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RESUMO

Introducédo : O papel desempenhado pela vitamina D na dermatite atopica (DA) é
controverso e tem sido o foco de diversos estudos. O hormdénio paratireoideo (PTH) e
o indice ultravioleta (IUV), embora possivelmente envolvidos nessa associa¢édo, nao
tém sido considerados nessas pesquisas. Objetivos : Avaliar a concentracdo sérica
da 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] em pacientes com DA e em grupo controle; avaliar
a adequabilidade dos valores de referéncia da 25(OH)D por meio de sua relagdo com
o PTH molécula intacta (PTHi); identificar preditores independentes da gravidade
clinica da DA e da concentracéo sérica de 25(OH)D. Métodos : Em estudo transversal
com 106 pacientes de 0 a 18 anos de idade portadores de DA, um grupo controle foi
pareado (1:1) com uma subamostra de 54 sujeitos com DA. Foram avaliados dados
epidemiologicos, indice SCORIing Atopic Dermatitis (SCORAD), testes laboratoriais e
IUV. Resultados : O subgrupo DA apresentou maior concentragao sérica de 25(0OH)D
e maior IUV - em média 3,39 ng/ml e 2,54 acima, respectivamente - que 0 grupo
controle (p<0,05). N&o houve associacao significativa entre 25(OH)D e PTHI.
Imunoglobulina E e IUV foram fatores independentes associados ao indice SCORAD.
Por sua vez, fototipo, idade e IUV foram fatores independentes associados a 25(OH)D.
Conclusbtes : A diferenca da concentracdo de 25(OH)D entre casos e controles,
embora significativa, pode néo ter significancia clinica e pode estar relacionada ao
maior UV médio encontrado nos casos com DA. A 25(0OH)D e o PTHi nao
influenciaram o indice SCORAD. Estudos prospectivos com multiplas dosagens de
25(0OH)D séo necessarios para elucidar o papel da vitamina D na prevaléncia e
gravidade da DA. Os pontos de corte adotados para a 25(OH)D parecem inadequados
a amostra testada no tocante a supressdo do PTHi. Uma vez que o IUV se mostrou
significativamente associado com o SCORAD e com a 25(0OH)D, esse indice pode
atuar como fator de confusdo e deve ser considerado em estudos envolvendo DA e

vitamina D.

Palavras-chave : dermatite atopica; vitamina D; hormonio paratireoideo;

imunoglobulina E; indice ultravioleta.



ABSTRACT

Introduction : The role played by vitamin D in atopic dermatitis (AD) is controversial
and has been the focus of many studies. Although possibly involved in this association,
parathyroid hormone (PTH) and ultraviolet index (UVI) have not been considered in
such research. Objectives : To assess 25-hydroxy vitamin D [25(OH)D] serum levels
in AD patients and a control group; to assess the adequacy of the cutoff point used for
25(0OH)D investigating its relationship with intact PTH (iPTH); to identify the
independent predictors of the AD clinical severity and 25(OH)D serum level. Methods :
We conducted a cross-sectional study of 106 AD patients from 0 to 18 years old. A
control group was matched (1:1) with a subsample of 54 participants with AD.
Epidemiological data, SCORing Atopic Dermatitis (SCORAD) index, laboratory tests
and UVI were assessed. Results : The AD subgroup had higher serum 25(OH)D level
and higher UVI than control group — difference between the means of 3.39 ng/ml and
2.54, respectively (p<0.05). There was no significant correlation of iPTH with 25(OH)D.
Immunoglobulin E and UVI were independent predictors associated with the SCORAD
index. Skin type, age and UVI were independent predictors of 25(OH)D. Conclusions :
The different levels of 25(OH)D between AD patients and controls may not have clinical
consequences and may be related to the higher UVI found in AD subjects. The
25(0OH)D and iPTH levels did not have an influence in SCORAD index. Prospective
studies with multiple measurements of serum 25(OH)D levels are necessary to
elucidate the role of vitamin D in prevalence and severity of AD. The cutoff point of
25(0OH)D seems to be inappropriate to the sample at least with regard to the
suppression of iPTH. Once UVI was significantly associated with SCORAD and with
25(0OH)D, this index can work as a confounding factor and should be considered in

studies involving AD and vitamin D.

Keywords : atopic dermatitis; vitamin D; parathyroid hormone; immunoglobulin E;

ultraviolet index.
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1 INTRODUCAO

1.1 DERMATITE ATOPICA

1.1.1 Consideracdes Gerais

A dermatite atopica (DA) € uma doenca inflamatéria cronica altamente
pruriginosa, a qual geralmente se manifesta durante a fase de lactente ou infancia.
Considerada a manifestacdo mais precoce de atopia, sua prevaléncia predomina em
criangas. Nao obstante, a doenga pode persistir em mais de 10% dos pacientes até a
adolescéncia ou a idade adulta. Dados globais evidenciam acentuado aumento em
sua prevaléncia, que triplicou desde 1960 (1-5). Uma "marcha atOpica" ocorre
precocemente nas criancas com DA: mais de 50% desenvolverdao asma e/ou alergias,
normalmente por volta dos 3 anos de vida (6). Em virtude de seu carater cronico e
pruriginoso, a DA pode impactar sobremaneira no bem estar de seus portadores,
superando o prejuizo da qualidade de vida causado pela asma brénquica, pelo
diabetes, pela enurese e pela fibrose cistica (7-10). Pode acarretar sintomas
depressivos, isolamento social e disturbio da autopercepcéo (11).

A DA foi, por muito tempo, entendida como uma anormalidade estrutural da
epiderme causada por disfuncdo dos ceratindcitos. Conquanto, avancos no
entendimento da fisiopatologia da doenca ao longo das ultimas duas décadas
ressaltam o papel da desregulacdo imune dentro dos complexos e intrincados fatores
etiopatogénicos da dermatose. Novos conceitos surgiram e Vvém surgindo,
demonstrando disfungfes imunoldgicas e inflamatérias (4,12).

Os pacientes com DA possuem uma predisposicao Unica de colonizagcédo ou
infeccdo por micro-organismos, notadamente o Staphylococcus aureus e 0 virus
herpes simples. Fatores ambientais e outros ndo identificados também podem
influenciar a expressdo da doenca. A etiopatogenia da DA é complexa e ainda nao
totalmente elucidada (5), fato que impulsiona pesquisas acerca da etiologia e

tratamento dessa dermatose.
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1.1.2 Epidemiologia

Dados globais evidenciam acentuado aumento na prevaléncia de doencas
atopicas - incluindo a DA - em todo o mundo. Nos Estados Unidos da América (EUA),
a prevaléncia de DA na infancia era de 2 a 3% antes de 1960, de 9 a 12% apo6s 1970
e, atualmente, varia entre 10% a 20% das criancas e 1 a 3% dos adultos (8,13,14). As
razdes para esse aumento nao sao bem compreendidas (15). Ha& poucos dados sobre
a prevaléncia da doenca no Brasil. Estudo transversal realizado no Distrito Federal
(DF) demonstrou aumento significativo da prevaléncia de DA em pacientes de 13-14
anos no periodo de 1996 a 2002: a prevaléncia aumentou de 9,8% para 13,6% nesse
intervalo de tempo (16).

A prevaléncia da DA é variavel entre paises e mesmo dentro de regides de um
mesmo pais. A grande variagcéo de prevaléncia sugere que fatores ambientais e outros
nao identificados podem influenciar a expressao da doenca (5,17). Estudos indicam
maior incidéncia e prevaléncia em paises ocidentalizados e desenvolvidos.

Mais de 60 a 80% dos casos de DA apresentam-se antes do primeiro ano de
vida, e 95% dos casos ocorre antes dos 5 anos. Cerca de 70% dos pacientes
portadores de DA possuem antecedentes familiares de atopia, tais como asma e rinite
alérgica (RA) (18).

1.1.3 Diagnéstico e Quadro Clinico

O diagnéstico de DA é clinico, estabelecido por meio de critérios definidos por
Hanifin & Rajka (1980) (19). Tais critérios sao hierarquizados em maiores e menores.

Para o diagndstico de DA, sdo necessarios 3 critérios de cada categoria (Quadro 1).
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Quadro 1 - Critérios diagnosticos para DA

Critérios Maiores

Prurido

Morfologia e distribuicdo tipica: adultos — lesbes flexurais; crian¢as e lactentes - lesbes
na face e superficies extensoras

Dermatite crbnica recidivante
Historia familiar ou pessoal de atopia
Critérios Menores

Xerose

Ictiose / Ceratose pilar / Hiperlinearidade palmar
Reatividade cutanea positiva

IgE sérica elevada

Surgimento em idade precoce
Tendéncia a infec¢des de pele
Dermatite de maos e pés

Eczema de mamilos

Queilite

Conjuntivite

Prega ocular de Dennie-Morgan
Ceratocone

Catarata subcapsular anterior
Escurecimento orbital

Eritema / Palidez facial

Pitiriase alba

Dobras no pescoco anterior

Prurido ao suor

Intolerancia a la e solventes lipidicos
Acentuagéo perifolicular

Intolerancia alimentar

Fatores ambientais / emocionais alterando o curso da doenca
Dermografismo branco

Fonte: Hanifin & Rajka, 1980 (19)

A DA infantil é caracterizada por xerose generalizada e placas eritémato-
escamativas exsudativas afetando as bochechas, fronte, couro cabeludo e
extremidades extensoras. Muitas vezes a area da fralda € poupada. Conforme a
doenca progride na infancia, as lesdes tendem a migrar para as areas de flexuras,
particularmente as fossas antecubital e poplitea. Escoriacbes e liquenificacGes
surgem secundarias a cocadura cronica (Figura 1). Entre os bebés e criancas que tém
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DA moderada a grave, 40% desenvolverdo alergias alimentares, sendo as mais

comuns a leite de vaca, ovos, amendoim e soja (18).

Figura 1 - DA: quadro clinico. A e B: lesbes eczematosas em flexuras (fossas

antecubitais e popliteas); C e D: placas eczematosas disseminadas

A avaliacdo acurada da extensédo e da gravidade do quadro clinico da doenca
€ fundamental na conducdo de investigagcfes clinicas, tanto para quantificar um
estado basal quanto para avaliar a efetividade de qualquer regime terapéutico. Nas
ultimas duas décadas, houve consideraveis esforcos para padronizar a avaliacdo da
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DA. O indice SCOring Atopic Dermatitis (SCORAD) foi validado em 1993 pela
European Task Force on Atopic Dermatitis (20), mesclando observacdes de sinais e
sintomas, direcionado a populacdo pediatrica. O Eczema Area and Severity Index
(EASI) - uma modificagéo do Psoriasis Area and Severity Index (PASI) - foi criado com
objetivo de simplificar e abranger tanto a populacéo pediatrica quanto a adulta (21).
Outra ferramenta disponivel, menos comumente utilizada, é o Nottingham Eczema
Severity Score (NESS) (22).

A DA é classificada em dois subtipos: intrinseca (ou ndo-alérgica) e extrinseca
(ou alérgica), com diferentes mecanismos fisiopatolégicos subjacentes nessa
aparente heterogénea doenca. Essa dicotomia foi primeiramente utilizada para a
asma e passou a ser considerada no fim dos anos 1980 no campo da DA. A DA
extrinseca — o tipo classico, de maior prevaléncia - mostra niveis aumentados de
imunoglobulina E (IgE) total e presenca de IgE especifica para alérgenos ambientais
ou alimentares, presumidamente como consequéncia do dano da barreira e da
permeabilidade aumentada a alérgenos. Por sua vez, a DA intrinseca mostra IgE
normal e ndo € mediada por IgE especifica a alérgenos (23,24). As principais
caracteristicas da DA extrinseca e intrinseca estdo sumarizadas no Quadro 2. As
manifestacdes clinicas, porém, costumam ser indistinguiveis e alguns especialistas
sdo céticos quanto a significancia dessa distincdo. Ademais, alguns consideram a DA
intrinseca uma forma transicional para a forma extrinseca (25,26). As causas e
mecanismos diferenciais desses subtipos de DA permanecem ndo totalmente

compreendidos.

Quadro 2 — Aspectos da DA extrinseca e intrinseca

Caracteristica

DA intrinseca

DA extrinseca

Parametros clinicos
Manifestacdes cutaneas

Idade de inicio

Género

Frequéncia

Atopia pessoal / familiar
Prick test

Barreira cutanea

Mutacdes no gene da
filagrina

continua

Linha de Dennie-Morgan
mais frequente

Mais precoce
Predominancia feminina
16-45% dos casos de DA
Menor frequéncia
Negativo

Preservada

Ausente

Liguenificacdo em flexuras
mais comum

Mais tardio

Auséncia de predominancia
55-84% dos casos de DA
Maior frequéncia

Positivo

Prejudicada

Presente
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continuagéo

Quadro 2 — Aspectos da DA extrinseca e intrinseca

Caracteristica DA intrinseca DA extrinseca

Sangue Periférico

IgE total Normal Elevada

IgE especifica Negativo Positivo

Eosinofilia 1 1

Citocinas T IL-5, 1 IL-4, 11 IL-13 tIL-5, 1 IL-4, 1 IL-13
Ativacao de células B 1 Células B CD23* 11 Células B CD23*

Adapatado de Toruka, 2010 (23); Novak & Bieber, 2003 (25); Brenninkmeijer e colaboradores, 2008
(26)

1.1.4 Etiopatogenia

Pacientes com DA tém fatores de risco geneticamente determinados que
afetam a funcdo de barreira da pele e a resposta imune, as quais interagem com
fatores ambientais. Clinicamente, isso resulta em uma pele intensamente pruriginosa,
inflamada, que permite a penetracdo de irritantes e alérgenos e que predispde 0s
pacientes a colonizacao e infec¢cado por micro-organismos.

Fatores ambientais, incluindo os habitos de exposicdo ao sol e
higienodietéticos, exercem papel determinante na expressdo de manifestacbes
atopicas. E possivel que a exposicdo precoce a micro-organismos, Comum nos paises
em desenvolvimento, concorra para a maturacao do sistema imune e reduza a
incidéncia de DA. Acredita-se, ainda, que 0 contato com micro-organismos por via
fecal-oral tenha maior efeito protetor do que o contato com 0S mesmos por via
respiratoria.

A desregulacédo imune local e sistémica caracteriza a DA. A inflamacéo cutanea
exibe um padréo bifasico de ativacdo das células T. E caracteristico o predominio de
citocinas padrdo T helper (Th) 2 na fase aguda de desenvolvimento das lesdes -
sobretudo interleucinas (IL) 4 e 13 -, que influenciam a sintese de IgE e a expresséo
de moléculas de adeséo. A maioria dos pacientes com DA tem niveis elevados de IgE,
que se correlacionam com medidas clinicas da gravidade da doenca. Na fase crbénica
da DA, ocorre uma mudanga para o padrao Thl, com producéo de interferon-gama
(IFN-y) (4,5,27,28).
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O papel de agentes infecciosos, sobretudo o Staphylococcus aureus, tem sido
amplamente considerado na etiopagenia da DA. O S. aureus pode ser cultivado em
90% das lesdes cutaneas e pode colonizar a pele de aspecto aparentemente sao na
DA. Essa bactéria potencialmente exacerba ou contribui para a inflamacao persistente
da pele por meio da secrecdo de toxinas com propriedades superantigénicas,
resultando na ativagdo de células T e outras células do sistema imunoldgico (5,29).

Estudos gendémicos sugerem provavel heranca poligénica. Ha, porém,
concordancia relativamente baixa da incidéncia de DA entre gémeos monozigoticos,
evidenciando a multicausalidade etiopatogénica que influencia o risco de adoecer e
as manifestacdes clinicas. Estudos identificaram diversos genes associados com a
DA, nenhum conclusivamente apontado como locus ou gene especifico. Os genes
identificados codificam proteinas envolvidas predominantemente na funcdo de
barreira da pele - sobretudo a filagrina -, bem como a resposta imune inata e
adaptativa (5).

Acredita-se que pacientes com DA sejam portadores de genes especificos
desempenhando um papel importante junto com genes "genéricos” de atopia (5). Dold
e colaboradores (1992) (30) observaram que o risco de uma crianca ter DA era maior
quando um ou ambos os pais tinham DA (OR: 3,4; IC95% 2,6-4,4) em comparacao
com o risco quando os pais tinham asma (OR: 1,5; 1C95% 1,0-2,2) ou RA (OR: 1,4;
IC95% 1,1-1,8).

Ha muito se suspeita da participacdo de condicfes climaticas na etiologia das
doencas atdpicas (31). A prevaléncia de sintomas de eczema correlaciona-se
positivamente com a latitude e negativamente com a temperatura média anual. E
possivel, entretanto, que essas variaveis afetem a prevaléncia do eczema apenas
indiretamente, devido a mudancgas no comportamento e diferencas na exposi¢ao solar
(32). O modo como fatores climaticos influenciam a DA ndo é completamente
entendido, porém tem sido atribuida a luz solar — radiacdo ultravioleta A (UVA) e
ultravioleta B (UVB) - um efeito positivo no eczema atdpico em razdo da
imunossupressao local nas células da pele (33). Existem, porém, dados conflitantes e
escassos com relacdo ao impacto de fatores climaticos especificos como umidade,
indice pluviométrico e indice ultravioleta (1UV) (15).

As interacdes genéticas, ambientais, imunitarias e infecciosas que levam a
expressdo do fenotipo atdpico ainda ndo sdo completamente entendidas (8).

Anormalidades nas tight junctions também tém sido consideradas. O epitélio sdo de
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pacientes com DA tem anormalidades bioelétricas que podem ser consequéncia de
niveis diminuidos de claudina-1 (CLDN1), uma proteina de adesao (34).

Dentre os diversos fatores etiologicos responsaveis pelo aumento da
prevaléncia de doencas atdpicas nas ultimas décadas, o papel da vitamina D tem
recebido destaque. Uma vez que a patogénese da DA envolve uma interacao
complexa da disfuncdo da barreira epidérmica e da desregulacdo da resposta imune
- e a vitamina D esta envolvida em ambos os processos-, é razoavel esperar que a
vitamina D esteja associada com o risco ou gravidade da DA. Tal associacdo vem
sendo sugerida por dados epidemioldgicos e experimentais (35).

