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RESUMO

Pacientes com Fibrose Cistica possuem risco de deficiéncia de vitamina devido a insuficiéncia
pancredtica. A vitamina tem sua deficiéncia possivelmente associada com estado inflamatdrio
e estresse oxidativo. A presenca de polimorfismo genéticos no VDR parece ter papel na
reposta da suplementacdo da vitamina D e efeitos clinicos como atuacdo na reducdo do
processo inflamatério e estresse oxidativo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
prevaléncia da hipovitaminose D e influéncia do polimorfismo Bsml (rs 1544410) do gene
VDR na suplementagdo de megadose de vitamina D sobre marcadores de processo
inflamatorio e estresse oxidativo em pacientes com Fibrose Cistica. Foi realizado um estudo
transversal multicéntrico, seguido de estudo pré e pds ndo randomizado de braco Unico com
pacientes que apresentaram insuficiéncia ou deficiéncia de 25(OH)D. Os pacientes com
Fibrose Cistica tinham idade > 5 anos de ambos os sexos. Na primeira etapa do estudo
participaram 48 pacientes com Fibrose Cistica que foram entrevistados quanto ao perfil
sociodemografico, foto tipo de pele e exposicao solar, dados antropométricos (peso, altura,
indice de Massa Corporal), consumo alimentar, avaliacio bioquimica para anélise de funcéo
renal e hepatica, calcio, paratorménio (PTH), processo inflamatério (proteina C reativa (PCR)
e alfa-1-glicoproteina &cida - A1GPA) e estresse oxidativo (malondialdeido - MDA e
capacidade antioxidante total - CAOT) e determinagdo genotipica do polimorfismo Bsml (rs
1544410).0s pacientes diagnosticados com insuficiéncia e/ou deficiéncia de vitamina D,
foram suplementados vitamina D, 4000 Ul/dia para criancas de 5 a 10 anos e 10.000 Ul/dia
para criancas maiores de 10 anos, adolescentes e adultos, durante 8 semanas. A Analise
estatistica foi realizada atraves do “Statistical Pac age for the Social Sciences” e Prism 6,
adotando-se significadncia de p<0,05. Observou-se que a maioria da populacdo tinha
Insuficiéncia e/ou deficiéncia de vitamina D (64,6 %). Ndo houve associacdo entre os niveis
de vitamina D com sexo, exposi¢do solar, foto tipo de pele, estado nutricional e variacdo
genotipica do polimorfismo Bsml. Apos analise de regressdo linear multivariada, o MDA
apresentou associacao inversa aos valores sanguineos de 25- Hidroxivitamina D (p= 0,01),
porém condicionada aos marcadores de processo inflamatorio. Quando avaliado somente o
estresse oxidativo, essa relacdo essa associacdo desaparece. Os individuos com 0s genotipos
BB e Bb apresentaram aumento dos niveis séricos de 25(OH)D, mas ndo os com genotipo bb
do polimorfismo Bsml do gene VDR. O Analise pareada o gendtipo BB apresentaram
reducdo do A1GPA. Ja o gendtipo bb apresentaram niveis elevados de MDA comparado ao
momento pré intervencdo. Em conclusdo, verificou-se uma alta prevaléncia de hipovitaminose
D nos pacientes com Fibrose Cistica, apresentando uma relacdo inversa estresse oxidativo
quando associado aos marcadores de processo inflamatério. Quanto do polimorfismo Bsml do
gene VDR, houve um efeito da variacdo dos genotipos com os niveis de vitamina D e
marcadores de processo inflamatorio e estresse oxidativo. Sugerimos que nossos estudos com
maior tempo e maior numero de pacientes para compreender niveis ideais para correcao da
vitamina D e a relacdo com polimorfismos genéticos no gene VDR.

Palavras-chave: hipovitaminose D; polimorfismo genético; Fibrose Cistica; inflamagao



ABSTRACT

Patients with Cystic Fibrosis are at risk for vitamin deficiency due to pancreatic insufficiency.
Vitamin deficiency is possibly associated with an inflammatory state and oxidative stress. The
presence of genetic polymorphisms in the VDR appears to play a role in supplementation
response and clinical effects. The aim of the present study was to evaluate the prevalence of
hypovitaminosis D and the influence of the VDR gene’s Bsml polymorphism (rs 1544410) on
vitamin D megadose supplementation on inflammatory process and oxidative stress markers
in patients with Cystic Fibrosis. A multicenter cross-sectional study was performed, followed
by a single-arm nonrandomized pre and post-study with patients who had 25(OH)D
insufficiency or deficiency. Patients with Cystic Fibrosis were > 5 years old, both genders. In
the first stage of the study, 48 patients with Cystic Fibrosis participated, who were
interviewed regarding sociodemographic profile, skin type photo and sun exposure,
anthropometric data (weight, height, Body Mass Index), food consumption, biochemical
evaluation for analysis of renal function and liver, calcium, parathyroid hormone (PTH),
inflammatory process (C-reactive protein (CRP) and alpha-1-acid glycoprotein- ALGPA) and
oxidative stress (malondialdenyde- MDA and total antioxidant capacity- CAOT) and
genotypic determination of the Bsml polymorphism (rs 1544410). Patients diagnosed with
insufficiency and/or vitamin D deficiency, were supplemented with vitamin D, 4000 1U/day
for children aged 5 to 10 years and 10,000 IU/day for children over 10 years, adolescents and
adults, for 8 weeks. Statistical analysis was performed using the “Statistical Pacage for the
Social Sciences” and Prism 6, adopting a significance level of p<0.05. It was observed that
the majority of the population had Vitamin D insufficiency and/or deficiency (64.6%). There
was no association between vitamin D levels and gender, sun exposure, photo skin type,
nutritional status and genotypic variation of the Bsml polymorphism. After multivariate linear
regression analysis, the MDA showed an inverse association with the blood values of 25-
Hydroxyvitamin D (p= 0.01), but conditioned by markers of the inflammatory process. When
only oxidative stress is evaluated, this association disappears. Individuals with the BB and Bb
genotypes showed increased serum levels of 25(OH)D, but not those with the bb genotype of
the Bsml polymorphism of the VDR gene. The analysis paired with the BB genotype showed
a reduction in ALGPA. The bb genotype showed high levels of MDA compared to the pre-
intervention period. In conclusion, there was a high prevalence of hypovitaminosis D in
patients with Cystic Fibrosis, presenting an inverse relationship with oxidative stress when
associated with markers of the inflammatory process. As for the Bsml polymorphism of the
VDR gene, genotype variation seems to influence vitamin D levels and markers of
inflammatory process and oxidative stress. The presence of polymorphism appears to
influence the effect of supplementation and clinical response in patients with Cystic Fibrosis.
We suggest that our studies take longer and more patients to understand ideal levels for
vitamin D correction and the relationship with genetic polymorphisms in the VDR gene.

Keywords: hypovitaminosis D; genetic polymorphism; Cystic Fibrosis; inflammation
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1 INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) € a doenga autossdmica recessiva mais comum em brancos,
causada por mutacdes no gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance
Regulator), localizado no braco longo do cromossomo sete. Uma doencga letal caracterizada
por hiperinflamag&o pulmonar, seguida por destruicdo das paredes das vias aéreas e fibrose,
causando um declinio gradual da funcdo pulmonar (SEXAUER et al., 2014). No Brasil,
estima-se que a incidéncia de FC seja de 1:7.576 nascidos vivos (RASKIN et al., 2007;
ATHANAZIO et al., 2017).

A FC é acompanhada de alteracbes metabdlicas multisistémica, caraterizada por
infeccdo pulmonar cronica e inflamacdo, insuficiéncia pancreatica, incluindo mé absorgéo
intestinal e deficiéncias nutricionais; perda de massa magra corporal, intolerancia a glicose,
inflamacdo, estresse oxidativo e anormalidades em &cidos graxos. Devido a insuficiéncia
pancreatica com ma absorc¢do crbnica 0s pacientes possuem alto risco desenvolver deficiéncia
de vitaminas lipossoluveis, atingindo cerca de 90% dos pacientes com a forma classica,
resultando em mé absorcdo dessas vitaminas, entre elas a vitamina D (SEXAUER et al.,
2014; WOESTENENK et al., 2014; ATHANAZIO et al., 2017).

A descoberta de que a maioria dos tecidos do corpo e as células abrigam receptores de
vitamina D e que varios destes tecidos possuem 0 equipamento enzimatico para converter a
forma priméria desta vitamina na circulagdo em sua forma ativa, proporcionou novos
conhecimentos sobre a fungdo deste horménio esteroide (CABRAL et al., 2013). Acredita-se
que a forma ativa da vitamina D exerca seus efeitos principais interagindo com o receptor de
alta afinidade, chamado receptor de vitamina D (VDR), um fator de transcri¢do ligante-
dependente que regula a transcricdo génica e a funcdo celular em diversos tecidos (SHAB-
BIDAR; NEYESTANI; DJAZAYERY, 2011; JOLLIFFE et al., 2015). O que pode justificar
seu papel em diversas funces fisioldgicas do organismo.

Porém nos portadores da FC as baixas concentracdes séricas de vitamina D, podem
surgir devido a vérias alteragdes acometidas pela fisiopatologia da doenca, incluindo
insuficiéncia pancreética exocrina, falta de atividade ao ar livre e alteracbes do metabolismo
da vitamina D (CHESDACHAI et al, 2016). Por isso, devido o alto risco de desenvolver
deficiéncia de vitaminas lipossoluveis, a diretriz brasileira de FC sugere a suplementacgéo de
rotina de dose de 400 a 2000 Ul de vitamina D (ATHANAZIO et al., 2017).
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Observa-se uma alta prevaléncia de insuficiéncia de 25 hidroxivitamina D nos
individuos com FC, variando entre 40 a 90 % (ROVNER et al., 2007; GREEN et al., 2010;
WANI et al., 2019). No Brasil alguns estudos avaliaram a prevaléncia da hipovitaminose D.
O Ongaratto et al. (2018) e Assis et al. (2018) investigaram a hipovitaminose em criancas e
adolescentes na regido sul e Nordeste e encontraram uma prevaléncia de
insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D em 54 % e 33 ,3% respectivamente nessa populagéo.

Diante da elevada insuficiéncia da vitamina D e possivel papel na fisiopatogénese da
FC, estudos com a suplementacdo de vitamina D vem sendo realizados, porém sao
heterogénios quanto a metodologia e populacdo e avaliam diferentes posologias de vitamina
D e formas de suplementacdo (TANGPRICHA et al., 2012; FERGUSON; CHANG, 2014,
OLSZOWIEC-CHLEBNA et al., 2019).

A vitamina D exerce suas acOes através da ligacdo da 1,25-di-hidroxivitamina D
metabolicamente ativa ao receptor de vitamina D (VDR). Portanto, a variabilidade genética
no VDR pode ter um grande impacto na atividade e na funcdo da vitamina D (BAO et al.,
2017). Até o momento ndo foram encontrados estudos avaliando a associacdo do gene VDR
na suplementacdo e processo inflamatorio e estresse oxidativo na populacdo com FC. Os
Polimorfismos no gene VDR sdo possiveis fatores predisponentes a doencas, estando também
associados com diferentes respostas a suplementacdo de vitamina D (CAVALCANTE et al.,
2015).

A Cystic Fibrosis Foundation, enfatizou em sua diretriz a necessidade da realizagéo de
estudos para avaliar dosagens, tempo de suplementacdo e a influéncia de polimorfismos
genéticos nas concentragdes séricas de vitamina D (TANGPRICHA et al., 2012). Uma vez
que ndo ha consenso sobre a dosagem ideal e qual a forma mais eficaz, onde estudos tém
demonstrando uma falta de sucesso na manutencdo das concentracdes ideais de vitamina D,
ndo mostrando beneficios ou efeitos adversos decorrentes desta, novos estudos séo
necessarios para definicdo de uma dose 6tima para suplementagdo (FERGUSON; CHANG,
2014; SHEPHERD et al, 2013).

Diante do exposto, a insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D parece ser prevalente e
pouco estudada no Brasil em pacientes com FC, podendo promover impactos deletérios saude
6ssea, imunoldgica e pulmonar. Além disso, devido as fungdes extra esqueléticas da vitamina
D é necessario avaliar neste grupo a acdo desta vitamina em outros aspectos, como inflamacéo
e estresse oxidativo em paciente com polimorfismos no gene VDR.

Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia da hipovitaminose

D e influéncia do polimorfismo Bsml (rs 1544410) do gene VDR na suplementacdo de
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megadose de vitamina D sobre marcadores de processo inflamatério e estresse oxidativo em
pacientes com Fibrose Cistica

E os objetivos especificos foram: determinar o perfil sdcio-econdmico dos pacientes
com FC; determinar a prevaléncia de insuficiéncia/deficiéncia da vitamina D em pacientes
com FC; determinar os fatores associados a deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D;
determinar o perfil metabolico nestes pacientes; determinar a frequéncia do polimorfismos
Bsml (rs 1544410) do gene VDR nesta populacdo; verificar a associacdo entre as
concentracOes séricas de marcadores metabolicos e os niveis de vitamina D, e; avaliar a
influéncia do polimorfismo Bsml sobre os valores de vitamina D, marcadores metabolicos

em pacientes suplementados com megadose de vitamina D3. .
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FIBROSE CISTICA

2.1.1 Etiologia, diagnostico e fisiopatologia da Fibrose Cistica

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca de heranca autossdmica recessiva com
acometimento multissistémico (sistema respiratério, gastrintestinal, hepatico, geniturinério e
musculoesquelético). Inicialmente foi considerada uma doenca das populagdes caucasianas,
entretanto, atualmente ndo se pode isentar nenhum grupo étnico de desenvolver a doenca
(SILVA FILHO; CASTANOS; RUIZ, 2016)

E uma doenca monogénica, cujo gene se localiza no braco longo do cromossomo 7,
locus q 31, éxon 102 (FIRMIDA; MARQUES; COSTA, 2011). A mutacdo do gene
responsavel pela codificacdo da CFTR (regulador de condutancia transmembranar de fibrose
cistica) provoca auséncia ou disfuncdo da glicoproteina CFTR, afetando a producéo de muco
(HAACK; ARAGAO; NOVAES, 2013). Esta consisténcia anormal de muco leva a infecgdes,
inflamacdo, desnutricdo e, finalmente, disfuncdo progressiva de mdaltiplos 6rgdos
(BIERLAAGH, et al., 2021)

A CFTR possui 1480 aminoacidos e é uma glicoproteina expressa principalmente nas
células epiteliais da arvore respiratoria, trato digestorio, glandulas sudoriparas e aparelho
reprodutor, mas também em outros tipos de células, incluindo linfécitos (RIORDAN et al.,
1989; YOSHIMURA et al., 1991; BRUSCIA et al., 2009; CHAVES; CUNHA, 2012). Além
de seu papel como um canal de CI, é crucial na regulacdo do transporte de ions,
particularmente Na* e HCO3" (COAKLEY et al., 2003).

Tanto a incidéncia quanto a prevaléncia da FC apresentam diferencas de acordo com a
regido estudada. A incidéncia nos Estados Unidos da América é de 1 para 2.835 e na Europa é
de 1 para 2.000 a 3.000 nascidos vivos de acordo com a localizagdo. Na Asia, a FC parece ser
mais rara apesar de ser sub diagnosticada (FIRMIDA; LOPES, 2011). No Brasil, estima-se
que a incidéncia de fibrose cistica seja de 1:7.576 nascidos vivos; porém, apresenta diferencas
regionais, com valores mais elevados nos estados da regido Sul. No Registro Brasileiro de FC
(REBRAFC) de 2016, foram registrados na base de dados 4654 pacientes com FC no Brasil,
sendo 800 casos Nordeste (GBEFC, 2015).

Nas ultimas decadas, houve um avanco em relacdo ao diagnostico preoce da doenca. O

Brasil dispde de um programa de ampla cobertura para a triagem neonatal e centros de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bierlaagh%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=34213646
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referéncia distribuidos na maior parte dos estados para o seguimento desses individuos. A
seguir o fluxograma da conducao dos casos com triagem neonatal positiva para FC, adaptado
de Farrel et al. (2008) disponivel nas Diretrizes Brasileiras de Diagnostico e Tratamento da
Fibrose Cistica (ATHANAZIO el al., 2017) (figura 1).

Figura 1: Triagem neonatal positiva para Fibrose Cistica

Resultado da Triagem Neonatal para FC:

Até 4 semanas

TIR/TIR (1* dosagem até 5 dias de vida, 2° dosagem até 30 dias de vida) :| dace

Avaliacao no Centro de Fibrose Cistica:

Teste do Suor (2 amostras) :I 4 - 6 semanas

> 60 mmol/l ‘/30a 59 mmol/l < 29 mmol/l

2 mutacoes FC

Y

0-1 mutacao OU
sem estudo genético

v FC improvavel

Diagnostico de FC FC possivel

! . .

Encaminhamento para Centro de FC: Pesquisa de mutacdes FC:

- Pesquisa de mutacoes S :
o paineéis ou sequenciamento
- Avaliacao clinica 1 a 2 meses
bl do gene CFTR
- Iniciar tratamento para

manutencao da saude
- Teste do suor nos irmaos

Métodos auxiliares

Y —
Repetir o Teste do Suor

2 a 6 meses

Legenda: FC = fibrose cistica; e TIR = tripsinogénio imunorreativo.
Fonte: ATHANAZIO et al., 2017.

O diagnostico da FC é realizado pela presenga dos sinais e sintomas da doenca, pela
alteracdo no teste de suor (2 testes com cloreto >60 mmol/L) e/ou pelo mapeamento genético
do paciente (presenca de duas mutacGes) (FARREL, et al., 2017).

A FC "Cléassica" se caracteriza por doenca pulmonar progressiva, disfuncao
pancredtica, eletrolitos de suor elevados e infertilidade masculina. Outras caracteristicas

pulmonares importantes séo hiperinflamagéo pulmonar, seguida por destruicdo das paredes
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das vias aéreas e fibrose, resultando em um declinio gradual da fungéo pulmonar. No entanto,
uma ampla variabilidade na expressao clinica é encontrada entre os pacientes (DEQUEKER
et al., 2002; SEXAUER et al., 2014).

O CFTR ¢ expresso nos intestinos, pancreas, pulmdes, glandulas sudoriparas e rins,
trazendo o carater multissistémico da doenca. A literatura ja identificou cerca de mil mutacGes
que podem ser categorizadas em 7 classes de crescente gravidade da doenca, as classes | a 11l
estdo associadas a pouca ou nenhuma fungcdo CFTR e, portanto, associadas a um fenotipo
mais grave. As classes IV a VII tém funcéo residual de CFTR e tendem a ser menos graves
(figura 2).

Figura 2: Classificacdo das classes de muta¢Ges no CFTR.

Class HI-V

Potentiator ‘ Class Vi

Lisossomo

j’ Reticulo Endoplasmatico

Class |
Ribossomo

MRNA s

T Class VII

Nucleo

Fonte: figura adaptada de BIERLAAGH, et al. 2021.
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Algumas mutagdes da FC causam disfungdo de mais de 99% da CFTR, acarretando o
comprometimento funcional do pancreas exocrino. A insuficiéncia pancreatica exocrina afeta
aproximadamente 90% dos pacientes. A CFTR € necessaria para a passagem de anions e,
consequentemente, &gua para o lumen dos ductos pancreaticos. No Iumen, os cloretos sdo
trocados por bicarbonato. O comprometimento da CFTR resulta em maior acidez e reducdo
do conteudo hidrico da secrecdo pancreética. Estas alteragdes contribuem para a obstrucdo dos
ductos pancreaticos e autélise e fibrose do pancreas. A intensidade deste processo determina a
progressdo da doenca pancreatica (FIRMIDA et al.,2011; HAACK et al., 2013).

No Brasil a investigacdo genética comecou a ser realizada em diversas regifes do pais.
Segundo o ultimo Registro Brasileiro de Fibrose Cistica em 2016, mais de 160 variantes
foram identificadas entre os pacientes e um total de 15 variantes com maior frequéncia no

Brasil (figura 3).

Figura 3: Frequéncia das 15 variantes mais identificadas entre os pacientes com Fibrose
Cistica no REBRAFC (2016)
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'.#.“F.‘( .+
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Fonte: REBRAFC (2016).

A insuficiéncia pancreética é caracterizada por diarreia crénica com presenca de
alimentos nédo digeridos, causando a deficiéncia de vitaminas lipossoluveis, como a vitamina

D. A diminuicdo na secrecdo de bicarbonato de sodio reduz a eficacia das enzimas



22

pancreaticas e precipita os sais biliares, contribuindo para a ma absorcdo (REIS et al., 1998).
As vezes, os sinais clinicos de esteatorréia ndo sio evidentes e a Gnica manifestacdo de
disabsorcdo € a dificuldade de ganho ponderal. Alguns pacientes com insuficiéncia
pancreatica exocrina também desenvolvem disfuncdo do pancreas endocrino evolutivamente,
manifestando o diabetes relacionado a FC (DRFC) (FIRMIDA et al., 2011).

Outra caracteristica da doenca é o alto grau inflamatério. A inflamacdo é um
importante contribuinte para a progressdo da doenca da FC, e as terapias anti-inflamatorias
podem melhorar os resultados clinicos (GROSSMANN et al., 2012; OLSZOWIEC-
CHLEBNA et al., 2019). A infecgdo cronica resultante e inflamacgdo das vias aéreas podem
levar a destruicdo progressiva do pulmdo aumentando a gravidade da doenca
(TANGPRICHA, 2019). O estresse oxidativo e a disfuncdo endotelial vascular também séo
caracteristicas estabelecidas da fibrose cistica (FC) (TUKER et al.,, 2019). A literatura
demonstra o papel da vitamina D na reducdo da resposta inflamatéria e producdo de
interleucinas anti-inflamatérias e papel antioxidante (MCELVANEY et al. 2019;
OLSZOWIEC-CHLEBNA et al., 2019).

2.2VITAMINA D

Embora seja denominada vitamina, um numero significativo de pesquisadores tem
sugerido que conceitualmente se trata de um pre-horménio. Juntamente com o paratormdnio
(PTH), atuam como importantes reguladores da homeostase do célcio e do metabolismo 6sseo
(MAEDA et al., 2014). Evidéncias recentes sugerem o0 envolvimento da vitamina D na
requlacdo do sistema imunoldgico, doencas cronicas como o cancer, doencas
cardiovasculares, hipertensdo arterial, diabetes e doencas autoimunes (HOLICK, 2006;
ALMIRALL et al., 2010; SHAB-BIDAR et al.,2011; FU et al., 2011; MAI et al., 2012;
CABRAL, et al., 2013).

Considerada um secosteroide lipossoltvel, a vitamina D é encontrada sob as formas de
ergosterol (vitamina D2) sintetizado em plantas e fungos, e colecalciferol (vitamina D3)
produzido por tecido animal através da sintese cutanea pela acdo dos raios UVB no 7-
dehidrocolesterol (7-DHC) podendo ser encontrada na epiderme e na derme (Figura 4)
(COZZOLINO, 2012; HOSSEIN-NEZHAD et al., 2013). Pode ser produzida endogenamente
ou obtida de fontes exdgenas, a partir da dieta e/ ou suplementagdo. Estima-se que 80 a 90%
da vitamina D corpOrea seja obtida através da sintese cutanea, e apenas 10 a 20%
provenientes da dieta (CASTRO, 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olszowiec-Chlebna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30922377
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olszowiec-Chlebna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30922377
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olszowiec-Chlebna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30922377
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Figura 4: Estrutura quimica dos principais metabélitos da vitamina D

Ergosterol — D Colecalciferol — D
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FONTE: Adaptado de WACKER; HOLICK, 2013.

