 5 ng/dL) obese (19.5 + 5 ng/dL) group, with no statistical difference berween the
groups (p = 0.73). The obese had higher measures of WC, HC, AC and % of far when compared to the other groups (p = 0.00). CHO
consumption was higher among the obese (p = 0.02), and vitamin D consumption was lower among the overweight group (p = 0.14).
The genotypes studied were not relared 1o vitamin D intake (p = 0.13) or serum levels (p = 0.69). Discussion: Most obese individuals
are deficienr in vitamins and minerals, among them vitamin D, which is direcdy related o obesity through mechanisms that reguolate
the formation and differentiation of adipose cells, and its low concentrarions imply in the simulation of inflammatory mediators,
conributing o weighe gain. Conclusion: All samples are in hypovicaminosis I, and have a low dietary incake of vicamin D, which
raises concern. Therefore, the continuarion of studies involving other mechanisms that may influence its serum levels becomes relevant.
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Introduction

t is D has been c a public health problem, due to its implications in

the development of several diseases, including overweight. Vitamin D has several functions,

such as modulating the metabolism of some cellular tissues, including adipose tissue, and
obese indivi may have itaminosis D.

Objective

To assess food intake, serum levels of vitamin D and the BSMI polymorphism of the gene
VDR in overweight/obese individuals.

Table 1- Comparison between mean values and laboratory and anthropometric

Patients and methods

Overweight TCLE Anthropometric
individuals assessment
24 hour reminder Venous blood
collection
Vitamin D - SPSS 20.0 and differences
Chemiluminescence and between groups using
RT-PCR Bsml polymorphism p<0.05

£

Results

38
overweight
SR
41
eutrophic 32 obese

J

m

individuals

Mean age of 30.5 + 10.6 years

and groups
Variables Eutrophics Overweight Obeses p*
Glucose (mg/dL) 81,7+10 91,18:18,3 93,09£32,2 0,05
Total cholesterol (mg/dL) 169£36 180,8+47,1 179,652 0.45
Triglycerides (mg/dL) 105,9:75,4 145138 172,2+182,7 0,11
HDL (mg/dL) 64,9259 55,77+23,87 51,6+12,27 0,03
Vitamin D (ng/dL) 18,546,2 19,4157 19,5456 0,73
WC (cm) 74,8216,58 89,4219,2 103,75£10,1 0,00
HC (cm) 96,5¢5,6 103,645,6 113,647,6 0,00
25,48+2,34 29,8532,9 33,61£3,35 0,00
AC (cm)
_ 15612,23 1,13:2,72 1,22+1,67 0,57
Vitamin D (mcg)
o © 114.6165,18 186,7£66.5 204,4165,4 0,02
P 50,5£22,15 42632217 54,6625,1 on
Lipids (9) ;
70,434 74,18£39,03 7316314 0,88
Proteins (g)
ANOVA-oneway
Table 2- iatil food and serum levels of
vitamin D between groups
Variables GG GA AA P
Vitamin D (ng/dL) 19,9+6,67 18,6+6,07 19,27:5,6 0,69
1471164 0,931,27 17325 0,1
Vitamin D (mcg) AT et e 3
Cartonyoiaiss ) 171,6381,67 199,64£64,6 180,95+65.,6 0,22
R 48,26x18,9 52,81£275 45,71£23,87 0,39
Lipids (g)
Proteins (g) 70,47+24,58 76312414 73,164314 0,64
AANOVA-oneway
Discussion

Most obese individuals are deficient in vitamins and minerals, among them vitamin D,
which is directly related to obesity through mechanisms that regulate the formation and
differentiation of adipose cells, and its low concentrations imply in the stimulation of
inflammatory mediators, contributing to weight gain.