Descobertas atuais destacam, de modo crescente, o papel da vitamina D na
imunomodulagéo de pacientes atopicos, portadores de doencas crénicas como asma
brénquica e DA. Além do papel classico na homeostase do calcio, a vitamina D
influencia a imunomodulacgéo e a diferenciacao celular, altera o balanco local de célcio
e liga-se aos receptores nucleares, regulando a transcricao génica. Nesse contexto, a
vitamina D e seus analogos parecem desempenhar um papel cada vez mais
importante no manejo de doencas dermatoldgicas, tais como DA, psoriase, vitiligo,

acne e rosacea (12,36-38).
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1.2 VITAMINA D: UM CONHECIMENTO EM CONSTRUCAO

1.2.1 Fisiologia da Vitamina D

A vitamina D foi descoberta ha menos de um século, em 1920. A elucidacéo da
estrutura quimica da vitamina D em 1932 revelou que essa vitamina era, na verdade,
um esterdide. No final dos anos 1960, foi revelado que o esterdide vitamina D era um
precursor de um novo horménio esteréide, a 1a,25-diidroxi-vitamina D [1,25(OH)2D].

A descoberta, em 1969, do receptor nuclear da vitamina D (RVD) impulsionou
duas décadas de estudos que coletivamente descreveram o vasto campo de influéncia
do sistema endocrino da vitamina D. Classicamente envolvida no metabolismo
osteomineral e homeostase do calcio, diversos estudos passaram a ressaltar sua acao
nao-calcémica na homeostase e metabolismo extra-6sseo (39). O RVD esta expresso
quase ubiquamente e a maioria das ceélulas respondem quando expostas a
1,25(0OH)2D. Cerca de 3% do genoma humano é regulado, direta ou indiretamente,
pelo sistema enddcrino da vitamina D, 0 que demonstra sua ampla gama de a¢fes
(40,41).

Houve mais artigos cientificos publicados sobre a vitamina D no século XXI do
que sobre qualquer outra vitamina, refletindo a expansao macica do seu campo de
pesquisa. Concentracfes adequadas de vitamina D tém sido associadas a reducao
do risco de desenvolvimento de diversos tipos de cancer, infecgoes bacterianas, artrite
reumatoide, doenca de Crohn, doencas periodontais, esclerose mdultipla, asma, DA,
diabetes mellitus tipo 1 e 2, sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares, acidente
vascular cerebral, doenca arterial periférica, hipertensdo, doenca renal cronica,
fraqueza muscular, comprometimento cognitivo, doencga de Alzheimer, depresséo e
morte prematura (42).

As duas formas mais importantes de vitamina D s&o o colecalciferol (vitamina
D3) e o ergocalciferol (vitamina Dgz), biologicamente inertes. A vitamina D é
lipossoluvel, sintetizada principalmente na pele. Quando ha exposi¢do a radiacédo
UVB, o 7-deidrocolesterol (7-DHC) é convertido em pré-vitamina Ds. A pré-vitamina
Ds é termolabil e, ao longo de um periodo de 48h, sofre isomerizagéo térmica que

resulta na producao de vitamina Ds. Alternativamente, esse produto termolébil pode
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iIsomerizar em dois produtos biologicamente inativos: o luminosterol e o taquisterol.
Essa fotoisomerizacéo alternativa impede a producao de quantidades excessivas de
vitamina Dz com a exposic¢ao solar prolongada. A maior fonte de vitamina D (cerca de
80 a 90%) para os humanos vem da exposi¢cao ao sol, tipicamente entre 10h e 15h
nas estacdes ensolaradas. A pele sintetiza apenas vitamina D3, ndo € capaz de
sintetizar a vitamina D2 (43-45).

A vitamina D pode ser obtida, também, por meio de alimentos e suplementos
alimentares. As principais fontes dietéticas de vitamina D s&o os produtos lacteos,
cereais fortificados, fungos, gema de ovo e Gleo de peixes gordurosos de agua fria,
como salmao e atum. A vitamina D fornecida por fontes vegetais esta na forma de
vitamina D2, enquanto aquela fornecida por fontes animais esta na forma de vitamina
Ds. Essas duas formas possuem poténcias biolégicas equivalentes e sdo ativadas de
modo igualmente eficiente pelas hidroxilases em seres humanos (41,46). A ingestéao
de vitamina D é consuetudinariamente baixa, uma vez que sua ocorréncia natural nos
alimentos € pequena e a suplementacao de alimentos com essa vitamina nao é feita
de modo universal (47). Entretanto, os idosos, os internados e aqueles que vivem em
climas setentrionais obtém grande parte da sua vitamina D a partir de fontes dietéticas
(46).

A vitamina Ds sintetizada na pele é transportada no sangue para o figado
firmemente presa a proteina de ligacéo da vitamina D. Ja quando ingeridas, a vitamina
D2 e D3 sao incorporadas em quilomicrons, os quais sao absorvidos pelo sistema
linfatico e ganham a circulacéo venosa (44,48).

As vitaminas D2 e D3 sao hidroxiladas no figado pela enzima 25-hidroxilase,
formando a 25-hidroxivitamina D ou calcidiol [25(OH)D]. Nos tubulos renais, a
25(0OH)D é novamente hidroxilada pela enzima la-hidroxilase (CYP27B1l) em
1,25(0OH)2D, forma biologicamente ativa que se liga ao RVD nos tecidos-alvo (49). A
ligacdo da 1,25(0OH)2D com o RVD leva a dimerizacdo do RVD com o receptor X do
acido retinoico (RXR). O complexo 1,25(0OH)2D-RXR-RVD liga-se entdo aos
elementos de resposta da vitamina D no acido desoxirribonucleico (DNA) (50). O RVD
€ amplamente expresso em mais de 30 tecidos e 6rgdos. A enzima la-hidroxilase
também é expressa em orgdos extrarrenais, incluindo o trato gastrointestinal (TGI),
pele, vasos, células epiteliais mamarias, osteoblastos e osteoclastos. A 1,25(0OH)2D
estimula a expressao da enzima 24-hidroxilase, que a metaboliza em formas inativas
hidrossoluveis (Figura 2) (44,49,51).
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Figura 2 - Metabolismo da vitamina D. Adaptado de Tang e colaboradores, 2012 (51)
1.2.2 Agdes da Vitamina D

A vitamina D atua no metabolismo osteomineral. Sua deficiéncia causa o
raquitismo em criancas e a osteomalacia em adultos. A 1,25(OH):D aumenta a
absorcado renal de célcio e a absorcdo intestinal de calcio e fésforo. No tocante as
acOes extraesqueléticas, inibe a sintese de renina, aumenta a producéo de insulina
pelas células B pancreéaticas e aumenta a contratilidade miocardica, dentre outras
(44,45). Adicionalmente, esté envolvida em importantes mecanismos de regulacao do
sistema imune inato e adaptativo (43,52).

Existem varios tecidos e células que possuem atividade la-hidroxilase. A
producéo local de 1,25(0OH)2D pode ser responsavel pela regulacdo de até 200 genes
gue podem promover muitos dos pleiotropicos beneficios que tém sido atribuidos a
vitamina D (44). A 1,25(0OH)2D controla genes responsaveis pela regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo celular, da apoptose e da angiogénese. Isso explica a

recente associacdo da hipovitaminose D com aumento do risco de neoplasias
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malignas de mama, colon e prostata (49). Aplicagdo prética desse conceito € a
utilizacéo da 1,25(OH)2D e seus anélogos ativos no tratamento da psoriase.

Modelos animais colaboraram no entendimento das inumeras funcdes do
sistema endacrino vitamina D [1,25(0OH)2D e seu receptor] na pele (53). Camundongos
gue nao expressam o RVD desenvolvem alopecia total, 0 que ndo ocorre naqueles
com deficiéncia de vitamina D ou la-hidroxilase, o que indica que as fung¢des do RVD
nao se sobrepdem as do seu ligante. Além da alopecia total, camundongos
desprovidos de RVD apresentam cistos dérmicos (54) e anormalidades na
diferenciacdo dos ceratindcitos, com reducdo na expressdo de multiplas proteinas
necessarias para a formacéo do estrato corneo (involucrina, pro-filagrina e loricrina)
apos a segunda semana de vida (55,56). Apés ruptura da barreira da pele,
camundongos que nao expressam a lo-hidroxilase tém uma recuperacéo da barreira
significativamente mais lenta em comparacdo com camundongos tipo selvagem (57).
A manutencdo do calcio em concentragcbes normais previne o defeito de barreira
epidérmica, porém néo a alopecia. Com relacdo a outras acdes extraesqueléticas,
camundongos deficientes em RVD ou vitamina D mostram maior propensao a
doencas autoimunes como doenca intestinal inflamatéria ou diabetes tipo 1 apos
exposicao a fatores predisponentes. Camundongos deficientes em RVD sdo mais
propensos a tumores induzidos por oncogenes ou quimiocarcindégenos. Eles tambéem
desenvolvem hipertensdo hiperreninémica, hipertrofia cardiaca e aumento da
trombogenicidade (40).

Grande debate cerca os relatados beneficios extraesqueléticos da vitamina D.
O Institute of Medicine (IOM), uma organiza¢ao norte-americana ndo-governamental
sem fins lucrativos, concluiu que as evidéncias de que a vitamina D reduz o risco de
doencas cronicas nao-esqueléticas sao inconsistentes, inconclusivas e nao
preenchem critérios para estabelecer uma relacdo de causa-efeito. Além do mais,
existem evidéncias recentes de curvas em forma de U para diversos desfechos
relacionados a vitamina D, com menores riscos em concentracbes moderadas e
aumento do risco tanto em concentracdes baixas e altas de 25(OH)D. Embora
pesquisas futuras possam elucidar beneficios claros e, possivelmente, até mesmo
diferentes necessidades de vitamina D em relacdo a esses desfechos

extraesqueléticos, os dados existentes ndo podem apoiar tais conclusées (58).
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1.2.3 Vitamina D: Métodos de Mensuracao, Relacdo co m o Hormonio
Paratireoideo e Valores de Referéncia

A producdo de vitamina D na pele depende de vérios fatores, merecendo
destaque a latitude, estacado do ano e cor da pele. Ha calorosa controvérsia entre as
concentracfes séricas adequadas de vitamina D para a saude 0ssea e dos demais
sistemas e 6rgados humanos. O limite minimo pode variar dependendo da localizac&o

geografica e da exposicao a luz solar da populacéo de referéncia (59).

1.2.3.1 Métodos de Mensuracédo da 25(0OH)D

A 25(0OH)D é o metabdlito cujo valor deve ser determinado no sangue para
determinar o estado global da vitamina D, uma vez que representa a principal forma
de armazenamento e tem maior meia-vida. A 25-hidroxilacdo ndo é rigidamente
regulada; consequentemente as concentracdes séricas de 25(0OH)D refletem a
quantidade de vitamina D que adentra a circulagédo (46). Essa forma circulante
primaria de vitamina D é biologicamente inativa, possui meia-vida de 2 a 3 semanas
e concentracOes cerca de 1.000 vezes superiores as da 1,25(OH)2D circulante.

Apesar de se tratar da forma ativa, as concentracdes séricas de 1,25(0OH)2D
nao refletem o status de vitamina D. Sua meia-vida é de aproximadamente 6 a 8 horas
e sua concentracdo seérica € fortemente regulada pelos niveis séricos do hormdnio
paratideoideo (PTH), calcio e fosfato. A 1,25(0OH)2D sérica é frequentemente normal
ou mesmo elevada em pacientes com deficiéncia de vitamina D, em razdo do
hiperparatiroidismo secundario (44).

Varios métodos laboratoriais podem ser utilizados para a mensuracdo da
25(0OH)D, sendo a cromatografia liquida associada a espectrofotometria de massa e
a cromatografia liquida de alta pressdo os mais acurados, porém de elevado custo. O
método de quimioluminescéncia, um ensaio competitivo automatizado, tem sido
amplamente utilizado na pratica clinica em razdo do menor custo e da facilidade de

uso, porém apresenta menor confiabilidade e acuracia (41,48).
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Todos os ensaios clinicos utilizados para a afericdo da 25(OH)D estéo sujeitos
a variabilidade, o que confunde tentativas de definir um Unico ponto de corte como
indicador de baixa concentracdo de vitamina D (44). A medic&o precisa da 25(0OH)D
é prejudicada pela natureza lipofilica da molécula, o que torna 0s ensaios propensos
a interferéncia ndo especifica de outros lipideos, incluindo lipoproteinas. Estudos
clinicos envolvendo medic¢des de 25(0OH)D devem detalhar os métodos utilizados para
que os leitores possam julgar a confiabilidade dos resultados e como eles se
comparam com os de estudos semelhantes (48).

Tamanha a importancia da variabilidade interlaboratorial, foi criado em 1989 o
Vitamin D External Quality Assessment Scheme (DEQAS), um programa de garantia
de qualidade externa sediado em Londres com objetivo de garantir a confiabilidade
analitica de ensaios de 25(0OH)D e 1,25(0OH)2D (http://www.degas.org/). Os
laboratérios participantes recebem anualmente um certificado de proficiéncia (Figura
3) quando 75% ou mais dos resultados de 25(OH)D enquadram-se dentro do valor-

alvo + 25%.
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Figura 3 - Exemplo de Certificado de Proficiéncia emitido pela DEQAS
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Para a pratica clinica, parece que todas as metodologias atuais sdo adequadas
caso seja alcancado um valor de 25(OH)D maior que os valores de referéncia
preconizados. A abordagem de obter uma concentracdo mais elevada de 25(OH)D
parece salutar, uma vez que melhorando o status da vitamina D, poder-se-ia reduzir
multiplas consequéncias adversas da deficiéncia dessa vitamina, com baixo custo e

um minimo risco de toxicidade (44).

1.2.3.2 Relagdo com o PTH

A vitamina D esta inversamente relacionada com o PTH. A interacdo entre
ambos é peca-chave na homeostase osteomineral. O PTH € o horménio peptidico que
controla a cada minuto o nivel de célcio ionizado no sangue e nos liquidos
extracelulares. Ele se liga a receptores de superficie celular no 0sso e no rim,
desencadeando respostas que elevam o célcio sérico (46). A deficiéncia de vitamina
D resulta em diminuicdo na eficiéncia da absorgéo intestinal de calcio e fésforo, que
resulta em um aumento nos niveis de PTH. Mesmo a insuficiéncia leve de vitamina D
€ compensada por um aumento do PTH sérico (Figura 4). O PTH promove aumento
da reabsorcéao tubular de célcio e da excrecédo de fosfato, aumenta a sintese renal de
1,25(OH)2D e estimula a transformacdo de pré-osteoclastos em osteoclastos
maduros. O aumento da atividade osteoclastica cria focos de fraqueza Ossea e
reducdo generalizada na densidade mineral 6ssea (DMO), resultando em osteopenia

e osteoporose e aumentando o risco de fraturas (45,60).
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Figura 4 - AcBes metabdlicas do PTH. Fonte: elaborada pelo autor.

1.2.3.3 Vitamina D: Valores de Referéncia

A despeito de numerosos estudos prévios e em andamento, ndo existe
consenso acerca das concentracdes séricas ideais de vitamina D. A 25(OH)D sérica
desejada para a saude Ossea é geralmente estabelecida por meio da avaliacdo da
concentracdo a partir da qual a elevacdo compensatoéria do PTH sérico se inicia. Esse
ponto varia — de acordo com a populacédo estudada — aproximadamente entre 12 e 40
ng/ml (Figura 5). A elevacdo do PTH (hiperparatireoidismo secundario) é, portanto,
sinal laboratorial precocemente identificavel de hipovitaminose D e um marcador
secundario util, podendo a avaliacdo conjunta dessas variaveis ser mais apropriada
para definir a hipovitaminose do que as concentracfes isoladas de 25(OH)D
(44,61,62).
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Figura 5 - Relacdo entre 25(0OH)D e PTH. No exemplo, a supressao
maxima do PTH ocorreu com concentracdes de 25(0OH)D acima de
21,5 ng/ml. Adaptado de Saliba e colaboradores, 2011 (60).

Foram sugeridas concentragbes de 25(OH)D <12 ng/ml, <15 ng/mL, <25
ng/mL, <30 ng/mL ou mesmo <48 ng/mL como sendo prejudiciais aos 0SS0S
(44,60,63). A discussdo parece estar longe de ser resolvida. E possivel que a ampla
gama de limites sugeridos seja reflexo das diferentes caracteristicas clinicas e
demograficas das popula¢bes estudadas, bem como dos modelos estatisticos e
meétodos utilizados para medir as concentracdes de 25(0OH)D.

N&o ha diretrizes baseadas na populacéo brasileira acerca das concentracdes
séricas adequadas de vitamina D. Por conseguinte, sdo utilizados os valores de
referéncia preconizados por entidades internacionais. Os valores de referéncia
adotados pela The Endocrine Society — amplamente utilizados - estdo apresentados
no Quadro 3 (44,61,62). Os valores sdo 0s mesmos para todas as faixas etarias,
incluindo recém-natos, criangas e adolescentes. Contudo, poucos estudos foram

conduzidos na populacéo pediéatrica para determinar se esses limites séo validos (64).

Quadro 3 - Valores de referéncia para a 25(OH)D sérica

Status de vitamina D Concentragéo sérica de 25(0OH)D
Deficiéncia < 20 ng/ml (< 50 nmol/l)
Insuficiéncia 20 — 29,9 ng/ml (50 - 74,9 nmol/l)
Adequado 30 — 100 ng/ml (75 — 250 nmoll/l)

Fonte: The Endocrine Society (44)
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O IOM propbs em 2011 um valor de corte para a suficiéncia em 20 ng/ml, com
argumentos de que essa concentracao supriria a necessidade de vitamina D de 97,5%
da populacéo, ao passo que a concentracao de 16ng/ml cobriria as necessidades de
metade da populacéo (65). A Academia Americana de Pediatria, em agosto de 2012,

apoiou a publicacao do IOM.