A alimentacdo é fonte complementar para obtencdo da vitamina D, estando presente
em quantidades significativas apenas em alguns alimentos. Suas maiores concentragdes sao
encontradas em 6leos de figado e de peixes, seguidos pela carne dos mesmos. E encontrada,
em concentracdo menor e variavel, em leites, queijos, manteigas, nata, gema de ovo e carnes
(GARCIA; MARTINI, 2010). A tabela 1 apresenta a quantidade de vitamina D2 e D3

encontrada em alguns alimentos.

Tabela 1: Fontes alimentares de vitamina D

Alimento Porcéo Conteudo de Vitamina D por porcéo
Salméo Selvagem 100g ~ 600 — 1000 UI de Vitamina D3
Salméo de Criagdo 100g ~100-250 Ul de Vitamina D3
Sardinha em Conserva 100g ~300 Ul de Vitamina D3
Cavala em Conserva 100g ~250 Ul de Vitamina D3

Atum em Conserva 100g ~230 Ul de Vitamina D3

Oleo de figado de bacalhau 5mi ~400-1000 Ul de Vitamina D3
Gema de ovo 1 unidade ~20 Ul de Vitamina D3
Cogumelo Fresco 100g ~100 Ul de Vitamina D2
Cogumelo seco ao sol 100g ~1600 Ul de Vitamina D2

FONTE: HOLICK, 2007.
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Outra estratégia para obtengdo da vitamina D tem sido o desenvolvimento de
programas de fortificacdo de alimentos, incluindo leites, manteigas, margarinas e certos
cereais. A vitamina D é bastante estavel, resistindo a altas temperaturas e longos periodos de
armazenamento, o que favorece tais medidas (MAHAN et al., 2010). Porém, essa fortificacdo
acontece somente em alguns paises como os Estados Unidos, ndo existindo essa pratica no
Brasil (CHAN et al., 2010; MAEDA, 2014). No Brasil mesmo sem uma politica publica
voltada para isso, ja possivel encontrar no mercado produtos fortificados com vitamina D
como os leites, manteiga.

Niveis adequados de vitamina D s8o mantidos por meio de sua sintese cutanea e
ingestdo oral, porém uma série de fatores podem influenciar a fotossintese e
biodisponibilidade da vitamina D, dentre esses fatores estdo: pigmentacdo da pele, hora do
dia, estacdo, latitude, altitude e poluicéo do ar, bem como algumas enfermidades cutaneas que
também podem interferir negativamente nos niveis de vitamina D do organismo (MAEDA et
al., 2010; MALLAH et al., 2011;).

2.2.1 Metabolismo, funcdes e recomendagdes da vitamina D em pacientes com Fibrose
Cistica

Tanto a vitamina D formada na pele quanto a ingerida precisam ser metabolizadas
para originar a forma ativa da vitamina D. Para tanto as duas formas de vitamina D, a
ergosterol (vitamina D2) e colecalciferol (vitamina D3), sdo incorporadas aos quilomicrons e
sdo liberadas no sistema linfatico, através do qual, entram na corrente sanguinea, onde
acoplam a proteina ligadora de vitamina D (DBP) e sdo transportadas ao figado, onde ocorre
uma hidroxilacdo do carbono 25 (CYP27B1) dando origem a 25-hidroxivitamina D ou
calcidiol (25(0OH)D), o principal metabdlito circulante da vitamina D. Depois da etapa
hepética, a 25(0OH) D é transportada para os rins pela DBP, ocorrendo mais uma hidroxilacao,
formando a 1,25-dihidroxivitamina D ou calcitriol (1,25(OH)2D), finalmente a forma ativa.
Em seguida, a 1,25-OH2D ¢ liberado na corrente sanguinea até alcancar seus tecidos-alvo por
meio dos receptores da vitamina D (figura 5). Este processo é regulado pelo paratormdnio
(PTH) e pelas concentragcdes sanguineas de célcio e fosforo (HOSSEIN-NEZHAD et al.,2013;
MAEDA et al., 2014).

Nos individuos com FC essa via metabolica acontece nessa via classica, porém como

pode ser observado na figura 5, os quadros em vermelho destacam 0s possiveis pontos que
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podem ser afetados, ocasionando uma menor absorcdo e/ou utilizacdo na vitamina D no
organismo e suas funcbes metabolicas (HERSCOVITCH; DAULETBAEV; LANDS, 2013)

A 1,25(0OH)2D executa muitas das suas funcdes biologicas de regulacdo da transcri¢ao
do gene atraves de um receptor de vitamina D nuclear de afinidade elevada (VDR) (figura 5)
(HOSSEIN-NEZHAD et al., 2013). De maneira mais simples, a vitamina D opera através
deste receptor nuclear VDR, que funciona como um tipo de “interruptor genético”, ativando o
seu receptor VDR, que migra para o nucleo da célula, e exerce seus efeitos regulatérios
ligando-se a sequéncias especificas do DNA (FELDMAN et al., 2005). Os principais 6rgaos-
alvos para a 1,25 (OH) 2D sdo intestino, 0sso, as glandulas paratireoides e o rim. Entretanto, a
presenca do VDR ja foi encontrada em diversos outros tecidos (figura 5) (MAEDA, et al.,
2014).

Figura 5: Metabolismo da Vitamina D e possiveis anormalidades dos individuos com FC.
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Fonte: Adaptado de HERSCOVITCH; DAULETBAEV; LANDS, 2013.

As fungdes mais conhecidas da vitamina D estdo relacionadas ao metabolismo 6sseo,
onde seu papel é crucial, uma vez que promove a maior eficiéncia de absorcdo do célcio e
fosforo no intestino delgado, além de regular a atividade osteoblastica e osteoclastica dos

0ss0s (COZOLLINO, 2012). O calcitriol também pode agir em outros locais no organismo,
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como cérebro, coracdo, pancreas, células mononucleares e linfécitos ativados e pele, ou seja,
onde houver necessidade de regulacdo (HOLICK, 2011a; COZZOLINO, 2012).

Recentes estudos tém sugerido efeitos extra 0sseos da vitamina D. Fun¢bes exercidas
pela vitamina D podem ser observadas na secre¢do de insulina, na inibicdo de producéo de
interleucinas, na eritropoiese e ainda na modulacdo da proliferacdo celular. Portanto, a
deficiéncia de vitamina D foi associada com o risco e/ou a gravidade de muitas doengas,
incluindo o céancer, doencas cardiovasculares, obesidade, aumento do processo inflamatorio e
estresse oxidativo (HOLICK, 2011; ELAMIN et al., 2011; HOLICK, 2012; PINCIKOVA et
al., 2017).

Na FC especialmente a Vitamina D tem sido associada, além do classico metabolismo
0sseo, a acdo anti-inflamatdria, melhor estado nutricional, menor tempo de internacdo, melhor
composi¢do da microbiota, funcdo pulmonar e efeito anti-inflamatério (FERGUSON et al.,
2014; PINCIKOVA et al., 2017).

A vitamina D pode ser adquirida em menor quantidade pela via alimentar. A
recomendacdo de ingestdo alimentar de vitamina D para individuos com FC segue a mesma
indicacdo que individuos saudaveis. A ingestdo recomendada de vitamina D pela DRI
(Dietary Reference Intakes) € de 10 a 15 mcg/dia (I0M, 2011).

Ainda ndo ha um consenso acerca dos niveis, bem como da ingestdo diaria de vit. D
ideais para criancas e adolescentes. Desta forma se observa que os dados quanto a faixa de
normalidade para os niveis séricos de 25(OH)D ainda é motivo de conflito na literatura. De
acordo com o IOM, sdo considerados suficientes niveis séricos > 20 ng/mL (> 50 nmol/L);
essas recomendacdes concentram-se na salde 6ssea (absorcdo do célcio, densidade mineral
Ossea e osteomalacia/raquitismo) (IOM, 2010). J4 em 2011 a Endocrine Society publicou a
Diretriz para avaliacdo, tratamento e prevencdo da deficiéncia de vitamina D onde recomenda
que a deficiéncia de vitamina D seja definida como um nivel sérico de 25(OH)D < 20 ng/mL
(< 50 nmol/L), insuficiéncia entre 21 e 29 ng/mL (52,5-72,5 nmol/L) e suficiéncia de
vitamina D > 30 ng/mL (> 75 nmol/L) para as criangas e adultos. A fundacdo de Fibose
cistica em 2012 propds recomendacdes que corroboraram com a Endocrine Society
(TANGPRICHA et al., 2012) (tabela 2).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pincikova+T&cauthor_id=27966575
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pincikova+T&cauthor_id=27966575
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Tabela 2: Niveis séricos de 25(0OH) D de acordo com a literatura cientifica

DEFICIENCIA INSUFICIENCIA SUFICIENCIA
IOM (2010) - - > 20 ng/dL*
(> 50 ng/mL)
Endocrine Society* (2011) <20 ng/mL Entre 21 e 29 ng/mL > 30 ng/mL
(<50 nmol/L) (52,5-72,5 nmol/L) (> 75 nmol/L)
Fundacdo de Fibrose Cistica (2012) < 20 ng/mL Entre 21 e 29 ng/mL > 30 ng/mL
(<50 nmol/L) (52,5-72,5 nmol/L) (> 75 nmol/L)

* Para criangas e adultos.

Os baixos niveis de vitamina D em grupos de risco, como em individuos com FC séo
motivo de preocupacdo devido ao seu potencial para a perda déssea cronica, deformidade
torécica e fraturas vertebrais. Além disso, a vitamina D tem efeitos imunomoduladores na
inflamacdo e funcdo pulmonar.

A 1,25(0OH)2D interage com o VDR intracelular nos osteoblastos, aumentando a
expressdo gendmica de varios genes. Sabe-se que a producdo local de 1,25(0OH)2 D seguida
por sua ligacdo a VDR é responsavel pela regulacdo de aproximadamente 2700 genes que
estdo envolvidos em muitas vias metabolicas (HOSSEIN-NEZHAD; SPIRA; HOLICK,
2013). Evidéncias indicam que a variabilidade genética no gene VDR pode ter um grande
impacto na atividade e fungéo da vitamina D (SCHUCH et al., 2013; BAO, et al. 2017).

2.3 POLIMORFISMO DO GENE VDR

VariagBes genéticas no gene VDR podem ser denominadas de Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) (VALDINIELS et al., 2006). O SNPs é o polimorfismo mais
frequente encontrado no genoma humano consiste de mutacdes em uma posicao génica. Essas
mutacOes sdo muito observadas na populacdo, e estudos relatam sua associagdo com
determinadas condicdes clinicas (JORDE et al., 2010). O receptor da vitamina D (VDR) é
uma proteina nuclear, composta por 437 aminoacidos, codificada pelo gene VDR localizado
no cromossomo 12. O VDR e é composto por 11 exons e se estende por 75 kb (SANTOS et
al., 2018). Os polimorfismos mais observados no gene VDR podem afetar a regulacdo da
proteina VDR, mas os efeitos bioldgicos e clinicos ndo apresentam consenso entre diferentes
estudos e populagdes (UITTERLINDEN et al., 2004; VALDIDIVIELSO. et al.,2006)


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/osteoblast
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/metabolic-pathways
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Os SNPs podem ocorrer em 2 regides diferentes do gene: na regido ndo codificadora
do gene — introns; ou nas regides regulatérias do gene — éxons, que afetam o padrdo de
expressdao de mRNA, sua estabilidade e a sua tradugdo em proteina (BURTON; TOBIN;
HOPPER, 2005). Vérios polimorfismos foram relatados para o gene VDR, como Apal (VDR
7975232 C> T), Bsml (VDR 1544410 A> G), Fokl (VDR 2228570 C> T) e Taql (VDR
731236 T> C) ( figura 6).

O polimorfismo Fokl, estd localizado no exon 2 do gene VDR e a presenca deste
polimorfismo resulta em uma proteina VDR encurtada devido a uma alteracdo no codon
inicial. Os polimorfismos Apal e Bsml estdo localizados no intron 8 na extremidade 3 ' do
gene VDR. Esses polimorfismos ndo alteram a sequéncia de aminoacidos da proteina VDR.
No entanto, Bsml e Apal podem afetar a expressdo génica por meio da alteracdo da
estabilidade do mRNA, a interrupcgdo dos sitios de splice para a transcricdo do mRNA ou uma
mudanca nos elementos reguladores intrénicos. O polimorfismo Tagl esté localizado no exon
9 na extremidade 3 'do gene VDR resulta em uma mudanca sindnima devido a uma
substituicdo de nucleotideo (WANG et al., 2017; TRIANTOS et al., 2018).

Figura 6. Posicéo dos polimorfismos do gene VDR.
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O polimorfo Bsml (rs1544410) estd localizado no intron 8, posicdo 46526083-
46526102 e resulta da substituicdo adenina-guanina (A-G), situa-se na regido 3’ do gene do
VDR, ndo relacionado a codificacdo da proteina e sua estrutura, mas envolvido possivelmente
na estabilidade do RNAm (YIN et al., 2012; FATMA, ABDUL, 2019). O sitio de restri¢éo
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Bsml esta faltando no alelo B e estad presente no alelo b (SPEER et al., 2001). Luo (2012)
afirma em seu estudo que individuos que apresentam o alelo B tem taxas de expressdo do
RNAmM mais baixas em comparacdo com os individuos sem este alelo. Poucos estudos tém
investigado em pacientes com FC a associagdo de polimorfismos do VDR e densidade
mineral 6ssea (CASTELLANI et al., 2006; JAKOVSKA et al., 2014; ASSIS et al, 2018).

Estudos em criancas e adolescentes mostram também uma possivel associacdo entre as
concentracOes séricas de 25-hidroxivitamina D e polimorfismo do gene VDR. O estudo de
Santos et al. (2012) estudou meninas brasileiras de 7 a 18 anos e observaram que as variantes
dos poli morfismos Bsml (GG), Apal (GG) e Tagl (TT) do gene VDR estavam associadas a
baixos niveis de 25-hidroxivitamina D. Valtuena et al. (2013) ndo encontraram associacdo
entre o polimorfismo genético do VDR (rs1544410) e as concentracBes séricas de 25-
hidroxivitamina D em adolescentes. Corroborando com esses dados Assis et al (2018) nao
encontraram associacao entre o polimorfismo Fokl e niveis séricos de vitamina D.

Em se tratando de estudos para individuos portadores de FC, a pesquisa realizada por
Castellani et al. (2006) nao encontrou associacdo entre o polimorfismo Fokl e a densidade
mineral 6ssea em 82 individuos com FC. Jakovska et al. (2014) avaliaram 77 pacientes com
FC de 5 a 36 anos atendidos na clinica pediatrica, na Maced6nia e encontraram um paciente
com FC homozigoto para Taql e Bsml, um para Tagl e um para Fokl. Esses pacientes tém
deficiéncia de vitamina D e osteopenia. Assis et al. (2018). Desta forma, a influéncia do
polimorfismo do gene VDR nos niveis séricos ainda sdo controversas e necessitam de mais
estudos.

Se tratando da influéncia do polimorfismo no gene VDR e parametros de marcadores
inflamatorios e estresse oxidativo, ndo foi encontrado estudos com pacientes com FC até o
momento. Kazemian et al. (2020) avaliaram o efeito da suplementacdo de 4.000 Ul de
vitamina D3 em 214 pacientes com cancer de mama e a influéncia de polimorfismos do gene
VDR sobre os marcadores de estresse oxidativo. Observou-se apds o periodo de intervencédo
que o gendtipo Ff do Fokl foi acompanhado por aumento nos niveis plasmaticos de MDA,
porém apads a correcao para testes multiplos, essa associagdo ndo foi mantida. Sugerindo que
as variacoes genéticas no VDR ndo modificam poderosamente os efeitos da ingestdo de
vitamina D3 e nos biomarcadores associados.

Estudo de Cavalcanti et al. (2015) encontraram ap0s a suplementacdo de megadose
Unica de vitamina D 3 que as idosas com gendtipo BB/Bb apresentaram-se mais responsivas a
suplementacdo para 25(OH)D, PTH, PCR-us e AGP-A quando comparadas ao genétipo bb. Ja
Mohseni et al. (2019) ndo encontraram associa¢do dos polimorfismos Bsml, Fokl, Apal e Taq
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com marcadores de inflamacdo (TNF-a, TGF-B1), mas encontraram que 0s niveis sericos de
TAC dos participantes com os genoétipos TT / Tt, Ff foram mais responsivos a suplementagéo

As evidéncias disponiveis sdo extremamente limitadas sobre do polimorfismo do gene
VDR nos niveis séricos de 25 (OH) D e biomarcadores clinicos no publico com FC.Nesse
sentido, mais estudos sdo necessarios o papel da vitamina D na inflamag8o, marcadores de

estresse oxidativo e interacdes genéticas.

2.4 HIPOVITAMINOSE D E SUPLEMENTACAO NA FIBROSE CISTICA

Os pacientes com FC estdo incluidos no grupo de risco para insuficiéncia/deficiéncia
de vitamina D (HOLLICK, 2011). Achados indicam que a deficiéncia de vitamina D ocorre
frequentemente nessa populagdo (CHESDACHAI; TANGPRIC, 2015). Norton et al. (2015)
encontram valores inadequados em 49 % de insuficiéncia de vitamina D de 96 pacientes com
FC. Estudo realizado por Kondratyeva et al (2020) avaliaram os niveis de vitamina D em 115
individuos de 0 a 18 anos em Moscou entre 2016 e 2018 e encontraram no ano de 2018 uma
hipovitaminose D em 48,7 % de 25-hidroxivitamina D na populacédo estudada.

No Brasil no periodo de 2014 a 2020, foram encontrados 4 estudos publicados
avaliaram estudaram a relagéo entre vitamina D e FC, sendo 3 deles realizados na regido Sul e

Sudeste e 1 na regido Nordeste do pais (tabela 3).

Tabela 3;: Estudos de vitamina D e Fibrose Cistica no Brasil.

ESTUDO REGIAO PARTICIPANTES RESULTADOS
MARCONDES Porto Estudo  transversal Hipovitaminose D em 61 %
et al. 2014. RS com 59 individuos O indice de massa corporal

com FC Hospitalizagdo no Gltimo més mantiveram-se

significativamente associados a concentracoes
séricas de vitamina D.

ASSIS etal.,, Jodo 18 individuos com FC 33 % de deficiéncia de vitamina D

2018 Pessoa, PB  entre 0 a 25 anos 25-hidroxivitamina D e os de hemoglobina,
hematocrito e leucécitos nos individuos
analisados. Além disso, encontrou-se associacdo
do polimorfismo Fokl (FF/Ff) com a contagem
total de leucdcitos.

ONGARATTO Sul do 37 criangas e A hipovitaminose D( 54 %) esteve associada a
etal., 2018 Brasil adolescentes maiores taxas de exacerbacfes pulmonares nesta
amostra de criancas e adolescentes com FC.
OLIVEIRA et S&o Paulo, 45 criangas até 4 anos 43,58 % de insuficiéncia/deficiéncia de vitamina
al., 2019 SP com FC D. Nao houve associa¢do entre a gravidade da

doenga pulmonar e os niveis de vitamina D no
grupo com FC.

Fonte: dados préprios
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Os estudos de Marcondes et al. (2014) e Ongaratto et al. (2018) foram realizados na
regido sul do Pais. O primeiro estudo teve carater transversal com 59 individuos com FC com
idade média de 23 anos, apresentando 61 % da populacdo com hipovitaminose D. Os dados
do estudo foram retirados de registros nos prontudrios. Foi encontrada uma correlacdo
negativa entre o IMC e niveis de vitamina D. Ja o segundo estudo realizado na mesma regiao
foi realizado com 37 criancas e adolescentes também com dados avaliados de forma
retrospectiva através de prontuarios em um hospital de referéncia. Encontraram 54 % da
populacdo com hipovitaminose D e associacdo de baixos niveis de vitamina D com maior
namero de exacerbac¢des pulmonares.

O estudo de Oliveira et al., 2019 foi realizado na regido de Sdo Paulo com 45 criancas
de 0 a 4 anos de idade. O estudo foi longitudinal e aconteceu no periodo de 2015 a 2017. N&o
houve associagdo entre a gravidade da doenca pulmonar e os niveis de vitamina D no grupo
com FC. Mas, a vitamina D mostrou que a falta de suplementacdo foi a variavel associada a
insuficiéncia dessa vitamina.

O Unico estudo realizado no Nordeste foi o de Assis et al (2018) realizado em hospital
referéncia na Paraiba realizado com 18 individuos entre 0 a 25 anos. Os autores encontraram
uma prevaléncia de hipovitaminose D em 33,3 %, além disso, os individuos com insuficiéncia
de vitamina D tiveram menores valores nos niveis hematoldgicos (hemoglobina e
hematdcrito).

A prevaléncia de niveis de vitamina D inferiores ao niveis adequados tende a ser maior
em pacientes com FC do que na populacdo em geral. Multiplos fatores pertinentes a funcéo e
metabolismo da vitamina D podem estar alterados nestes individuos, contribuindo para a
reducdo da sua biodisponibilidade. Além da fisiopatologia da FC ocasionar maior risco de
hipovitaminose D, outros fatores ja foram associados nessa populacdo a niveis de 25
hidroxivitamina D insuficientes (WILLIAM et al, 2010; DALEY et al., 2019) (figura 7).

D desempenha papel importante na fisiopatologia da FC, estando associado a funcéo
esquelética (GREY et al., 2008), funcdo e exacerbacdo pulmonar (SEXAUER et al, 2015) e
possivel papel imunoldgico e na inflamacdo (MCELVANEY et al. 2019; OLSZOWIEC-
CHLEBNA et al., 2019). A terapia com vitamina D pode melhorar a producdo de peptideos
antimicrobianos e diminuir as citocinas pré-inflamatérias que podem resultar em melhores
resultados clinicos (TANGPRICHA et al., 2017).

Figura 7: Fatores associados a hipovitaminose D em pacientes com FC


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olszowiec-Chlebna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30922377
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olszowiec-Chlebna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30922377

Baixa ingestdo
alimentar de
fontes de |
vitamina D ¢
suplementos

Alteragdo no
| metabolismo
davitaminaD

Fonte : Adaptado de DALEY et al., 2019.

Redugio da
absorcdo
gastrointestinal

Localizag3o,
estagdo doano,
Baixos exposicio solar

niveis de
vitaminaD | ——

em FC

| Uso de
|  glicocorticoides

32

Em individuos portadores de FC a inflamacéo contribui para a progressdo da doenca,

desencadeando efeitos sisttmicos, como 0 aumento no gasto energetico de repouso, a

alteracdo na captagdo e no aproveitamento de nutrientes, o aumento no estimulo dos processos

catabolicos e a perda de massa muscular (SOETERS et al., 2009).

Diante do exposto presume-se que a suplementacao de vitamina D, pode ser benéfica

nesses pacientes, uma vez que pode ter um papel no estado de inflamacao através de diversos
efeitos sobre as células inflamatorias (CODONER-FRANCH et al., 2012). A diretriz
brasileira de diagnostico e tratamento da FC enfatiza que os pacientes com FC tém alto risco

de desenvolver deficiéncia de vitaminas lipossolUveis por conta da insuficiéncia pancreatica

exodcrina e indicam doses diarias demonstradas na tabela 4.