Conclusion

All samples are in hypovitaminosis D, and have a low dietary intake of vitamin D, which
raises concern. Therefore, the continuation of studies involving other mechanisms that
may influence its serum levels becomes relevant.
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Os niveis séricos de vitamina D s&o influenciados por dois fatores: a exposicao solar e através
da alimentacdo. O consumo alimentar de vitamina D é considerado escasso entre as
populages, principalmente pelo fato de que séo alimentos em sua grande maioria incomuns
na mesa do brasileiro, principalmente devido ao seu elevado custo, desta forma, vem se
observando uma elevada prevaléncia de hipovitaminose D. Sendo assim o objetivo do
presente estudo foi verificar o consumo alimentar de alimentos com maior teor de vitamina D
em sua composicao em um grupo de individuos em relagdo a sua autodeclaracdo de raga/cor.
O presente estudo foi aprovado pelo CEP-UNIPAMPA / CONEP 977827. Participaram do
estudo individuos de ambos os sexos (= 18 a 59 anos), que foram recrutados no campus
UNIPAMPA e na comunidade nas cidades de Sdo Borja e Uruguaiana. Apos a assinatura do
TCLE, a coleta de dados foi realizada pela aplicagdo do questiondrio com dados de
identificacdo, perfil s6cio econébmico e demografico. O consumo alimentar foi realizado
através do recordatério R24 horas, onde os voluntarios relatavam seu consumo alimentar do
dia anterior e também foi aplicado um questionario de frequéncia alimentar para analisar cada
alimento que possuia maior teor de vitamina D. A analise estatistica foi realizada em
programa SPSS 20.0. Para descritivas foi realizada andlise de frequéncia ou médias seguidas
do desvio padrdo. Foram consideradas significantes as diferencas com p< 0,05. Foram
avaliados 116 individuos sendo 64 mulheres (55,2%) e 52 homens (44,8%) com média de
idade de 30.5 + 10.6 anos. O questionario de frequéncia alimentar avaliou 0 consumo diario,
semanal, mensal ou que nunca consome dos seguintes alimentos: sardinha, figado, atum,
ovos, iogurte, queijo, manteiga, 0leos/gorduras, semente de girassol e gergelim. O item mais
consumido diariamente foram O6leos/gorduras (52,6%), semanalmente de 2 a 4x na semana
foram leite (25%) queijo (36,2%) e ovos (46,6%) e os alimentos menos consumidos foram as
sementes de girassol (91,4%) e gergelim (87,9%). No que se refere a autodeclaragéo de cor
foram 21 pretos (18,1%), 29 pardos (25%), 66 brancos (56,9%) avaliados, destes destacou-se
0 baixo consumo de sardinha (p<0,02) e figado (p<0,04) entre pretos e pardos através do
QFA. E na avaliacéo total do consumo alimentar de vitamina D no R24h foi de 1,64mcg/dia
Sendo assim, foi possivel observar que toda a amostra possui um baixo consumo de vitamina
D e que, quanto ao QFA o consumo de sardinha e figado foi significativamente menor entre
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os autodeclarados negros quando comparados aos brancos, ainda que este estudo seja inédito
em fins destas comparacbes, € importante ressaltar que sd0 necessérios estudos
complementares para melhor elucidar este tema, o qual demonstra a relevancia de aumentar o
consumo de vitamina D para prevencdo de doencas e controle da imunidade.

Palavras-chave: Vitamina D. Consumo alimentar. Hipovitaminose D.
Agradecimentos: Capes, CNPq, Fapergs.
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A hipovitaminose D tem sido observada em diferentes populacGes, tendo em vista a reducédo
da exposicdo solar no periodo da pandemia e também a baixa ingestdo de alimentos com esta
vitamina, tornando preocupante para a saude publica, pois a vitamina D exerce funcdes
fundamentais para a prevencdo de doencas cronicas, além de sua acdo no metabolismo do
calcio e fosforo, importante para o sistema cardiovascular e sistema nervoso central. Além
disso os habitos alimentares inadequados 0s quais se destacam 0 consumo excessivo de
alimentos refinados, ricos em gordura e uma ingestdo reduzida de alimentos integrais, frutas,
legumes e verduras, torna a dieta pobre em valor nutricional, possivelmente relacionado ao
ganho excessivo de peso, principalmente no periodo de isolamento social. Sendo assim,
investigou-se 0s niveis séricos de vitamina D e do consumo alimentar no periodo pre e pos
pandemia entre estudantes. O presente estudo foi aprovado pelo CEP-UNIPAMPA / CONEP
977827. Participaram do estudo estudantes de ambos os sexos (> 18 a 59 anos), que foram
recrutados no campus UNIPAMPA-Uruguaiana. Apds a assinatura do TCLE, a coleta de
dados foi realizada pela aplicacdo do questionario com dados de identificacdo, perfil sécio