1.2.4 Hipovitaminose D

A insuficiéncia e a deficiéncia de vitamina D representam um problema de
saude global reemergente. Estima-se que 1 bilhdo de pessoas no mundo tém
hipovitaminose D (45) A prevaléncia, porém, depende dos valores de referéncia
utilizados. Pesquisas americanas demonstraram que 41,6% dos adultos
apresentavam concentracdo de 25(OH)D abaixo de 20 ng/mL e mais de 70%
possuiam concentracdo <32 ng/ml (62).

Presumir-se-ia, pela fisiologia da vitamina D, que a prevaléncia de sua
deficiéncia fosse baixa em paises ensolarados como o Brasil. Entretanto, encontra-se
alta prevaléncia mesmo em zonas tropicais (66). A hipovitaminose D é um problema
generalizado, presente em todas as faixas etarias dos paises em desenvolvimento.
Configura um dos problemas de saude mais prevalentes da infancia, ao lado de
doencas infecciosas e ma-nutricdo. A hipovitaminose é altamente prevalente na
China, Mongdlia, Africa Sub-Saariana, Oriente Médio e América Latina, sobretudo em
criancas, idosos e mulheres. Na China e Mongdlia, a hipovitaminose atinge mais de
50% das criancas (49).

No Brasil, um estudo com 136 adolescentes - habitantes da zona rural de S&o
Paulo (latitude 23° S) — encontrou insuficiéncia em vitamina D em 60% dos individuos.
O autor do estudo sugere que isso ocorreu predominantemente em razdo da baixa
ingestdo de vitamina D nesse grupo. Tal achado € preocupante, uma vez que a
adolescéncia representa fase critica para formacdo da massa 6ssea. O mesmo
trabalho encontrou que apenas 14% dos adolescentes consomem a necessidade
diaria de vitamina D e propde ac¢des futuras para implementar politicas de fortificacéo

de alimentos (66).
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Ainda no Brasil, a avaliacdo de 73 jovens médicos residentes em um Hospital
Geral de Porto Alegre mostrou que 57% apresentavam concentracdes séricas de
25(0OH)D abaixo de 20ng/ml (67). Em uma coorte de 102 idosos saudaveis com idade
meédia de 77 anos no sul do Brasil, 86% apresentaram a 25(OH)D abaixo desse valor
(68).

Explicam essa caréncia vitaminica, em grande parte, as mudancgas de estilo de
vida ocorridas nas ultimas décadas. Os principais fatores de risco estdo listados no
Quadro 4. Considera-se que a principal causa da deficiéncia de vitamina D é a
exposicdo inadequada a luz solar. A exposi¢do reduzida ao sol deve-se ao trabalho
em ambientes fechados, a utilizagdo de roupas protetoras e a popularidade crescente
dos protetores solares (69). O uso de um protetor solar com fator de protecao solar 30
reduz a sintese de vitamina D na pele em mais de 95%. A melanina atua como um
protetor solar natural e reduz a producao de vitamina D na pele humana. Por isso,
individuos de pele mais pigmentada necessitam de um tempo de exposicdo trés a
cinco vezes maior para produzir a mesma quantidade de vitamina D em comparacéo
a uma pessoa com pele branca (44,49). O consumo insuficiente de alimentos ricos em
vitamina D e seus precursores € um fator agravante (42). Ha grupos que apresentam
maior risco de ndo-suficiéncia em vitamina D, incluindo as mulheres, neonatos, afro-
americanos e individuos com indice de massa corporal (IMC) aumentado (43,70). As
criancas dependem da exposicao a luz solar ou da ingesta de vitamina D para atender
suas necessidades a partir do nascimento. Porém, tanto o leite materno quanto o leite
de vaca nao fortificado tém muito pouca vitamina D (cerca de 8 a 20 UI/L) e as reservas
do nascituro recebidas intra-Utero esgotam-se rapidamente (44,71).

Quadro 4 - Fatores de risco para deficiéncia / insuficiéncia de vitamina D

Auséncia de exposicao solar
Pigmentacao da pele

Tipos de vestimentas (véus, lengos, etc.)
Uso de protetor solar

Obesidade

Neonatos, pré-escolares, idosos
Individuos institucionalizados

Gestacdes multiplas com pequeno intervalo

continua
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continuagéo

Quadro 4 - Fatores de risco para deficiéncia / insuficiéncia de vitamina D

Doencas hepaticas

Mé-absorcéo, intestino curto

Drogas (por exemplo, rifampicina, glicocorticoides, anticonvulsivantes)
Baixo nivel socioecondmico

M4 nutricdo e deficiéncia proteica

Poluicdo atmosférica

Insuficiéncia hepatica

Insuficiéncia renal cronica

Sindrome nefrotica

Adaptado de: Holick, 2007 (45); Gupta e colaboradores, 2012 (70)

Nas zonas intertropicais (entre as latitudes 23,5°N e 23,5°S), os raios UVB sao
mais intensos e a sintese de vitamina D é possivel por todo o ano. Em zonas
temperadas (23,5° - 66,5°), as pessoas carecem de UVB suficiente para sintese da
vitamina D por 1 més durante o0 ano, enquanto aquelas mais préximas aos polos néo
recebem radiacdo UVB suficiente durante a maior parte do ano (49,72,73). A sintese
de vitamina D sofre influéncia da estacdo do ano, ocorrendo redugao sazonal no
inverno (66).

Pacientes em uso de uma ampla gama de medicacdes, incluindo
glicocorticoides, anticonvulsivantes e medicamentos para tratamento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) s&o de alto risco para a hipovitaminose em
decorréncia do aumento do catabolismo da 25(OH)D e da 1,25(OH)2D. Pacientes com
doencas granulomatosas, alguns linfomas e hiperparatireoidismo primario também
sao fatores de alto risco para deficiéncia de vitamina D (44).

Campanhas de saude publica e fortificagdo de alimentos com vitamina D séo
meios eficazes e acessiveis para prevenir a deficiéncia dessa vitamina. Entretanto, o
IOM considera que a prevaléncia da inadequacdo em vitamina D tem sido
superestimada e defende que sdo necessarias pesquisas que avaliem o efeito da
suplementacao da vitamina D em desfechos classicos e ndo-classicos a fim de evitar

problemas tanto de sub quanto de supertratamento (58).
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1.2.5 Vitamina D e Doencas Atopicas

A literatura vem, de modo paulatino, associando as concentracfes de vitamina
D a doengas neoplasicas, inflamatorias, auto-imunes, degenerativas, metabdlicas e
alérgicas. Nesse contexto, ensaios clinicos ainda n&o conseguiram demonstrar
relacdo causal (50). A luz de dados conflitantes, um conjunto consideravel de
evidéncias sugere que a vitamina D tenha uma influéncia importante na progressao
de doencas alérgicas. Estudos epidemiolégicos, realizados sobretudo na América do
Norte e em paises europeus, indicam que doencgas atopicas sdo mais comuns em
individuos com deficiéncia de vitamina D (74). Entretanto, as concentracfes de
vitamina D também tém sido associados de forma positiva com a prevaléncia de
doencas atdpicas (75). Mecanismos relacionados a imunidade inata e adaptativa
podem explicar o crescente corpo de evidéncias ligando a vitamina D a asma, a DA,
as alergias alimentares e a RA.

Existem argumentos epidemioldgicos tanto para uma relacéo positiva quanto
negativa entre atopias e deficiéncia de vitamina D, assim como h& estudos que néo
encontram associagao.

Brehm e colaboradores (2009) (76) encontraram associagao de concentracoes
séricas baixas de vitamina D com marcadores aumentados de alergia e de gravidade
da asma em 616 criangas asmaticas analisadas na Costa Rica. Bener e colaboradores
(2012) (77), em um estudo com 483 criancas asmaticas e 483 ndo asmaticas,
demonstraram que a deficiéncia de vitamina D foi preditor de asma em criancas do
Catar. Hollams e colaboradores (2011) (78) mostraram que a vitamina D esta
negativamente associada com fendtipos alérgicos em criancas de 6 ou 14 anos de
idade no Reino Unido. Baixa concentracdo de vitamina D aos 6 anos foi preditor de
atopia e asma aos 14 anos. Por sua vez, Ito e colaboradores (2013) (79), consoante
com Devereux e colaboradores (2010) (80), mostraram néo haver diferenca entre as
concentracfes séricas de vitamina D entre pacientes asmaticos adultos e controles
pareados por idade e género no Reino Unido. Defendendo ponto de vista diverso, Wjst
& Dold (1999) (75) propuseram que o aumento da prevaléncia da asma pode ser
consequéncia do aumento do consumo de alimentos fortificados com vitamina D.

Estudo de Gale e colaboradores (2008) (81) encontrou maior prevaléncia de eczema
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e asma na infancia em criangas cujas méaes possuiam maior concentracdo de
25(0OH)D no fim da gestagao.

As hipoteses sugeridas para explicar o efeito da vitamina D na gravidade de
doencas atdpicas incluem o efeito da vitamina D no sistema imune, na reducdo da
inflamac&o, na prevencao de infec¢gdes e na eliminacao da resisténcia a esteroides. A
vitamina D inibe a proliferagé@o de células T e contribui para a conversao de células T

CDA4+ para células T reguladoras, que suprimem mecanismos pré-alérgicos (74).

1.3 DERMATITE ATOPICA E VITAMINA D

Dentre os fatores implicados na etiopatogénese da DA, destaca-se a
importancia crescente atribuida a deficiéncia de vitamina D em pacientes atépicos.
Além de seu papel classico na homeostase do célcio, estudos atuais destacam a
influéncia da vitamina D na imunomodulacéo e diferenciacéo celular. Esta, ademais,
associada com a producado de peptideos antimicrobianos (PAM) pelos ceratindcitos,
macrofagos e neutréfilos (12,36-38). A deficiéncia de vitamina D poderia, portanto,
exacerbar a DA por meio do prejuizo na funcdo de barreira epidérmica e da
desregulacéo imunologica, com subsequente deficiéncia da defesa contra infecgdes.
(32,82). Estudos com numero limitado de participantes tém demonstrado o papel da

suplementacao vitaminica no manejo da DA.

1.3.1 Relacdo entre a Concentracdo Sérica de 25(0OH) D e a Prevaléncia /
Gravidade da DA

Poucos estudos avaliaram a prevaléncia e a gravidade da DA em individuos
deficientes em vitamina D. Oren e colaboradores (2008) (83), em um estudo caso-
controle com 290 pacientes obesos, observaram aumento de 5 vezes na probabilidade
de DA em sujeitos deficientes quando comparado com o grupo suficiente em vitamina

D (p < 0,05). Nao foi observada associac¢ao significativa com asma ou rinite alérgica.
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Peroni e colaboradores (2011) (12) avaliaram a relagao entre vitamina D e
gravidade da DA. Foram incluidas no estudo 37 criancas portadoras de DA (de 8
meses a 12 anos de idade). A concentracao de 25(OH)D mostrou-se mais elevada em
pacientes com DA leve quando comparada com pacientes com DA moderada ou
grave (p<0,05). Os autores ndo realizaram, porém, analise comparativa das
concentragdes séricas de 25(0OH)D com grupo controle. El Taieb e colaboradores
(2013) (84), em outro estudo caso-controle com 29 pacientes com DA (de 2 a 12 anos)
e 30 controles, demonstraram que 0s atopicos tiveram menor concentracdo de
25(0OH)D. As concentracdes séricas de vitamina D correlacionaram-se negativamente
com a gravidade clinica. Anuentemente, Wang e colaboradores (2014) (85)
encontraram associacdo inversa entre 25(OH)D e a gravidade clinica da DA em um
estudo caso-controle com 498 criancas portadoras de DA e 328 controles nao-
alérgicos em Hong Kong. Pacientes com DA tiveram concentragfes de 25(OH)D
menores que os controles, porém os grupos nao foram pareados. O grupo deficiente
em vitamina D teve niveis mais elevados de IgE. Esses dados sugerem que a
deficiéncia de vitamina D pode estar relacionada a gravidade da DA.

Levantamento nutricional comparando ingestéo dietética de pacientes com DA
(n = 138) e pacientes saudaveis de grupo controle pareados por idade e género
demonstrou que os pacientes com DA tinham ingestéo dietética de vitamina D inferior
aos controles (2,3 versus 2,7 ug em mulheres e 4,7 versus 5,4 ug em homens). Nao
foi observada relacdo dose-resposta entre a gravidade da DA e a ingesta alimentar de
vitamina D. Entretanto, as concentragfes séricas de vitamina D ndo foram
mensuradas (86).

Corroboram com essa associacdo dietética estudos que demonstraram que
criancas nascidas de maes com baixo consumo de peixe ou vitamina D durante a
gestacdo apresentam uma prevaléncia aumentada de DA (87,88). Além disso, estudo
transversal de Kuzume & Kusu (2007) (89) mostrou uma maior prevaléncia de DA em
criangcas nascidas no outono e inverno comparado com aquelas nascidas na
primavera e verdao. Nestas estacdes ha maior insolacdo e, por presuncdo, maiores
concentracbes maternas de vitamina D.

O clima e a luz solar — notadamente a radiacao ultravioleta (UV) - parecem
influenciar a atividade da DA. Byremo e colaboradores (2006) (33) selecionaram
aleatoriamente 30 criancas com DA grave de 4 a 13 anos na Noruega (clima

subartico/temperado) para se instalarem por 4 semanas em uma zona tropical e 26
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criancas para permanecerem na Noruega. Observou-se reducéo significativa da
gravidade clinica e melhora do indice de qualidade de vida no grupo indice (p <
0,0005), os quais se mantiveram durante os 3 meses de seguimento. A colonizacéo
bacteriana por S aureus foi reduzida nesse grupo no primeiro e terceiro més (p = 0,001
e p = 0,005, respectivamente). O grupo indice reduziu o uso de corticoesteroides
tépicos, mas nao o grupo controle. A dosagem da 25(OH)D nao foi, porém,
considerada no estudo. Embora a vitamina D seja potencialmente responsavel por tais
efeitos benéficos, deve-se ponderar que a radiacdo UV per se possui efeito
imunossupressor, reduzindo em poucas horas a quantidade de células
apresentadoras de antigenos na epiderme e, consequentemente, O processo
inflamatorio. Desta forma, ndo se pode inferir que os efeitos estejam diretamente
associados ao aumento das concentracdes séricas de vitamina D nos individuos
pesquisados.

Apesar da associacdo positiva entre hipovitaminose D e aumento da
prevaléncia ou gravidade da DA encontrada nos estudos supracitados, ha
controvérsias. Diversos autores nao foram capazes de reproduzir essa associacao.

Ito e colaboradores (2013) (79) aplicaram o questionario ISAAC [International
Study of Asthma and Allergies in Childhood (90)] em 1.115 criancas japonesas de 9 a
10 anos e realizaram a dosagem de vitamina D. A prevaléncia de DA na amostra foi
de 14,7%. Na amostra total, mais de 60% das criancas tinham deficiéncia ou
insuficiéncia de vitamina D. Analise multivariada ndo mostrou associagao entre status
de vitamina D e a prevaléncia de doencas alérgicas (asma, RA e DA), mesmo apés
ajuste para fatores de confundimento.

Samochocki e colaboradores (2013) (82) avaliaram 95 pacientes de 18 a 50
anos com DA e 58 controles pareados por idade e género na Polénia. Os autores ndo
encontraram diferenca estatistica significativa com relagdo a concentracdo sérica de
25(OH)D entre pacientes com DA e controles (p > 0,05). A frequéncia de infec¢des
cutaneas foi maior em pacientes com DA com menores concentracdes de 25(OH)D.
N&o foi encontrada, também, associacao significativa entre concentracdes séricas de
vitamina D e gravidade da doenca — determinada pelo indice SCORAD e SCORAD
objetivo -, duracdo da doenca, coexisténcia de doencas atdpicas, exacerbacdes
sazonais, dieta, IMC e IgE.

Back e colaboradores (2009) (71) demonstraram que a ingesta de vitamina D

aumentada durante a infancia correlaciona-se com maior risco de DA aos 6 anos de
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idade. Dados pré-existentes sobre a ingesta diaria de vitamina D no primeiro ano de
vida foram resgatados e, por meio de um questionario via postal, foi investigada a
incidéncia cumulativa de DA, RA ou asma aos 6 anos de vida em 123 criancas. A DA
foi mais prevalente no grupo com maior ingesta de vitamina D, independente da
histéria familiar de atopia. A amostra do estudo, entretanto, como destaca o préoprio
autor, foi pequena e mais investigacfes sdo necessarias para apoiar essa associacao.

A amamentacao nos primeiros 4 meses mostrou reduzir o risco de eczema da
infancia aos 4 anos de idade (91). A amamentacdo geralmente implica em baixa
ingesta de vitamina D, enquanto a reposi¢cao com férmulas infantis e bebidas lacteas
de cereal, fortificadas com vitamina D, fornece uma ingesta consideravelmente maior
(71). Corroborando essa associacao, Milner e colaboradores (2004) (92) avaliaram
mais de 8.000 pacientes e demonstraram que a suplementacdo multivitaminica infantil
precoce (nos primeiros 6 meses de vida) era associada com maior risco de asma e de
alergias alimentares. Uma grande coorte na Finlandia mostrou que a suplementacéo
de vitamina D durante o primeiro ano de vida foi associado com maior prevaléncia de
atopia aos 31 anos de idade (93).

Entretanto, dados sobre aporte dietético de vitamina D e aumento da
prevaléncia de DA devem ser avaliados com cautela, especialmente no que tange o
primeiro ano de vida, época em que ha maior permeabilidade intestinal. A essa maior
permeabilidade atribui-se 0 aumento da sensibilizacdo alimentar e maior incidéncia de
atopias em criancas expostas a alimentos que nao o leite materno. Haveria, entéo,
relacao significativa entre elevagéo da prevaléncia de DA em criangas que recebem
maior aporte dietético de vitamina D na tenra idade e as concentragfes séricas de tal
secosteroide? Ou seria isso uma consequéncia da exposicdo precoce a diversos
antigenos associada a maior permeabilidade intestinal, sabidamente predisponente a
atopias?

O perfil materno de vitamina D durante a gestagdo também se mostrou
importante. Criancas cujas maes possuiam maiores concentracdes séricas de
25(0OH)D apresentaram maior risco de eczema aos 9 meses e asma aos 9 anos de
idade (81).