Tabela 4: Doses para suplementacdo didria individual de vitaminas lipossollveis em

pacientes com Fibrose Cistica

IDADE VITAMINA A, Ul (mcg) Vitamina E, mg  VitaminaK, mg Vitamina D, Ul
0 — 12 meses 1.500 (510) 40-50 0,3-05 400 — 500
1 -3 anos 5.000 (1.700) 80 - 150 0,3-05 800 — 1000
4 — 8 anos 5.000 — 10.000 (1.700 — 3.400) 100 — 200 0,3-05 800 — 1000
> 8 anos 10.000 (3.400) 200 — 400 0,3-1,0 800 — 2000
Adultos 10.000 (3.400) 200 — 400 25-5,0¢ 800 — 2000

& mg/semana.
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Fonte: Adaptado de ATHANAZIO et al., 2017.

Porém, mesmo diante dessas recomendacBes é possivel observar no Brasil alta
prevaléncia de hipovitaminose D (TUN et al., 2017; ONGARATTO et al., 2018). Os estudos
que incluem a suplementacdo de vitamina D variaram muito em qualidade, quantidade de
vitamina D administrada, duracdo do tratamento e resultados mensurados (FERGUSON et al.,
2014). Uma revisdo sistematica realizada por Ferguson; Chang (2014), avaliou 6 estudos com
de 239

receberam suplementacdo de vitamina D tiveram os niveis de 25(OH)D significativamente

um total individuos com FC. Conclui-se que o0s pacientes 0s quais,
maiores. No entanto, ndo ha evidéncia de beneficio clinico ou dano, devido ao nimero
limitado de estudos publicados e tamanho amostral pequeno.

No presente trabalho foram pesquisados estudos dos Gltimos 10 anos que avaliaram a
suplementacdo de vitamina D nos individuos com FC. Como resultado foram encontrados 56
artigos, sendo 14 que realizaram protocolo de suplementacdo. N&do foram incluidos estudos de
revisao que fugissem ao tema ou que suplementassem somente multivitaminicos (Tabela 5).

O Grossmann et al. (2012) realizaram um estudo duplo-cego, randomizado, controlado
por placebo, com 30 pacientes adultos, portadores de FC, hospitalizados por exacerbagdo
pulmonar, e ap6s doze semanas de intervencdo com megadose de 250.000 Ul de vitamina D
pode efetivamente reduzir as concentracbes de TNF-a e IL-6. Porém os estudos com
marcadores inflamatorios nesta populacao séo escassos e ndo ha uma padronizacéo de doses e
tempo de intervencdo (TANGPRICHA et al., 2012).

Tabela 5: Estudos que avaliaram a suplementacdo com vitamina D em pacientes com
Fibrose Cistica nos ultimos 10 anos.
ESTUDO OBJETIVO TRATAMENTO PUBLICO RESULTADOS
1 GROSSMAN et Concentracdo sérica Alta dose Unica de 30 individuos com Aumento das concentragoes séricas
al., 20122, de vitamina D e colecalciferol (Ds) - 250.000 FC. de 25(OH)D no grupo vitamina D,

resultados clinicos. Ul. Comprimido. as concentracdes séricas de 25

(OH) D aumentaram em 1 semana
e 12 semanas, ou seja, 27,5+ 13 e
6,2 + 11 ng / ml, respectivamente
(P <0,001 e 0,06) e foi associado a
uma tendéncia de melhores
resultados clinicos (menos
internacdes e antibioticoterapia).

2 GROSSMAN et
al., 2012°.

3 NGUYEN et al.,

2015.

Suplementagéo e
marcadores
inflamatorios.

Avaliar aumento da
vitamina D e reducéo
da resposta alérgica.

Alta dose Unica de Ds -

250.000 ULI.
Comprimido.

4000 Ul diéria por 24
semanas. Capsula.

30 individuos com
FC.

Sete pacientes com
idade igual ou
superior a 12 anos
com aspergilose
broncopulmonar

As concentragdes séricas de 25
(OH) D aumentaram de uma média
de 30,6 £ 3,2ng/ mL para 58,1 £
3,5ng/ mL (p <0,001)

Reducgdes em duas citocinas
inflamatorias, 1L-6 e TNF-a.
Aumentos nos niveis séricos de
vitamina D de 35,86+3,02 e ap6s
24 semanas 44,86 e aumento ja
com 8 semanas.

Suplementacdo diéria de vitamina
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alérgica.

D foi associada
a respostas reduzidas de 1L-13
induzidas por Aspergillus.

4 SIMONEAU et Comparar o efeitoda  50.000 Ul de D, duas vezes 47 individuos entre 6  Vitamina D, tdo eficaz quando
al., 2016. suplementacéo de por semana durante 8 e 21 anos de idade. vitamina D3 no protocolo proposto.
Ergocalciferol (D) semanas versus 50.000 Ul de O aumento médio geral em 25
versus Ds. D3 semanalmente. Capsula. (OH) D foi 11,1 (11,9) ng/ mL e
31/47 (66%) atingiu uma
concentracgdo de 25 (OH) D > 30
ng / mL
5 ALVAREZ et Impacto da vitamina (250.000 Ul de vitamina D5 24 individuos. Sugere um efeito anti-catabélico de
al., 2017. D no metabolismo em bolus) versus placebo. altas doses de vitamina Ds.
sistémico da FC. Aumento no grupo suplementado
de 30.2 + 3.8 t0 60.6 + 3.8 ng/mL)
6 CORIATI et al.,  Protocolo de Vit D; foi de 1600 Ul/dia ou Restrospectivo de 5 Suplementacéo € eficiente e
2017. suplementacéo de 10.000 Ul/semana durante o anos 200 > 18 anos precisa ser testado em outras
vitamina D. verdo (01/05 a 31/10) e 3200 de idade. coortes de adultos com FC.
Ul/dia ou 20.000 Ul/semana Aumento significativo nos niveis
durante o inverno (01/11 a séricos de 25 (OH) D desde o
30/04), além de 1200 Ul/dia inicio (25,9 + 10,3 ng / mL) até o
em multivitaminicos. acompanhamento (37,0 + 11,4 ng /
Comprimido. mL) (P <0,001
7 HERMES, etal.,  Avaliar a eficiéncia 100000 Ul de Dz em um 15 adultos com FC. A vitamina D3 é absorvido com
2017. de vitamina D;em p6  veiculo a base de 6leo e a mais eficiéncia em p6 nessa
e em Gleo. base de po. amostra.
O soro de 12 horas
D ; concentragdo foi
significativamente maior no grupo
em p6 em comparagao com o
grupo de 6leo (144,2 £ 29,1 ng / ml
vs 79,9 + 33,1 ng / ml, P = 0,002
8 PINCIKOVA et  Eficacia da vitamina Dose inicial de 35.000 Ul (se 13 individuos com A suplementacédo com a vitamina
al., 2017. D, e D; no aumento <16 anos) ou 50.000 Ul FC, sendo cinco Dj, D, ou D3 apresentaram niveis
das concentragoes (se >16 anos) D, ou D3 por quatro D, e quatro diminuidos de IL-8 no plasma ao
séricas de 250HD e semana durante 3 meses. controles. final da suplementacéo.
seu efeito na salde .
respiratoria. O grupo agrupado de pacientes
que receberam D2 ou D3
aumentou suas concentragdes tot -
$250HD e s250HD livre no final
da intervencao
9 TUNetal., Eficécia da Dose de 10.000 Ul de 59 individuos entre Aumento significativo nos niveis
2018. suplementacéo de segunda a sexta-feira, para 17 e 64 anos de idade  séricos de 25-OHD.
altas dose de D; em um total de 50.000 Ul D3 comFCe 10 21,6 +59ng/ml(54,1+148
individuos com FC. semanalmente. suplementados nmol / L) na linha de base para
31,7+9,1ng/ml (79,3 + 22,8
nmol /L) ) > 2 meses apds a
intervencdo.
10 KANHERE et Altas doses no 50.000 Ul de vitamina 23 individuos > 18 Tem potencial para impactar a
al., 2018. microbioma intestinal D orais ou placebo anos de idade com composicéo da microbiota.
e das vias aéreas em semanalmente por 12 insuficiéncia de
adultos. semanas. vitamina D.
11 DUBOISetal,  Protocolo de Vit D; foi de 1600 Ul/diaou  Retrospectiva de 5 Néo foi observada ligacdo
2019. suplementagdo e 10.000 Ul/semana durante o anos 200 > 18 anos direta entre o aumento da
funcéo pulmonar e verdo e 3200 Ul/dia ou de idade. vitamina D sérica e a fungéo
IMC. 20.000 Ul/semana durante o pulmonar ou IMC.
inverno. P
Aumento nos niveis de
vitamina D de 22.5+3.3
kg/m2,71.0 + 20.4% para
64.7 + 25.6 nmol/L,
respectively
12 JANZENetal., Eficacia da Dose Unica de D3 300.000 ou 32 pacientes > 18 Foi eficaz nos aumentos dos niveis
20109. suplementacdo de D;  500.000 Ul com base nos anos de idade séricos de vitamina D.
em altas doses no niveis basais de 25-OHD. insuficientes em Os niveis basais de 25-OHD
aumento dos niveis vitamina D. aumentaram significativamente ao
séricos de vitamina longo do tempo na populagao por
250HD em adultos. protocolo em 3 e 9 meses.
13 OLSZOWIEC- Comparar a Os participantes receberam 23 pacientesentre 6e  Ambos os analogos da vitamina D
CHLEBNA et capacidade do 0,5 mcg de 1,250HD ou 19 anos de idade. revelaram efeito anti-inflamatorio
al., 2019. calcitriol (1,250HD) 1000 Ul de D; por dia e reduziram nivel de 11-17A e 11-23

e do D; em modular a
resposta inflamatdria.

durante trés meses.

nas vias aéreas na FC.
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Estudo mais recente realizou uma revisdo retrospectiva de todos os 59 pacientes
adultos com FC entre 17 e 64 anos que faziam uso regular de vitamina D3 de 800 a 2000 UL.
Os pesquisadores identificaram 59 % de hipovitaminose D. 10 pacientes receberam megadose
de vitamina D3 10000 Ul por via oral de segunda a sexta-feira (ou o equivalente semanal de
50.000 UI) por 12 semanas, além da suplementacédo vitaminica de rotina que fornecia de 800 a
2000 Ul de vitamina D3 diariamente, demonstrando uma correcdo da deficiéncia com
megadose de vitamina D nesses individuos (TUN et al., 2018).

Os estudos de suplementagdo encontram resultados positivos em relagdo ao aumento
dos niveis de vitamina D (GROSSMAN et al., 2012A; CORIATI et al., 2017; TUN et al.,
2018), efeito anti-inflamatdrio reduzindo citocinas inflamatérias (GROSSMAN et al., 2012B;
NGUYEN et al., 2015 T PINCIKOVA et al., 2017; OLSZOWIEC-CHLEBNA et al., 2019),
melhora na composi¢cdo da microbiota (KANHERE et al., 2018) e efeito anticatabdlico
(ALVAREZ et al., 2017).

Alguns estudos de suplementacdo procuraram avaliar qual melhor forma de
suplementar. O estudo de Simoneau et al. (2016) avaliou a eficicia entre vitamina D2 e D3,
encontrando efetividade nas duas formas, embora a vitamina D2 foi suplementada em dose
dobrada para ter a mesma eficiéncia. Dois estudos avaliaram a forma de suplementacéo, o
estudo de Hermes et al. (2017), avaliaram suplementacdo no veiculo em 6leo de soja ou po,
demonstrando que o pé teve melhor absorcdo e aumento de vitamina D nos niveis sanguineos.
Porem o estudo foi realizado com 15 individuos, o que limita esse achado.

Coriati et al. (2017) foi o Gnico estudo que teve como objetivo propor um protocolo de
suplementacdo especifica para individuos com FC, porém sé foram realizados com individuos
adultos.

Diante de achados e estudos limitados, a Fundagdo de Fibrose Cistica Norte
Americana (CFF) desenvolveu diretrizes em 2012 (TANGPRICHA, 2012) com
recomendac0es de um consenso para maioria das recomendagOes para 0 rastreio, 0
diagnostico e o gerenciamento da deficiéncia de vitamina D em FC. Sendo também
recomendada pela Diretriz de Nutricdo e FC (YEN; LEONARD, 2015)

A CFF recomenda que todos os individuos com FC mantenham um objetivo sérico de
25(0OH)D de pelo menos 30 ng/mL (=75 nmol/L). Para isso, os individuos com valores séricos
inferiores devem ser suplementados. O consenso recomenda o uso do Colecalciferol (vitamina

D3) como fonte indicada para suplementagéo.


https://www.cochranelibrary.com/cdsr/doi/10.1002/14651858.CD007298.pub4/references#CD007298-bbs2-0003
https://www.cochranelibrary.com/cdsr/doi/10.1002/14651858.CD007298.pub4/references#CD007298-bbs2-0003
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pincikova+T&cauthor_id=27966575
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olszowiec-Chlebna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30922377
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2.4.1 Tratamento e gestdo da deficiéncia de vitamina D

Segundo as diretrizes da CFF (TANGPRICHA, et al., 2012), quanto a suplementacao
de colecalciferol:

e Para lactentes <12 meses de idade, recomenda-se uma dose inicial diaria de 400-500 Ul
de vitamina D3 com aumento para 800-1000 Ul por dia, se as concentracfes sericas de
25(0OH)D estiverem entre 20 e 30 ng/mL (50 e 75 nmol/L) ou até um maximo de 2000 Ul
por dia, se os niveis séricos de 25(OH)D forem inferiores a 20 ng/mL (50 nmol/L) ou
persistirem a um intervalo de 20-30 ng/mL (50-75 nmol/L).

e Os bebés com 12 meses de idade com uma concentragdo sérica de 25(OH)D <10 ng/mL
(<25 nmol/L) devem ser avaliados para raquitismo e gerido de imediato em consulta com
um especialista.

e Para criancas entre 1 e 10 anos de idade, recomenda-se uma dose inicial diaria de 800-
1.000 Ul de vitamina D 3 com um aumento de 1.600-3.000 UU por dia se as
concentracdes séricas de 25(OH)D estiverem entre 20 e 30 ng/mL (50-75 nmol/L) ou até
um maximo de 4.000 Ul por dia se os niveis séricos de 25(OH)D forem inferiores a 20
ng/mL (50 nmol/L) ou persistem numa gama de 20-30 ng/mL (50-75 nmol/L).

e 10 anos de idade, recomenda-se uma dose inicial diaria de 800-2.000 Ul de vitamina
D3 com um aumento de 1.600-6.000 Ul por dia se as concentracdes séricas de 25(OH)D
estiverem entre 20 e 30 ng/mL (50-75 nmol/L) ou até um méximo de 10.000 Ul por dia se 0s
niveis séricos de 25(OH)D forem inferiores a 20 ng/mL (50 nmol/L) ou persistem numa gama
de 20-30 ng/mL (50-75 nmol/L).

O periodo de suplementacdo indicado ndo é demonstrado, mas sugere-se que as
concentracdes séricas de 25(OH)D estejam em estado estavel apos a instituicdo do tratamento
sdo alcancados em aproximadamente 12 semanas (TANGPRICHA, et al., 2012). Nesse
sentido, sugerem-se estudos utilizando as dosagens indicadas e o papel do polimorfismo
genéticos para avaliar a influéncia na resposta da suplementacdo nos niveis de vitamina D e

clinicos.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo com delineamento hibrido, consistindo, inicialmente, de corte
transversal, seguido de uma intervencdo farmacoldgica do tipo antes/depois realizado com
pacientes com FC maiores de 5 anos de idade, adolescentes e adultos, de ambos 0s sexos,
provenientes de ambulatérios dos hospitais Hospital Universitario Lauro Wanderley
(HULW), em Jodo Pessoa-PB e Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira

(IMIP), em Recife-PE, ambos polos referéncia no atendimento de pacientes com FC.

3.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HULW sob o nimero do CAE: 87354018.1.0000.5183 (ANEXO A) e pelo CEP do IMIP sob
0 numero do CAE: 12994619.6.1001.5201 (ANEXO B).

Os pais ou responsaveis pelas criancas e adolescentes e os adultos envolvidos no
estudo foram previamente esclarecidos quanto aos propositos e procedimentos aos quais
seriam submetidos e, em seguida, foram solicitados a assinarem o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A e B), bem como as criancas e adolescentes com
idades entre 8 e 18 anos foram convidadas a assinar o Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido (TALE) (APENDICE C), atendendo a resolucio 466, de 12 de dezembro de 2012
do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012).

3.3 CALCULO AMOSTRAL

No Brasil, at¢ 0 momento do fechamento do Registro Brasileiro de Fibrose Cistica
2016, um montante de 4.654 pacientes havia sido cadastrado. Ent&o, foi feita uma distribuicao
dos pacientes por estado brasileiro onde se situa seu Centro de Atendimento, sendo 19
pacientes cadastrados nos centros de Fibrose Cistica na Paraiba e 76 pacientes cadastrados no
centro de Pernambuco (GBEFC, 2018).

Para estimar um tamanho probabilistico de amostra foi utilizado o método alocagéo
proporcional ao tamanho do estrato (VALLIANT; DEVER; KREUTER, 2013), e assumindo

que os estratos possuem diferencas em relacdo ao tamanho, temos que:
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n — tamanho amostral calculado;

N — numero total de elementos na populagao;

Nh — numero total de elementos do estrato;

d — margem de erro (d = 0,045 — 4,5%);

z — valor tabelado da distancia normal associado ao nivel de confianc¢a escolhido;

ph — percentual de referéncia do estrato h.

Os percentuais, assim como os N estaduais (ex.: populacdo de 19 pacientes com FC na
Paraiba e 76 em Pernambuco, totalizando 95 pacientes) foram escolhidos levando em
consideracdo a populacdo de pacientes com FC no Brasil no ano de 2016 e a distribuicdo por

regides listadas na, até entdo, ultima edicdo do documento (GBEFC, 2018).

Apo6s a identificacio do n, cada estrato tem o tamanho de amostra dado por:

£ -\»h )
Z N a
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, onde

nh = tamanho amostral por estado brasileiro.

O tamanho da amostra minima necessaria para ser uma representacédo significativa da
populacdo para os estados selecionados para esta pesquisa foi de 6 pacientes na Paraiba e 32

pacientes em Pernambuco, fazendo um total de 38 pacientes com FC de todas as idades nos

dois estados.
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3.4 DESENHO DO ESTUDO

No primeiro momento do estudo foi realizado a prevaléncia de
insuficiéncia/deficiéncia da vitamina D e fatores associados, caracterizando a populagdo
estudada com relacdo a fatores sociodemograficos, pardmetros bioquimicos, inflamatério e
oxidativo e do polimorfismo Bsml (rs 1544410) do gene VDR. Apo0s essa etapa, todos 0s
diagnosticados com insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D foram suplementados por 8
semanas e depois reavaliados em todos os parametros bioquimicos, inflamatorio e oxidativo e

demais variaveis, associados ao polimorfismo Bsml do gene VDR.

3.4.1 Critérios de inclusao

e Diagndstico de Fibrose Cistica por teste de suor positivo e/ou presenca de uma ou mais
mutacdo no gene CFTR;

e Acompanhamento regular no ambulatério do HULW e do IMIP;

e Aceitar participar da pesquisa expressando essa vontade assinando o TCLE e/ou TALE;

e Ser crianga maior de cinco anos de idade, adolescente e adultos;

e Estar clinicamente estdvel, sendo essa informagdo considerada quando o paciente nao
apresentar internacdo ou exacerbagdo pulmonar por pelo menos 30 dias anteriores ao dia de

avaliacdo.

3.4.2 Critérios de exclusao

Pacientes com indicac¢do ou submetidos ao transplante pulmonar

e [JNAo realizar a coleta de sangue para analises bioquimicas.
e Pacientes com disfung&o renal ou hepética.
e NA&o aceitar participar da pesquisa, ndo assinando o TCLE e/ou TALE

e Ser crianga menor de cinco anos de idade.
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3.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os participantes foram acompanhados nos centros de origem e o protocolo da pesquisa
foi 0 mesmo para ambos os centros, sendo realizado na mesma estagdo para evitar um
possivel viés de sazonalidade.

No primeiro momento foi realizado o estudo para avaliar a prevaléncia de
deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D e o polimorfismo Bsml (rs1544410) do gene VDR.
Nessa etapa inicial os pacientes foram orientados a manter o seu consumo alimentar habitual e
suplementacdo e medicagdo habitual do paciente FC. Foi realizada uma triagem dos pacientes,
onde foram feitas avaliacdo clinica e nutricional, através de entrevista, com aplicacdo de
formulério com informacgdes médicas e pessoais, exposi¢do solar e foto tipo de pele avaliacdo
antropométrica e avaliacdo do consumo alimentar.

Os exames laboratoriais aconteciam no mesmo dia do primeiro momento ou eram
agendadas as datas para a realizacao da coleta de sanguinea, no seu retorno a consulta mensal,
para dosagens séricas de 25(OH)D, Hormonio Paratiredide (PTH), célcio e analise geneética de
identificagdo do polimorfismo no gene VDR (Bsml (rs1544410). Os marcadores inflamatdrios
avaliados: Proteina C Reativa (PCR), alfa-1-glicoproteina acida (A1GPA) e os marcadores de
estresse oxidativo: Malondialdeido (MDA) e capacidade antioxidante total (CAOT). Foram
realizados ainda exames para a avaliar a funcdo hepatica (alanina transaminase (ALT),
aspartato transaminase (AST)), a funcdo renal (ureia, creatinina, acido Urico), glicemia de
jejum e hemograma.

No segundo momento os pacientes com insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D foram
todos suplementados com megadoses de vitamina D3 (colecalciferol), diariamente, durante
oito semanas. As doses foram oferecidas de acordo com a idade do paciente: 4000 Ul/ diario
para pacientes de 5 a 10 anos ou 10.000 Ul/dia para os maiores de 10 anos de idade,
adolescentes e adultos, conforme as recomendacGes da Cystic Fibrosis Foundation
(TANGPRICHA et al., 2012).

Apbs o periodo de suplementacdo, até um més, de acordo com as consultas de retorno,
foram realizadas avaliacGes antropométrica e de consumo alimentar, além de coleta sanguinea
para avaliagdo das dosagens séricas de 25 hidroxivitamina D [25(OH)D], dos marcadores

inflamatorios e de estresse oxidativo e 0s exames bioquimicos ( figura 8).
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Figura 8: Fluxograma da pesquisa.
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Fonte: Dados do préprio autor, 2020.
3.6 PRIMEIRO MOMENTO DO ESTUDO

3.6.1 Coleta de dados

Apbs a assinatura do TCLE e TALE a coleta de dados foi realizada com o auxilio de
um questionario previamente elaborado (Apéndice A, B e C) especificamente para este estudo
0 qual contém questionamentos acerca de dados pessoais, registro do fototipo da pele e
exposicao solar, historia clinica, dados para avaliagdo nutricional e inqueérito dietético. Assim

como a coleta da amostra sanguinea para 0s exames laboratoriais.

3.6.2 Fototipo da pele e exposi¢do ao sol

O fototipo da pele foi classificado de | a VI, segundo proposto por Fitzpatrick (1988)
onde o paciente foi questionado sobre a descricdo da sua pele, se queima com facilidade,
pouco, raramente ou nunca, e ainda sobre sua sensibilidade ao sol, variando do pouco sensivel
ao muito sensivel. Com estas informac®es, o fototipo da pele foi classificado variando da cor
branca (I) a cor negra (V1) (Tabela 6).

A exposicdo solar dos pacientes foi avaliada pelo nimero de minutos de exposicao
solar por dia. Além disso, a pratica de atividade fisica exposta ao sol e o uso de protetor solar
também foram questionados (OLIVEIRA et al., 2013).