econémico e demografico. O consumo alimentar foi realizado atraves do recordatorio R24
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horas, onde os voluntarios relatavam seu consumo alimentar do dia anterior. Avaliagdes
antropomeétricas do peso, altura e foram classificadas de acordo com o IMC (WHO, 2000),
além da afericdo das circunferéncias da cintura, braco e quadril. A dosagem de vitamina D
sérica foi realizada pelo método de quimioluminescéncia, utilizando kits comerciais padrdo. E
a andlise estatistica foi realizada em programa SPSS 20.0. Para descritivas foi realizada
analise de frequéncia ou meédias seguidas do desvio padrdo. Foram consideradas significantes
as diferengas com p< 0,05. Foram avaliados 20 individuos com média de idade de 24+4,5
anos sendo 6 homens (30%) e 14 mulheres (70%). A primeira avaliagdo foi realizada em
setembro de 2019 e a segunda em maio de 2022. As compara¢des foram as seguintes: Média
de Vitamina D sérica 1= 15,945,0 ng/dL vitamina D2= 29,745,4 ng/dL (p<0,001), peso 1:
74,5£20kg, peso 2: 75,0+22kg (p<0,001), circunferéncia da cintura 1: 86,4+16,5 cm,
circunferéncia da cintura 2: 83,2+17,2 cm (p= p<0,001), circunferéncia do quadril 1:
104,7£9,6 cm, circunferéncia do quadril 2: 101,2£10,5 cm (p= p<0,001), circunferéncia do
braco 1: 28,6+5 cm, circunferéncia do braco 2: 27,4+4,7 cm (p<0,001). Apds a primeira
avaliacdo, houve um retorno aos participantes com o resultado de sua avaliacdo, sugerindo
melhoras na alimentagdo, especialmente relativas aos alimentos ricos em vitamina D, bem
como o incentivo a exposicdo aos raios solares, ja que seria outra via de obtencdo da vitamina
D. Ja na segunda avaliacdo foi possivel observar uma melhora significativa dos parametros
avaliados mesmo durante o periodo de isolamento social no qual as pessoas tiveram uma
maior tendéncia de piora nos seus indicadores, ao contrario do ocorrido no presente estudo
que houve melhora dos indices antropométricos de peso, circunferéncias da cintura, quadril e
braco. Sendo assim, devemos enfatizar a importancia de um estudo com segmento, onde 0s
participantes tem a oportunidade de receber um retorno com orientacdes e absorve-las para
melhora de sua satde. Considerando que este trabalho é um braco de uma tese de doutorado e