Chiu e colaboradores (2013) (94) avaliaram 94 criangcas de 1 a 16 anos
residentes na area urbana de Milwaukee, EUA. N&o foi encontrada correlacao
estatistica significante entre o status de vitamina D e a gravidade da DA.

Curiosamente, as criangcas com DA leve tiveram concentracdes de 25(OH)D menores
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gue os grupos com DA moderada e grave, embora essa diferenga ndo tenha sido
estatisticamente significativa.

Hata e colaboradores (2013) (95) realizaram estudo multicéntrico controlado
duplo-cego em 30 sujeitos com DA, 30 sujeitos ndo atopicos e 16 sujeitos com
psoriase. N&o houve diferenca significante na 25(OH)D sérica entre individuos com
DA, psoriase e controles ndo atépicos. Baixa concentracdo seérica de 25(OH)D
correlacionou-se apenas com fototipo de Fitzpatrick e IMC elevado. Porém, ndo houve
uniformidade na distribuicdo do local de residéncia dos participantes, que foram
recrutados em 3 cidades diferentes, o que acarreta diferentes condicdes ambientais.

Pelas consideracdes acima, podemos observar que o0 assunto é controverso.
Por vezes a vitamina D é considerada fator de protecao, por vezes fator de risco para
a DA. Estudos recentes demonstraram que a 25(OH)D pode estar associada a
gravidade clinica DA apenas em um grupo especifico de pacientes.

Akan e colaboradores (2013) (74) avaliaram a associacao entre 25(OH)D e
gravidade clinica da DA em 73 criancas. Todos os individuos realizaram prick test e
dosagem de IgE especifica (contra alérgenos alimentares ou aeroalérgenos).
Apresentaram positividade em pelo menos um desses exames 33 individuos (45,2%).
Apenas nesse grupo houve correlacao negativa significativa entre a gravidade clinica
e 25(0OH)D (p = 0,047), o que nao se repetiu no grupo sem sensibilizagéo (p = 0,30).
O autor postula que a vitamina D pode ter efeito imunomodulador diverso nos
diferentes perfis inflamatorios da DA — com ou sem sensibilizacdo alérgica.

Lee e colaboradores (2013) (96) avaliaram 157 pacientes com DA. Nao se
encontrou correlacdo significativa entre concentragbes séricas de 25(OH)D e
gravidade da DA. Entretanto, entre os 36 pacientes com sensibilizacdo alimentar -
definida por meio de IgE sérica especifica -, as concentracfes séricas de 25(0OH)D
foram significativamente maiores no grupo com DA leve comparado com DA
moderado ou grave. Os dados indicam, portanto, um potencial papel para a vitamina
D nesse grupo especifico de pacientes.

Mullins e colaboradores (2011) (97) levantaram a hipotese de que a exposicao
a luz UV e o status de vitamina D podem ser parte dos multiplos fatores contribuintes
para alergias alimentares na infancia. Varios relatos sugerem que a falta de vitamina
D prejudica a integridade da barreira epitelial levando ao aumento e inadequada
exposicao da mucosa aos antigenos alimentares. Assim, a deficiéncia de vitamina D

promoveria um desequilibrio imunolégico pro-sensibilizacdo que comprometeria a
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tolerancia imunoldgica. A correcao precoce da deficiéncia de vitamina D, segundo os
autores, poderia promover a defesa da mucosa, manter uma barreira microbiana
saudavel e a tolerancia a alérgenos alimentares em criangas.

Embora estudos apontem para o papel primordial do PTH como sinalizador
precoce da deficiéncia de vitamina D, bem como evidéncias recentes sugiram papel
importante da vitamina D para o desenvolvimento ou agravamento da DA, ndo foram
encontrados, até o momento, estudos que correlacionem as concentracdes séricas de

25(0OH)D e de PTH nas popula¢fes atopicas avaliadas.

1.3.2 Plausibilidade Biologica: Associacao entre Vi tamina D e Dermatite Atopica

Dado o fato de que a patogénese da DA envolve tanto disfuncéo de barreira
epidérmica quanto disfuncéo imunoldgica, é possivel que a vitamina D possa ter um
papel protetor contra a DA e o desenvolvimento de uma variedade de doencas
cutaneas.

A expressdo do RVD na pele foi confirmada apds injecdo de 1,25(OH)2D
radiomarcada em ratos. Demonstrou-se concentracdo de radioatividade nos nucleos
das células epidérmicas e em uma variedade de tecidos (98). A 1,25(0OH)2D induz a
diferenciacdo dos ceratindcitos, além de outros efeitos concentracdo-dependentes,
estimulatérios ou supressivos, no crescimento dessas células (99).

N&o apenas a 25(OH)D tem sido investigada, como também o polimorfismo do
RVD. Heine e colaboradores (2013) (100) mostraram que, em pacientes com DA
grave, polimorfismos no gene do RVD sao significativamente super-representados. Os
autores investigaram a frequéncia de 4 polimorfismos comuns desse gene em
pacientes com DA e encontraram haplétipos do RVD mais frequentemente em
pacientes com DA grave, o que sugere que o RVD contribui para o controle da DA e
pode exercer efeitos na regulacéo da funcéo da barreira epidérmica e/ou da resposta
imune local. O RVD pode reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatorias, como a
IL-6 e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) em células imunes e ceratinécitos, bem
como inibir a maturacdo de células dendriticas. Variacbes no gene do RVD podem
resultar na responsividade alterada a vitamina D em condi¢cfes inflamatdrias. O

haplétipo identificado foi previamente associado com asma em coortes
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independentes. Uma vez que o haplétipo também ocorre com alta frequéncia em
individuos saudaveis nao-atépicos, o seu significado para suportar um fenétipo de DA
grave deve ser considerado mais como um cofator, que requer um ou mais fatores
ambientais e/ou genéticos adicionais.

Ha varias explicacdes biologicamente plausiveis para a relagdo inversa entre
as concentracdes séricas de vitamina D e a presenca da DA, em particular com a
gravidade da doenca. Contudo, as evidéncias nessa area sao, de modo geral,

escassas e de baixa qualidade.

1.3.2.1 Vitamina D: Regulacéo Imune e Atividade Antibacteriana

A vitamina D esta envolvida em importantes mecanismos de regulacdo do
sistema imune inato e adaptativo (12), atuando como um modulador do sistema
imunologico. Varias linhas de evidéncia demonstram seus efeitos sobre citocinas pro-
inflamatorias, células T reguladoras e respostas imunes (101). Quase todas as células
exibem o RVD, incluindo os linfécitos B e T, mondcitos e células dendriticas. A
vitamina D favorece o fenoétipo de células mononucleares - aumentando a expressao
de RVD em mondcitos e macrofagos -, promove aumento no potencial de "exploséo
oxidativa" dos macrofagos e impede a expressao excessiva de citocinas inflamatorias.
Facilita a motilidade dos neutrdéfilos e a funcéo fagocitaria. Pode, também, reduzir
respostas inflamatorias locais e sistémicas, como resultado de modulag&o de citocinas
e reducao da ativacdo dos receptores Toll-simile. Além disso, inibe a proliferacao de
células Thl (prejudicando a producao de IL-2, TNF-a e interferon) e de células Th17,
desviando a producao de citocinas para um padrao Th2 (8,102-104). As complexas
acOes da vitamina D no sistema imunoldgico estéo simplificadamente esquematizadas

na Figura 6.
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Figura 6— Acdes da vitamina D no sistema imunol6gico. Adaptado de Benson
e colaboradores, 2012 (50); Hewison, 2012 (103) e Norval, 2011 (104)

Evidéncias sugerem que a vitamina D reduz a resposta inflamatéria nos
ceratindcitos. O efeito sobre as citocinas, juntamente com os efeitos inibidores sobre
a maturacdo das ceélulas dendriticas, promovem propriedades tolerogénicas e
aumentam o numero de células T reguladoras e supressoras, cruciais no controle de

respostas alérgicas (101).
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Na contraméo, Chi e colaboradores (2011) (105) avaliaram a influéncia do
status de vitamina D pré-natal na funcdo imune ao nascimento. Eles encontraram uma
maior concentracao plasmatica de 25(OH)D no cordao umbilical associada com menor
namero de células T reguladoras, sugerindo que a vitamina D in utero pode influenciar
a regulacao imunoldégica no inicio da vida.

A vitamina D afeta a producao dos PAM, os quais tém amplo espectro de agao
contra bactérias, fungos e virus, exercendo funcdo de regulacdo imune da pele e
outras superficies epiteliais (50,52,96). Eles sao diretamente bactericidas, capazes de
neutralizar componentes bacterianos e de ativar o sistema imune adaptativo (106).
Em estudos in vitro, a 1,25(0OH)2D induz a expressao de catelicidina - um PAM de
amplo espectro - nos ceratindcitos, resultando no aumento da atividade antimicrobiana
contra S. aureus e na reducdo seletiva da expressdo de antigenos associados a
linfécitos cutdneos (107). Quando mondcitos e macréfagos sdo estimulados por um
agente infeccioso, hd aumento da expressdo do RVD e da 1a-hidroxilase, aumentando
a conversao de 25(0OH)D em 1,25(0OH)2D e, por conseguinte, elevando a expresséo
de catelicidina (49). Matheson e colaboradores (2010) (108) demonstraram que
individuos com deficiéncia de vitamina D tinham um aumento significativo do risco de
carrear S. aureus meticilina-resistente (MRSA). Ainda ndo se sabe, porém, se a
suplementacdo de vitamina D pode reduzir a colonizacdo por MRSA. Muehleisen e
colaboradores (2012) (109) demonstraram que a 1,25(0OH)2D age juntamente com o
PTH ou com a proteina relacionada ao PTH (PTHrP) para sinergicamente
aumentarem a expressao de catelicidina e a defesa imune.

Individuos com DA tém um defeito relativo na imunidade inata. Expressam
alguns PAM |[catelicidina, defensinas humanas 2 (DHB-2) e B3 (DHB-3) em menor
quantidade que o esperado. A auséncia de aumento dos PAM em resposta a
inflamacé&o cutadnea na DA pode ser parcialmente devida aos efeitos supressivos das
citocinas Th2 na capacidade de os ceratindcitos expressarem DHB-2, DHB-3 e
filagrina (95).

Blchau e colaboradores (2009) (110) mostraram que a baixa expressao de
PAM observada em amostras de pele lesionadas de DA esta relacionada com a
superexpressao do gene linfoma de células B (Bcl)-3. Bidopsias de pele lesionadas
apresentaram mais RNA mensageiro Bcl-3 do que biopsias de pele néo lesionadas.

ApoOs suplementacédo de vitamina D, houve menor expressao de Bcl-3 (p = 0,077).
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Fototerapia com UVB tem sido utilizada por varios anos com sucesso no
tratamento da DA (38). Estudos recentes sugerem que a vitamina D induzida pelo
UVB seja um possivel mediador da melhora dos sintomas e da gravidade da doenca.
Pacientes com DA submetidos a fototerapia com UVB banda estreita possuem

maiores niveis de PAM em biopsias cutaneas que grupo controle (111).

1.3.2.2 Vitamina D e a Funcao de Barreira da Pele

A 1,25(0OH)2D é conhecida por modular - estimular ou inibir - a proliferagéo e
diferenciacdo de ceratindcitos, dependendo da sua concentracdo (5,99). Estudos
relacionados a psoriase indicam que o tratamento topico com calcipotriol, analogo da
1,25(0OH)2D, aumenta a expressdo do RVD nos ceratinécitos. Reichrath e
colaboradores (1997) (112) demonstraram que efeitos do calcipotriol na proliferacéo
e diferenciacao epidérmica dos ceratindcitos foram mais pronunciados que os efeitos
na inflamacg&o dérmica.

Em experimentos com ratos, Hong e colaboradores (2008) (113) observaram
recuperacdo mais rapida da barreira cutdanea no grupo submetido a fototerapia UVB
banda larga, observando maiores niveis histologicos de filagrina e involucrina nesse
grupo. A vitamina D induzida pela fototerapia foi considerada responsavel pela
aceleracdo na recuperacdo da barreira epidérmica. No grupo de ratos tratados com
cetoconazol, um potente inibidor da sintese da vitamina D, foi observada menor
expressao do receptor da vitamina D e da la-hidroxilase, assim como um tempo de
recuperacdo da barreira epidérmica mais prolongado e aumento da perda
transepidérmica de agua quando comparado com 0 grupo controle.

Os ceratinécitos expressam altos niveis de la-hidroxilase. Nos ratos que nao
possuem essa enzima e, por conseguinte, a 1,25(0OH)2D, ha reducéo da involucrina,
filagrina e loricrina — marcadores da diferenciacéo dos ceratindcitos -, essenciais para
a formacé&o do envelope cérneo. Ratos que séo defeituosos no RVD tém um aumento
da perda transepidérmica de agua mediante ruptura da barreira epidérmica. A
1,25(OH)2D mostra-se essencial para a diferenciagdo epidérmica normal,
provavelmente pela inducdo de proteinas e mediacdo da sinalizacdo do calcio na

epiderme necessarias para gerar e manter a barreira cutanea (114).
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Russell (2012) (43) avaliou a associacdo entre concentracdes séricas de
25(0OH)D e a condutancia do estrato corneo em 83 pacientes femininas de 18 a 45
anos, assim como o efeito da aplicacéo topica da vitamina D na pele seca. Encontrou
concentracfes mais baixas de vitamina D nos pacientes com menor teor de hidratacéo
da pele (p = 0,02). Nos pacientes com vitamina D insuficiente ou deficiente,
suplementacdo de colecalciferol topico (10 ug/g de vitamina D3 em emulsdo O/A
aplicada 2 vezes ao dia, contendo glicerina, petrolatum e dimeticona) aumentou
significantemente as medidas de hidratacdo cutanea e resultou em melhoria na
classificacdo clinica subjetiva da xerose cutdnea quando comparados ao grupo
controle em que veiculo idéntico, porém sem adicdo de vitamina D, foi utilizado na
mesma posologia.

Observacbes de que os inibidores topicos da calcineurina podem corrigir
parcialmente o defeito de barreira na DA e que a gentamicina pode restaurar a
producéo de cadeias de filagrina fornecem evidéncias de uma complexa relagcéo entre

a barreira epidérmica e o sistema imune (115).

1.3.3 Papel Terapéutico da Suplementacéo de Vitamin a D na DA

Confirmando dados de estudos observacionais, estudos clinicos recentes
sugerem um papel terapéutico para a suplementacao de vitamina D no tratamento da
DA. Sidbury e colaboradores (2008) (116) realizaram um estudo duplo-cego no qual
11 criancas com idade de 2 a 13 anos foram randomizadas a utilizar vitamina D (1.000
Ul/dia) ou placebo durante um més. Quatro das cinco criancas que tomaram vitamina
D apresentaram melhora, enquanto apenas uma das seis criangas do grupo controle
apresentou melhora (p = 0,04). O nimero muito pequeno de participantes enfraquece
a representatividade do estudo.

Amestejani e colaboradores (2012) (8) publicaram estudo clinico randomizado,
duplo-cego, placebo-controlado, em que 30 pacientes receberam 1.600 Ul/dia de
vitamina D e 30 pacientes receberam placebo. Apés 60 dias, o grupo que recebeu
vitamina D mostrou melhora significativa da doenca, independentemente da gravidade

inicial da DA (p < 0,05). No grupo placebo, a melhora nao foi significativa (p > 0,05).
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Os resultados do estudo sugerem que a suplementacdo de vitamina D tem efeito
terapéutico na DA.

Outro estudo avaliou os efeitos da suplementacdo da vitamina D e E nas
manifestacdes clinicas da DA. Quarenta e cinco pacientes com DA foram incluidos
em um estudo randomizado, duplo-cego, placebo-controlado. A melhora clinica foi
avaliada por meio do SCORAD, que apresentou reduc¢do significativa apos 60 dias
nos grupos que utilizaram apenas vitamina D, apenas vitamina E, e ambas as
vitaminas (p = 0,004) (117).

Outros estudos examinaram o efeito da vitamina D na gravidade da DA
utilizando helioterapia. Vahéavihu e colaboradores (2008) (118) avaliaram 23 pacientes
com DA de paises nordicos antes e depois de 2 semanas de banhos de sol ao ar livre.
Houve reducédo do nimero de pacientes com deficiéncia de vitamina D e reducédo do
SCORAD. Um estudo posterior realizado pelos mesmos autores demonstrou
resultado semelhante apos 15 sessfes de UVB banda estreita (111).

Observou-se aumento significativo dos niveis da catelicidina em lesfes de pele
de 14 pacientes com DA moderada a grave apoés tratamento com 4.000 Ul de vitamina
D oral por 21 dias. A média passou de 3,53 unidades de cépia relativa (UCR) para
23,91 UCR apés a suplementacao (p < 0,01). A pele dos pacientes sem DA e a pele
sa dos pacientes com DA também mostraram aumento da catelicidina, porém néo
significativos. Esses resultados sugerem que a suplementacéo oral de vitamina D
induz significantemente a producéo de catelicidina na pele lesionada do paciente com
DA (119)

De modo geral, estudos que tentaram avaliar o efeito do tratamento com
vitamina D nas doencas alérgicas da pele avaliaram amostras pequenas e as

evidéncias ainda sdo pouco consistentes.

1.4 RADIACAO ULTRAVIOLETA: CONSIDERACOES GERAIS

Quando a luz solar passa pela atmosfera, todo a radiacao ultravioleta C (UVC)
(100-280nm) e aproximadamente 90% da radiacédo UVB (280-315nm) séo absorvidos

pelo o0z6nio, vapor de agua, oxigénio e dioxido de carbono. A radiacdo UVA (315-
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400nm) € menos afetada pela atmosfera (120). Reconhece-se que a exposi¢do a
radiagdo UV tem efeitos tanto benéficos quanto maléficos a saude humana.