Tabela 6: Descricao do fototipo da pele

Tipo I: Pele muito clara, sempre queima, nunca bronzeia;

Tipo II: Pele clara, sempre queima e algumas vezes bronzeia;

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

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

Fonte: Fitzpatrick (1988)

3.6.3 Histoéria clinica
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Os participantes foram interrogados quanto aos antecedentes patoldgicos, uso de
medicamentos e suplementos vitaminicos e uso de antibi6ticos. Foram registradas todas as

medicac@es utilizadas pelos pacientes participantes da pesquisa (APENDICE D).

3.6.4 Avaliacéo antropométrica

Para a avaliacdo do peso, o0s pacientes foram pesados descalcos e com roupas bem
leves, na presenca da mae ou responsavel, através de uma balanca antropométrica digital da
marca Lider, modelo LD1050, com capacidade de 200 kg e precisdo de 50g. A balanca foi
ligada antes do paciente ser posicionado sobre o equipamento, e este, no centro do
equipamento, ereta, de costas para a balanca, descalca, com 0s pés juntos e os bracos
estendidos ao longo do corpo (BRASIL, 2011).

A estatura dos pacientes foi avaliada com uso de estadiometro da marca Sanny®,
modelo Caprice ES2060, com capacidade para 115-210 cm e precisé@o de 1mm. Os pacientes
foram posicionados de forma ereta, em apnéia respiratoria, olhar frontal e a haste do
estadiébmetro foi posicionada sobre a cabeca. Durante a medicdo estavam descalgos, sem
adornos na cabeca e com os bragos ao lado do corpo. Idealmente, tinham que encostar os
calcanhares, as panturrilhas, os glateos, as escapulas e a parte posterior da cabega no
estadiébmetro (MS, 2010).

A classificagdo do estado nutricional foi realizada utilizando-se o indicadores
Peso/idade, IMC/idade e Altura/idade, avaliada de acordo com as curvas da OMS-2006/2007
para 0s pacientes de 5 a 18 anos (SISVAN, 2011) demonstrado no quadro 2 e 3 . Para
classificacdo dos pacientes adultos (maiores de 18 anos e menores de 60 anos), foram
utilizados os valores propostos pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1998) no quadro
1.

Quadro 1: Classificagéo do estado nutricional segundo adequacao da CB.

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

Fonte: FRISANCHO, 1990.
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Quadro 2: Classificacdo dos indices antropométricos para criancas de 5 a 10 anos

Valores de Referéncia

Indicadores Antropomeétricos

ESCORE zZ Peso-para-idade IMC-para-idade Estatura-para-idade

< Escore-z -3 Muito baixo peso para | Magreza acentuada | Muito baixa estatura para
a idade a idade

> Escore-Z -3 e < Escore-z -2 Baixo peso para a idade Magreza Baixa estatura para a

idade

> Escore-z -2 e < Escore-z -1 Eutrofia

> Escore-z -1 e < Escore-z +1 Peso adequado para a

> Escore-z +1 e < Escore-z +2 idade Sobrepeso Estatura adequada para a

> Escore-z +2 e Escore-z < +3 Peso elevado para a Obesidade idade?

> Escore-z +3

idade !

Obesidade grave

Fonte: Adaptado de: (OMS, 200

6) apud SISVAN, 2011.

1. Uma crianca com a classificacdo de peso elevado para a idade pode ter problemas de crescimento, mas o

melhor indice para essa avaliagdo € o IMC-para-idade. 2. Uma crianga classificada com estatura para idade

acima do percentil 99,9 (Escore-z +3) é muito alta, mas raramente corresponde a um problema. Contudo, alguns

casos correspondem a desordens enddcrinas e tumores. Em caso de suspeitas dessas situagdes, a crianca deve ser

referenciada para um atendimento especializado.

Quadro 3: Classificacdo dos indices antropométricos para adolescentes seria de 10 — 18

anos..
Valores De Referéncia Indicadores Antropométricos
ESCORE Z IMC-para-idade Estatura-para-idade
< Escore-z -3 Magreza acentuada Muito baixa estatura para a idade
> Escore-z -3 e < Escore-z -2 Magreza Baixa estatura para a idade
> Escore-z -2 e < Escore-z -1 Eutrofia
> Escore-Z -1 e < Escore-z +1
> Escore-z +1 e < Escore-z +2 Sobrepeso Estatura adequada para a idade
> Escore-z +2 e Escore-z < +3 Obesidade
> Escore-z +3 Obesidade grave

Fonte: Adaptado de: (WHO, 2007) apud SISVAN, 2011.

Quadro 4: Classificacdo do indice de Massa Corporal adultos.

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

Fonte: WHO, 1998.
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3.6.5 Ingestao dietética

A ingestdo de vitamina D foi através atraves da aplicacdo do recordatorio alimentar de
24 horas em dois momento, no primeiro contato com todos os pacientes e reaplicado em 40 %
presencialmente em um segundo encontro. A ingestdo de vitamina D foi calculada utilizando-
se 0 software software Diet Win. Apds a padronizacdo das medidas caseiras e das fichas
técnicas de preparo, os alimentos ou prepara¢des que nao estavam presentes na base de dados
do software foram inseridos por meio de tabelas de composi¢do quimica de alimentos ou
rotulos de alimentos industrializados.

Foi utilizado o método de nutrientes residuais para controlar o efeito do consumo de
energia intrapessoal na avaliagdo dos micronutrientes (MSM). A avaliacdo da adequacdo no
consumo de vitamina D foi feita utilizando-se a Estimated Average Requirement (EAR) como
valor de referéncia (I0M, 2010).

Além disso, foi aplicado um questionario de frequéncia alimentar de alimentos fonte
de vitamina D (ovo, peixes, queijo, manteiga, leite desnatado enriquecido com vitamina D e
leite integral). O consumo foi classificado em: nunca, 1x/més, 1x/15 dias, 1-3x/semana,
>4x/semana e diariamente (NEVES et al., 2012).

3.7 ANALISE BIOQUIMICA E GENETICA

Foram coletados aproximadamente 20 ml de sangue dos pacientes em jejum de 8 a 12
horas, informado com antecedéncia, por equipe treinada em cada polo.O polo foi responsavel
pela coleta e realizacdo dos exames basicos, sendo em Jodo Pessoa realizado no laboratorio de
Analises clinica do HULW e em Recife as amostras foram coletas e analisadas em
Laboratério particular no centro de Recife-PE. As amostras para outras analises de processo
inflamatorio e genética foram realizados na UFPB no Laboratério de Biologia molecular e o
Laboratério de Estudos do Treinamento Fisico Aplicado ao Desempenho e a Saude —
LETFADS em frascos protegidos da luz e transportados em recipiente fechado com gelo. O
sangue foi fracionado em tubo sem anticoagulante (volume de 5 mL) para obtengéo do soro e,
em seguida, destinado para as dosagens dos exames basicos: (25(OH)D, PTH, célcio,
glicemia e hemograma, AST, ALT, creatinina, acido Urico, ureia, PCR e A1GPA. Parte da
coleta sanguinea foi destinada ao tubo com EDTA (volume de 4 mL) para posterior analise
MDA e CAOT.
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Para a realizacdo da genotipagem do gene VDR [Bsml (rs1544410)] uma parte da
amostra sanguinea coletada foi encaminhada ao Laboratorio de Bioquimica e Biologia
Molecular Aplicada, localizado no Departamento de Biologia Molecular da UFPB, em Jodo
Pessoa. Na impossibilidade de realizar a extracdo do DNA ao mesmo dia, as amostras foram
estocadas sob -20°C por periodo maximo de 1 més.

3.7.1 Vitamina D (25(OH)D)

As concentragdes séricas de 25(0OH)D foram mensuradas por imunoensaio
quimioluminescente (UniCel DxI 800 — Beckman Coulter). A classificacdo dos niveis de
vitamina D foi realizada com base nos valores de referéncia usados pela Endocrine Society,
2011 que considera: deficiente nivel sérico de 25(OH)D abaixo de 20 ng/mL, insuficiente
entre 21-29 ng/mL e suficiente entre 30-100 ng/mL (HOLICK et al., 2011). Foram
considerados com hipovitaminose D os individuos que apresentaram 25(OH)D < 30 ng/dL
(TANGPRICHA et al., 2012).

3.7.2 Paratormonio, calcio sérico e fosforo

As concentracbes séricas de PTH foram mensuradas por imunoensaio
qguimioluminescente (UniCel Dxl 800 — Beckman Coulter) e tiveram os valores de
normalidade estabelecidos entre 15-65 pg/ml. O calcio sérico e fosforo foram realizados por
técnica colorimétrica automatizada por meio dos kits comerciais conforme orientacfes do

fabricante ( dados de referéncia utilizados no anexo C).

3.7.3 Avaliacdo de atividade de enzimas hepaticas e renais, glicemia e hemograma

Glicemia de jejum e as atividades ALT e AST foram quantificadas em modo cinético
referente ao Instituto for Reference Materials and Measurements, em soro, por meio dos Kits
comerciais seguindo as instru¢bes do fabricante. As concentracdes foram determinadas no
analisador automatico Labmax 240 premuim (Lagoa Santa — MG, Brasil).O hemograma foi
medido pelo metodos automatizado com revisdo de lamina, utilizando os equipamentos DxH
800 (Beckman Coulter) e XN 1000 (Sysmex).

As concentracOes de creatinina foram quantificadas em soro, por meio do Kit
comercial Creatinina K, conforme instrugdes do fabricante (Labtest, Minas Gerais, Brasil) em

comprimento de onda de 510 nm. Em relacdo as concentracfes de uréia, as mesmas foram
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quantificadas em soro por meio do kit comercial Uréia UV Liquiform, conforme orientacao
do fabricante (Labtest, Minas Gerais, Brasil), a absorbancia foi obtida no comprimento de
onda de 340 nm. As concentracdes de acido urico foram quantificadas em soro pelo método
enzimatico-Trinder, por meio do kit comercial Acido Urico Liquiform (Labtest, Minas Gerais,
Brasil), conforme orientagOes do fabricante. A absorbancia foi obtida no comprimento de

onda de 520 nm. dados de referéncia utilizados no anexo D

3.7.4 Avaliagéo do estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado por meio da determinacdo de malondialdeido,
produto final de peroxidacéo lipidica e um marcador de atividade antioxidante, a capacidade
antioxidante total (CAQOT). A analise de ambos os metabdlitos foi realizada do LETFADS.

O MDA foi quantificada por meio da reacéo do &cido tiobarbitdrico (TBARS) com 0s
produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos, conforme método descrito por Ohkawa,
Ohishi e Yagi (1979). Para isto, 250 ul de amostra do plasma foi adicionado ao cloreto de
potassio (KCI) onde foi incubado em banho-maria a 37° C por 60 minutos. Em seguida, a
mistura foi precipitada com &cido perclérico AA 35% e centrifugado a 1400 rpm por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos microtubos e adicionado 400 pl de
acido tiobarbiturico a 0,6% e incubado a 100° C por 60 minutos. Apds o resfriamento, o
material foi lido em espectrofotémetro ultravioleta (Biospectro, modelo SP-220/Brasil), a um
comprimento de onda de 532 nm, em temperatura ambiente.

A determinacdo da capacidade antioxidante do plasma foi realizada por meio do
método do DPPH. O procedimento foi baseado no método descrito por Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995) na qual uma aliquota de 1,25 mg de DPPH que foi diluida em 100
mL de etanol, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz (com papel aluminio ou vidro
ambar). Em tubos apropriados para centrifuga serdo adicionados 3,9 mL da solucdo de DPPH
¢ em seguida acrescentara 100 puLL do plasma. Os tubos foram agitados no vortex e deixados
em repouso por 30 minutos. Em seguida foram centrifugados a 10.000 rpm a temperatura de
20°C por 15 minutos e o sobrenadante utilizado para a realizagdo da leitura em
espectrofotdbmetro a 515 nm. Os resultados foram expressos como atividade antioxidante (%),
onde:

AOA= 100 — [DPPH+R]t /[DPPH*R]B 100)

Sendo [DPPH<R]t ¢ [DPPH*R]B a concentragdo de DPPHe remanescente apds 30
minutos, avaliadas na amostra (t) e no branco (B) preparado com agua destilada.
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3.7.5 Avaliacéo de marcadores inflamatdrios

As andlises da Proteina C Reativa ultrassensivel plasmatica (PCR-us) e Alfa-1-
glicoproteina acida (A1GPA) plasmatica, foram realizadas em amostras de soro, através de
Kits comerciais da marca Labtest (Minas Gerais, Brasil), seguindo as recomendagdes do
fabricante e em analisador automético Labmax 240 premium (Lagoa Santa-MG, Brasil)
conforme instrucdes do fabricante. Todas as analises foram realizadas por pesquisador
treinado previamente.

Proteina C Reativa ultrassensivel plasmética (PCR-us): A concentracdo de PCR-us foi
quantificada por imunoturbidimetria em amostras de soro. Para calibracdo foi utilizado o
calibrador da série Calibra da Labtest (Calibra Plus PCR-ultra — Ref-345). A absorbéancia foi
obtida no analisador automatico, no comprimento de onda 540nm.

Alfa-1-Glicoproteina acida (A1GPA) plasmatica: A concentracdo de ALGPA foi
quantificada por imunoturbidimetria, por meio do kit comercial (Labtest, Minas Gerais,
Brasil) conforme instrugdes do fabricante. Para calibracdo foi utilizado o calibrador da série
Calibra da Labtest (Calibra Plus Proteina — Ref-346). A absorbancia foi obtida no analisador

automatico, no comprimento de onda 340nm.

3.7.6. Analise genética

Para obtencao de leucdcitos foi feita a coleta de 4 ml de sangue total obtidos através
de puncdo venosa em tubos estéreis contendo 7,2 mg de K3EDTA. As amostras coletadas
foram levadas em caixa de isopor com gelo para o Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular Aplicada do Departamento de Biologia Molecular da UFPB. Na impossibilidade de
realizar a extracdo do DNA ao mesmo dia, as amostras eram estocadas sob -20°C por periodo
méaximo de 1 més. col

As amostras foram diluidas em uma primeira solugdo de lise, contendo 10 mM Tris-
HCI pH 8, 5 mM EDTA, 0,3 M sacarose, Triton-X-100 1% a fim de lisar as hemécias
deixando, no entanto, os leucdcitos integros. Em seguida segue a centrifugacdo a 3.200 rpm
para descarte do sobrenadante. Esse processo é repetido por 3 vezes no intuito de obter um
precipitado de leucdcitos livre de resquicios de hemoglobina. O precipitado foi entdo
ressuspendido em solugdo de lise contendo 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,5% dodecil sulfato de
sodio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 ng de proteinase K (Invitrogen, Carlshad, CA, EUA) e
incubado a 55°C em banho-maria. Apds 7 horas de incubagédo foi adicionado 500 pl de uma

solucdo aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 M acetato de amonio. A mistura foi centrifugada por 10



49

min a 14.000g a 4°C e 700 ul do sobrenadante foi transferido para novo tubo onde foi
realizada precipitacdo do DNA com 540 pl de isopropanol. A seguir o precipitado de DNA ¢
lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), seco e ressuspendido em tampéo
Tris 10 mM,-EDTA 1mM, pH=8,0. (Adaptado de MILLER, S. A; DYKES, D. D; POLESKY,
H. F., 1988).

3.7.7 Analise do polimorfismo VDR (Bsml (rs1544410)

Os genotipos foram determinados por PCR-RFLP (O polimorfismo de comprimento
de fragmento de limitacdo). Para isso , foram utilizados os iniciadores: 5’-
CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3> (sense) e 5-AACCAGCGGGAA
GTCAAGGG-3’ (antisense) (PANI et al., 2000) e a amplificagdo ocorreu nas seguintes
condigOes: desnaturagéo inicial a 94°C durante 10 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo (1
minuto a 94°C), anelamento (1 minuto a 58°C) e extensdo (3 minutos a 72°C) com uma etapa
extra de extensdo final de 10 minutos. O produto de 825 pb foi digerido com a endonuclease
de restricdo Bsml (invitrogen) que reconhece e cliva o alelo polimorfico b gerando dois
fragmentos (650 pb e outro de 175 pb) enquanto o alelo ancestral B permanece com 825 pb.
Os genotipos foram analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % e

coloracdo com nitrato de prata 0,5% (figura 9).

rs1544410

825
650

175

Bb bb BB
Figura 9: Variantes do polimorfismo BsMI nos individuos com FC.
Fonte: dados do préprio autor, 2020.
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3.8 SEGUNDO MOMENTO DA PESQUISA

3.8.1 Suplementacdo de megadose de vitamina D

Apos a investigacdo da prevaléncia da insuficiéncia/ deficiéncia de vitamina D, todos
os individuoss com concentracgdes séricas < 30 ng/MI receberam megadose de vitamina D 3.
e 5-10anos : dose de 4000 Ul /dia por 8 semanas

e > 10 anos, adolescentes e adultos: dose de 10 000 Ul /dia por 8 semanas

3.8.2 Avaliacdo antropométrica e consumo alimentar

Apo0s o periodo de 8 semanas e até 4 semanas apds o termino da suplementacéo, foi
realizada aplicacdo do recordatério 24 horas e consumo alimentar fontes de vitamina D

durante.

3.8.3 Avaliacéo dos paramétros bioquimicos

Ao final das 8 semanas e até 4 semanas apos a suplementacéo foi realizado novamente
a coleta sanguinea com intuito de avaliar as concentracGes séricas de 25-hidroxivitamina D,
paratormémio, calcio, glicemia, hemograma e os parametros de processo inflamatério (PCR e
AL1GPA) e de estresse oxidativo (MDA e CAOT), além de funcgdo renal e hepética afim de

descartar qualquer alteracéo.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica para a obtencdo de todos os resultados estatisticos foi feita no
IBMO© SPSS© Statistics software, Version 25 para Windows (IBM Corp., Armonk, NY,
USA) e Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). . As variaveis continuas foram
expressas em média + desvio padrdo (dp) e as varidveis categdricas em frequéncia absoluta e
relativa.

No artigo 1 (APENDICE A) A analise descritiva de todas as variaveis do estudo foi
realizada, os dados foram analisados no software Statistical Package for the Social Sciences
for Windows, versdo 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Todos os dados foram verificados quanto

a distribuicdo normal usando o teste de Kolmogorov Smirnov. Para avaliar a existéncia de
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possiveis diferencas entre as médias dos pacientes de acordo com status de vitamina D foi
utilizado o teste T de Student ou o teste de Mann-Whitney.

Analises de regressdo linear maltipla foram realizadas para identificar as variaveis
associadas com os niveis séricos de 25 (OH) D para elaboracdo do modelo de regresséo linear
multipla no qual também foram inseridas varidveis que, apesar de ndo apresentarem
associacOes, tém associacao ja relatadas na literatura. A existéncia de colinearidade entre as
variaveis explicativas foi avaliada. Em todo o estudo foram considerados significativos os
testes cujo p-valor foi menor que 0,05.

Para o segundo artigo (Apendice B ) , foi aplicado o teste T pareado para avaliar
possiveis diferencas entre 0s momentos pré e pos-intervencdao. Quando necessario os testes T
independente e pareado foram substituidos pelos seus equivalentes ndo paramétricos Mann-
Whitney e Wilcoxon, respectivamente.

Para as varidveis continuas comparadas entre 0os momentos iniciais e finais e 0s
grupos, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) com medidas relativas ao fator
intragrupo e a intervencdo como fator entre grupos, sendo que, para a analise post-hoc, foi

utilizado o teste de Tukey A significancia estatistica foi determinada como p<0,05.
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RESULTADOS

Os resultados desta tese sdo apresentados na forma de dois artigos originais

apresentados no APENDICE A e B. Os titulos dos artigos sdo apresentados a seguir.

ARTIGO 1 (APENDICE A): Niveis De Vitamina D e sua Associagdo com
Marcadores de Estresse Oxidativo e Processo Inflamatdrio em pacientes com Fibrose Cistica

O estudo teve carater transversal realizado com 48 pacientes. A
Insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D foi encontrada em 64,6 % dos pacientes de ambos 0s
sexo0s. Quando avaliados 0s grupos de acordo com o estado de vitamina D ndo foi encontrada
diferenca entre os paramétricos bioquimicos, de consumo alimentar e antropométricos. Os
niveis de MDA apresentaram uma associa¢do negativa com os séricos niveis de 25 (OH) D
quando associado no modelo com os marcadores de processo inflamatério PCR (p =0,14) e
A1GPA (p= 0,40). Quando avaliado sem a presenca dos marcadores inflamatdrios essa
associacdo ndo permaneceu (p= 0,84). Melhores niveis de vitamina D podem ser uma
alternativa para reduzir os danos causados pelo excesso de estresse oxidativo e processo
inflamatorio em pacientes com FC.

ARTIGO 2 (APENDICE B): Influéncia do polimorfismo Bsml do Gene VDR nos
niveis de Vitamina D, Perfil inflamatorio e de Estresse oxidativo em pacientes com Fibrose
Cistica Suplementados Com Megadose De Vitamina D3

No artigo 2 apds realizacdo de A avaliacdo inter e intra grupo avaliada por teste t
pareado, teste de anova ou seus correspondentes ndo paramétricos, encontraram individuos
em sua maioria do sexo masculino e néo relataram efeitos adversos ao uso da suplementacao.
Apos o periodo de suplementacdo. 64 % obtiveram niveis de 25 (OH)D > 30 ng/mL. Os
pacientes com 0s genétipos BB e Bb apresentaram aumento dos niveis séricos de 25 (OH)D.
O grupo com gendtipo BB demonstrou redugdo do A1GPA. E os individuos com genotipo bb
apresentaram niveis elevados de MDA comparado ao momento pré intervencdo. Concluimos
gue que as variacdes do polimorfismo Bsml do gene VDR apresentam diferentes respostas

nos niveis de vitamina D e marcadores de inflamacdo e estresse oxidativo.
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NIVEIS DE VITAMINA D E SUA ASSOCIACAO COM MARCADORES DE
ESTRESSE OXIDATIVO E PROCESSO INFLAMATORIO EM PACIENTES COM
FIBROSE CISTICA
RESUMO

Introducdo: A Fibrose Cistica € uma doenca que ocasiona inflamacdo, estresse oxidativo e
alteracdes metabolicas que levam a deficiéncia de nutrientes, como a vitamina D. Por outro
lado, é sugerido que a vitamina D tem acdo anti-inflamatdrias e antioxidante. Objetivo:
Avaliar a prevaléncia da hipovitaminose D e a associacdo entre os niveis séricos de 25
hidroxivitamina D com marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo em pacientes com
fibrose cistica. Método: Estudo transversal realizado com 48 pacientes com Fibrose Cistica
em criangas, adolescentes e adultos na regido Nordeste/Brasil. Realizou-se coleta sanguinea
para analise 25- hidroxivitamina D, célcio, paratormonio, processo inflamatério (proteina C
reativa -PCR e alfa-1-glicoproteina acida-A1-AL1GPA) e estresse oxidativo (malondialdeido-
MDA e capacidade antioxidante total- CAOT. A Analise estatistica foi realizada atraves do
“Statistical Pac age for the Social Sciences”, adotando-se significAncia de p<0,05.
Resultados: A Insuficiéncia/deficiéncia de D foi encontrada em 64,6 % dos pacientes. Apos
anélise de regressdo linear multipla, o MDA apresentou associa¢do inversa aos valores
sanguineos de 25- Hidroxivitamina D (p < 0,05) condicionada a presenca dos marcadores de
processo inflamatorio. Quando avaliado somente o0 estresse oxidativo, essa relacdo essa
associacdo desaparece. Conclusdo: Em conclusdo, verificou-se uma alta prevaléncia de
hipovitaminose D, com 0s niveis de 25 (OHD) associados ao maior estresse oxidativo quando
em conjunto com os marcadores inflamatérios. Melhores niveis de vitamina D podem ser uma
alternativa para reduzir os danos causados pelo excesso de estresse oxidativo e processo
inflamatorio em pacientes com FC.