outras analises ainda serdo realizadas para melhor elucidar este tema.
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Introducédo: A absorcéo de vitamina D se d& através de duas vias principais: pela biossintese
pela exposicdo solar a raios UV e através do consumo de determinados alimentos. Porém seus
niveis podem ser influenciados por fatores genéticos e ambientais, que podem gerar alteracfes
como a hipovitaminose D que esta cada vez mais em evidéncia tornando-se preocupante para
a salde publica. Objetivo: Avaliar a associacdo entre os niveis séricos de vitamina D com
marcadores lipidicos, glicémicos, antropométricos e o consumo alimentar. Método: Estudo
aprovado pelo CEP UNIPAMPA (n°977827). Os participantes foram convidados da
comunidade (Uruguaiana e Sao Borja) para participar e apds aceite e assinatura do TCLE, foi
aplicado um questionario estruturado com dados de identificacdo, autodeclaracdo de raga/cor,
dados nutricionais (QFA e R24h); a seguir, foi realizada uma coleta de sangue para as analises
bioquimicas, a vitamina D foi dosada por Quimioluminescéncia. Os dados foram analisados
em programa estatistico (SPSS 20.0). Analises descritivas e ANOVA foi realizada para
analise de diferencas entre os grupos. Resultados: Foram incluidos no estudo 116
participantes, 54,7% do sexo feminino com média de idade de 30+10,6 anos. Foi realizada a
comparacao entre as médias conforme autodeclaragdo de cor, os niveis de vitamina D sérica
no grupo dos negros (16+4,5ng/dL) foram significativamente menores que nos grupos de
individuos pardos (19+6ng/dL) e brancos (19,8+6ng/dL) p= 0,03, 0 mesmo ocorreu com 0s
niveis de HDL(p= 0,005). Os demais parametros avaliados ndo apresentaram resultados
estatisticamente significativos entre os grupos de autodeclaracdo de cor: colesterol total
(p=0,07); LDL (p= 0,28); triglicerideos (p= 0,95); glicose (p= 0,83); Vitamina D ingerida (p=
0,92); CC (p= 0,37); IMC (p=0,14). Conclusao: Individuos negros apresentaram niveis de
vitamina D sérica menores que brancos e pardos, porém os niveis observados nos 3 grupos
ainda sdo considerados insuficientes e despertam preocupacdo. Sendo assim, torna-se
relevante a continuidade de estudos que envolvam outros mecanismos, e a investigacdo de
genes possam influenciar seus niveis séricos.
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laboratoriais, antropométrlcas e consumo entre os grupos

A absorgao de vitamina D se da através de duas vias principais:
pela biossintese pela exposi¢ao solar a raios UV e através do consumo
de determinados alimentos. Porém seus niveis podem ser influenciados
por fatores genéticos e ambientais, que podem gerar alteragbes como a
hipovitaminose D que esta cada vez mais em evidéncia tornando-se
preocupante para a saude publica.

Auvaliar a associagao entre os niveis séricos de vitamina D _
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menores que brancos e pardos, porém os niveis observados nos 3
grupos ainda sao considerados insuficientes e despertam preocupagao.