A radiacdo UV é utilizada para tratar diversas doencas cutaneas, como
psoriase, vitiligo, DA e esclerodermia localizada, as quais podem ser abordadas com
radiacdo solar (helioterapia) ou radiacao UV atrtificial (fototerapia) (121). Apesar de
sua longa histdria na medicina, a capacidade de raios UV aturarem como agentes
imunossupressores e anti-inflamatorios tem sido reconhecida ha relativamente pouco
tempo. Os efeitos UV no sistema imune sdo tdo complexos e multiplos que um modo
de acgao preciso ndo pode ainda ser definido com exatid&o (122).

A radiagdo solar UV pode suprimir a imunidade para antigenos apresentados
dentro de um curto periodo ap0s a exposicao. Ha diferencas entre UVA (que requer
administracdo de psoralenos como fotossensibilizantes) e UVB, o qual provoca efeitos
fototoxicos diretamente no DNA (122,123).

A radiacdo UV interfere em uma ampla gama de mediadores imunes e acarreta
reducdo na producédo de citocinas Thl, inibicdo das células dendriticas acarretando
apresentacdo de antigenos menos efetiva, inducdo de células T reguladoras,
producado de IL-4 pelas células natural killer, apoptose de linfécitos T, acéo inibitoria
sobre a resposta de células T primarias e de memoéria, migragdo das células de
Langerhans para linfonodos ou sua apoptose, dentre outros. O resultado final é a
imunossupressao local e sistémica dentro de poucos dias apds a exposicdo UV
(104,121,122).

Entrementes, diversos efeitos nocivos a saude podem ser causados pelo
excesso de exposicdo a radiagdo UV, tais como queimaduras, fotodermatoses,
fotoenvelhecimento, depressdo imunoldgica, reducdo da eficacia de vacinas
[poliovirus, bacilo de Calmette-Guérin, sarampo e hepatite B], catarata e cancer de
pele (104,124). Quantidades pequenas de radiacdo UV, entretanto, sdo benéficas e
essenciais para a producdo de vitamina D. Os riscos e beneficios devem ser avaliados
individualmente (120) e a indicacao terapéutica nas diversas doencas passiveis de
aplicacao fica limitada pelos efeitos adversos oriundos da exposi¢cao aguda ou crbénica
a radiacao UV,

Devido a crescente incidéncia dos casos de cancer de pele, campanhas
publicas objetivando alertar a populacao dos riscos da exposicao solar desprotegida
estdo cada vez mais presentes, com objetivo de mudar atitudes e comportamentos e

reduzir os casos de malignidades dermatoldgicas. Em dezembro de 2003, a Divisdo
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de Satélites e Sistemas Ambientais (DSA) do Centro de Previsdo de Tempo e Estudos
Climaticos / Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (CPTEC / INPE) lancou o portal
http://satelite.cptec.inpe.br/uv contendo informacdes relevantes sobre o tema,
acompanhadas das previsdes diarias do UV (Figura 7) (125). De acordo com o nivel
do UV, ha recomendacdes especificas padronizadas pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) direcionadas a prote¢do da luz solar (120). O IUV maximo expressa a
guantidade de radiacdo UV que incide sobre a superficie e que tem impacto na salde
humana. Este indice é referente ao meio dia solar, aproximadamente meio dia local,

sem as condi¢des de nebulosidade.

¥ Maxamo Previata: 13.3 o—=Cgy Claro  #—#Penderndo por CMF

Indice Ultravioleta — Brasilia—DF

DS54/ CPTEC/INPE

Figura 7 — Exemplo de curva representando 0s niveis
de IUV no decorrer de um dia ensolarado

A DA é frequentemente associada com fatores climaticos e diversos trabalhos
demonstram melhora clinica apds exposi¢ao solar. A fototerapia - sobretudo a UVB
banda estreita (310-315nm) — representa opcao valiosa para o tratamento da DA
moderada a grave (121). Alguns trabalhos atribuem parte do beneficio terapéutico ao
aumento das concentracdes séricas de vitamina D em virtude da exposicdo cutanea
ao UVB.
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Os beneficios terapéuticos da exposicdo ao UV, seja natural ou artificial, no
manejo da DA sdo amplamente relatados e é um tema pacificado entre os
especialistas. Ja4 a associacdo entre prevaléncia/gravidade clinica da DA com UV é
um tema recente - o UV foi desenvolvido apenas em 1992 — e ha poucos estudos
publicados. A maioria dos estudos correlacionam a exposi¢céo a luz solar as doencgas
atopicas sem considerar o IUV. Kemp e colaboradores (2013) (126), por exemplo,
observaram que maior exposi¢ao solar associa-se com a reducao do risco de eczema
e rinite, independente das concentracdes de vitamina D. Silverberg e colaboradores
(2013) (15), por sua vez, consideraram o IlUV e demonstraram menor prevaléncia de
DA em estados americanos com maior indice, porém as concentracdes séricas de
25(0OH)D e o0 SCORAD néao foram mensurados. Dentre os estudos publicados que
investigaram a associacdo entre DA e vitamina D, ndo foram encontradas

investigacdes que tenham apreciado o IUV como variavel independente.



53

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS PRIMARIOS

Comparar a concentracao sérica e o status de 25(OH)D em pacientes de 0 a
18 anos com DA e em grupo controle pareado.

Avaliar a adequabilidade dos valores de referéncia de 25(OH)D por meio de
sua correlagdo com a concentracao sérica de PTH.

Avaliar a associacao das variaveis 25(0OH)D, PTH e IUV com a gravidade
clinica da DA.

Identificar, por meio de andlise multivariada, preditores independentes das
concentragdes séricas de 25(0OH)D e da gravidade clinica da DA.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a associacéo das variaveis 25(OH)D e SCORAD em grupo de pacientes
com DA e IgE total elevada.

Avaliar a influéncia das variaveis idade, género, fototipo, renda familiar, estado
nutricional, atopia pessoal concomitante (asma ou RA), atopia familiar, idade de inicio
dos sintomas da DA, IUV, IgE total e eosinofilia relativa sobre as categorias de
gravidade clinica da DA mensuradas pelo SCORAD.

Avaliar a influéncia das variaveis idade, género, fototipo, renda familiar, estado
nutricional, asma ou RA concomitante, atopia familiar, SCORAD, IUV, estacao
climatica, IgE e eosindfilos sobre as concentracdes séricas de 25(0OH)D.

Avaliar a prevaléncia de DA extrinseca e DA intrinseca, assim como diferencas
clinicas e epidemioldgicas dessas variantes de DA.

Avaliar a influéncia da concomitancia de doencas atépicas na gravidade clinica

e no perfil laboratorial dos pacientes com DA.
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3 METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo esta de acordo com a resolugcdo CNS/MS n° 196/96 sobre pesquisa
em seres humanos, assim como com a declaracao de Helsinki de 1975, revisada em
2008. Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (nUmero do parecer: 293.564) (ANEXO A). Foi garantida a
confidencialidade dos participantes e toda a obtencdo de dados foi realizada por
profissional médico cujas atividades s&o regidas pelo Codigo de Etica Médica, o qual

garante sigilo profissional regulamentado pelo Conselho Federal de Medicina.

3.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no ambulatério de dermatologia pediatrica do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) — Brasilia (DF). O ambulatério de dermatologia
pediatrica do HUB é destinado ao atendimento de pacientes situados na faixa etaria
de 0 a 19 anos. O acesso majoritario a esse servi¢o ocorre via encaminhamento pelas
unidades basicas de saude ou por outros hospitais da rede publica do DF. Em virtude
de se tratar de servico terciario de atencédo a saude, casos complexos ou de dificil

manejo sao igualmente encaminhados a esse ambulatério.

3.3 POPULACAO ESTUDADA

A populacéo-alvo deste estudo foi constituida por pacientes situados na faixa
etaria de 0 aos 18 anos portadores de DA (grupo de casos) ou outras dermatoses

(grupo controle) que procuraram o servico de dermatologia pediatrica do HUB ou
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foram encaminhados para tal servigo no periodo de novembro de 2012 a outubro de
2013.

3.3.1 Grupo de Casos (Individuos com DA)

3.3.1.1 Critérios de Inclusao

Apenas foram incluidos na pesquisa pacientes de 0 a 18 anos cujo diagnostico
de DA pdde ser confirmado pelos critérios de Hanifin & Rajka (1980) (19) (Quadro 1).
O uso de medicamentos utilizados rotineiramente no tratamento da DA foi permitido
(emolientes, corticoesteroides topicos e anti-histaminicos orais), salvo os citados nos
critérios de exclusdo. Somente pacientes cujos pais ou responsaveis foram
concordantes com a participacdo dos mesmos foram incluidos no estudo, apos o
devido preenchimento do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(APENDICE A).

3.3.1.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes que se encontraram em quaisquer das
seguintes condicdes:

- SCORAD zero;

- Hepatopatias;

- Suplementacé&o vitaminica regular nos ultimos 6 meses;

- Uso de inibidores tépicos da calcineurina ou corticoesteroides orais nas 4
semanas preévias;

- Tratamento com fototerapia;

- Inflamacéao sistémica concomitante;

- Doencas sistémicas;

- Uso de anticonvulsivantes, anticoagulantes ou antifungicos;
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- Dermatoses ou terapéuticas que levassem a reduzida exposicao solar;
- Sindrome de Hiper IgE;

- Gestacao;

3.3.2 Grupo Controle

3.3.2.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos no grupo controle pacientes de 0 a 18 anos atendidos no
ambulatério de dermatologia pediatrica do HUB sob livre demanda. Os pacientes
foram selecionados de acordo com caracteristicas de género, idade, estado nutricional
e fototipo, com vistas a pareamento com pelo menos 50 pacientes do grupo de
portadores de DA. Foram obrigatérios a concordancia na participacdo da pesquisa e
o preenchimento do TCLE pelos pais ou responsaveis.

Para que um participante fosse selecionado para o grupo controle, 0 mesmo
deveria se enquadrar nos seguintes critérios: género similar ao do caso, idade do caso
+ 2 anos, IMC do caso * 2 kg/m? e fototipo do caso * 1. Realizado o pareamento, 0

caso com DA nao era mais utilizado para selecéo dos controles.

3.3.2.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do grupo controle pacientes que se enquadravam nas
mesmas condi¢cdes dos critérios de exclusdo no grupo dos casos. Adicionalmente,
foram excluidos participantes com qualquer tipo de atopia pessoal, incluindo asma e
RA. Individuos cujas queixas eram compativeis com DA, porém sem preencher 0s
critérios para o diagnostico da doencga, foram recusados. Portadores de psoriase e
rosacea também foram excluidos, em razédo de evidéncias recentes da associacao

dessas doencas com concentracdes reduzidas de vitamina D (127,128).
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3.4 TAMANHO AMOSTRAL

Para calcular o tamanho da amostra a ser estudada, consideramos a
prevaléncia de hipovitaminose D estimada em 60% (66). O tamanho da populacao
considerada — nimero de pacientes portadores DA atendidos no ambulatério de
dermatologia pediatrica no periodo de 12 meses — foi estimada em 145 individuos,
baseado em registros internos de agendamento. Para calcular o tamanho da amostra,
foi utilizado o ambiente OpenEpi® Version 3. Para um nivel de confianca de 95%, a

amostra pretendida foi de 105 pacientes com DA (Tabela 1).

Tabela 1 - Tamanho da amostra (n) para varios niveis de confianca

Intervalo de confianca (%) Tamanho da amostra
80% 76
90% 94
95% 105
97% 110
99% 119
99,9% 128
99,99% 132

Tamanho da populacdo: 145

Frequéncia % hipotética do fator do resultado na populagao (p): 60% + 5
Limites de confiangca como % de 100 (absoluto * %) (d): 5%

Efeito de desenho (para inquéritos em grupo-EDFF): 1

Equacdo Tamanho da amostra n = [EDFF*Np(1-p)]/ [(d2/Z21-a2*(N-1)+p*(1-p)]

3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO E AFERICAO DAS VARIAVEIS

O trabalho consistiu em estudo observacional transversal. Objetivou-se um
namero de participantes de 105 sujeitos, além de uma amostra de pelo menos 50
controles. Todos os participantes com DA foram submetidos a anamnese, avaliacao
clinica da gravidade da DA por meio dos indices SCORAD e SCORAD objetivo,
prescricdo médica individualizada e solicitacdo da dosagem da concentragdo sérica

de 25(OH)D, hormdnio paratireoideo molécula intacta (PTHi), IgE, hemograma e
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exame parasitolégico de fezes (EPF). Calculou-se, também, a média aritmética do IUV
méximo nos 30 dias precedentes a avaliagdo clinica de cada paciente.

A estatura foi mensurada com uso de fita métrica com precisdo de 1mm, ao
passo que para afericdo da massa corporal foi utilizada balanca portatil com precisao
de 0,1kg. O IMC foi plotado nas curvas preconizadas pelo Ministério da Saude (MS) /
OMS (129,130) e categorizado conforme definido no Quadro 5. Tais curvas fazem
parte da Caderneta de Saude da Crianga, instrumento de grande utilidade para

acompanhar a saude, o crescimento e o desenvolvimento da crianca.

Quadro 5 - Categorizacdo do IMC para definicdo do status nutricional

Localizagdo na curva IMC versus Idade Status Nutricional
> +3 escores z Obesidade
<+3 e >+2 escores z Sobrepeso
< +2 e > +1 escores z Risco de sobrepeso
<+1e=-2escores z IMC adequado
<-2e=-3escores z Magreza
< -3 escores z Magreza acentuada

A dosagem sérica de 25(OH)D foi realizada em laboratorio privado pelo método
de imunoquimioluminescéncia - plataforma LIAISON XL (Diasorin, Sallugia, Italia)
(ANEXO B). O status de 25(OH)D foi determinado de acordo com os valores de
referéncia adotados pela The Endocrine Society: suficiente (>30 ng/ml), insuficiente
(20 a 30 ng/ml) e deficiente (<20 ng/ml).

A dosagem sérica de PTHi foi realizada pelo método da
eletroquimioluminescéncia STAT Elecsys (Roche, Basileia, Suica) (ANEXO C), sendo
considerados normais valores situados na faixa entre 15 e 65 pg/ml.

A mensuracdo da IgE sérica total foi realizada por imunonefelometria pelo
sistema BN Il e BN ProSpec (Siemens, Marburgo, Alemanha) (ANEXO D). Os valores
de referéncia considerados normais foram como se segue: neonatos: até 1,5 Ul/ml; 0
a 1l ano: até 15 Ul/ml; 1 a 5 anos: até 60 Ul/ml; 6 a 9 anos: até 90 Ul/ml; 10 a 15 anos:
até 480 Ul/ml; adultos: até 100 Ul/ml (131).

O hemograma foi realizado pelo equipamento Cell-Dyn Ruby (Abbott, Illinois,
EUA). Quando houve eosinofilia acima de 5%, foi realizada confirmacdo com
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contagem microscoépica manual, cujo resultado prevalecia sobre o automatico. O EPF
foi realizado pelo método da sedimentacao espontanea, também denominado método
de Hoffmann.

A mensuracao da 25(OH)D foi realizada gratuitamente pelo laboratério privado
Sabin, o qual possui inimeros postos de atendimento no Distrito Federal e Goias,
além de outros Estados. O laboratdrio reune certificacdes segundo o Programa de
Acreditacao para Laboratoérios Clinicos da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e
as normas técnicas de gestdo de qualidade 1ISO 9001 e ISO 14001. Os demais
exames laboratoriais foram realizados no laboratério de analises clinicas do HUB. O
intervalo maximo permitido entre a avaliacdo clinica e a coleta dos exames foi de 7
dias.

A gravidade da DA foi avaliada em todas as criancas portadoras de DA por
meio da ferramenta SCORAD (ANEXO E) (20). Este indice mostrou, em estudos
prévios, ter alto grau de validade para mensurar a gravidade da DA (132,133) e é
considerado um indicador adequado para medir ou representar sinteticamente o
fendmeno considerado. N&o acarreta maleficios ou prejuizos as pessoas investigadas
e, sob o angulo técnico-administrativo, é simples, de facil obtencdo e baixo custo
operacional.

A férmula utilizada para célculo do SCORAD é: A/5 + 7B/2 + C. Nessa formula
A corresponde a extensdo da doenca (0-100), B corresponde a intensidade (0-18) e
C corresponde aos sintomas subjetivos (0-20). O SCORAD maximo é 103. Uma
variacdo comumente utilizada é o SCORAD objetivo, no qual se excluem os sintomas
subjetivos. O SCORAD obijetivo utiliza apenas os itens A (extensdo) e B (intensidade),
sendo a férmula para o seu célculo A/5 + 7B/2. O SCORAD objetivo maximo € 83
(134). A classificacdo da gravidade clinica da DA de acordo com o escore obtido pelo

instrumento de coleta utilizado esta representada no Quadro 6.

Quadro 6 - Categorizacdo da gravidade clinica da DA

Gravidade da DA SCORAD SCORAD obijetivo
Leve <25 <15
Moderada 25-50 15-40
Grave > 50 > 40
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A afericdo do SCORAD foi feita por profissional médico unico, reduzindo viés
na coleta dos dados. O treinamento para a utilizagdo da ferramenta SCORAD foi feito
via internet pelo sitio http://adserver.sante.univ-nantes.fr.

O IUV no periodo do estudo foi obtido por meio do CPTEC / INPE, que
disponibiliza diariamente o IUV nas capitais dos Estados brasileiros ao longo do dia
no endereco eletronico http://satelite.cptec.inpe.br/uv/. Foi utilizado o IUV maximo
diario para os célculos que envolveram essa variavel.

O método de calculo do UV foi um modelo matematico-fisico que descreve a
interacdo da radiagdo solar com os gases da atmosfera e a sua incidéncia na
superficie (Figura 8). Nesse modelo, Ex corresponde a irradiancia espectral em
superficie, ex € 0 espectro de agao eritémica e C é a constante de conversédo. Desse
modo, o IUV nada mais é do que um formato simplificado para a apresentacéo da
irradiancia eritémica. Cada unidade de IUV corresponde a 25 mW/m? de energia. O
método considera as variacfes diarias de concentracdes de ozdnio estimadas via
satélite, posicdo geografica, altitude da superficie e estagcdes do ano. O IUV maximo
representa o nivel maximo de radiacéo UV esperado para determinado dia e local em
condi¢Bes de céu sem presencga de nuvens e ao meio dia solar. De acordo com o seu
valor, o IUV é categorizado em baixo, moderado, alto, muito alto e extremo, segundo
recomendacgdes da OMS (120) (Figura 9). No Brasil o IUV é considerado, na maior

parte do ano e na maior parte de seu territdrio, muito alto ou extremo (125).