Palavras-chave: vitamina D, fibrose cistica, estresse oxidativo.
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca de carater autossdmica recessiva caracterizada
por hiperinflamacdo pulmonar seguida por destruicdo das paredes das vias aéreas e fibrose,
resultando em um declinio gradual da funcdo pulmonar, estresse oxidativo elevado e
equilibrio antioxidante/oxidante prejudicado, além de outras alteracbes sistémicas *2. E
causada por mutacfes na proteina reguladora transmembranar da Fibrose Cistica (CFTR),
levando a funcéo ausente ou diminuida da proteina CFTR na superficie celular 2. A disfuncao
nessa proteina afeta os sistemas respiratorios, gastrointestinal, hepatobiliar e imunolégico®318,

O processo inflamatério na FC se comporta de forma crbnica, promovendo
desequilibrio entre os mediadores pro e anti-inflamatérios 3*. Acredita-se que a resposta
inflamatoria e 0 excesso do estresse oxidativo possuam um papel decisivo na progressao do
dano pulmonar e gravidade da FC >®. Alguns estudos ja demostraram a relagdo entre a FC e 0
estresse oxidativo e o papel dos antioxidantes 26. Porém, o papel da vitamina D ainda no foi
investigado em pacientes com FC.

A maioria dos pacientes com FC possuem risco para deficiéncia da vitamina D devido
a ma absorcdo de nutrientes, ocasionada pela insuficiéncia pancreética, metabolismo
prejudicado e falta de exposicdo ao sol &7. A prevaléncia de deficiéncia / insuficiéncia de
vitamina D na populagio com FC varia de 23% a até 95% 8%, vitamina D é uma vitamina
lipossoluvel que possui um papel conhecido no desenvolvimento e manutencdo do calcio e
salide Ossea’. Além do seu papel dsseo conhecido, a vitamina D pode apresentar propriedades
anti-inflamatoria, fungdo imunoldgica e sistema imune com papel antioxidante e pulmonar
9,10,11,12.

Tendo em vista o papel imunodulador da vitamina D, torna-se relevante avaliar a o
status da vitamina D nesses pacientes e a possivel associacdo dos niveis séricos € 0 com 0s

marcadores de estresse oxidativo e processo inflamatorio. Sendo assim, O objetivo do estudo
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foi avaliar a prevaléncia da insuficiéncia/ deficiéncia de Vitamina D e verificar sua associagdo
com os marcadores do estado inflamatorio e de estresse oxidativo em pacientes com Fibrose
Cistica.

METODOS

2.1 Tipo de estudo e casuistica

Estudo transversal com amostra composta por pacientes diagnosticados conforme os
critérios da Cystic Fibrosis Foundation 3. Dois importantes centros de referéncia no
tratamento e acompanhamento de pacientes com FC fizeram parte desta pesquisa: 0 Hospital
Universitario Lauro Wanderey (HULW), localizado em Jodo Pessoa-PB, 0 maior dentre os
dois centros localizados no estado da Paraiba, e o Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP), localizado em Recife-PE, o Gnico centro do tipo localizado no
estado de Pernambuco.

Um valor de amostra probabilistica foi obtido pelo método alocagdo proporcional ao
tamanho do estrato *, identificando dois estratos, com populagdes finitas diferentes, para o
calculo: Jodo Pessoa-PB e Recife-PE. Os percentuais, assim como o tamanho populacional
dos extratos foram escolhidos levando em consideracéo a populacdo de pacientes com FC no
Brasil no ano de 2016 e a distribuicdo por regides listadas na, até o momento inicial do
estudo, Gltima edicdo do documento *°. A margem de erro escolhida foi 4,5%. No sentido de
corrigir eventuais perdas, foi feito um acréscimo de 10%, resultando no calculo amostral de
no minimo de 38 pacientes para uma representacao significativa dessa populagéo.

Foram convidados pacientes maiores de 5 anos de idade com diagnostico de FC que
estavam em acompanhamento ambulatorial nos dois hospitais. Pacientes com indicacdo ou

submetidos a transplante pulmonar, em exacerbagdo pulmonar e/ou com disfuncéo renal ou



66

hepatica ndo foram incluidos. Apos critérios de inclusdo e exclusdo foram coletados dados de
48 pacientes.

Os dados foram coletados entre agosto de 2018 e dezembro de 2019, ap6s a assinatura
dos pais ou responsaveis pelas criancas e adolescentes e os adultos do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). E o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
(TALE), atendendo a resolucdo 466, de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de
Satde (BRASIL, 2012) 6. O estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética das duas
instituicbes com numero do CAE: 87354018.1.0000.5183 e numero do CAE:
12994619.6.1001.5201, respectivamente.

2.2 Avaliacdo dos fatores clinicos, sociais e nutricionais

Os pacientes foram entrevistados por meio de questionério previamente estruturado,
para avaliacdo clinica e nutricional, através de entrevista, com aplicacdo de formulério
previamente elaborado.

O fototipo da pele foi classificado de | a VI, segundo proposto por Fitzpatrick
(1988)Y no qual o paciente foi questionado sobre a descrigdo da sua pele, se queima com
facilidade, pouco, raramente ou nunca, e ainda sobre sua sensibilidade ao sol, variando do
pouco sensivel ao muito sensivel. Com estas informacoes, o fototipo da pele foi classificado
variando da cor branca (I) a cor negra (V1).

Os participantes foram pesados em balanca antropométrica digital, estando o paciente
posicionado de pe, de forma ereta no centro do equipamento, de costas para a balanga, com
pés juntos, descal¢o, vestindo roupas leves, e os bracos estendidos ao longo do corpo. Para ™

afericdo da estatura dos pacientes foram posicionados em posi¢do ortostatica, em
apneia respiratéria, descalcos, sem adornos na cabeca. A leitura da medida foi feita ao se
encostar o cursor no ponto mais alto da cabeca ao final de uma inspiracdo. Idealmente, tinham

de encostar os calcanhares, as panturrilhas, os gluteos, as escapulas e a parte posterior da
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cabeca no estadibmetro. Quando ndo foi possivel encostar esses cinco pontos, deveriam
posicionar no minimo trés deles 8. A classificagdo do estado nutricional foi realizada
utilizando-se os indicadores Peso/idade, IMC/idade e altura idade, avaliado de acordo com as
curvas da OMS-2006/2007 para os pacientes de 5 a 18 anos 8. Para classificacdo dos
pacientes adultos (maiores de 18 anos e menores de 60 anos), foram utilizados os valores
propostos pela World Health Organization *°.

A ingestdo de vitamina D foi avaliado, por meio da aplicacdo de um recordatorio de 24
horas com todos os participantes e um segundo recordatério com 40 % da populagédo estudada
conforme descrito por Verly-Jr et al ?°, respeitando um periodo minimo de 30 e maximo de 45
dias entre a aplicacdo de um recordat6rio e outro. A ingestdo de vitamina D foi calculada
utilizando-se o software Virtual Nutri plus. Foi utilizado o método de nutrientes residuais
(MSM) para controlar o efeito do consumo de energia intrapessoal na avaliagdo dos

micronutrientes.

2.2 Coleta e avaliagdo bioquimica

Foram coletados aproximadamente 20 ml de sangue dos pacientes em jejum de 8 a 12
horas, informado com antecedéncia, por equipe treinada em cada polo. Os niveis séricos de
25- hidroxivitamina D (25(OH)D), hormdnio Paratire6ide (PTH) e célcio foram realizados
por imunoensaio quimioluminescente (Liaison XL Diasorin). A classificagdo dos niveis de
vitamina D foi realizada com base nos valores de referéncia usados pela Fundacédo de Fibrose
Cistica (2012). Considerando niveis suficientes acima de 30,0 ng / mL e insuficiéncia de
niveis de 25 (OH) D abaixo de 30,0 ng / mL e deficiéncia abaixo de 20,0 ng/mL.

Os marcadores inflamatorios (Proteina C Reativa ultrassensivel (PCR-us) alfa-1-

glicoproteina &cida (A1GPA) foram analisados pelo meétodo imunoquimica de
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turbidinomotria. Para analise de estresse oxidativo foi por meio da avaliacdo de um marcador
oxidante, o Malondialdeido (MDA), analisada pelo método da reacdo do &cido tiobarbitlrico
(TBARS) ?*e a capacidade antioxidante total (CAOT), analisada pelo método do DPPH?.
Foram realizados ainda exames para a avaliar a funcdo hepatica (alanina transaminase (ALT),
aspartato transaminase (AST)), a fung&o renal (ureia, creatinina, acido urico), afim de avaliar

pacientes em critérios de inclusao.

2.4 Analise Estatistica

A andlise descritiva de todas as varidveis do estudo foi realizada, os dados foram
analisados no software Statistical Package for the Social Sciences for Windows, verséo 22.0
(SPSS Inc., Chicago, IL). Todos os dados foram verificados quanto a distribuicdo normal
usando o teste de Kolmogorov Smirnov. Para avaliar a existéncia de possiveis diferencas
entre as médias dos pacientes de acordo com status de vitamina D foi utilizado o teste T de
Student ou o teste de Mann-Whitney.

Anélises de regressao linear simples foram realizadas para identificar as variaveis
associadas com os niveis séricos de 25 (OH) D. Para elaboracdo do modelo de regressao
linear multipla no qual também foram inseridas variaveis que, apesar de ndo apresentarem
associagOes, tém associacgio ja relatadas na literatura 8°. A existéncia de colinearidade entre as
variaveis explicativas foi avaliada. Em todo o estudo foram considerados significativos o0s

testes cujo p-valor foi menor que 0,05.

RESULTADOS:
Este estudo avaliou 48 pacientes que preenchiam todos os critérios de inclusédo, sendo
26 do sexo masculino (54,2%). Dentre os individuos, 56,4 % foram adolescentes, seguidos de

27,1 % de criancas entre 5 e 10 anos e 16,7 % de adultos entre 20 e 45 anos. A média de idade
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do grupo estudado foi 14,85 +7,04 anos e 62,5 % relataram < 30 minutos de exposi¢do solar
por dia. A maioria da populagdo da pesquisa se declarou pardo 54% (n= 26) ou branca 31 %
(n= 15) (tabela 1). Quanto ao uso de suplementacdo com vitaminas, apenas 35, 4 % (n=17)
relataram utilizar suplementacdo de alguma vitamina de acordo com a prescricdo médica e 3
participantes faziam uso de vitamina D diaria (800 a 2000 Ui/dia). Em relagdo ao estado
nutricional mais de 40% dos pacientes foram considerados com estado nutricional de baixo
peso.

A Insuficiéncia/deficiéncia de Vitamina D foi observada em 64,6% (n=31) dos
pacientes e ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os sexos e faixa etaria.
Quanto ao consumo alimentar de vitamina D, os participantes consumiram a média de 4,80
+2, 15, ndo havendo diferenca entre os grupos com suficiéncia e hipovitaminose D (p= 0,81).
Os niveis de vitamina D foram agrupados em duas classes: suficiente (25(OH)D >30ng/mL) e
insuficiente/deficiente (25(OH)D <30ng/mL). Os niveis séricos médios de 25(OH)D foram de
33,84 £ 3,10 ng/mL no grupo suficiente, e de 22,41 + 50 ng/mL no grupo com
insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre
0s parametros antropomeétricos, foto tipo de pele, tempo de exposicao, niveis de célcio sérico
e consumo, marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo com estado nutricional de
Vitamina D (insuficiente/deficiente) e suficientes (tabela 2).

Ao fazer analise de regressao multipla para estimar a associacdo das variaveis com 0s
niveis séricos de 25 (OHD) considerou-se as variaveis com associacgdes relatadas na literatura.
As variaveis foram ajustadas por sexo e idade. A variavel IMC mostrou multicolinearidade e
foi retirada do modelo e as varidveis ALGPA e PCR foram analisadas em modelos diferentes
por também apresentar multiconearidade (>0,800). Os valores de exposi¢do solar ndo foram
incluidos no modelo devido a presenca de outliers. Os niveis de MDA apresentaram uma

associacdo negativa com os sericos niveis de 25 (OH) D quando associado no modelo com os
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marcadores de processo inflamatorio PCR (p =0,14) e A1GPA (p= 0,40). Quando avaliado

sem a presenca dos marcadores inflamatorios essa associa¢do ndo permaneceu (p= 0,84).

DISCUSSAO

Os individuos com FC tém dificuldade em manter o status de vitamina D devido a ma
absorcdo induzida pela insuficiéncia pancreatica, baixa exposi¢do solar e ingestdo insuficiente
de alimentos contendo vitamina D?3. O presente estudo encontrou uma alta prevaléncia de
insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D. O estudo de Oliveira et al. 2019 ! investigou 45
pacientes com FC regido de S8o Paulo quanto a associacdo dos niveis de vitamina D e
observaram um percentual de 43,56% hipovitaminose D em criangas e pré-escolares. Dados
semelhantes foram encontrados por Ongaratto et al 2 realizado na regido do Rio grande do
Sul, que avaliaram 37 criancas e adolescentes com Fibrose Cistica, encontrando uma
prevaléncia de 54%. Tun et al Zencontraram 59% (n=35) de adultos com FC com niveis
abaixo do ideal de 25 hidroxivitamina D. Entdo, baseada nestes dados prévios, podemos
classificar como ALTA a prevaléncia do presente estudo.

Além da absorgdo intestinal diminuida, ingestdo nutricional pobre e baixa adesao,
outros fatores que contribuem para a deficiéncia de vitamina D na FC incluem diminuicdo da
atividade ao ar livre e exposicdo a luz solar 2. O nordeste do Brasil apresenta em grande parte
do ano exposicdo mais acentuada que as regides ja estudadas, o que poderia favorecer de
forma positiva a manutencdo das concentracdes séricas de vitamina D, porém este estudo
mostrou que o fato de residir em regido ensolarada ndo foi suficiente para ter niveis
adequados de vitamina D. embora a exposi¢do solar seja uma variavel influenciadora na vit D,
os resultados ainda divergem nos estudos em outras populagdes em locais ensolarados 2627,
Na populagio com FC, Bhimavarapu et al 2 mostraram uma associacao do status de vitamina

D com exposicdo solar nos Gltimos 3 anos indo de contraponto aos nossos resultados. Desta
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forma sugerem-se estudos para padronizacdo do tempo de avaliagdo da exposicdo solar e
associacao com caracteristicas como fisiopatologia, estacdo do ano e foto tipo de pele.

A inflamag&o é um importante contribuinte para a progressdo da doenca da FC, e as
terapias anti-inflamatdrias podem melhorar os resultados clinicos *1°. A infeccdo crénica
resultante e inflamacdo das vias aéreas podem levar a destruicdo progressiva do pulméo
aumentando a gravidade da doenca®®. No presente estudo foi possivel observar que embora ja
conhecida a relacdo do carater inflamatério da FC e a associagdo da inflamacdo da
hipovitaminose, neste estudo, pacientes com FC ndo apresentaram diferenca entre o grupo
com suficiéncia e insuficiéncia de vitamina D, mas teve influéncia nos marcadores de estresse
oxidativo MDA na analise multivariada. Estudo em células epiteliais respiratorias de FC
demonstrou que a forma ativa da vitamina D a 1,25 di-hidroxivitamina D reduziu
significativamente inflamatdrios (IL-6 e IL-8) estimuladas por antigenos®. Grossmann et al
12 conduziram um ensaio clinico duplo cego controlado com 30 adultos com FC exacerbacéo
pulmonar com megadose Unica de vitamina D3 por 12 semanas. Apds 12 semanas no grupo
suplementado houve uma tendéncia a reducdo de IL-6 e TNF-o, mas ndo em outras
interleucinas avaliadas.

A infeccdo Cronica e inflamacdo comum nos pacientes com FC geram o aumento das
espécies reativas de oxigénio e desta forma o aumento do estresse oxidativo 22°,*! tendo papel
na progressio do dano pulmonar nesses individuos . Os nossos dados indicam o papel da
inflamacdo no estresse oxidativo, uma vez que a associacdo do MDA foi significativa nos
modelos multivariados, quando associados aos marcadores de processo inflamatorio avaliado
neste estudo. Estudos maiores e com maior nimero de marcadores inflamatorio e estresse
oxidativo sdo necessarios para testar essa hipdtese e o papel anti-inflamatdrio e antioxidante

da vitamina D.
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Apenas um (1) estudo foi encontrado avaliando o MDA como marcador de
peroxidagdo lipidica em portadores de FC. Lezo? e colaboradores investigaram o estresse
oxidativo em 70 pacientes com FC de 1 a 18 anos. O estudo avaliou se a suplementagéo de
vitaminas antioxidantes (A, C e E) pode ser adaptada as necessidades individuais e ao estado
oxidativo. Os marcadores de estresse oxidativo, lipidicos 4-hidroxinonenal (HNE-L) e MDA,
tiveram uma relagéo inversa com as vitaminas antioxidantes, em particular a vitamina C. N&o
foram encontrados estudos avaliando o papel da vitamina D e estresse oxidativo nessa
populagéo.

Esse é um estudo pioneiro em encontrar uma associagao entre os niveis de vitamina D
e marcadores de estresse oxidativo e inflamatdério em pacientes com FC. No entanto, essa
afirmacdo precisa ser validada por meio de pesquisas adicionais. A principal limitagéo de
nosso estudo € o ndmero limitado de marcadores de estresse oxidativo e inflamatdrios
analisados. Além disso, a associacdo encontrada foi fraca, aumentando a necessidade de mais
estudos. Outra limitacdo foi o estudo ter sido de carater transversal, podendo inferir
causalidade entre o desfecho (deficiéncia de vitamina D).

Nosso estudo traz implicacOes interessantes para comunidade cientifica e para pratica
clinica ao demonstrar elevada prevaléncia de hipovitaminose D em pacientes com FC,
condicdo tratavel que deve ser melhor monitorada e cujo tratamento deve privilegiar a
manutencao dos niveis séricos de vitamina D dentro dos niveis de normalidade. Os resultados
sugerem a realizacdo de novos estudos, a fim de verificar se o tratamento da hipovitaminose
D é capaz de reduzir o classico estresse oxidativo que normalmente acomete pacientes com
FC.

CONCLUSAO

Concluimos que pacientes com FC apresentam em sua maioria niveis insuficientes de

vitamina D e que a hipovitaminose D esteve associada a maior estresse oxidativo quando



73

associado a marcadores inflamatorios. Sugerimos uma maior atencdo dos niveis da vitamina
D e mais estudos clinicos para possivel papel da corre¢do do status da vitamina D na melhora

do estresse oxidativo comum nesses pacientes.
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Tabela 1: Caracteristicas gerais e status de vitamina D em pacientes com Fibrose Cisticas no

Nordeste do Brasil.

CARACTERISTICAS TOTAL

N (%)

NUmero de pacientes 48
SEXO
Feminino 22 (45,8)
Masculino 26 (54,2)
COR

Parda 26 (54,2)
Negro 7 (14,6)
Branco 15 (31,3)

Outros 0(0)

GRAU DE INSTRUCAO DOS RESPONSAVEIS

Analfabeto 1(2,1)
Ensino fundamental 19 (40,4)
Ensino médio 18 (38,3)
> Graduagéo 9(19,2)

FOTO TIPO DE PELE

Tipo 1 5(10,4)
Tipo 2 9 (18,8)
Tipo 3 17 (35,4)
Tipo 4 8 (16,7)
Tipo 5 5(10,4)

Tipo 6 4(8,3)

STATUS DA 25 0H D*

EXPOSICAO SOLAR
< 30 minutos/ dia 30 (62,5)
> 30 minutos/dia 18 (37,5)

STATUS DE 25 (OH) D

Vitamina D Insuficiente/Deficiente, <30ng/mL 31 (64,6)
Vitamina D Suficiente, >30ng/MI 17 (35,4)

Dados apresentados em nimero (n) e percentual (%).* Parametros adotados a partir de
Fundagc&o de Fibrose Cistica 18
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Tabela 2: Associacdo entre o Status de 25 (OH) D e pardmetros metabodlicos em pacientes com

Fibrose Cistica atendidos no Nordeste do Brasil.

Concentracdes séricas da 25-hidroxivitamina D

Total das Insuficientes Suficientes ** p*
variaveis /Deficientes ** n=17
n=48 n=31

Idade (anos) 14,85 £7 ,04 14,53+ 7,89 15,03+ 6,61 0,82
IMC/idade (Kg/m? 17,04 + 4,02 16,19+ 4,27 17,51+ 3,62 0,285
Tempo de exposigéo solar 45,2 £57,32 48,10 + 64,33 39,41 + 42,89 0,54
(minutos/dia)
Vitamina D consumo (mcg) 4,80 +2, 15 4,400 + 8,43 5,03+ 8,74 0,81
Célcio consumo em mg 1096.80 + 736,87 10077 £ 638, 99 1107,21 £7995,00 0,89
Calcio sérico (mg /dL) 9,52 +0,51 9,50+0,65 9,53+0,42 0,85
PTH (mg/dL) 46,17 £ 25,75 44,84 + 30,46 46,89 £23,41 0,80
PCR (mg/dL) 11,25 +17,69 11,31 + 16,40 11,20 +18,62 0,98
A1GPA (mg/dL) 115,5 + 47,47 115, 97 + 50,66 114,21 +46,48 0,93
MDA (umol/L) 3,71 £0,92 3,425 £ 0,60 3,870 £1,03 0,72
CAQOT (%) 18,7 +8,47 18,46 + 8,97 19,25 + 8,32 0,77

Dados apresentados em média £ Desvio Padrdo. * p significativo com p < 0,05.** Pardmetros
dotados a partir de Fundacéo de Fibrose Cistica'® . IMC=indice de massa corpora; PCR = Proteina C
reativa. A1GPA= alfa 1 glicoproteina &cida; CAOT= capacidade antioxidante total; MDA=

malondialdeido. Teste T ou seu corresponde ndo paramétrico Mann-whitney.
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Tabela 3: Modelo de regressédo linear multipla para predicdo de niveis séricos de 25 (OH)D.

Variaveis Coeficiente P r2
Modelo 1

Calcio sérico 2,395 0,28

MDA -3,318 0,14*

CAOT -0,150 0,23 0,179
PCR 3,651 0,57

Modelo 2

Calcio sérico 1,465 0,66

MDA -3,019 0,04*

CAOT -0,109 0,40 0,128
A1GPA 0,034 0,25

Modelo 3

Calcio sérico 0,841 0,69

MDA -2,053 0,84 0,098
CAOT -0,134 0,30

Modelos de regressdo linear multipla. As variaveis idade e sexo altura e sexo foram inseridas
como variaveis de confusdo para ajustar os modelos de regressao linear.

*valor significativo, P-valor <0.05. Variavel dependente: Vitamina D (25 (OH) D). CAOT=
capacidade antioxidante total; MDA= malondialdeido. PCR= Proteina C reativa. A1GPA=
alfa 1 glicoproteina acida.
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APENDICE B — ARTIGO 2-
Jornal de Pediatria. Qualis - A 3 - fator de impacto- 2,029,

INFLUENCIA DO POLIMORFISMO BSMI DO GENE VDR NOS NIVEIS DE
VITAMINA D, PERFIL INFLAMATORIO E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
PACIENTES COM FIBROSE CISTICA SUPLEMENTADOS COM MEGADOSE DE
VITAMINA D3

RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia do polimorfismo Bsml do gene VDR nos niveis de vitamina
D, perfil inflamatdrio e de estresse oxidativo em pacientes com Fibrose Cistica suplementados
com megadose de vitamina D3.