ANOVA-oneway

Sendo assim, torna-se importante a continuidade de estudos que que

busquem o mecanismo envolvido neste fenémeno, como a investigagao
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A vitamina D é indispensédvel para o desenvolvimento e manutencdo do tecido 0sseo, da
homeostase do célcio e do fdésforo sendo que sua absorcdo se d& através de duas vias
principais: pela biossintese/exposicao solar a raios UV e através do consumo de determinados
alimentos. Porém seus niveis podem ser influenciados por fatores genéticos e ambientais, que
podem gerar alteracdes como a hipovitaminose D, a qual esta cada vez mais em evidéncia
tornando-se preocupante para a saude publica. Estudos demonstram que as mulheres sofrem
ainda mais com esta reducdo de niveis da vitamina D devido a possiveis influencias
hormonais que também podem afetar o perfil metabdlico e desta forma e influenciar no ganho
de peso e faixa etéria, além de que aquelas que vivem em cidades mais ao norte do pais,
apresentaram valores significativamente mais altos de 25(OH)D do que as mulheres vivendo
em cidades mais ao sul, porém ainda assim sdo valores considerados insuficientes ou seja
menores que 20ng/dL. E quando abordamos a questdo racial, os estudos evidenciam que
aquelas pessoas que possuem a pele negra, tem maior quantidade de melanina presente no
corpo, prejudicando a sintese de vitamina D através dos raios UV, ou seja, possivelmente uma
baixa absor¢do, mesmo que estes individuos fazem a ingestdo das mesmas fontes alimentares
que individuos brancos, as pessoas negras sintetizam menos a vitamina D devido ao
mecanismo acima, mas a abordagem de género feminino e autodeclaracéo de cor sdo estudos
ainda escassos e merecem maior atencdo. Sendo assim, o objetivo do estudo foi verificar a
influéncia da raga/cor nos niveis séricos de vitamina D e demais marcadores de obesidade em
mulheres. O presente estudo foi aprovado pelo CEP-UNIPAMPA / CONEP 977827.
Participaram do estudo mulheres (> 18 a 59 anos), que foram recrutadas na comunidade nos
municipios de S&o Borja e Uruguaiana. Apos a assinatura do TCLE, a coleta de dados foi
realizada pela aplicagdo do questionario com dados de identificacdo, autodeclaracdo de
raca/cor, perfil socio econémico e demografico. O consumo alimentar foi realizado através do
recordatério R24 horas, onde as voluntarias relatavam seu consumo alimentar do dia anterior.
Avaliacdes antropométricas do peso, altura e foram classificadas de acordo com o IMC
(WHO, 2000), além da afericdo da circunferéncia da cintura. A coleta de sangue venoso foi
realizada com jejum de 12 horas para analises bioquimicas. A dosagem de vitamina D sérica
foi realizada pelo método de quimioluminescéncia e as demais andlises bioquimicas em
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equipamento semiautomatizado ChemWell Labtest® utilizando kits comerciais padro. E a
analise estatistica foi realizada em programa SPSS 20.0. Para descritivas foi realizada anélise
de frequéncia ou medias seguidas do desvio padrdo. Para diferencas entre os grupos de
autodeclaragéo de raca/cor, foi realizado o teste t de student. Foram consideradas significantes
as diferengas com p< 0,05. Foram recrutadas 55 mulheres com média de idade de 28,5+9,8
anos. As mulheres foram divididas, segundo sua autodeclaracdo de cor, em dois grupos para
as comparacOes: negras (12 pretas; 16 pardas) n=28 (50,9%) e brancas n=27 (49,1%).
Observou-se diferengas na medida sérica de HDL-colesterol, mulheres autodeclaradas negras
apresentaram valores significativamente menores de HDL (45,34+22,36 mg/dL) comparadas
com as brancas (67,42+19,0 mg/dL), p=0,000. A vitamina D sérica também foi
significativamente inferior em negras (16,81+5,20 ng/dL), brancas (20,10+6,46 ng/dL),
p=0,046, embora ndo tenha sido significativa a diferenca entre o consumo alimentar de
vitamina D entre os grupos. Embora os niveis séricos de vitamina D sejam baixos nos dois
grupos, entre negras € estatisticamente pior, indicando que mecanismos genéticos e
ambientais, como 0s socioecondmicos, podem estar afetando esta populacéo, sendo necessario
estudos complementares podem auxiliar na elucidagéo deste problema.

Agradecimentos: CAPES, CNPq, FAPERGS, PPG Bioquimica e UNIPAMPA.
Palavras-chave: Hipovitaminose D, Vitamina D, mulheres negras.
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Introducdo: A hipovitaminose D tem sido observada em diferentes populagdes,
especialmente em brancos europeus e americanos, porém ainda sao escassos 0s estudos que
associam a diminuicao desta vitamina em populacgdes negras. Os niveis de vitamina D podem
ser influenciados por fatores ambientais, como as dietas, bem como por fatores genéticos,
como os polimorfismos. Objetivo: Avaliar se hd associacdo entre 0s niveis séricos de
vitamina D com o consumo alimentar no grupo estudado. Método: O estudo foi aprovado
pelo CEP-UNIPAMPA (n°977827). Os participantes foram convidados na comunidade
(Uruguaiana e S&@o Borja) e, ap0s aceite e assinatura do TCLE, responderam a um
questionario estruturado com dados de identificacdo, autodeclaracdo de raca/cor, dados
nutricionais (QFA e R24h). A coleta de sangue para as analises bioquimicas foi realizada em
jejum e a vitamina D foi dosada por Quimioluminescéncia. Os dados foram plotados em
planilha eletrénica Excel e analisados em programa estatistico. Os dados foram apresentados
como média + DP e frequéncias, test t de Student e ANOVA one way, realizado para analise
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de diferengas entre 0s grupos e o p<0,05 foi considerado significativo. Resultados: Foram
incluidos no estudo 116 participantes, 54,7% do sexo feminino com média de idade de
30£10,6 anos. Foi realizada a comparacao entre as médias e posteriormente avaliadas através
da estratificacdo de cor. A média de vitamina D sérica (19+6 ng/dL) p= <0,001 e o consumo
alimentar de vitamina D (1,15 +1,7 mcg) p= <0,001. Foi observado que existe uma correlacdo
entre a etnia e consumo alimentar de vitamina D (p=0,01), porém ndo houve uma correlagédo
entre etnia e niveis séricos de vitamina D. Conclusdo: Em ambos 0s grupos hd um baixo
consumo alimentar de vitamina D e individuos negros apresentaram niveis de vitamina D
sérica menores que brancos e pardos, porém os niveis observados nos 3 grupos ainda séo
considerados insuficientes e despertam preocupacdo. Sendo assim, torna-se relevante a
continuidade de estudos que envolvam outros mecanismos, e a investigacdo de genes possam
influenciar na absorcao desta vitamina.