400nm

[UV=CI/E, g, dA

280nm

Figura 8 - Férmula para calculo do IUV



Categoria de exposicéo

Valores UV

Moderado 3ab
Alto 6a’

Figura 9 - Categorias de exposi¢do a radiacdo UV. Adaptado de World
Health Organization, 2002 (120)
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Os valores de referéncia, métodos laboratoriais utilizados e local de afericao

dos exames

laboratoriais incluidos como varidveis no estudo encontram-se

sumarizados no Quadro 7. N&o houve 6nus aos pacientes concernentes a realizacédo

dos exames laboratoriais. Os exames realizados no laboratério Sabin foram gratuitos,

em virtude de apoio fornecido aos pesquisadores por intermédio do Nucleo de Apoio

a Pesquisa desse laboratorio (ANEXO F). Aos participantes detectados insuficientes

e deficientes em vitamina D, suplementacéo oral de vitamina Ds foi prescrita.

Quadro 7 - Sumario dos exames laboratoriais incluidos no estudo

Exame Laboratério Método Valor de Referéncia
Suficiente: = 30 ng/ml
25(0OH)D Sabin Quimioluminescéncia Insuficiente: 20 — 30 ng/ml
Deficiente: < 20 ng/ml
PTHi HUB Quimioluminescéncia 15 a 65 pg/ml
Neonatos: até 1,5 Ul/ml
0 a 1 ano: até 15 Ul/ml
. 1 a 5 anos: até 60 Ul/ml
IgE total HUB Nefelometria 6 a9 anos: até 90 Ul/m
10 a 15 anos: até 480 Ul/ml
> 15 anos: até 100 Ul/ml
Hemograma | HUB Cell-Dyn 3500 Abbott® Eosindfilos: 1 a 5%
Método de Hoffmann
EPF HUB (sedimentacao Negativo
espontanea)
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3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a andlise estatistica pelo software SAS® 9.3 (SAS
Institute, Cary, NC). Em razdo de associa¢des envolvendo variaveis quantitativas e
qualitativas, ora com ora sem distribuicdo gaussiana, estratificadas em até 3
categorias, foram utilizados testes estatisticos diversos (ANOVA; Kruskal-Wallis; qui-
quadrado; teste t de Student; coeficiente de correlacéo linear de Pearson; teste exato
de Fisher; teste de comparacdes multiplas de Dwass, Steel, Critchlow-Fligner), de
acordo com as variaveis a serem testadas. Foram consideradas estatisticamente
significativas associactes quando o p-valor foi p < 0,05 e o intervalo de confianc¢a (IC)
95%.

Foram realizadas, ainda, andlises multivariadas por meio de regressao linear
multipla com o intuito de identificar varidveis independentes significativamente

associadas com o SCORAD ou com as concentracdes séricas de 25(0OH)D.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DESCRITIVOS

O namero total de participantes portadores de DA recrutados para o estudo foi
de 112 individuos. Foram excluidos do estudo 06 individuos que nao realizaram os
exames laboratoriais solicitados, resultando numa perda de 5,36% da amostra inicial.
Foram incluidos nas analises, portanto, 106 pacientes portadores de DA. Os pacientes
do grupo controle foram selecionados por critério cronolégico quando, obedecidos
critérios de inclusdo e exclusdo, eram compativeis para pareamento com um caso do
grupo DA, de acordo com as variaveis idade, género, IMC e fototipo. Foram
selecionados 54 pacientes para o grupo controle (Figura 10), os quais foram pareados

com subamostra de 54 pacientes do grupo DA (pareamento 1:1).

Pacientes com DA recrutados para o estudo

n=112

r Pacientes excluidos

¢ L n=6

N
Pacientes com DA incluidos no estudo Subpopulagdo da amostra DA

n=106 n=>54

~
f * Avaliag@o Clinica: \ Pareamento 1:1 por idade,

SCORAD género, IMC e fototipo
* Exames Laboratoriais: J
25(0H)D, IgE, ¢
hemograma, EPF, PTHi Grupo controle
» Dados climaticos: n =54
Estac&o do ano, ¢

IUV (meédia de 30 dias)/

» Exame Laboratorial:
25(0OH)D
* [lUV (média de 30 dias)

Figura 10 - Fluxograma de inclus&o dos casos e controles
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laboratoriais e

ambientais relacionadas ao grupo de pacientes com DA encontram-se sumarizadas

na Tabela 2.

Tabela 2 — Andlise descritiva das varidveis encontradas no grupo de portadores de DA

Portadores de DA (n = 106)

Valor minimo

Valor médxim o

Idade (anos)

Género
Masculino
Feminino

Fototipo Fitzpatrick
Il
Il
\Y
Vv

Renda

(salarios-minimos)

IMC (kg/m ?)

IMC score Z
Magreza
Adequado
Risco de sobrepeso
Sobrepeso
Obesidade

Asma ou RA
Sim
N&o

Atopia familiar
Sim
N&o

Idade de inicio (anos)

SCORAD
DA Leve
DA Moderada
DA Grave

SCORAD objetivo
DA Leve
DA Moderada
DA Grave

continua

8,18 +, 4,02

38 (35,85%)
68 (64,15%)

7 (6,60%)
30 (28,30%)
65 (61,32%)
4 (37,78%)

3,31+2,68
17,75 £ 3,17

2 (1,89%)
70 (66,03%)
24 (22,64%)

8 (7,55%)

2 (1,89%)

60 (56,60%)
46 (43,40%)

72 (67,92%)
34 (32,08%)
2,06 + 2,83
28,29 + 15,33
49 (46,23%)
48 (45,28%)
9 (8,49%)
19,03 + 11,40
45 (42,45%)
55 (51,89%)
6 (5,66%)

0,75

13,15

3,5

3,5

17,9

10
32,3

15
76,1

58,1
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continuagéo

Tabela 2 — Analise descritiva das variaveis encontradas no grupo de portadores de DA

Portadores de DA (n =106) Valor minimo  Valor médxim o

25(0OH)D (ng/ml) 28,97 £ 9,68 12,1 76,9

Suficiéncia 45 (42,45%)

Insuficiéncia 44 (41,51%)

Deficiéncia 17 (16,04%)
PTHi (pg/ml) 2 33,85+ 15,7 7 91,39
IgE (UI/ml)® 1.242,83 £ 2.297,69 3,3 15.200
Eosindfilos (%) 7,68 £ 5,02 0 22
Estacéo do ano

Primavera 28 (26,41%)

Veréo 38 (35,85%)

Outono 22 (20,76%)

Inverno 18 (16,98%)
luv* 11,8+2,6 7 14

Valores expressos em média + desvio padréo ou n (%)

aPTHi realizado em 69 pacientes

b IgE realizado em 102 pacientes

* UV representa o IUV maximo nos 30 dias anteriores a avaliagao clinica

A razao entre o género feminino e o masculino foi de 1,8. A idade média
relatada para inicio dos sintomas de DA foi de 2,06 anos. Houve predominio de
fototipos mais elevados (Il e V) na amostra. Constatou-se grande prevaléncia de
associacado de asma ou RA nos casos de portadores de DA (56,6%), assim como de
atopia familiar positiva (67,92%). A média do SCORAD foi de 28,29, sendo que
91,51% dos sujeitos foram portadores de DA leve ou moderada.

A média de 25(OH)D encontrada no grupo de portadores de DA foi de 28,97 +
9,68 ng/ml. Apés alocacéo nas categorias definidas pela The Endocrine Society (44),
42,45% dos pacientes foram considerados suficientes e 57,55% foram considerados
hipossuficientes (insuficientes ou deficientes) em vitamina D.

A média de IgE total foi de 1.242,83 + 2.297,69. Da amostra de 106 pacientes
com DA, 4 sujeitos ndo realizaram a dosagem de IgE. Dos 102 pacientes que
realizaram o exame, 27 (26,47%) possuiam concentracdo sérica normal de IgE, ao
passo que 75 (73,53%) apresentaram concentracao sérica de IgE acima dos valores

de referéncia.
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O EPF foi positivo em 12 pacientes, sendo identificados os protozoarios listados

na Tabela 3. Nao foram encontrados geohelmintos.

Tabela 3— Resultados do exame EPF no grupo de pacientes com DA

Parasitas Frequéncia (n) Porcentagem
Negativo 81 76,42%
Giardia intestinalis 7 6,61%
Entamoeba coli 3 2,83%
Giardia intestinalis e Entamoeba coli 1 0,94%
Endolimax nana 1 0,94%
Pacientes que nao realizaram o exame 13 12,26%

Da amostra de 106 participantes do grupo DA, foi obtida uma subpopulacao de
54 sujeitos para realizacdo de pareamento com grupo controle. O modo de obtencéo
da amostra obedeceu a ordem cronoldgica de inclusdo dos sujeitos atdpicos na
pesquisa e os critérios estabelecidos para o pareamento, detalhados em ‘Métodos’.
Os 52 pacientes portadores de DA que néo foram pareados foram excluidos da analise
comparativa com o grupo controle.

O pareamento foi realizado na proporc¢éo de 1 sujeito-controle (ndo portador de
DA) para 1 sujeito-indice (portador de DA), resultando em um grupo controle composto
por 54 participantes. A distribuicdo das variaveis utilizadas para o pareamento nos
dois grupos, assim como o resultado da concentracdo sérica de 25(0OH)D nesses,

estdo detalhados na Tabela 4.

Tabela 4— Caracteristicas epidemiolégicas e concentracao de 25(OH)D em subgrupo com DA

e em grupo controle pareado

Subgrupo DA (n = 54) Controle (n = 54)
Idade (anos) 9,09+4,11 9,04 +4,32
Género
Masculino 22 (40,74%) 22 (40,74%)
Feminino 32 (59,26%) 32 (59,26%)

continua
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continuagéo
Tabela 4 — Caracteristicas epidemiologicas, concentragcfes de 25(OH)D e IUV médio em
subgrupo com DA e em grupo controle pareado

Subgrupo DA (n = 54) Controle (n = 54)
Fototipo
Il 1 (1,85%) 5 (9,26%)
Il 17 (31,48%) 9 (16,67%)
\Y; 35 (64,82%) 39 (72,22%)
Y, 1 (1,85%) 1 (1,85%)
IMC (kg/m2) 17,73 + 2,65 17,83 +2,48
25(0OH)D (ng/ml) 28,95 + 8,78 25,55 + 7,02
Suficiéncia 23 (42,59%) 12 (22,22%)
Insuficiéncia 21 (38,89%) 33 (61,11%)
Deficiéncia 10 (18,52%) 9 (16,67%)
IUV médio (30 dias) 12,85 + 2,09 10,31 +2,54

Valores expressos em média + desvio padrao ou n (%)

A representacao grafica comparativa da frequéncia das categorias de 25(0OH)D
no subgrupo DA e no grupo controle esta representada na Figura 11.

Distribuicao das categorias de 25(OH)D em casos e
controles

70% - 61,11%

60% 1 -
0% 42,59%

40% 7
30% - 22,22% m Subgrupo DA
182278 16 67%

20% -
10% -
0%

= Controle

Suficiente Insuficiente Deficiente

Categoria de 25(OH)D

Figura 11 - Distribuicdo das categorias de 25(OH)D no subgrupo DA e no grupo controle

Os valores do IUV maximo encontrados no periodo do estudo em Brasilia-DF

encontram-se representados na Figura 12. Para construcdo do grafico, foram
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utilizados os valores diarios de IUV maximo mensurados pelo CPTEC / INPE. A média
do IUV no periodo do estudo foi de 11,8 + 2,61.

EXTREMO

MUITO ALTO

ALTO A

MODERADO

BAIXO

Figura 12 - IUV maximo diario no periodo do estudo

4.2 RESULTADOS ANALITICOS

4.2.1 ConcentragBes Séricas e Categorias de 25(OH)D em Su bgrupo de
Pacientes Portadores de DA e em Grupo Controle

4.2.1.1. Metodologia

Inicialmente, verificou-se pelo teste de Kolmogorov-Smirnov que a diferenca de
25(OH)D entre os dois grupos apresentava distribuicdo gaussiana. Empregou-se o
teste t de Student emparelhado com o intuito de verificar se a diferenca média da
concentracdo de 25(OH)D entre os grupos foi significativamente diferente de zero.

Em seguida, empregou-se o teste de homogeneidade marginal com objetivo de
comparar se as propor¢cdes marginais de deficiéncia, insuficiéncia e suficiéncia em

vitamina D diferiram entre os grupos.
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4.2.1.2 Resultado

Pacientes com DA apresentaram valores médios de 25(OH)D
significativamente maiores do que aqueles do grupo controle (p = 0,0176). A diferenca
entre as médias foi de 3,39 ng/ml (Tabela 5 e Figura 13).

Tabela 5 — Concentragdes séricas de 25(0OH)D em subgrupo de pacientes com DA e em grupo
controle

25(0OH)D _ -
Diferenca entre Médias t (gl*) p
DA Subgrupo Controle
28,95 + 8,78 25,55 + 7,02 3,39+1,38 2,45 (53) 0,0176

Valores expressos em média + desvio padrao
*gl = grau de liberdade
p-valor calculado pelo teste t de Student emparelhado

Distribuigao da Diferenga: 25(OH)D em pacientes com DA — 25(OH)D em controles
Com intervalo de confianga de 95% para a média

[] 95% Confianca

——  F |

-30 -20 -10 0 10 20
Diferenca

Figura 13 - Comparacao entre concentra¢des séricas de 25(OH)D em subgrupo DA e

grupo controle.

Por meio da avaliacdo do resultado do teste de homogeneidade marginal, a
hipotese de igualdade marginal ndo p6de ser rejeitada e, portanto as proporc¢des de
pacientes deficientes, insuficientes e suficientes no grupo de pacientes com DA nao

diferiram significativamente das respectivas propor¢des no grupo controle (Tabela 6).
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Tabela 6 — Categorias de 25(0OH)D em subgrupo portador de DA e em grupo controle

25(0OH)D 25(OH)D — Grupo Controle

SUbg'rAl\JPO Deficiéncia  Insuficiéncia  Suficiéncia Total P
Deficiéncia 2 (3,70) 8 (14,81) 0 (0,00) 10 (18,52)
Insuficiéncia 5 (9,26) 8 (14,81) 8 (14,81) 21(38,89) oo
Suficiéncia 2 (3,70) 17 (31,48) 4 (7,41) 23 (42,59)
Total 9 (16,67) 33 (61,11) 12 (22,22) 54 (100,00)

Teste de homogeneidade marginal (x? = 4,85; gl = 2; p = 0,0885)

4.2.2 IUV Médio em Subgrupo de Pacientes Portadores de DA e em Grupo
Controle

4.2.2.1 Metodologia

As médias do IUV maximo nos 30 dias anteriores a avaliagcdo clinica no
subgrupo de pacientes com DA e no grupo controle pareado foram comparadas por

meio do teste t de Student emparelhado.

4.2.2.2 Resultado

O IUV dos casos foi significativamente maior que o IUV dos controles (p <
0,0001). Os pacientes do subgrupo DA apresentaram o IUV em média 2,54 acima dos

pacientes do grupo controle (Tabela 7).
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Tabela 7 — IUV médio em subgrupo de pacientes com DA e em grupo controle

UV
DA Subgrupo Controle
12,85+ 2,09 10,31 +2,54 2,54 + 3,06 6,10 (53) <0,0001

Valores expressos em média + desvio padrao
*gl = grau de liberdade
p-valor calculado pelo teste t de Student emparelhado

Diferenca entre Médias t (gh*) p

4.2.3 Associagdo entre 25(0OH)D e Gravidade Clinica da DA (SCORAD e SCORAD
Obijetivo)

4.2.3.1 Metodologia

As correlacgdes entre as variaveis quantitativas 25(OH)D e SCORAD, assim
como entre 25(OH)D e SCORAD objetivo, foram feitas por meio do coeficiente de
correlacao linear de Pearson. Quando as variaveis foram analisadas categoricamente,
utilizou-se o teste exato de Fisher em virtude da frequéncia menor que 5 em mais de

20% das caselas.

4.2.3.2 Resultado

N&o existiu correlacdo significativamente diferente de zero entre as variaveis
continuas 25(0OH)D e SCORAD (r = 0,03424; p = 0,7269) (Tabela 8 e Figura 14).
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Tabela 8 - Correlagédo entre variaveis continuas 25(0OH)D e SCORAD

Variavel Variavel Correlagao 0
dependente  independente estimada IC 95% P
-0,157543
25(0OH)D SCORAD 106 0,03424 0223536 0,7269

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 14 — Correlacéo entre 25(OH)D e SCORAD

N&o existiu correlacdo significativamente diferente de zero entre as variaveis
guantitativas 25(OH)D e SCORAD objetivo (r = 0,00451; p = 0,9633) (Tabela 9, Figura
15).

Tabela 9 — Correlagéo entre 25(0OH)D e SCORAD objetivo

Variavel Variavel Correlagao 0
dependente independente estimada IC 95% P
SCORAD -0,186407
25(0OH)D objetivo 106 0,00451 0.195096 0,9633

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 15 — Correlacéo entre 25(OH)D e SCORAD objetivo

N&o existiu associagao significativa entre as categorias de 25(OH)D e SCORAD
(p=0,7629) (Tabela 10), tampouco entre as categorias de 25(OH)D com as categorias
de DA determinadas pelo SCORAD objetivo (p = 0,4812) (Tabela 11).