Meétodos: Realizamos um estudo pré e pds ndo randomizado de bragco Gnico com 17 pacientes
de 5 a 20 anos com FC diagnosticados com insuficiéncia/ deficiéncia de vitamina D (25
(OH)D < 30 ng/mL). Os individuos foram genotipados para o polimorfismo Bsml do gene
VDR e todos receberam suplementacédo de vitamina D3 de 4.000 Ul diério para criangas entre
5e 10 anos e 10.000 Ul para maiores de 10 anos por 8 semanas. Foram realizadas entrevistas
com dados pessoais, exposicdo solar, antropométricos e amostras sanguineas de 25(OH)D,
paratorménio, calcio sérico, PCR-us, ALGPA, CAOT, MDA e fungéo renal e hepatica. A
avaliacdo inter e intra grupo foi avaliada por teste t pareado teste de anova ou seus
correspondentes ndo paramétricos.

Resultados: Os individuos foram em sua maioria do sexo masculino e ndo relataram efeitos
adversos ao uso da suplementagdo, 64 % obtiveram niveis de 25 (OH)D > 30 ng/mL. Os
pacientes com 0s genétipos BB e Bb apresentaram aumento dos niveis séricos de 25 (OH)D.
O grupo com gendtipo BB demonstrou redugdo do ALGPA. E os individuos com genotipo bb
apresentaram niveis elevados de MDA comparado ao momento pré intervencgao.

Conclusdo: Conclui-se que as varia¢es do polimorfismo Bsml do gene VDR apresentam
diferentes respostas nos niveis de vitamina D e marcadores de inflamacdo e estresse
oxidativo.

Palavras chave: vitamina D, Polimorfismo de Nucleotideo Unico, fibrose cistica
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é a doenca hereditaria causada por um defeito no gene
regulador da Conduténcia Transmembrana da Fibrose Cistica (CFTR). Quando o CFTR esta
ausente ou ndo funciona adequadamente, ocorre acimulo de muco viscoso no trato pulmonar
e gastrointestinal. Além do muco denso, a disfuncdo de CFTR no epitélio brénquico também
leva a0 aumento da resposta inflamatoria e de estresse oxidativo, diminuicdo da resposta

imune e equilibrio antioxidante prejudicado [1].

A producdo de muco viscoso atinge os ductos pancreaticos e biliares, ocasionando
obstrucdo cronica desses dutos, levando a pancreatite crénica e insuficiéncia exdcrina. A
perda da funcdo exocrina levard & mé absorcdo de gordura e a deficiéncia de vitaminas

sollveis em gordura, incluindo vitamina D [2].

A vitamina D é uma vitamina lipossoluvel que é metabolizada em um horménio
secosterdide produzido endogenamente na pele, essencial para mineralizacdo éssea e
homeostase do célcio [3]. Evidéncias atuais mostraram fungdes extra esqueléticas da vitamina
D [4;5;6]. Alguns estudos sugeriram papel vital da vitamina D na FC com efeito na salde
respiratoria [6], infeccbes pulmonares [7], controle da inflamacdo e na manutencdo do

equilibrio no sistema imunolégico [8].

O estudo Grossman et al [9] demonstraram uma associacdo entre altas doses
de vitamina D suplementacdo para pacientes com FC com exacerbacdes pulmonares (PEs) e
diminuigdo de fatores pré-inflamatdrios, como fator de necrose tumoral-a e interleucina (IL)
6. Porém os estudos com marcadores inflamatdrios e de estresse oxidativo nesta populacédo
sdo escassos e ndo ha uma padronizacdo de doses e tempo de intervencdo e a influéncia de
polimorfismos no receptor da vitamina D (VDR) sobre o efeito no aumento dos niveis séricos
de 25 (OH) D e clinicos [10].

A vitamina D biologicamente ativa (calcitriol) precisa do receptor intracelular VDR
para atuar como regulador na transcricdo de genes. Evidéncias recentes mostraram que
polimorfismos no gene VDR pode influenciar a resposta da suplementacdo de vitamina D e
efeitos clinicos em outras populagfes [11;12]. Mohseni et al [11] ndo encontraram associagdo

dos polimorfismos Bsml, Fokl, Apal e Tag com marcadores de inflamacdo (TNF-a, TGF-B1),
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porém, encontraram que 0s niveis séricos de CAOT dos participantes com os genotipos TT /
Tt, Ff foram mais responsivos a suplementacdo. Portanto, a relacdo entre a influéncia do
polimorfismo do gene VDR ainda €& controversa e necessita ser estudada em outras

populagdes, incluindo na FC.

O presente estudo avaliou a influéncia do polimorfismo Bsml do gene VDR nos niveis
de vitamina D, processo inflamatorio e estresse oxidativo em pacientes com Fibrose Cistica

suplementados com megadose de vitamina D3.

METODOS

Amostra

O estudo foi conduzido com 17 pacientes por pacientes de 05 a 20 anos de idade com
diagnostico de FC com insuficiéncia/ deficiéncia de Vitamina D, de acordo com os critérios
adotados pela Fundacdo de Fibrose Cistica [10] acompanhados em dois ambulatorios de
tratamento e acompanhamento, o ambulatorio do Hospital Universitario Lauro Wanderley
(HULW), localizado em Jodo Pessoa- PB, e o Instituto de Medicina Integral Professor

Fernando Figueira (IMIP), localizado em Recife- PE.

Foram considerados como critérios de inclusdo: individuos sem uso de suplementacao
com megadose de vitamina D, que ndo tivesse indicacdo de insuficiéncia renal ou hepética e
que ndo estivessem na fila para transplante. Foram excluidas do estudo os participantes que
ndo concluiram o periodo de suplementacdo, ndo realizaram os exames bioquimicos apds o
periodo de suplementacéo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do HULW e do IMIP, sendo
aprovado em ambos os centros sob o protocolo do CAE: 87354018.1.0000.5183 e numero do
CAE: 12994619.6.1001.5201, respectivamente. Todos 0s participantes da pesquisa assinaram
do termo de consentimento livre e esclarecido e do termo de assentimento livre e esclarecido.
O estudo foi submetido e aprovado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (REBEC) com
numero: RBR-104yt7rh.

Desenho do Estudo e protocolo de suplementacéo
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Este foi um ensaio clinico de 8 semanas conduzido para avaliar o efeito variagdo dos
gendtipos do polimorfismo Bsml do gene VDR nos niveis de 25 (OH)D, processo
inflamatorio e estresse oxidativo. No momento inicial foram recrutados 48 pacientes, onde foi
realizada a aplicagdo de um questionario para a coleta de informag6es sobre fototipo de pele e
exposicdo solar, dados antropométricos, consumo alimentar e coleta sanguinea basal para
analise dos niveis séricos de 25 hidroxivitamina D (25(OH)D), horménio paratiredide (PTH),
proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us), alfa 1 glicoproteina acida (A1GPA), capacidade
antioxidante total (CAQOT), malondialdeido (MDA), alanina transaminase (ALT), aspartato
transaminase (AST), ureia, creatinina, e calcio e poliformorfsimo Bsml do gene VDR.

Apbs o diagnostico de insuficiéncia/deficiéncia de 25(OH)D, 31 pacientes que foram
identificados, ap0s os critérios de exclusdo e perdas concluimos o estudo com 17 pacientes.
Eles foram alocados em 3 grupos de acordo com genétipo do polimorfismo Bsml do gene
VDR, sendo todos os grupos suplementados com megadoses de vitamina D3 (colecalciferol)
em veiculo oleoso, diariamente, durante oito semanas. Foram sugeridas aos participantes que
fizessem uso da suplementacdo junto da refeicdo e apOs uso de enzima pancreatica para que
0s que ja faziam uso. As doses foram oferecidas de acordo com a idade do paciente: 4000 Ul/
diario para pacientes de 5 a 10 anos ou 10.000 Ul/dia para os maiores de 10 anos de idade,
adolescentes e adultos, conforme as recomendacdes da Cystic Fibrosis Foundation [10]. Apés
8 semanas de intervencdo, todos os participantes foram solicitados a retornar para serem
reavaliados quanto as varidveis antropométricas, de consumo de bioquimica. O fluxograma do

desenho do estudo esta apresentado na figura 1.

Fototipo de pele e exposicao solar:

O fototipo de pele foi estratificado de acordo com a classificacdo de Fitzpatrick [13],
que estima a tolerdncia da pele a luz ultravioleta com base em entrevista pessoal, sendo
classificado de I a VI variando da cor branca (1) a cor negra (VI). A exposicao a luz solar foi
definida pelo tempo médio de exposicdo solar e classificadas como 0<15 minutos. 15- 30

minutos e > 30 minutos.

Avaliacdo antropométrica e de consumo alimentar
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Os participantes foram pesados em balanga antropométrica digital, estando o paciente
posicionado de pé, de forma ereta no centro do equipamento, de costas para a balanca, com
pés juntos, descalco, vestindo roupas leves, e os bracos estendidos ao longo do corpo. Para a
afericdo da altura os pacientes foram posicionados em posi¢do ortostatica, em apneia
respiratoria, descalcos, sem adornos na cabeca. A classificacdo do estado nutricional foi
realizada utilizando-se os indicadores Peso/idade, IMC/idade e altura idade, avaliado de
acordo com as curvas da OMS-2006/2007 para os pacientes de 5 a 18 anos. Para classificagdo
dos pacientes adultos (maiores de 18 anos e menores de 60 anos), foram utilizados os valores
propostos pela World Health Organization [14]

A ingestdo do consumo de vitamina D foi avaliado, por meio da aplicacdo de um
recordatdrio de 24 horas com todos os participantes antes do inicio da suplementacéo e apds o
término das 8 semanas. A ingestdo de vitamina D foi calculada utilizando-se o software
Virtual Nutri plus. Foi utilizado o método de nutrientes residuais (MSM) para controlar o

efeito do consumo de energia intrapessoal na avaliagdo dos micronutrientes.

Analise bioquimica:

Foram coletados aproximadamente 20 ml de sangue dos pacientes em jejum de 8 a 12
horas, informado com antecedéncia, por equipe treinada em cada polo. Os niveis séricos de
25- hidroxivitamina D (25(OH)D), hormonio Paratire6ide (PTH) e célcio foram realizados
por imunoensaio quimioluminescente (Liaison XL Diasorin).

A classificacdo dos niveis de vitamina D foi realizada com base nos valores de
referéncia usados pela Fundagdo de Fibrose Cistica [12]. Considerando niveis suficientes
acima de 30,0 ng / mL e insuficiéncia de niveis de 25 (OH) D abaixo de 30,0 ng / mL e
deficiéncia abaixo de 20,0 ng/mL.

Os marcadores inflamatérios (Proteina C Reativa ultrassensivel (PCR-us) alfa-1-
glicoproteina &cida (A1GPA) foram analisados pelo metodo imunoquimica de
turbidinomotria. Para analise de estresse oxidativo foi por meio da avaliacdo de um marcador
oxidante, o Malondialdeido (MDA), analisada pelo método da reacdo do &cido tiobarbitlrico
(TBARS)¢ a capacidade antioxidante total (CAOT), analisada pelo método do DPPH [15;16].
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Foram realizados ainda exames para a avaliar a fungdo hepatica (alanina transaminase
(ALT), aspartato transaminase (AST)), a funcdo renal (ureia, creatinina, cido Urico), afim de

avaliar pacientes em critérios de incluséo.

Determinacéo do gendtipo Bsml do gene VDR por PCR/RFLP:

Para extracdo do DNA as amostras foram diluidas em uma primeira solucéo de lise,
seguida de centrifugacdo para descarte de sobrenadante. Esse processo foi repetido por 3
vezes no intuito de obter um precipitado de leucdécitos livre de resquicios de hemoglobina.
Logo apds as amostras passaram por processo de lise e posterior precipitacdo do DNA.

Os gendtipos foram determinados por PCR-RFLP, utilizando-se os iniciadores: 5’-
CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3> (sense) e 5-AACCAGCGGGAA
GTCAAGGG-3’ (antisense) [17] para amplificagdo. O produto de 825 pb foi digerido com
Bsml que reconhece e cliva o alelo polimérfico b gerando dois fragmentos (650 pb e outro de
175 pb), enquanto o alelo ancestral B permanece com 825 pb. Os gen6tipos foram analisados

através de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e coloragdo com nitrato de prata 0,5%.

Andlise estatistica:

Os dados estdo apresentados como média e desvio padrdo da média. As anélises de
normalidade e homogeneidade de varidncia foram realizadas por meio dos testes de
Kolmogorov Smirnov. Os dados foram relatados como média (intervalo de confianca de 95%)
e mediana (maximo - minimo), uma vez que algumas variaveis ndo tiveram distribuicdo
normal. O teste T pareado foi utilizado para avaliar possiveis diferencas entre 0s momentos
pré e pos-intervencdo. Quando necessario os testes T independente e pareado foram
substituidos pelos seus equivalentes ndo paramétricos Mann-Whitney e Wilcoxon,

respectivamente.

Para as variaveis continuas comparadas entre 0s momentos iniciais e finais e 0s
grupos, foi utilizada ANOVA One Way para dados paramétricos e Kruskal -Waills Post teste
n paramétrico Dunns ou Tukey. A significancia estatistica foi determinada como p<0,05. A
analise estatistica foi realizada por meio do software computacional Prism 6 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).
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RESULTADOS

A caracteristicas basais dos pacientes antes da suplementacdo sdo mostradas na tabela
1. Os participantes foram em sua maioria do sexo masculino, mas ndo houve diferenga nos
niveis de vitamina D e os outros marcadores estudados quanto ao sexo. No geral 0s
participantes do estudo apresentaram baixa exposicdo solar e foto tipo de pele classificados
como pele muito clara e clara. Quanto ao estado nutricional, mais de 40 % apresentaram
classificacdo de baixo peso. A Ingestdo alimentar de vitamina D teve média de 2,72 + 2,51
antes no inicio da suplementacdo ndo apresentou alteracdo durante o periodo de intervencéo

(p=0,78) e néo foi relatada a ingestdo de alimentos enriquecidos com a vitamina D.

A comparacdo das mudancas nas variais antes e depois da suplementacdo estdo
apresentadas na figura 2. Os niveis basais de 25 (OH)D variam de 12,7 a 29,70 ng/mL (média,
21,07 £ 5,26) e atingiram uma média de 38,29 £16,34 ng/mL com variacdo de 15,50 a 80,0
ng/mL. 64 % dos pacientes atingiram niveis de 25 (OH) D maior que 30 ng/mL apds o
periodo de suplementacdo. Foram encontradas variagOes interindividuais nas variaveis de

estresse oxidativo demonstrados na figura 2.

Os valores basais foram semelhantes entre nos grupos antes e ap0s a intervencao 0s
participantes ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes para ALT, AST,
ureia, creatinina e &cido urico (dados ndo demonstrados). Além disso, ndo houve relatos de
sintomas de sintomas de eventos adversos pelo uso da vitamina D, conforme avaliado pelo
questionario dos pacientes antes, durante e ap0s as 8 semanas de suplementacdo, nenhum
sinal clinico de hipercalcemia, alteracdo significativa de célcio sérico médio ou nas

concentracOes de PTH.

Quanto ao polimorfismo Bsml do gene VDR, o gen6tipo bb foi menos frequente (29,4
%). ApoOs a suplementacdo, os grupos com gendtipos BB e Bb apresentaram um incremento
nos niveis sericos de 25(0OH)D significativamente superior (p < 0,05) na avaliagdo intra
grupo, o que nao foi observado no grupo com gendtipo bb (p = 0,05). Ndo foram observadas

diferenca entre os grupos em relacdo aos niveis séricos de vitamina D.

Quanto a avaliagéo intra grupos para 0s marcadores de estresse oxidativo e processo
inflamatdrio, o grupo BB apresentou-se mais responsivo ao reduzir significativamente os

niveis de A1GPA (p< 0,05) apds a intervencdo. Ja o0 grupo com genotipo bb apresentaram
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valores aumentados de MDA apds o periodo de suplementagdo. As demais variaveis ndo

apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os genotipos (Tabela 3).

DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo demonstraram que os diferentes gendtipos do
polimorfismo Bsml do gene VDR pode ter influéncia nos niveis séricos de 25 (OH)D e
marcadores de processo inflamatdrio e estresse oxidativo em pacientes suplementados com
megadose de vitamina D3. Os pacientes FC com BB e Bb apresentaram-se mais responsivas a
suplementacdo para os niveis séricos de 25(OH)D. O grupo com genétipo BB foi mais
responsivos apés a suplementacdo de vitamina D com diminuicdo dos niveis de A1GPA. O
grupo bb ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa nos valores de 25(0OH) D
apos o periodo de suplementacao e foi observado aumento de MDA comparado ao estado pré

suplementacao.

A deficiéncia de vitamina D € comum em individuos com FC devido a absorcdo
prejudicada de vitaminas lipossolUveis por conta da insuficiéncia pancreatica exocrina, nesse
sentido a Diretriz Brasileira de Fibrose Cistica [18] sugere a suplementacao de rotina de 800 a
2000 UI para criangas, adolescentes e adultos. No entanto, mesmo com a suplementacéo de
regimes multivitaminicos lipossolUveis padrdo, muitos individuos permanecem deficientes em
vitamina D [19], sendo proposto suplementacdo altas doses de Colecalciferol (D3) [20].

A Fundagéo de Fibrose Cistica no seu ultimo documento de atualizagdo recomendou
que todos os individuos com FC com mais de 12 meses com niveis de 25 (OH) D inferior a 30
ng/ml (< 75 nmol/litro) sejam suplementados com dose méxima diéaria de 4000 Ul/dia para
criangas até 10 anos e até 10.000 Ul/dia para maiores de 10 anos [10] e sugere o estudo e a
influéncia dos polimorfismos genéticos no status da vitamina D [21]. O presente estudo
encontrou diferencas nas médias de 25(OH)D comparando antes e apds a suplementacao.

O estudo atual demonstrou que a variacdo genética do polimorfismo Bsml do gene
VDR ¢ um fator que pode influenciar a responsividade aos niveis de vitamina D, marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo ap0s a suplementacdo com vitamina D. Outros
pesquisadores tem encontrado essa relagdo em outras populagdes [12; 22]. Até 0 momento 0
presente estudo é pioneiro em avaliar a influéncia do polimorfismo Bsml do gene VDR nos
niveis de 25 (OH) e marcadores de estresse oxidativo e processo inflamatdrio, em pacientes

com. FC.
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Calvacanti,et al. [12] suplementaram megadose Unica de 200.000 Ul e encontraram
uma respostas diferentes de acordo com os gendtipos do polimorfismo Bsml do gene VDR.
As idosas suplementadas com genotipo BB/Bb apresentaram um incremento nos niveis
séricos de 25(OH)D significativamente superior, ndo sendo observado no grupo bb, além
disso o grupo BB/Bb foi mais responsivo nos efeitos clinicos, reduzindo PCR e ALGPA. Em
relacdo a responsividade dos niveis de 25 (OH)D apds a suplementacdo, estes dados
corroboram como nosso estudo onde os pacientes com genotipicos BB e Bb tiveram
acréscimo nos niveis de 25 (OH)D apds o periodo de intervencdo, e o grupo BB foi mais
responsivo a suplementacdo reduzindo os niveis do marcador inflamatério A1IGPA. Em
contrapartida o grupo do genétipo bb apresentaram niveis elevados de MDA apés a

suplementacdo e ndo houve influéncia nos valores de PCR em nosso estudo.

Existem muitos fatores que podem contribuir para um estado aumento de estresse
oxidativo e protecdo antioxidante prejudicada na FC, uma vez que a doengca comina com
aumento de producéo de radicais livres (ROS) e intensa inflamacéo recorrente nas vias aéreas
[23]. Além disso, as evidéncias indicam que biomarcadores circulantes da capacidade
antioxidante sdo reduzidos e o estresse oxidativo em pacientes com FC clinicamente estaveis
[24;25]. Os resultados encontrados demonstraram que ndo foi observado uma influéncia do
polimorfismo na resposta antes e depois da suplementacdo no CAOT e somente o grupo bb

houve aumento de MDA comparado ao periodo pré suplementacéo.

A fim de avaliar a influéncia dos polimorfismos do gene VDR e marcadores de
estresse oxidativo, Monsehi, et al. [26] suplementaram mulheres com cancer de mama com
50.000 Ul de vitamina D3 semanais durantes 8 semanas e encontraram um niveis
significativamente maiores de 25 (OH)D nos individuos com os genétipos ff / Ff, TT / Tte Bb
pos-intervengdo nos polimorfismo Fokl , Taq | e Bsmi respectivamente. Em contraste com
esse resultado, Al-Ghafari et al. [27] observaram que os polimorfismos Bsml e Fok | do gene
VDR néo afetaram os niveis séricos de 25 (OH) D. Recentemente Kazemian, et al. [28] ap0ds a
suplementacdo de megadose de vitamina D mostraram que o0s genétipos bb de Bsml no gene
VDR teve o maior incremento nos niveis de 25 (OH) D, observou-se ainda que apesar da
alteracdo no plasma de MDA, CAOT, SOD, ndo houve associacdo associacfes com
polimorfismo do VDR. Nesse sentido diante dos resultados divergentes em estudos em
populacdes diferentes, mais estudos sdo necessarios para avaliar a influéncia do polimorfismo

e papel da vitamina D como papel antiflamatdrio e antioxidante-
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De forma pioneira, 0s nossos dados indicam que alteragdes nos niveis de vitamina D,
marcadores de inflamacdo e estresse oxidatido em pacientes com FC suplementaos com
megadose de vitamina D3 podem ser influenciados pela variacdo polimorfismo do gene VDR.
No entanto, algumas limitagdes do estudo como a falta do grupo controle sugerem a
realizacdo de estudos duplo cego para avaliar o efeito da suplementacdo e estudos com outros
polimorfismos do gene VDR para melhor compreenssdo da influéncia desses polimorfismo

nos resultados clinicos em pacientes com FC.
CONCLUSAO

Os resultados encontrados sugerem que as variagdes do polimorfismo Bsml do gene
VDR apresentaram diferentes respostas nos niveis de vitamina D e marcadores de inflamacao
e estresse oxidativo em pacientes com FC suplementados com megadose de vitamina D3 sem

gue houvesse toxidade pelo uso de uma megadose de vitamina D.
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Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos pacientes com Fibrose Cistica atendidos pelos Hospitais
de referéncia no Nordeste do Brasil, com deficiéncia e/ou deficiéncia de vitamina D

Variaveis Valores
N (%) ou M £+ DP

(N=17)
Sexo
Masculino 12 (70,6)
Feminino 5(294)
Idade (anos) 14,53 £ 3,55
Uso de repositor enzimatico
Sim 15 (88,2)
N30 2(11,8)
Sintoma apds uso da suplementacao
Nao 17 (100)
Exposicao solar
0 a 15 minutos /dia 8 (47,1)
Entre 15 e 30 minutos 2 (11,8)
>de 30 minutos /dia 7 (41,2)
Fototipo de pele
L, 1ell 11 (67,7)
IV,VeVl 6 (33,3)
IMC (Kg/m?) 17,40 £ 3,67
Baixo peso 7(41,2)
Eutrofia 10 (58,8)
VITAMINA D Consumo (mcg) 2,72+ 251

25 (OH)D (ng/mL)*

Polimorfismo Bsml

20 (12,70-29,70)

Gendtipo BB 5 (29,4 %)
Genotipo Bb 6 (35,3 %)
Geno6tipo bb 6 (35,3%)

Dados descritos como média ou percentil. Os dados sdo apresentados em média + desvio padrdo. Os
dados ndo paramétricos sdo apresentados em mediana, minimo e maximo. IMC — indice de massa
corporea. * dado ndo paramétrico apresentado em media (minimo- méaximo).
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Figura 2: Representacdo das mudancas nos niveis de 25 (OH)D, marcadores inflamatorios e
de estresse oxidativo antes e depois da suplementacdo de megadose de vitamina D3 por 8
semanas, em pacientes com Fibrose Cistica atendidos nos hospitais de referéncia no Nordeste

do Brasil
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Influéncia do polimorfismo Bsml do gene VDR sobre os niveis de vitamina D,
processo inflamatorio e estresse oxidativo em pacientes com Fibrose Cistica suplementados
com megadose de vitamina D3 por 8 semanas.