Agradecimentos: O presente trabalho foi realizado com apoio da CAPES, FAPERGS e CNPq.
Palavras-chave: Vitamina D. Hipovitaminose D. Deficiéncia de vitamina D.
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A absorcdo de vitamina D se da através por duas vias principais que envolvem a exposicao
solar através da sintese de raios UV e através do consumo de determinados alimentos. Porém
seus niveis podem ser influenciados por polimorfismos especificos do gene VDR, que possui
a funcdo receptora da vitamina D, aléem de fatores ambientais que se associam a estas
alteracfes. Desta forma a hipovitaminose D estd cada vez mais em evidéncia tornando-se
preocupante para a saude publica, pois pode levar a complica¢cBes metabdlicas, considerando
que a vitamina D exerce diversas fun¢Bes importantes, dentre elas o0 metabolismo do célcio e
funcdo imune. O objetivo do presente estudo foi avaliar uma possivel associagdo entre 0s
niveis séricos de vitamina D com marcadores lipidicos, glicémicos e antropometricos. O
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIPAMPA sob
n°977827. Para a obtencdo dos dados os participantes foram convidados da comunidade
(Uruguaiana e S&o Borja) para participar. Apés aceite e assinatura do TCLE, foi aplicado um
questionario estruturado com dados de identificacdo, autodeclaragdo de raca/cor, dados
nutricionais e socioeconémicos; a seguir, foi realizada uma coleta de sangue para as analises
bioquimicas, a vitamina D foi dosada por Quimioluminescéncia. Os dados foram plotados em
planilha eletrénica Excel e analisados em programa estatistico. Os dados foram apresentados
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como média = DP e frequéncias e teste t de student realizado para anélise de diferengas entre
0s grupos. Foram incluidos no estudo 114 participantes, 56,1% do sexo feminino com média
de 30+10,6 anos. Foi realizada a comparacédo entre as médias utilizando como ponto de corte
a dosagem de 20ng/dL de vitamina D dos marcadores lipidicos no grupo de >20ng/dL de
vitamina D: colesterol total (167+37 mg/dL) p=0,07; HDL (59£22 mg/dL) p= 0,39; LDL (
84+32 mg/dL) p= 0,05; triglicerideos (125,3+128 mg/dL), p= 0,46; glicose (90,3+23 mg/dL)
p= 0,44; peso (78,9+16,9 kg) p= 0,47; IMC ( 27,9+5 kg/m?) p= 0,14; CC (88,7+12 cm) p=
0,77. No grupo < 20ng/dL.: colesterol total (182,6+50 mg/dL) p=0,07; HDL (55,5+23 mg/dL)
p=0,39; LDL ( 100,2+46 mg/dL) p= 0,05; triglicerideos (144,3+137 mg/dL), p= 0,46; glicose
(87,2+17 mg/dL) p= 0,44; peso (76,3,9+19,3 kg) p= 0,47; IMC ( 26,4+5,4 kg/m?) p=0,14; CC
(87,8+15 cm) p= 0,77 N&o houve diferenca entre as médias. Deste modo, pode-se observar
que os valores de Vitamina D estdo abaixo das recomendacdes, pois a média de vitamina D
deste grupo foi de 18,9+5ng/dL, caracterizando como uma dosagem baixa. Sendo a vitamina
D fundamental para o desempenho de varias fungdes fisioldgicas, podemos concluir que no
grupo estudado os niveis de vitamina D sdo insuficientes e despertam preocupacéo. Sendo
assim, torna-se relevante a continuidade de estudos que envolvam outros mecanismos, Como o
consumo alimentar da vitamina D e investigagdo de genes possam influenciar nos niveis
séricos da mesma.