Tabela 10 — Associagéo entre 25(0OH)D e SCORAD categoricos

Dermatite atépica (SCORAD)

25(OH)D
(ng/mi) DA leve DA moderada DA grave p
(n=49) (n=48) (n=9)
Suficiéncia 20 (40,82%) 22 (45,83%) 3 (33,33%)
Insuficiéncia 23 (46,94%) 17 (35,42%) 4 (44,44%) 0,7629
Deficiéncia 6 (12,24%) 9 (18,75%) 2 (22,22%)

p—valor calculado pelo teste exato de Fisher

Tabela 11 — Associagao entre categorias de 25(0OH)D e de SCORAD objetivo

Categoria SCORAD Objetivo

Categoria Total
25(0OH)D DA leve DA DA grave ota p
moderada
Deficiéncia 5(11,11%) 11 (20%) 1(16,67%) 17
Insuficiéncia 19 (42,22%) 21 (38,18%) 4 (66,67%) 44 0.4812
Suficiéncia 21 (46,67%) 23 (41,82%) 1 (16,67%) 45 ’
Total 45 55 6 106

p — valor calculado pelo teste exato de Fisher
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4.2.4 Correlacao entre Concentracdes Seéricas de 25( OH)D e Gravidade Clinica

da DA em Grupo de Pacientes com IgE Elevada

4.2.4.1 Metodologia

As correlagdes entre as varidveis quantitativas 25(0OH)D e SCORAD, assim
como entre 25(OH)D e SCORAD objetivo no grupo de pacientes com IgE elevada,

foram feitas por meio do coeficiente de correlacéo linear de Pearson.

4.2.4.2 Resultado

N&o existiu correlagédo significativamente diferente de zero entre 25(0OH)D e
SCORAD (r=0,04977; p=0,6704) (Tabela 12 e Figura 16), tampouco entre 25(0OH)D
e SCORAD objetivo (r = 0,02194; p = 0,8513) (Tabela 13 e Figura 17) no grupo de

pacientes com IgE elevada.

Tabela 12 - Correlacdo entre variaveis 25(0OH)D e SCORAD em grupo de pacientes

portadores de DA com IgE elevada

Variavel Variavel Correlagao 0
dependente independente estimada IC 95% P
-0,179215
SCORAD 25(0OH)D 75 0,04977 0,273642 0,6704

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 16 — Correlacao entre 25(0OH)D e SCORAD em pacientes

com IgE elevada

Tabela 13 — Correlacéo entre 25(0OH)D e SCORAD obijetivo em grupo de pacientes com IgE

elevada
Variavel Variavel Correlacao
. elac IC 95% p
dependente independente estimada
SCORAD -0,206050
- 25(0OH)D 75 0,02194 ! 0,8513
objetivo (OH) 0,247666
p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 17 — Correlagao entre 25(OH)D e SCORAD objetivo
em pacientes com IgE elevada



4.2.5 Associacéao entre 25(OH)D e PTHi

4.2.5.1 Metodologia
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As correlagBes entre as variaveis continuas 25(0OH)D e PTHi foram feitas

empregando-se o coeficiente de correlacdo linear de Pearson. Para a comparacéo

entre as categorias de vitamina D e as concentracdes sericas de PTHi, utilizou-se o

teste de Kruskal-Wallis.

4.2.5.2 Resultado

N&o existiu correlacdo significativamente diferente de zero entre as variaveis
guantitativas PTHi e 25(OH)D (r = -0,01319; p = 0,9140) (Tabela 14 e Figura 18). Da

mesma forma, as concentragcdes séricas de PTHi ndo tiveram correlacéo significativa

com as categorias de 25(OH)D (Tabela 15, Figura 19).

Tabela 14 — Correlacéo entre concentracdes séricas de 25(0OH)D e PTHi

Variavel Variavel Correlagao 0
dependente independente estimada IC 95% P
: -0,249097
PTHI 25(0OH)D 69 -0,01319 0224187 0,9140

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 18 - Correlacéo entre 25(OH)D e PTHi

Tabela 15 — Associagao entre categorias de 25(0OH)D e concentracdes séricas de PTHi

77

25(0OH)D
Deficiéncia Insuficiéncia Suficiéncia p
(n=13) (n=36) (n=20)
PTHi (pg/ml) 32,95+17,65 34,22 +13,37 33,79 + 18,86 0,5429
Valores expressos em média + desvio padrao
p-valor calculado pelo teste de Kruskal-Wallis
LS-Means for Categoria_VitD
With 85% Confidence Limits
40 + _ [
= 35+
=
30 4
25 4
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Figura 19 — Concentracdes séricas de PTHi encontradas nas

diferentes categorias de 25(OH)D
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4.2.6 Correlacdo entre Concentracdes Séricas de PTH i e Gravidade Clinica da

DA

4.2.6.1 Metodologia

A correlacdo entre as variaveis continuas foram feitas empregando-se o

coeficiente de correlacéo linear de Pearson. Para a comparacéo entre as variaveis

PTHi (expressa em média *+ desvio padréo) e as categorias SCORAD, utilizou-se o

teste de Kruskal-Wallis.

4.2.6.2 Resultado

N&o houve correlagéo significativamente diferente de zero entre o PTHi e o

SCORAD continuos (r = 0,0691; p = 0,5710) (Tabela 16, Figura 20).

Tabela 16 — Associagdo entre SCORAD e concentragdo sérica de PTHi

Variavel Variavel Correlagao 0 i
dependente independente estimada IC 95% p-valor
, -0,170353
SCORAD PTHI 69 0,0691 0.300874 0,5710

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 20 — Correlacao entre SCORAD e concentracdo sérica
de PTHi

Nao houve correlacéo significativa entre concentracfes seéricas de PTHi e

categorias clinicas de gravidade da DA (Tabela 17, Figura 21).

Tabela 17 — Associagdo entre concentracdes séricas de PTHi e categorias do

SCORAD
SCORAD
Leve Moderado Grave p
(n=33) (n=29) (n=7)

PTHi (pg/ml) 32,87 +16,66 35,02 +1558 33,61+13,00 0,8039

Valores expressos em média + desvio padréo ou n (%)
p-valor calculado pelo teste de Kruskal-Wallis
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Figura 21 — Distribuicdo das concentragfes séricas de PTHIi

(média * desvio-padrao) nas categorias SCORAD

4.2.7 Analise Comparativa entre DA Intrinseca e DA  Extrinseca

4.2.7.1 Metodologia

Para as variaveis expressas em frequéncia, a comparagao entre os subtipos de
DA se deu por meio do teste de qui-quadrado. Para as variaveis expressas em média
+ desvio padrdo sem distribuicdo gaussiana, a comparacdo se deu pelo teste de

Mann-Whitney.

4.2.7.2 Resultado

O SCORAD objetivo médio dos pacientes com DA extrinseca (sujeitos com IgE
elevada) foi significativamente maior que o SCORAD objetivo médio de pacientes com
DA intrinseca (sujeitos com IgE normal) (p = 0,0233). As demais variaveis

pesquisadas ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos (Tabela 18).



Tabela 18 — Comparacao clinica e laboratorial entre pacientes com DA extrinseca e

intrinseca
DA extrinseca DA intrinseca
n=75 h=27 p-valor
Género
Masculino 28 (37,33%) 9 (33,33%) 0,71092
Feminino 47 (62,67%) 18 (66,67%)
SCORAD 30,14 + 16,63 23,96 + 10,69 0,1361°
SCORAD objetivo 20,83 + 12,22 14,44 £ 7,85 0,0233°
25(OH)D 29,21 +£9,94 28,41 9,10 0,6086°
Idade de inicio 2,12 + 3,10 1,72 +1,91 0,3854°
Asma ou RA
Sim 47 (62,67%) 12 (44,44%) 0,10012
Nao 28 (37,33%) 15 (55,56%)
Atopia familiar
Sim 51 (68%) 19 (70,37%) 0,8199?2
N&o 24 (32%) 8 (29,63%)

Valores expressos em média + desvio padréo ou n (%)

a) p-valor calculado pelo teste de qui-quadrado
b) p-valor calculado pelo teste de Mann-Whitney

4.2.8 Correlagao entre 25(OH)D e UV

4.2.8.1 Metodologia
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A correlacao entre as variaveis 25(OH)D e IUV foi realizada empregando-se o

coeficiente de correlacao linear de Pearson.

4.2.8.2 Resultado

N&o existiu correlacao significativamente diferente de zero entre 25(OH)D e IUV
(r=0,11350; p = 0,2451) (Tabela 19 e Figura 22).



Tabela 19 — Correlacdo entre concentracdes séricas de 25(0OH)D e IUV
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Variavel Variavel Correlagao 0
dependente independente estimada IC 95% P
-0,078969
25(0OH)D UV 106 0,11350 0297804 0,2451

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 22 - Correlacéo entre 25(0OH)D e IUV

4.2.9 Correlacao entre IUV e Gravidade ClinicadaD A

4.2.9.1 Metodologia

As correlagbes entre as varidveis IUV e SCORAD, assim como entre UV e

SCORAD obijetivo, foram feitas empregando-se o coeficiente de correlacéo linear de

Pearson.
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4.2.9.2 Resultado

Houve uma correlacao significativamente diferente de zero (r = -0,25306, p =
0,0083) entre IUV e SCORAD. Quanto maior foi o IUV, menor foi 0o SCORAD (Tabela
20, Figura 23). Houve tendéncia semelhante, porém estatisticamente nao significante,
entre IUV e SCORAD obijetivo (r =-0,16750, p = 0,0847) (Tabela 21 e Figura 24).

Tabela 20 — Correlacéo entre IUV e SCORAD

Variavel Variavel Correlagao 0
dependente independente estimada IC 95% P
-0,423378
SCORAD UV 106 -0,25306 0065465 0,0083

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson

Fit Plot for SCORAD
80 -

60 -

(o]

Observations 108
Parameters 2
| Error DF 104
| MSE 22203
R-Sguare 0.0646
| AdjR-Square 0.0556

SCORAD

' Q
om o jo @ O
! @O QO
[+]
O OQIDCAE mcnlmomoooooom o

0o O

40 {0 8
Q
0
8

0
o0 OO Oom

2.5 5.0 7h 100 125
IV _mensal
Fit O 95% Confidence Limits - ----- 95% Prediction Limits

Figura 23 - Correlacao entre IUV e SCORAD

Tabela 21 — Correlacéo entre IUV e SCORAD objetivo

Variavel Variavel Correlacao

0,
dependente independente estimada IC 95% p
SCORAD -0,347164
Objetivo UV 106 -0,16750 0.024022 0,0847

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 24 - Correlagéo entre IUV e SCORAD objetivo

4.2.10 Associacéao entre Categorias SCORAD e Variave is Independentes

4.2.10.1 Metodologia

Cada uma das variaveis consideradas no presente estudo foi relacionada com
a categoria SCORAD a fim de avaliar associa¢cdo com a gravidade clinica determinada
por esse indice. Para as variaveis expressas em média + desvio padrdo e que
apresentavam distribuicdo gaussiana a comparacao entre as categorias de SCORAD
se deu pela utilizacdo do teste ANOVA. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para
aguelas que n&o apresentavam distribuicdo gaussiana. Empregou-se o teste de
comparacdes multiplas de Dwass, Steel, Critchlow-Fligner nas situacées em que o
teste de Kruskal-Wallis apresentou p-valor < 0,05. Para as variaveis expressas em
frequéncia, a comparacao entre as categorias do SCORAD se deu pelo uso do teste
de qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher quando mais de 20% das caselas

apresentaram frequéncia esperada inferior a 5.
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4.2.10.2 Resultado

Apenas a variavel IgE apresentou diferenca significativa entre as categorias
clinicas de gravidade de DA (p = 0,0148). Os valores médios de IgE néo diferiram
significativamente entre pacientes com DA leve e moderada (p = 0,7662), porém
diferiram significativamente entre pacientes com DA leve e grave (p = 0,0075), assim
como entre pacientes com DA moderada a grave (p = 0,0474). As demais variaveis
testadas nao apresentaram associacao significativa com a categoria SCORAD
(Tabela 22, Figuras 25 a 31).

Tabela 22 - Associacao das categorias de SCORAD com varidveis independentes

SCORAD
DA leve DA moderada DA grave p
(n=49) (n=48) (n=9)
Idade (anos) 8,34 + 4,26 8,19 + 3,90P 7,31+ 3,62 0,78222
Género
Masculino 18 (36,73%) 16 (33,33%) 4 (44,44%) 0,8033
Feminino 31 (63,27%) 32 (66,67%) 5 (55,56%)
Fototipo
Il 2 (4,08%) 5 (10,42%) 0
1] 11 (22,45%) 16 (33,33%) 3 (33,33%) 0,4826°
v 33 (67,35%) 26 (54,17%) 6 (66,67%)
Vv 3 (6,12%) 1 (2,08%) 0
Renda 3,69 +2,82 3,26 +2,71 1,67 £0,61 0,0790¢
IMC (kg/m 2) 17,68 + 3,47 17,80 + 3,00 17,91 £ 2,60 0,7951¢
IMC
Magreza 2 (4,08%) 0 0
Adequado 34 (69,39%) 32 (66,67%) 4 (44,44%) 0.0982°
Risco sobrep 7 (14,29%) 13 (27,08%) 4 (44,44%)
Sobrepeso 5 (10,20%) 3 (6,25%) 0
Obesidade 1 (2,04%) 0 1(11,11%)
Asma ou RA
Sim 27 (55,10%) 28 (58,33%) 5 (55,56%) 0,9477°
N&o 22 (44,90%) 20 (41,67%) 4 (44,44%))
Atopia familiar
Sim 33 (67,35%) 34 (70,83%) 5 (55,56%) 0,6617°

Nao
continua

16 (32,65%)

14 (29,17%)

4 (44,44%)
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Tabela 22 - Associacdo das categorias de SCORAD com variaveis independentes

SCORAD
DA leve DA moderada DA grave p
(n=49) (n=48) (n=9)
Idade de inicio 2,25+ 3,25 2,07+£251 0,99 +£1,92 0.1792¢
[)) 12,1 +£2,36 11,4 +£3,17 10,8 £ 2,93 0,4362¢
IgE total 718,87 + 992,81 1;’223%?5?; 323255’; 0,0148%
Eosinofilos (%) 6,70% * 5,47 8,23% * 4,62 9,83% + 3,89 0,13762

Renda expressa em salarios-minimos

IUV representa a média do IUV méaximo nos 30 dias anteriores a avaliacdo clinica.
Valores expressos em média + desvio padréo ou n (%)

a) p-valor calculado pelo teste ANOVA

b) p —valor calculado pelo teste de qui-quadrado

¢) p — valor calculado pelo teste exato de Fisher

d) p-valor calculado pelo teste de Kruskal-Wallis
e) comparacdes multiplas usando o teste de Dwass, Steel, Critchlow-Fligner. (Leve versus
Moderada - p = 0,7662; Leve versus Grave - p = 0,0075; Moderada versus Grave - p = 0,0474)

LS-Means for Cat_SCORAD
With 85% Confidence Limits

Idade LS-Mean

Leve Moderada Grave
Cat_SCORAD

Figura 25 - Distribuicdo da idade (média + desvio padréo)

nas diferentes categorias SCORAD
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LS-Means for Cat_SCORAD
With 95% Confidence Limits

Moderada Grave
Cat_SCCRAD

Figura 26 — Distribuicdo da renda (média *+ desvio padrao)

nas diferentes categorias SCORAD

20

IMC LS-Mean

Leve

LS-Means for Cat_ SCORAD
With 85% Confidence Limits

Moderada Grave
Cat_SCORAD

Figura 27 — Distribuicdo do IMC (média + desvio padréo)

nas diferentes categorias SCORAD
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LS-Means for Cat_SCORAD
With 95% Confidznce Limits

Inicio_sintomas LS-Mean

Leve Moderada Grave
Cat_SCCRAD

Figura 28 — Distribuicdo da idade de inicio dos sintomas

(média £ desvio padréo) nas diferentes categorias SCORAD

LS-Means for Cat_SCORAD
With 95% Confidence Limits

IV _mensal LS-Mean

Leve Moderada Grave
Cat_SCORAD

Figura 29 — Distribuicdo do IUV (média + desvio-padréo) nas

diferentes categorias SCORAD



LS-Means for Cat_SCORAD
With 95% Confidence Limits
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Figura 30 — Distribui¢éo de IgE (média * desvio-padréo) nas

diferentes categorias SCORAD

LS-Means for Cat_SCORAD
With 85% Confidence Limits

012

0.10

Eos LS-Mean

0.08

0.06

Leve Moderada Grave
Cat_SCORAD

Figura 31 — Distribuicdo da eosinofilia relativa (média *

desvio-padréo) nas diferentes categorias SCORAD
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4.2.11 Analise Multivariada para Identificagdo de V  aridveis Determinantes do
SCORAD

4.2.11.1 Metodologia

Para se analisar a relacdo entre SCORAD com potenciais confundidores foi
realizada andlise de regressao linear multipla. A variavel resposta foi SCORAD e como
potenciais confundidores idade, género (feminino versus masculino), fototipo (Il e 11l
versus IV e V), renda, IMC, asma ou RA (sim versus nao), atopia familiar (sim versus
nado), idade de inicio dos sintomas, UV, IgE, eosinofilos e concentracdo sérica de
25(0OH)D, que foram introduzidos na equacdo de regressao através do meétodo
stepwise backward. A significancia da contribuicdo das variaveis ao modelo foi
estimada e comparada com o critério de remocao (p = 0,1). Quando um potencial
preditor atingia o critério de remocao, ele era removido do modelo de regresséao. O
modelo era entdo reestimado para as varidveis remanescentes, € 0 processo era
entdo repetido até que nenhum preditor atingia o critério de remocao. Os residuos

padronizados do ultimo modelo foram verificados quanto & normalidade.

4.2.11.2 Resultado

A andlise de regressao linear multipla mostrou que apenas as variaveis IgE e
IUV foram preditores associados significativamente com SCORAD (Tabela 23). Os
resultados indicaram que: quanto maior o valor de IgE, maiores sdo os valores de

SCORAD e quanto maiores os valores de IUV, menores os valores do SCORAD.
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Tabela 23 — Andlise de regressao linear multipla (modelos para predizer SCORAD)

Modelos e Preditores B p-valor r? IC95 % de B
Modelo 0,2275

Constante 44,750 < 0,0001 31,852 a 57,648

IUV mensal -1,350 0,0085 -2,347 a -0,352

Renda -0,916 0,0913 -1,983 a 0,150

IgE 0,002 0,0003 0,001 a 0,004

Variavel dependente: SCORAD; variaveis independentes: idade, género, fototipo, renda, IMC,
asma ou RA, atopia familiar, idade de inicio dos sintomas, UV, IgE, eosindfilos e 25(0OH)D.