. BB Bb bb p-
Variaveis N=5 N=6 N=6 f/k valor
25-Hidroxivitamina D
Pre 24,18 (+4,85) 19,88 (+ 5,10) 19,57 (+5,47) 1,29 0,30
PGS 45,50 (+ 15,87) 3 32,70 ( 5,97)° 37,88 (+22,98) 082 0,46
Célcio total
Pré 9,20 (0,26) 9,90 (0,25) * 9,23 (x0,35) * <0,0
10,07 :
P6s 9,10 (+0,21) 12,20 (+5,73) 9,14 (+0,39) 149 0,26
PTH
Pre 56,25 (+ 21,69) 42,55 (+ 18,43) 40,72 (+ 10,38) 1,16 0,34
P6s 49,45 (+ 19,31) 44,31 (+ 19,69) 41 (+ 22,00) 020 0,81
CAOT
Pré 20,82 (£8,04) 17,67 (+6,59) 21,84(+8,33) 046 063
P6s 10,82(3,71) 13,77(£7,31) 14,19(+10,02) 024 0,78
MDA
Pré 3,60 (+1,18) 4,08 (+1,26) 3,36 (+0,69) 061 055
Pés 6,15 (+ 1,56) 4,96 (+1,37) 6,53 (+ 2,18) ® 1,18 0,34
PCR
Pre 5,92 (0,18-8,0) 4,47 (0,10-14,16) 1,51 (0,21-62,78) 0,57 0,57
P6s 4,100 (0,07-6,220) 2,85 (0,16-20,0) 13,45(0,02-88.50) 217 0,15
AGPA
Pre 102,8(49,70-140,0)  125,1(55,30-149,1)  79,25(65,50-192,2) 0,12 0,87
Pés 77,50 (38,70-88,10) ¢  91,90(62,40-147,4) 112 4(75,60-2946) 2,07 0,16
TGO
Pré 25,20 (+3,83) 26,33 (£5,68) 23,83 (£6,61) 0.29 074
Pos 22,00 (+2,91) 29,55 (£9,76) 24,50 (£7,96) 1,40 0,27
TGP ¥
Pre 26 (13-31) 24,50 (10-41) 20,50 (15-84) 0,16 0,93
P6s 15 (12-23) 25 (15-58) 16 (13-53) ® 282 0,25
Ureia
Pre 23,20 (+ 4,65) 21,33 (+ 4,41) 22,17 (6,36) 017 084
P6s 22,89 (7,124) 21,73 (£ 4,72) 19,17 (+5,11) 061 0,55
Creatininat
Pre 0,80 (0,50-0,80) 0,54 (0,30-1,00) 0,55 (0,49-0,80) 0,73 0,49
PGS 0,70 (0,40-0,90) 0,57 (0,40-0,90) 0,70 (0,50-0,80) 027 076




+ non-paramteric data ;
a p<0.05 pre vc. Post
*<0.05BBvs.Bb

#p <0,05 Bb vs bb

Para comparagdo intra grupo foi Teste T pareado para dados paramétricos. Para comparacédo entre
grupo foi utilizada ANOVA one way para dados paramétricos e kruskal -waills Post teste n
paramétrico Dunns ou Tukey.
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APENDICE C- OUTROS RESULTADOS
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Tabela 1: Percentual da frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo e sua associa¢do com

status de vitamina D (25(OH)D) de pacientes com Fibrose Cistica atendidos no Nordeste do

Brasil.

Distribuicdo dos genétipos n (%)
Bsml (rs 1544410 A>G)

Prevaléncia n (%)

BB 15 (31,3)

Bb 18 (37,5)

Bb 15 (31,3)

Alelo B 24 (50%)

Alelo b 24 (50%)

Gendtipos? Concentrac@es séricas da 25- Concentragdes séricas de 25- p **
hidroxivitamina D hidroxivitamina D insuficientes
suficientes* /deficientes *.

N= 17 N=31

BB 6 (35,29) 9 (29,03) 0,90

Bb 6 (35,29) 12 (38,71)

Bb 5(29,42) 10 (32,26)

Dados apresentados

em numero (n) e percentual (%). y dados apresentados com teste qui

quadrado. **Valor significativo p< 0,05. * Parametros adotados a partir de Fundacdo de
Fibrose Cistica (2012) e MAEDA et al. (2014).
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Tabela 2: Associacdo entre fatores associados e os parametros metabolicos e distribuicdo
genotipica do polimorfismo Bsml (rs1544410) do gene VDR, em pacientes com Fibrose

Cistica atendidos no Nordeste do Brasil.

Alelo BB/Bb Alelo bb p*
N=33 N=15
Idade (anos) 15,09+ 7,94 14,29+ 4,15 0,72
IMC/idade (Kg/m?) 17,11+ 4,02 16,88+ 4,16 0,85
Tempo de exposicéo solar (minutos/dia) 48,70 + 63,17 36,93 + 42,99 0,77
Vitamina D consumo 27,4,400 + 8,43 24,22+ 7,71 0,30
Calcio consumo em mg 1114,00 £ 759,0  1055,01 £705,02 0,79
Calcio (mg/dL) 9,62 £0,52 9,27 £ 0,40 0,25
Vitamina D (mg/dL) 27,38 £ 6,67 24,22 + 33,84 0,161
PTH (mg/dL) 46,21 + 27,78 46,08 +18,62 0,98
PCR (mg/dL) 8,16 £ 13,68 18,73 £ 0,13
A1GPA (mg/dL) 112,46 £ 42,04 121,48 + 59,99 0,614
MDA (pmol/L) 3,70 £0,98 3,57 £0,75 0,482
CAOT (%) 19,51 + 8,54 17,63 £ 8,45 0,502

Dados apresentados em média + Desvio Padrdo. * p significativo com p < 0,05. IMC=indice
de massa corpora; PCR = Proteina C reativa. ALGPA= alfa 1 glicoproteina acida; CAOT=
capacidade antioxidante total; MDA= malondialdeido. Teste T ou seu corresponde ndo

paramétrico Mann-whitney .



Tabela 3: Consumo Alimentar Habitual De Alimentos Fontes pacientes com Fibrose Cisticas

no Nordeste do Brasil.

ALIMENTO

NuUmero de Pacientes com FC

Ovo
- Nunca
-1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana

Peixes como (Atum, Cavala e Salmé&o)

-Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana
Sardinha

-Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana
Leite

- Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

> 4 vezes na semana
Queijo

-Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

> 4 vezes na semana
Manteiga

-Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana

FREQUENCIA

N (%)

48 (100%)

4 (8,5 %)
25 (53,2%)
18 ( 38,3%)

46 (95,8 %)
2 (4,2 %)
0 (0%)

37 (77,1 %)
11 (22,9 %)
0 (0%)

7 (14,9 %)
8 (17 %)
32 (68,1%)

7 (14,6 %)
21 (43,8 %)
20 (41,6%)

11 (22,9 %)
9 (18,8 %)
28 (58,3 %)

Resultados apresentados em frequéncia (N) e percentual (%).



101

Tabela 3: Consumo alimentar habitual de alimentos fonte de acordo com status de vitamina D

em pacientes com Fibrose Cisticas no Nordeste do Brasil.

ALIMENTO

NuUmero de Pacientes com FC

OoVvO

- Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana
Peixes como (Atum)

-Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana
Sardinha

-Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana
Leite Integral

- Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana
Queijo

-Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana
Manteiga

-Nunca

- 1 a 3 vezes na semana

>4 vezes na semana

Vitamina D

Suficientes

N (%)
N =17

0
9 (52,94)
8 (47,06)

16 (94,12)
1 (5,88)

10 (58,82)
7 (22,58)
0

2 (11,76)
5 (29,41)
10 ( 58,82)

1 (5,88)
8 (47,06)
8 (47,06)

3 (17,64)
4 (23,53)
10 (58,82)

Vitamina D p
deficientes

N ( %)

N =31

0,42
5 (16,13)
16 (51,61)
10 (32,26)
0,58
2 (6,45)
28 (90,32)
1(3,23)

27 (87,10) 0.03*
4 (12,9)
0

0,40
5 (16,12)
3 (9,67)
22 (70,96)

6 (19,36) 0,47
13 (41,94)
12 (38,70)

0,87
8 (25,81)
5 (16,12)
18 (58,06)

Resultados apresentados em frequéncia (N) e percentual (%). Dados analisados pelo teste

Quidradado ou exato de fisher quando a frequéncia <5 em um grupo. Valor de p significativo

<0,05.
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APENDICE D
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira 6

Escola de Pés-graduacéo em Salde Materno Infantil

Instituicdo Civil Filantropica I M I I)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Modelo para participante a partir dos 18 anos)

Influéncia do polimorfismo BSMI (rs 1544410) do gene VDR no efeito da suplementacdo de
megadose de vitamina D3, processo inflamatério e estresse oxidativo, metilacdo do gene VDR e

densidade mineral 6ssea em pacientes com Fibrose Cistica

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa porque foi atendido (a) ou estad sendo
atendido (a) nesta institui¢do. Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo, precisa conhecer

os beneficios, os riscos e as consequéncias pela sua participacao.

Este documento é chamado de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e tem esse nome
porgue vocé s6 deve aceitar participar desta pesquisa depois de ter lido e entendido este documento.
Leia as informagBes com atencdo e converse com o pesquisador responsavel e com a equipe da
pesquisa sobre quaisquer davidas que vocé tenha. Caso haja alguma palavra ou frase que vocé ndo
entenda, converse com a pessoa responsavel por obter este consentimento para maiores
esclarecimentos. Caso prefira, converse com os seus familiares, amigos e com a equipe médica antes
de tomar uma decisdo. Se vocé tiver duvidas depois de ler estas informacdes, entre em contato com o

pesquisador responsavel.

Apos receber todas as informacg6es, e todas as davidas forem esclarecidas, vocé podera fornecer seu
consentimento rubricando e/ou assinando em todas as paginas deste Termo, em duas vias (uma do

pesquisador responsavel e outra do participante da pesquisa), caso queira participar.
PROPOSITO DA PESQUISA

A vitamina D € uma vitamina que possui varios beneficios para os pacientes com fibrose cistica,
como, por exemplo, melhora dos sintomas respiratérios. Sendo assim, esta pesquisa tem como
objetivo identificar pacientes com vitamina D abaixo do normal no exame de sangue e verificar se

dando uma dose alta de vitamina D faz melhorar essa taxa no sangue de criangas, adolescentes e
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jovens adultos portadores de fibrose cistica. Também é objetivo da pesquisa avaliar o estado
nutricional (peso, altura e a largura do braco - circunferéncia do brago), o consumo alimentar e outras

taxas de exame de sangue.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Durante a pesquisa serdo realizados trés encontros. O primeiro encontro sera para preenchimento deste
documento - TCLE, preenchimento de um questionario sobre dados pessoais e da doenga, realizacao
da avaliacdo antropométrica (peso, altura e circunferéncia do braco), avaliacdo do consumo alimentar
e realizacdo de exames de sangue. O segundo momento sera a entrega dos resultados dos exames e
para os individuos que estiverem com baixos niveis de vitamina D, serd entregue os frascos de
vitamina D suficiente para dois meses de tratamento. Ap6s 8 semanas de tratamento, sera realizado o
terceiro encontro, nesse momento serdo aplicados novamente o questionario sobre dados pessoais €
consumo alimentar, avaliacdo antropométrica e reavaliagdo dos exames. Todos 0s pacientes que
apresentarem dosagem sanguinea baixa de vitamina D no exame de sangue receberédo frascos contendo
solugdo sublingual contendo dose alta de vitamina D e orientacdo nutricional com o objetivo de

aumentar a ingestdo de alimentos com vitamina D.

A coleta de sangue seré realizada depois de um jejum (ficar sem comer) de 10 a 12 horas, que sera
avisado anteriormente. Serdo coletados 15 ml de sangue, 0 equivalente a 4 tubos ou 3 colheres de
sopa. Todas as amostras de sangue coletadas durante esta pesquisa, serdo utilizadas apenas para 0s

propositos descritos neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Se vocé concordar, 0s pesquisadores responsaveis por esta pesquisa consultardo seus dados clinicos e
laboratoriais que se encontram no seu prontuario. Os dados coletados no prontudrio serdo mantidos em

sigilo e confidencialidade.

BENEFICIOS

A sua participacdo trard alguns beneficios, que sdo: fazer um tratamento sem custo com vitamina D
(que j& possui comprovacao de beneficios para 0 uso em pacientes com fibrose cistica); ter acesso a
diversos exames de sangue; fazer avaliagdo do estado nutricional e; contribuir para a pesquisa
cientifica.

RISCOS

Estes procedimentos poderdo trazer alguns riscos previsiveis:
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e Como dor na hora da coleta de sangue;

e Constrangimento durante a entrevista para preenchimento do questionario e durante a afericdo de
medidas antropométricas para avaliagdo nutricional

e Os riscos da coleta de sangue podem incluir desmaio, dor e/ou hematoma (mancha roxa na pele).
Raramente pode haver coagulo sanguineo ou infec¢do no local;

e A utilizacdo de dose alta de vitamina D raramente causa algum efeito perogoso, podendo causar

diarreia, dor de barriga, enjoo.

CUSTOS

e Vocé ndo tera nenhum custo para participacdo nesta pesquisa. Caso necessario, havera reembolso
de despesas com transporte e/ou alimentacdo e quem ira financiar. VVocé ndo pagara por qualquer
procedimento, medicacdo em estudo ou exames bioquimicos (caso exista) como parte desta
pesquisa.

e Em caso de dano fisico, diretamente causado pela coleta de sangue, ou pela utilizacdo da dose alta
da vitamina D, o participante terd direito a tratamento médico no IMIP, custeado pelos

pesquisadores.

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé optar por participar desta pesquisa, as informacfes sobre a sua salde e seus dados pessoais
serdo mantidas de maneira confidencial e sigilosa. Seus dados somente serdo utilizados depois de que
ninguém possa identificar (ou seja, sem sua identificacdo). Apenas 0s pesquisadores autorizados terdo
acesso aos dados individuais, resultados de exames e testes bem como as informac6es do seu registro
médico. Mesmo que estes dados sejam utilizados para propositos de divulgacdo e/ou publicacéo

cientifica, sua identidade permanecera em segredo.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

A sua participagdo é voluntaria e vocé poderd se recusar a participar sem quaisquer penalidades ou
perda de beneficios aos quais vocé tem direito, ou mudanga no seu tratamento e acompanhamento
médico nesta instituicdo. VVocé podera retirar seu consentimento a qualquer momento sem qualquer
prejuizo. Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo na pesquisa, a equipe de pesquisadores

deve ser comunicada e a coleta de dados relativos a pesquisa serd imediatamente interrompida.
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ACESSO AOS RESULTADOS DE EXAMES

Vocé pode ter acesso a qualquer resultado relacionado a esta pesquisa. Estes resultados serdo enviados
ao seu médico e ele os discutira com vocé. Se voce tiver interesse, vocé podera receber uma copia dos

exames.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

A pessoa responsavel por apresentar a vocé este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Ihe
explicou claramente o contetdo destas informagdes e se colocou a disposicdo para responder as suas
perguntas sempre que vocé tiver novas dividas. Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da
pesquisa, sobre qualquer esclarecimento de eventuais dividas e inclusive para tomar conhecimento
dos resultados desta pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para um dos pesquisadores responsaveis:
Dayanna Queiroz no telefone (83) 99629-6511 e no e-mail nutricacinfantilcomciencia@gmail.com

ou para Celso Costa no telefone (83) 98810-0454 e no e-mail celsocostamail@gmail.com ou para

Patricia Bezerra no telefone (81)99971-5238 e no e-mail pmvbezerra@uol.com.br no horario das

8h as 18h de segunda-feira a sexta-feira.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IMIP. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou divida sobre esta pesquisa, entre em contato com o comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP) que objetiva defender os interesses dos
participantes, respeitando seus direitos e contribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde que

atenda as condutas éticas.

O CEP-IMIP esté situado a Rua dos Coelhos, n° 300, Boa Vista. Diretoria de Pesquisa do IMIP, Prédio
Administrativo Orlando Onofre, 1° Andar tel: (81) 2122-4756 — Email: comitedeetica@imip.org.br O
CEP/IMIP funciona de 22 a 62 feira, nos seguintes horarios: 07:00 as 11:30 h e 13:30 as 16:00h.

Este termo esta sendo elaborado em duas vias, sendo que uma via ficard com vocé e outra sera
arquivada com os pesquisadores responsaveis.

CONSENTIMENTO

Li as informagdes acima e entendi o proposito do estudo. Ficaram claros para mim quais sdo

procedimentos a serem realizados, riscos, beneficios e a garantia de esclarecimentos permanentes.


mailto:celsocostamail@gmail.com
mailto:pmvbezerra@uol.com.br
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Ficou claro também que a minha participagdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso aos
dados e de esclarecer minhas dividas a qualquer tempo.

Entendo que meu nome ndo sera publicado e toda tentativa sera feita para assegurar 0 meu anonimato.

Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa e poderei retirar 0 meu consentimento a
gualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido.

Quando houver armazenamento de amostras/biorrepositorio, inserir:

() Eu concordo em participar desta pesquisa e CONCORDO em ter minhas amostras armazenadas e
utilizadas para uso em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa do IMIP e para
isto deverei assinar no futuro, um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, se eu concordar.
ou

( ) Eu concordo em participar desta pesquisa, mas NAO CONCORDO em ter minhas amostras
armazenadas para uso em pesquisas futuras.

Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar detaa pesquisa.

/ /
Nome e Assinatura do Participante Data

/ /
Nome e Assinatura da Testemunha Imparcial Data

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes desta pesquisa ao paciente

indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo mesmo.

Nome e Assinatura do Responsavel pela Obten¢do do Data

Termo

Impressédo digital

(opcional)
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Rubrica do Participante da Pesquisa

Rubrica do Pesquisador

UTILIDADE PUBLICA MUNICIPAL — Dec. Lei 9851 de 08/11/67
UTILIDADE PUBLICA ESTADUAL — Dec. Lei 5013 de 14/05/84
UTILIDADE FEDERAL — Dec. Lei 86238 de 30/07/81

INSCRICAO MUNICIPAL: 05.879-1
INSCRIGAO ESTADUAL.: isento
C.G.C. 10.988.301/0001-29
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APENDICE E
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira &

Escola de Pds-graduacdo em Salde Materno Infantil B

Instituicdo Civil Filantrépica I M I I)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Modelo para os responsaveis pelos menores)

Influéncia do polimorfismo BSMI (rs 1544410) do gene VDR no efeito da suplementacdo de
megadose de vitamina D3, processo inflamatdrio e estresse oxidativo, metilacdo do gene VDR e

densidade mineral dssea em pacientes com fibrose cistica

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa porque seu filho(a)foi atendido (a) ou esta
sendo atendido (a) nesta institui¢cdo. Para que vocé possa decidir se quer que seu filho(a) participe ou

ndo, precisa conhecer os beneficios, 0s riscos e as consequéncias pela sua participagao.

Este documento é chamado de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e tem esse nome
porgue vocé sO deve aceitar que seu filho(a) participe desta pesquisa depois de ter lido e entendido
este documento. Leia as informagdes com atencdo e converse com 0 pesquisador responsavel e com a
equipe da pesquisa sobre quaisquer ddvidas que vocé tenha. Caso haja alguma palavra ou frase que
vocé ndo entenda, converse com a pessoa responsavel por obter este consentimento para maiores
esclarecimentos. Caso prefira, converse com os seus familiares, amigos e com a equipe médica antes
de tomar uma decisdo. Se vocé tiver duvidas depois de ler estas informagdes, entre em contato com o

pesquisador responsavel.

Apds receber todas as informac6es, e todas as duvidas forem esclarecidas, e caso aceite participar, sera
realizado processo de obtencdo do Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) Vocé podera
fornecer autorizacdo para a participacdo do menor na pesquisa rubricando e/ou assinando em todas
as paginas deste Termo, em duas vias (uma do pesquisador responsavel e outra sua), caso deseje que
seu filho(a) participe.

Da mesma forma, sera procedido com as criancas e adolescentes dos 8 aos 17 anos: caso aceitem
participar, sera colhida a assinatura do termo de assentimento para menores de idade (Termo de

Assentimento Livre e Esclarecido - TALE).
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PROPOSITO DA PESQUISA

A vitamina D é uma vitamina que possui varios beneficios para os pacientes com fibrose cistica,
como, por exemplo, melhora dos sintomas respiratorios. Sendo assim, esta pesquisa tem como
objetivo identificar pacientes com vitamina D abaixo do normal no exame de sangue e verificar se
dando uma dose alta de vitamina D faz melhorar essa taxa no sangue de criangas, adolescentes e
jovens adultos portadores de fibrose cistica. Também é objetivo da pesquisa avaliar o estado
nutricional (peso, altura e a largura do braco - circunferéncia do brago), o consumo alimentar e outras

taxas de exame de sangue.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Durante a pesquisa serdo realizados trés encontros. O primeiro encontro sera para preenchimento deste
documento - TCLE, preenchimento de um questionario sobre dados pessoais e da doenga, realizacao
da avaliacdo antropométrica (peso, altura e circunferéncia do braco), avaliagdo do consumo alimentar
e realizacdo de exames de sangue. O segundo momento sera a entrega dos resultados dos exames e
para 0s pacientes que estiverem com baixos niveis de vitamina D, serd entregue a vitamina D em
solucdo suficiente para dois meses de tratamento. Apds 8 semanas de tratamento, serd realizado o
terceiro encontro, nesse momento serdo aplicados novamente o questionario sobre dados pessoais e
consumo alimentar, avaliacdo antropométrica e reavaliacdo dos exames. Todos 0s responsaveis pelas
criangas que apresentarem insuficiéncia ou deficiéncia da vitamina D que participarem da pesquisa
receberdo frascos contendo solugdo sublingual contendo a dose alta de vitamina D e orientacéo
nutricional com o intuito de aumentar a ingestdo de vitamina D pelo paciente.

A coleta de sangue sera realizada depois de um jejum de 10 a 12 horas, que serd avisado
anteriormente. Serdo coletados 15 ml de sangue, o equivalente a 4 tubos ou 3 colheres de sopa. Todas
as amostras bioldgicas coletadas durante esta pesquisa, serdo utilizadas apenas para 0s propositos
descritos neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Se vocé concordar que seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade participe, os pesquisadores
responsaveis por esta pesquisa consultardo os dados clinicos e laboratoriais que se encontram no
prontudrio do seu filno(a). Os dados coletados no prontuario serdo mantidos em segredo e

confidencialidade.

BENEFICIOS
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A participagdo traré alguns beneficios, que sdo: fazer um tratamento sem custo com vitamina D (que ja
possui comprovagdo de beneficios para 0 uso em pacientes com fibrose cistica); ter acesso a diversos

exames de sangue; fazer avaliagdo do estado nutricional e; contribuir para a pesquisa cientifica.