Agradecimentos: O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior Brasil (CAPES).
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Introducgéo: A hipovitaminose D tem sido observada em diversas populaces, principalmente
em brancos europeus e americanos, porém ainda sdo escassos 0s estudos que associam a
diminuicdo desta vitamina em negros, observando a expressao do gene receptor da vitamina
D, chamado de VDR e um dos seus polimorfismos- BSM I, o qual pode se associar a doencas
crbnicas ndo transmissiveis. Objetivo: Investigar as varidveis que possam estar associadas
aos baixos niveis séricos de vitamina D, tanto intrinsecos como extrinsecos. Metodologia:
Trata-se de um estudo transversal, utilizando grupo amostral por conveniéncia nas cidades de
Uruguaiana e S8o Borja-RS apds a assinatura do TCLE. Onde foram avaliados individuos
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negros e brancos (entre 18 e 59 anos) os seus niveis séricos de vitamina D, foi aplicado um
questionario estruturado com dados de identificacdo, autodeclaragdo de raca/cor, dados
nutricionais e socioeconémicos; a seguir, foi realizada uma coleta de sangue para as analises
bioquimicas e foram recolhidas as medidas antropométricas de cada individuo. As analises
bioquimicas (colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos) foram realizadas em equipamento
automatizado (ChemWell Labtest) utilizando kits padrées. A vitamina D foi dosada por
Quimioluminescéncia. Os dados foram plotados em planilha eletrdnica Excel e analisados em
programa estatistico. Os mesmos foram apresentados como média + DP e frequéncias e teste t
de student realizado para andlise de diferencas entre os grupos. O presente projeto de pesquisa
tem aprovacdo do CEP sob protocolo: 977827. Resultados parciais: Foram avaliados 114
individuos, sendo do total da amostra 62 (56%) autodeclararam-se brancos e 47 (44%) negros.
Embora a média da vitamina D tenha sido menor em negros (17,9+5,8ng/mL) do que em
brancos (19,8+6,0 ng/mL), ndo houve diferenca estatistica (p=0,89). Também foi realizada a
comparacdo entre as médias utilizando como ponto de corte a dosagem de 20ng/dL de
vitamina D entre negros e brancos, dos marcadores lipidicos no grupo de >20ng/dL de
vitamina D: colesterol total (167+37 mg/dL) p=0,07; HDL (59+22 mg/dL) p= 0,39; LDL (
84+32 mg/dL) p= 0,05; triglicerideos (125,3+128 mg/dL), p= 0,46; glicose (90,3£23 mg/dL)
p= 0,44; peso (78,9+16,9 kg) p= 0,47; IMC ( 27,9+5 kg/m?) p= 0,14; CC (88,7+12 cm) p=
0,77. No grupo < 20ng/dL.: colesterol total (182,6+50 mg/dL) p=0,07; HDL (55,5+23 mg/dL)
p=0,39; LDL ( 100,2+46 mg/dL) p= 0,05; triglicerideos (144,3+137 mg/dL), p= 0,46; glicose
(87,2+17 mg/dL) p= 0,44; peso (76,3,9+19,3 kg) p= 0,47; IMC ( 26,4+5,4 kg/m?) p=0,14; CC
(87,815 cm) p= 0,77. Nas demais andlises laboratoriais, observou-se que o valor de
colesterol HDL médio foi significativamente menor na populacdo autodeclarada negra
(51,0£22,4 mg/dL) do que em autodeclarados brancos (62,2+22,3 mg/dL) e n&o houve
diferencas nas demais avaliacGes. Ainda ha a perspectiva de avaliacdo da expressdo do gene
VDR e comparar os niveis de vitamina D com o consumo alimentar desta popula¢do. Onde
tais achados possam exercer alguma influéncia nos niveis séricos de vitamina D na do grupo
avaliado, e desta forma identificar a possibilidade de um tratamento mais especifico para tal
hipovitaminose.