RISCOS

Estes procedimentos poderdo trazer alguns incoémodos previsiveis:
e Como dor na hora da coleta de sangue;
e Constrangimento durante a entrevista para preenchimento do questionério e durante a aferi¢éo
de medidas antropométricas para avaliacao nutricional;
e Os riscos da coleta de sangue podem incluir desmaio, dor e/ou hematoma (mancha roxa na
pele). Raramente pode haver coagulo sanguineo ou infeccéo no local,
e A utilizacdo de dose alta de vitamina D raramente causa algum efeito perigoso, mas pode

causar diarreia, dor de barriga, ndusea.

CUSTOS

e Vocé ndo terd nenhum custo para participacdo do seu filho(a) nesta pesquisa. Caso necessario,
haverd reembolso de despesas com transporte e/ou alimentacdo e quem ira financiar. Vocé nédo
pagara por qualquer procedimento, medicacdo em estudo ou exames bioquimicos (caso exista)
como parte desta pesquisa.

e Em caso de dano fisico, diretamente causado pela coleta de sangue, ou pela utilizacdo da dose alta

da vitamina D, o participante tera direito a tratamento médico, custeado pelos pesquisadores.

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé optar por autorizar seu filho(a) a participar desta pesquisa, as informagdes sobre a saude e 0s
dados pessoais serdo mantidas de maneira confidencial e sigilosa. Seus dados somente serdo utilizados
sem que ninguém possa identificar (ou seja, sem sua identificacdo). Apenas 0s pesquisadores
autorizados terdo acesso aos dados individuais, resultados de exames e testes bem como as
informacGes do registro médico. Mesmo que estes dados sejam utilizados para publicacdo cientifica, a

identidade do seu filho(a) permanecera em segredo.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA
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A participacdo do seu filho(a) é voluntéria e vocé poderd recusar a participar sem quaisquer
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé e seu filho(a) tem direito, ou mudanga no seu
tratamento e acompanhamento médico nesta instituicdo. VVocé podera retirar seu consentimento a
qualquer momento sem qualquer prejuizo. Em caso de vocé decidir interromper a participacdo do seu
filho(a) na pesquisa, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta de dados relativos a

pesquisa serd imediatamente interrompida.

ACESSO AOS RESULTADOS DE EXAMES

Vocé pode ter acesso a qualquer resultado relacionado a esta pesquisa. Estes resultados serdo enviados
ao médico e ele os discutira com vocé. Se vocé tiver interesse, vocé podera receber uma copia dos

exames realizados no seu filho(a).

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

A pessoa responsavel por apresentar a vocé este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido lhe
explicou claramente o contetido destas informac@es e se colocou a disposi¢do para responder as suas
perguntas sempre que vocé tiver novas duvidas. VVocé terd garantia de acesso, em qualquer etapa da
pesquisa, sobre qualquer esclarecimento de eventuais davidas e inclusive para tomar conhecimento
dos resultados desta pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para um dos pesquisadores responsaveis:
Dayanna Queiroz no telefone (83) 99629-6511 e no e-mail nutricacinfantilcomciencia@gmail.com

ou para Celso Costa no telefone (83) 98810-0454 e no e-mail celsocostamail@gmail.com ou para

Patricia Bezerra no telefone (81)99971-5238 e no e-mail pmvbezerra@uol.com.br no horario das

8h as 18h de segunda-feira a sexta-feira.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IMIP. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou ddvida sobre esta pesquisa, entre em contato com o comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP) que objetiva defender os interesses dos
participantes, respeitando seus direitos e contribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde que
atenda as condutas éticas.

O CEP-IMIP esté situado a Rua dos Coelhos, n® 300, Boa Vista. Diretoria de Pesquisa do IMIP, Prédio
Administrativo Orlando Onofre, 1° Andar tel: (81) 2122-4756 — Email: comitedeetica@imip.org.br O
CEP/IMIP funciona de 22 a 62 feira, nos seguintes horarios: 07:00 as 11:30 h e 13:30 as 16:00h.

Este termo esta sendo elaborado em duas vias, sendo que uma via ficara com vocé e outra sera

arquivada com os pesquisadores responsaveis.

CONSENTIMENTO


mailto:celsocostamail@gmail.com
mailto:pmvbezerra@uol.com.br
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Li as informagdes acima e entendi o proposito do estudo. Ficaram claros para mim quais séo
procedimentos a serem realizados no meu filho(a) ou menor sob minha responsabilidade, riscos,
beneficios e a garantia de esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que a participacdo do meu filho(a) ou menor sob minha responsabilidade é isenta
de despesas e gue tenho garantia do acesso aos dados e de esclarecer minhas duvidas a qualquer
tempo.

Entendo que meu nome e do meu filho(a) ndo seré& publicado e toda tentativa sera feita para assegurar
0 meu anonimato.

Concordo voluntariamente que meu filho(a) ou menor sob minha responsabilidade participe desta
pesquisa e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que meu filho(a) ou menor sob minha
responsabilidade possa ter adquirido.

Quando houver armazenamento de amostras/biorrepositorio, inserir:

() Eu concordo que meu filho(a) ou menor sob minha responsabilidade participe desta pesquisa e
CONCORDO em ter as amostras armazenadas e utilizadas para uso em pesquisas futuras aprovadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa do IMIP e para isto deverei assinar no futuro, um novo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, se eu concordar.

ou

() Eu concordo que meu filho(a) ou menor sob minha responsabilidade participe desta pesquisa, mas
NAO CONCORDO em ter as amostras dele(a) armazenadas para uso em pesquisas futuras.

Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para que meu filho(a) ou menor sob

minha responsabilidade participe desta pesquisa.

/ /
Nome e Assinatura do Responsavel Data

/ /
Nome e Assinatura da Testemunha Imparcial Data

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes desta pesquisa ao paciente

indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo mesmo.

Nome e Assinatura do Responsavel pela Obtencédo do Data

Termo



Impressdo digital

(opcional)
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Rubrica do Pai ou Responsavel pelo menor

UTILIDADE PUBLICA MUNICIPAL — Dec. Lei 9851 de 08/11/67
UTILIDADE PUBLICA ESTADUAL — Dec. Lei 5013 de 14/05/84

UTILIDADE FEDERAL — Dec. Lei 86238 de 30/07/81

INSCRICAO MUNICIPAL: 05.879-1
INSCRICAO ESTADUAL: isento
C.G.C. 10.988.301/0001-29

Rubrica do Pesquisador

Rua dos Coelhos, 300 Boa
Vista

Recife-PE  — Brasil CEP
50070-550

PABX: (081) 2122 -4100

Fax: (081) 2122-4703 Cx.
Postal 1393

E-mail: imip@imip.org.br

Home

Page:http://www.imip.org.br



mailto:imipger@elogica.com
http://www.imip.org.br/
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APENDICE F

Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira 6
Escola de Pos-graduacéo em Salde Materno Infantil

Instituicdo Civil Filantropica I M I I)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para menores de oito a 17 anos)

Titulo da Pesquisa:
Influéncia do polimorfismo BSMI (rs 1544410) do gene VDR no efeito da suplementacdo de
megadose de vitamina D3, processo inflamatorio e estresse oxidativo, metilacdo do gene VDR e

densidade mineral 6ssea em pacientes com fibrose cistica.

Estamos convidando vocé para participar de uma pesquisa chamada: Influéncia do polimorfismo
BSMI (rs 1544410) do gene VDR no efeito da suplementagdo de megadose de vitamina D3, processo
inflamatdrio e estresse oxidativo, metilacdo do gene VDR e densidade mineral dssea em pacientes

com fibrose cistica.

Somos pesquisadores e queremos saber se, tomando vitamina D com uma dose mais alta,
melhora sua respiragdo, a tosse e o catarro por conta da sua doenca fibrose cistica. A vitamina D
é boa para quem tem fibrose cistica. Queremos saber quais 0s pacientes com fibrose cistica que
tem a vitamina D mais baixa do normal no sangue, e ver se, tomando a vitamina D na forma de
remédio em dose mais alta, melhora algumas taxas no exame de sangue. N6s queremos conhecer
também se seu peso e tamanho estdo normais, 0 que e quanto vocé come diariamente e se seus
exames de sangue estdo normais.

Essa pesquisa quer melhorar o tratamento das pessoas com fibrose cistica. A pesquisa serd da
seguinte forma: os pesquisadores vao procurar 0s pacientes para a pesquisa. Vocé sera
convidado(a) para participar da pesquisa. Se vocé aceitar participar pediremos que vocé assine
seu nome num documento. Esse documento tem duas vias. Uma das duas vias ficar4 com vocé.
Pediremos também aos seus pais ou responsaveis a autorizagdo para sua participagdo: caso eles

autorizem vocé participar da pesquisa eles assinardo um documento com duas vias também.

Como serd a pesquisa: ela tera trés encontros. O primeiro encontro sera para preencher e
assinar este documento chamado Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), para
preencher um questionario sobre seu nome, enderego, idade e outros dados sobre vocé e sobre

sua doenca; vamos pesar, medir sua altura e medir ao redor do seu braco - circunferéncia do
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braco; perguntar quanto e o que vocé come e fazer um exame de sangue. No segundo encontro
vamos entregar os resultados dos exames e, para 0s pacientes que estiverem com a vitamina D
baixa no sangue, serd entregue o frasco contendo vitamina D em dose alta para dois meses de
tratamento. Apds 2 meses de tratamento, sera realizado o terceiro encontro para preencher um
questionario sobre seu nome, endereco, idade e outros dados sobre vocé e sobre sua doenca;
vamos pesar, medir sua altura e medir ao redor do seu braco - circunferéncia do braco;
perguntar quanto e o que vocé come e fazer a reavaliacdo dos exames. No caso da vitamina D
estar baixa no sangue, seu pais, mde ou responsavel receberdo de graca frascos contendo
vitamina D em dose alta e orientacdo nutricional para aumentar na sua alimentacdo a

guantidade de alimentos com vitamina D.

O exame de sangue serd realizado depois de jejum (ficar sem comer) de 10 a 12 horas, que sera
avisado para vocé antes. Serdo coletados 15 ml de sangue, mais ou menos como 4 tubinhos ou
como 3 colheres de sopa. Todas 0s exames de sangue serdo utilizados apenas para 0s motivos que

escrevemos neste documento - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido.

Se vocé concordar, 0s pesquisadores responsaveis por esta pesquisa vao poder olhar os dados
pessoais (sobre vocé) e sobre sua doenca, seus exames de sangue que se encontram no seu
prontuario (ficha do hospital). Tudo isso serd guardado segredo e ninguém conseguira saber que

foi vocé que participou da pesquisa.

Vocé pode perder uns 10 minutos respondendo as perguntas da entrevista, sendo isso um pouco
desconfortavel. Vocé podera também sentir um pouco de desconforto com a retirada de sangue
para os exames. Mas isso ajudara os pesquisadores a passarem a receita com a vitamina D com a
dose certa. A utilizacdo de dose alta de vitamina D raramente causa algum desconforto perigoso,
mas pode causar diarreia, dor de barriga, enjoo. Se isto acontecer, vocé sera tratado sem

precisar pagar nada pelos médicos pesquisadores do estudo.

A pesquisa serd explicada para vocé em qualquer coisa que desejar. Vocé € livre para néo
querer participar, retirar seu consentimento (autorizacio) ou parar de participar a qualquer
momento. A sua participacéo é voluntaria e a ndo aceitar em participar néo ird causar qualquer
problema para vocé.

Os pesquisadores irdo guardar em segredo as informagdes sobre vocé. Seu nome ou 0s materiais
gue indiguem a sua participa¢do nado seréo liberados sem a sua permissdo. Ninguém conseguira
saber que é vocé quando nos publicarmos essa pesquisa numa revista cientifica. Uma via deste

documento sera guardada junto com o pesquisador e outra sera dada para voce.
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A participacdo no estudo ndo custard nenhum dinheiro para vocé nem vocé receberd dinheiro
pela participacéo.
DECLARAQAO DO PARTICIPANTE

Eu, fui informada (0) dos motivos da pesquisa

acima de maneira clara e detalhada e tirei minhas duavidas. Sei que poderei pedir novas
informacGes quando eu quiser. Os pesquisadores me disseram que todos os dados sobre mim
serdo mantidos em segredo.

Também sei que ndo precisarei pagar nada de dinheiro para participar na pesquisa.

Se eu ficar com davidas poderei tirar as duvidas com os pesquisadores responsaveis: Dayanna
Queiroz no telefone (83) 99629-6511 e no e-mail nutricacinfantilcomciencia@gmail.com ou para

Celso Costa no telefone (83) 98810-0454 e no e-mail celsocostamail@gmail.com ou para Patricia

Bezerra no telefone (81)99971-5238 e no e-mail pmvbezerra@uol.com.br no horério das 8h as

18h de segunda-feira a sexta-feira. Ou pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
IMIP (CEP - IMIP), situado a Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista. Diretoria de Pesquisa do IMIP.
Prédio Administrativo Orlando Onofre, 1° Andar. Telefone: 2122-4756. E-mail:
comitedeetica@imip.com.br. O CEP — IMIP funciona de 22 a 62 feira, nos seguintes horarios:
07:00 as 11:30hs (manhd) e 13:30 as 16:00hs (tarde). O CEP do IMIP defende os interesses dos

participantes, respeitando seus direitos e contribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde

gue atenda as condutas éticas.

Declaro que aceito (concordo) em participar desse estudo. Recebi uma via deste termo de

consentimento livre e esclarecido e me deixaram ler e tirar todas as minhas duvidas.

Nome e Assinatura do Menor Data
Nome e Assinatura do Pesquisador Data
Nome e Assinatura da Testemunha Data

Impresséo digital

CONSENTIMENTO

Li as informacdes acima e entendi 0 motivo da pesquisa. Ficaram claros para mim quais sdo 0s
procedimentos (as coisas) que serdo feitas, os desconfortos (riscos), beneficios e a garantia de
poder tirar davidas sempre que quiser.

Ficou claro também que ndo vou gastar nenhum dinheiro e que poderei ver todos os dados sobre
mim e de tirar minhas davidas sempre quando quiser.

Entendo que meu nome nao vai aparecer em nenhum lugar e ficara em segredo.


mailto:celsocostamail@gmail.com
mailto:pmvbezerra@uol.com.br
mailto:comitedeetica@imip.com.br
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Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa e que posso tirar o0 meu consentimento
quando eu quiser, antes ou durante o mesmo, sem nenhuma multa e sem perder nenhum
beneficio do meu acompanhamento no hospital.

Marque com um X a sua resposta:

() Eu concordo em participar desta pesquisa e CONCORDO em ter as amostras do meu sangue
guardadas e utilizadas para uso em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa do IMIP e para isto deverei assinar no futuro, um novo Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, se eu concordar.

ou

( ) Eu concordo em participar desta pesquisa, mas NAO CONCORDO em ter as amostras

guardadas para uso em pesquisas futuras.

/ /
Nome e Assinatura do Menor Data

/ /
Nome e Assinatura da Testemunha Imparcial Data

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes desta pesquisa ao paciente

indicado acima.

Nome e Assinatura do Responsavel pela Obtencéo do Data

Termo

Impresséo digital

(opcional)
Rubrica do Pesquisador
UTILIDADE PUBLICA MUNICIPAL — Dec. Lei 9851 de 08/11/67 Rua dos Coelhos, 300 Boa
UTILIDADE PUBLICA ESTADUAL — Dec. Lei 5013 de 14/05/84 Vista
UTILIDADE FEDERAL - Dec. Lei 86238 de 30/07/81INSCRICAO Recife-PE - Brasil CEP
MUNICIPAL: 05.879-1 50070-550
INSCRICAO ESTADUAL: isento PABX: (081) 2122 -4100

C.G.C. 10.988.301/0001-29 Fax: (081) 2122-4703 Cx.
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Postal 1393
E-mail: imip@imip.org.bR



mailto:imip@imip.org.bR
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APENDICE G
QUESTIONARIO DE COLETA ANTES E APOS SUPLEMENTACAO

Nome do Participante:

Nome do Responséavel [para menores de idade]:

Telefone para contato: tel. 1 => tel. 2 =>

Endereco:

Sexo: ( )° Feminino ( )* Masculino Cor: ()Parda ( )*negra ( )?branco ( )®amarelo ()

outros

Data de Nascimento: / / Idade atual: anos.  ldade do diagnéstico:
anos.

Grau de instrucéo do responsavel: ( )° Analfabeto  ( )! 1° Grau concluido ( )? 2° Grau
concluido
( )® Graduacdo concluida ( )* Pés Graduagdo concluida

Renda familiar [salarios minimos por més]:

( )° 1 a< 5 salarios minimos; ( )5 a 10 salarios minimos; ( )? mais que 10 salarios
minimos

Fototipo Descricao Sensibilidade ao sol

I-  ()°Branca Queima com facilidade, nunca bronzeia Muito sensivel

II- () Branca Queima com facilidade, bronzeia muito pouco Sensivel

II- ( )?> Morena clara Queima moderadamente, bronzeia moderadamente Normal

IV- ()% Morena Queima pouco, bronzeia com facilidade Normal

V- ( )*Morena escura | Queima raramente, bronzeia bastante Pouco sensivel

VI- ( )®Negra Nunca gqueima, totalmente pigmentada Insensivel
EXPOSICAO SOLAR — Tempo [minutos] por dia de exposicdo ao sol: __ minutos.

Areas expostas diariamente (assinalar as opcoes):  ( )° ambos 0s bracos; ( )* ambas as pernas;

( )? parte anterior do tronco; ()3 parte posterior do tronco; ( )*cabecga; ( )° perineo.

Uso de veste especifica que limite exposicdo solar: ( )°SIM ()L NAO Qual?:

Na ultima semana quanto tempo em média por dia (em minutos) vocé se expdes ao sol?
minutos.
Pratica ATIVIDADE FISICA—( )°SIM ( )!NAO Qual?:

Qual a duragéo?
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Qual o local?

Qual o horéario?

Mutacao genética: ( )°SIM  ( )!NAO Qual?:

Como foi feito o diagndstico? ( )° 1 Teste de Suor positivo; ( )! 2 Testes de Suor positivos; ( )? Teste do
pezinho positivo; ( )® Teste genético positivo; ( )* Suspeita diagndstica [sem diagnostico fechado] ; ( )°
Outro

Uso de bomba inibidora de protons (omeprazol, pantoprazol, lansoprazol, rabeprazol, esomeprazol,
tenatoprazol): ( )°SIM  ( )!NAO
Outro:

Colonizacao bacteriana? ( )°SIM  ( )! NAO Qual?:

Esteve internado nos Gltimos 30 dias? ( )°SIM  ( )!NAO Causa da internagéo?:

Presenca e Doencas Cronica: ( )°SIM  ( )!NAO Qual?:

Complicacdo Renal :  ( )°SIM  ( )*NAO Qual?:

Complicacéo Hepatica: ( )°SIM () NAO Qual?:

Diabete Mellitus: ( )°SIM  ( )!NAO

USO DE MEDICAMENTOS: ( °SIM ( ))NAO USO DE SUMPLEMENTOS
ALIMENTARES: ( )°SIM ( ):NAO

Qual? Quantidade? Frequéncia?

Uso de Repositor Enzimatico : ( )°SIM  ( )! NAO Qual?:

AVALIACAO ANTROPOMETRICA
Peso atual (kg): Estatura (cm): IMC (kg/m?): Circ. Brago (cm):




121

Dobra Cutanea Tricipital (mm):

Estado nutricional:

CONSUMO DE ALIMENTOS FONTES DE VITAMINA D

FONTES

Nunca

1-3x/semana

>4x/semana

Diariamente

Ovo

Peixes

Atum

Cavala

Salméo

Sardinha

Arenque

Outros

Leite desnatado

Leite integral

Queijo

Manteiga

CONSULTA POS-SUPLEMENTACAO

DADOS PESSOAIS

Participante:

N° do Questionario

Data da Coleta:

/ /

1. SINTOMAS E QUEIXAS ATUAIS:

VVOmito: O 1. Néo
Insonia: O 1. Néo
Nausea: O 1. Néo
Estresse: O 1. Néo
O 1. Nao O 2. Sim

Ansiedade:
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Cansago: O 1. Nédo O 2.Sim
Refluxo: O 1. Néo O 2. Sim
Diarreia: O 1. Néo O 2. Sim
Constipagdo O 1. Néo O 2.Sim
Alteracdes do Apetite: O 1. Néo O 2.Sim

Desde quando:

Outros: O 1. Nado O 2.Sim

Especificar:

Ap0s a Suplementacgdo teve alguma reagéoO 1. Nédo

Especificar:

2. USO DE MEDICAMENTOS:
1.( ) Nao.
2.( )Sim.

Quais?

Qual a frequéncia?

Qual a quantidade?

3. ATIVIDADE FiSICA:
1. ( ) Néo.

2. () Sim. Qual a frequéncia?
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Qual a duragéo?

Qual o tipo?

Quial o local?

Quial o horéario?

4. TABAGISMO:

1.( ) Néo. Ja foi fumante? () Ndo. () Sim. Por quanto tempo?

2. () Sim. Ha quanto tempo?

5. CONSUMO DE ALCOOL.:
1. () N&o. Ja consumiu anteriormente? () Ndo. ( ) Sim.
2.( )Sim.

Qual a frequéncia?

Qual a quantidade?

6.HISTORICO ALIMENTAR NUTRICIONAL
Mudou os Habitos Alimentares?

1.( ) Nao

2. () Sim Especificar:

VI- EXPOSICAO SOLAR:

1. Por dia, vocé passou a se expor ao sol por quanto tempo?
1. ( ) Até 15 minutos;

2. () Entre 15-30 minutos;

3. () Entre 30-60 minutos;

4.( )>60min.
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2. Vocé costuma usar protetor solar?
1.( ) Nao;

2.( )Sim. Quantas vezes ao dia?
Quando?

1. ( ) Diariamente;

2. () Quando vai se expor ao sol;

3. () S6 quando vai a praia;

4.( ) Qutros
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APENDICE H

RECORDATORIO ALIMENTAR 24 HORAS.

Paciente: N° DE ORDEM

Data da aplicacao: / / . Diareferente: / /

Refeigcdo Preparacéo Alimentos | Medida Quantidade

Caseira (g/mL)

Desjejum:

Horério:

Lanche:

Horério:

Almocgo:

Horario:

Lanche:

Horério:

Jantar:

Horario:

Colacéo:

Horério:
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ANEXOS
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE HULW
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ANEXO B - APROVACAO IMIP

INSTITUTO DE MEDICINA
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ANEXO C - PONTO DE CORTES UTILIZADOS NA PESQUISA
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Pontos de cortes

Valores

Glicemia ( mg/dL)

<100

Vitamina D (ng/dL)

< 19 : deficiéncia
20 e < 30 : insuficiéncia
30- 100 suficiéncia

PTH (mg/dL)

15-65

Calcio (mg /dL)

8,0-10,5 mg/dL- crianca
8,3 a 10,6 mg/dL adultos

ALGPA (mg/dL)

50a 120

PCR (mg/dL)

<3

HEMOGLOBINA

Criangas 5 a 11 anos: < 11,5 mg/dL

Adolescentes 12 a 14 anos e mulheres gravidas nao <
12,0 g/dl

Adultos do sexo masculino acima de 15 anos:

hemoglobina < 13 g/dL

HMT (g/dL) Crianca de 5 a 11 anos
MDA (umol/L) 3,4

mediana

CAOT (%) 18,7

Vitamina D (mcg/dia) consumo EAR : 10 mcg