IC: intervalo de confianca, : coeficiente ndo padronizado; p-valores < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

4.2.12 Correlacao entre IMC e Concentracdes Séricas  de 25(0OH)D

4.2.12.1 Metodologia

As correlacdes entre as variaveis quantitativas foram feitas empregando-se o

coeficiente de correlacéo linear de Pearson.

4.2.12.2 Resultado

Existiu correlacéo significativamente diferente de zero entre IMC e 25(OH)D.
Observou-se que, quanto o maior o IMC, menor foi o valor encontrado de 25(OH)D
(Tabela 24, Figura 32).

Tabela 24 — Correlacdo entre IMC e concentracdes séricas de 25(0OH)D

Variavel Variavel Correlagéo 0
dependente independente estimada IC 95% P
-0,370778
25(0OH)D IMC 106 -0,19372 -0.003083 0,0454

p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
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Figura 32 — Correlacao entre IMC e 25(0OH)D

4.2.13 Correlagéo entre Idade e Concentracdes Séric  as de 25(0OH)D

4.2.13.1 Metodologia

A correlacdo entre as variaveis foi feita empregando-se o coeficiente de
correlacao linear de Pearson.

4.2.13.2 Resultado

Existiu correlacao significativamente diferente de zero entre idade e 25(0OH)D,
no sentido de quanto maior a idade, menor a concentracdo encontrada de 25(OH)D (r
=-0,26573; p = 0,0055) (Tabela 25, Figura 33).
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Tabela 25 — Correlagéo entre idade e concentragdes séricas de 25(0OH)D

Variavel Variavel Correlagao 0
dependente independente estimada IC 95% P
-0,434462
25(0OH)D Idade 106 -0,26573 -0.078978 0,0055
p-valor calculado pelo coeficiente de correlacéo linear de Pearson
Fit Plot for VitaminaD
a0
60
C-)- e Observations 108
o Q O Parameters 2
.E Error DF 104
g 40 MSE 87.547
g R-Square 00712

Adj R-Square 0.0623

20

Idade
Fit O 95% Confidence Limits - - 95% Prediction Limits

Figura 33 - Correlacéo entre idade e concentragfes séricas de
25(0OH)D

4.2.14 Associacédo entre Estacdo do Ano e Concentragc  0es Séricas de 25(0OH)D

4.2.14.1 Metodologia

As variaveis estacdo do ano e concentragfes seéricas de 25(OH)D foram
analisadas utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis.
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4.2.14.2 Resultado

As concentracdes médias de 25(OH)D néo diferiram entre as estacdes
climaticas do ano (p = 0,0675) (Tabela 26, Figura 34).

Tabela 26 — Associagao entre estacdes climéticas e concentracdes séricas de 25(0OH)D

Primavera Veréo Outono Inverno
(n=28) (n=38) (n = 22) (n=18) p
2(5;5:3;3 32,89+12,23 28,74+9,42 2553+6,12 27,39+7,09 0,0675

* p-valor calculado pelo teste de Kruskal-Wallis

LS-Means for Data_exame
With 85% Confidence Limits

el

a0

YWitaminaD LS-Mean

25

verao inverno outono primavera

Data_exame

Figura 34 — Distribuicdo das concentracdes séricas de

25(0OH)D nas diferentes estacoes climaticas
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4.2.15 Associacao entre Categorias de 25(OH)D e Var iaveis Independentes

4.2.15.1 Metodologia

Cada variavel foi relacionada com a categoria de 25(OH)D a fim de avaliar a
associacdo daquela com o status de vitamina D. Para as varidveis expressas em
média * desvio padrdo e que apresentavam distribuicdo gaussiana, a comparacao
entre os niveis estratificados de 25(OH)D se deu pela utilizagdo do teste ANOVA, ou
pelo teste de Kruskal-Wallis para aquelas que nao apresentavam distribuicdo
gaussiana. Para as variaveis expressas em frequéncia a comparagao entre os niveis
de 25(0OH)D se deu pelo uso do teste de qui-quadrado, ou pelo teste exato de Fisher
guando mais de 20% das caselas apresentaram frequéncia esperada inferior a 5.

4.2.15.2 Resultado

Nenhuma variavel apresentou associacao significativa com as concentracdes
séricas estratificadas de 25(OH)D (Tabela 27, Figuras 35 a 41).

Tabela 27 — Associacao entre categorias de 25(OH)D e variaveis independentes

25(0OH)D
Deficiéncia Insuficiéncia Suficiéncia p
(n=17) (n=44) (n = 45)

Idade (anos) 9,52 + 3,61 8,44 + 4,51 7,43 + 3,56 0,16412
Género

Masculino 5 (29,41%) 19 (43,18%) 14 (31,11%)  0,4118°

Feminino 12 (70,59%) 25 (56,82%) 31 (68,89%)
Fototipo

I 0 2 (4,54%) 5 (11,11%)

] 4 (23,53%) 9 (20,46%) 17 (37,78%) 0,1285¢

\Y; 12 (70,59%) 30 (68,18%) 23 (51,11%)

\% 1 (5,88%) 3 (6,82%) 0

continua
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Tabela 27 — Associacao entre categorias de 25(OH)D e variaveis independentes
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25(0OH)D
Deficiéncia Insuficiéncia Suficiéncia p
(n=17) (n=44) (n =45)
Renda 3,86 + 3,23 3,04 + 2,53 3,35+2,64 0,5583¢
IMC 18,64 + 2,65 17,79 £ 2,98 17,39 £ 3,51 0,1224¢
IMC
Magreza 0 0 2 (4,44%)
Adequado 12 (70,59%) 30 (68,18%) 28 (62,22%) 0.1798°
Risco Sobrep 4 (23,53%) 7 (15,91%) 13 (28,90%) ’
Sobrepeso 0 6 (13,64%) 2 (4,44%)
Obesidade 1 (5,88%) 1 (2,27%) 0
Atopia pessoal
Sim 10 (58,82%) 28 (63,64%) 22 (48,89%) 0,3360°
Nao 7 (41,18%) 16 (36,36%) 23 (51,11%)
Atopia familiar
Sim 14 (82,35%) 26 (59,09%) 32 (71,11%) 0,1818°
Nao 3 (17,65%)) 18 (40,91%) 13 (28,89%)
SCORAD 33,16 + 16,95 27,14 + 14,63 27,58 + 15,37 0,36092
SCORAD
Leve 6 (35,29%) 23 (52,27%) 20 (44,44%) 0.7590°
Moderada 9 (52,94%) 17 (38,64%) 22 (48,89%) ’
Grave 2 (11,77%) 4 (9,09%) 3 (6,67%)
UV 11,9+252 11,2 £2,56 12,0+ 3,13 0,1228¢
1598,52 + 1249,09 + 1107,51 +
IgE total 1903,07 2523 54 2235,86 038561
Eosindfilos (%) 7,14% + 3,66 7,57% 5,13 7,98% + 5,41 0,9729¢

Renda expressa em salarios-minimos
IUV representa a média do IUV maximo nos 30 dias anteriores a avaliacao clinica
Valores expressos em média + desvio padrdo ou n (%)

a) p-valor calculado pelo teste ANOVA

b) p —valor calculado pelo teste de qui-quadrado
c) p — valor calculado pelo teste exato de Fisher
d) p-valor calculado pelo teste de Kruskal-Wallis
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Figura 35 — Distribui¢cdo da idade (média + desvio padréo) nas

diferentes categorias de 25(0OH)D
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Figura 36 — Distribuicdo da renda (média + desvio padrao)

nas diferentes categorias de 25(0OH)D
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Figura 37 — Distribuicdo do IMC (média * desvio padrédo) nas

diferentes categorias de 25(0OH)D
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Figura 38 — Distribuicdo do SCORAD (média + desvio padréo)

nas diferentes categorias de 25(OH)D
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LS-Means for Cat_OHD_25
With 95% Confidence Limits
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Figura 39 - Distribuicdo do IUV (média £ desvio padrao) nas
diferentes categorias de 25(OH)D
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Figura 40 — Distribuicdo da IgE total (média * desvio padrao)

nas diferentes categorias de 25(0OH)D
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LS-Means for Categoria_VitD
With 85% Confidence Limits
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Figura 41 — Distribuicdo da eosinofilia relativa (média + desvio

padréo) nas diferentes categorias de 25(0OH)D

4.2.16 Andlise Multivariada para ldentificacdo de V  ariaveis Determinantes da
25(0OH)D

4.2.16.1 Metodologia

Para verificar a relacdo entre 25(OH)D com potenciais confundidores, foi
realizada analise de regressao linear multipla. A variavel resposta foi 25(OH)D e como
potenciais confundidores género (feminino versus masculino), idade, fototipo (Il e 1lI
versus IV e V), renda, IMC, asma ou RA (sim versus nao), atopia familiar (sim versus
nao), SCORAD, IUV, IgE e eosindfilos, que foram introduzidos na equacédo de
regressao através do método stepwise backward. A significancia da contribuicdo das
variaveis ao modelo foi estimada e comparada com o critério de remocao (p = 0,1).
Quando um potencial preditor atingia o critério de remocéo ele era removido do
modelo de regressdo. O modelo era entdo reestimado para as variaveis
remanescentes, e 0 processo era entdo repetido até que nenhum preditor atingia o
critério de remocao. Os residuos padronizados do ultimo modelo foram verificados

quanto a normalidade.
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4.2.16.2 Resultado

A analise de regressao linear multipla mostrou que as variaveis fototipo, idade
e IUV foram preditores associados significativamente com a concentracdo sérica de
25(0OH)D. Pacientes com fototipo Il e Il apresentaram valores médios de 25(OH)D
6,012 ng/ml maiores que os pacientes com fototipo IV e V. Pacientes de maior idade
foram associados a menores concentracfes de 25(OH)D do que pacientes mais
novos. Sujeitos avaliados em periodos com valor mais elevado de UV foram

associados a maiores concentracdes de 25(OH)D (Tabela 28).

Tabela 28 — Andlise de regressao linear multipla [modelos para predizer 25(OH)D]

Modelo e Preditores B p-valor B r? IC95 % de B
Modelo 0,1875
Constante 22,807 < 0,0001 13,814 a 31,800
Fototipo (Il e lll vs IV e V) 6,102 0,0031 2,116 a 10,088
Idade -0,570 0,0189 -1,044 a -0,096
UV 0,739 0,0270 0,086 a 1,391

Variavel dependente: 25(OH)D; variaveis independentes: idade, género, fototipo, renda, IMC,
asma ou RA, atopia familiar, SCORAD, UV, IgE e eosindfilos.

IC: intervalo de confianga; B: coeficiente ndo padronizado; p valores < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

4.2.17 Associacao entre Concomitancia de DA com Asm  a ou RA e Variaveis

Independentes

4.2.17.1 Metodologia

Para as varidveis expressas em média + desvio padrdo e que apresentavam
distribuicdo gaussiana, a comparagcéo entre concomitancia de atopia pessoal (sim
versus néo) se deu pela utilizacdo do teste t de Student, ou pelo teste de Mann-

Whitney para aquelas que nao apresentavam distribuicdo gaussiana. Para as
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variaveis expressas em frequéncia a comparacdo entre os géneros se deu pelo uso

do teste de qui-quadrado.

4.2.17.2 Resultado

A média de IgE, na populacao de sujeitos com DA, foi significativamente maior
em pacientes com asma ou RA concomitante do que em pacientes sem asma ou RA
(p = 0,0066). As demais variaveis ndo apresentaram associacao significativa com a

presencga ou auséncia de asma ou RA (Tabela 29).

Tabela 29 — Associagao entre concomitancia de DA com asma ou RA (sim versus nao)

e as variaveis genéro, idade de inicio, SCORAD, 25(0OH)D, PTH, IgE e eosinofilos.

Asma ou RA concomitante com DA

Sim (n = 60)" N0 (n = 46)° P
Género
Masculino 23 (38,33%) 15 (32,61%) 0,54242
Feminino 37 (61,67%) 31 (67,39%)
'(gig‘:)de inicio 2,17 +3,12 1,92 + 2,45 0,6822"
SCORAD 28,86 + 14,14 27,56 £16,90 0,6686°
SCORAD
Leve 27 (45%) 22 (47,83%) 0.9477
Moderado 28 (46,67%) 20 (43,48%) '
Grave 5 (8,33%) 4 (8,69%)
25(0OH)D (ng/ml) 28,63 + 10,34 29,42 + 8,8 0,6804°
25(0H)D
Suficiéncia 22 (36,67%) 23 (50%) 036607
Insuficiéncia 28 (46,67%) 16 (34,78%) '
Deficiéncia 10 (16,66%) 7 (15,22%)
PTH (pg/ml) 34,25 + 15,79 33,20 + 15,84 0,5987¢
IgE (Ul/ml) 1521 £ 2254 860,66 + 2328,52 0,0066°
Eosindfilos (%) 8,47% = 4,97 6,60% £ 4,95 0,0633¢

Valores expressos em média + desvio padrdo ou n (%)
a) p —valor calculado pelo teste de qui-quadrado

b) p-valor calculado pelo teste de Mann-Whitney

c) p-valor calculado pelo teste t de Student
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5 DISCUSSAO

5.1 DELINEAMENTO E RESULTADOS DESCRITIVOS

O presente estudo consistiu em pesquisa institucional, em que apenas
pacientes com acesso ao ambulatério de dermatologia do HUB tiveram chance de ser
selecionados. Cabe destacar que amostras obtidas em estabelecimentos de saude
tém inconvenientes, pois nem todos os individuos que necessitam de atendimento o
alcancam. Ademais, ha variacbes na maneira como as pessoas percebem
anormalidades ou buscam atencdo médica. Numerosos fatores intervém na decisdo
de procurar ou ndo atencao especializada, o que depende do tipo de agravo a saude,
da idade, do género, da classe social e de outras caracteristicas individuais, familiares
ou comunitarias. Dentre os fatores relevantes, cabe destacar a prépria existéncia do
servico especializado e o nivel de acesso que os individuos tém a esse servi¢o. Dessa
forma, o grupo que busca cuidados pode ser, e costuma ser, uma amostra nao-
representativa da populagdo da regido onde se localiza o estabelecimento. N&o foi
realizada, no presente estudo, investigagcdo “comunitaria” em busca dos casos de DA
e do grupo controle Os pacientes atendidos representam uma proporcao
desconhecida dos casos que realmente ocorrem na comunidade. A utilizacdo das
estatisticas a eles referentes é sempre limitada em termos de representatividade
externa (135).

O estudo teve delineamento transversal, com todas as limitacdes inerentes a
esse método. Retrata-se pontualmente o0 momento da avaliacdo de cada paciente,
ndo refletindo um continuo do estado de salude tanto no aspecto clinico quanto no
laboratorial e ambiental. A causalidade ndo pode ser aqui inferida, uma vez que esta
ausente a temporalidade necessaria a essa associacdo, um dos critérios
fundamentais para estabelecimento de uma relacdo de causa-efeito postulados por
Bradford Hill (1965) (136).

Do mesmo modo, a maioria das pesquisas nesse assunto sdo estudos do tipo
caso-controle ou transversais e, por conseguinte, ndo estabelecem relacdo causal

entre deficiéncia de vitamina D e DA.
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A pesquisa teve controle estrito do pesquisador sobre a coleta de dados e a
analise clinica dos participantes, garantindo uniformidade na afericdo dos eventos e
na expressao dos resultados, minimizando viés de aferi¢ao.

A amostra final do estudo foi de 106 pacientes com DA, os quais foram incluidos
para andlise das variaveis (vide métodos). O tamanho desejado da amostra foi
estimado em 105 participantes. Obteve-se, portanto, uma amostra satisfatoria para o
estudo, o que a torna adequada quanto a validacao interna dos dados encontrados.
Apesar de se tratar de amostra institucional e nao-probabilistica, os resultados aqui
apresentados sdo consistentes e as limitagBes intrinsecas dessa amostra nao
prejudicam a validade dos principais resultados encontrados.

Podemos inferir que houve uniformidade na mensuracdo dos exames
laboratoriais, uma vez que as dosagens de 25(OH)D foram integralmente realizadas
no laboratério Sabin; os exames de hemograma, IgE, PTH e EPF no laboratério de
analises clinicas do HUB; e o IUV obtido pelo CPTEC / INPE. Houve, por conseguinte,
homogeneidade na obtencao dos resultados, uma vez que o0s protocolos institucionais
e equipamentos utilizados foram semelhantes para todos os participantes.

A dosagem de 25(OH)D foi realizada em laboratério Unico e utilizando-se
sempre 0 mesmo método (imunoquimioluminescéncia). Tal estratégica foi
fundamental para uma interpretacao correta dos resultados, j& que hd uma importante
variabilidade interensaios na dosagem da 25(OH)D (41). A maior acuracia é
observada na cromatografia liquida associada a espectrofotometria de massa e na
cromatografia liquida de alta pressdo. Tal método laboratorial, contudo, € oneroso,
pouco utilizado na pratica clinica e ndo se encontrou disponivel para o presente
estudo. O ensaio de quimioluminescéncia € um método automatizado e menos
dispendioso, porém apresenta menor confiabilidade e acuracia e maior variabilidade
(137).

Com a mensuracao da concentracéo sérica de 25(OH)D em laboratério Gnico,
minimizou-se viés de afericdo decorrente da variabilidade interlaboratorial da
dosagem de 25(OH)D. A validade e importancia da estratégia pode ser inferida dos
resultados de Binkley e colaboradores (2004) (138), os quais demonstraram que 0S
ensaios de 25(OH)D utilizados por diferentes laboratérios resultam em valores
divergentes. As analises clinicas do laboratério Sabin tém abrangente permeabilidade

na classe médica local, entretanto a empresa nao possui o certificado internacional de
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proficiéncia DEQAS. Nesse laboratério, a comparabilidade entre equipamentos é o
método adotado para avaliar a variabilidade da 25(OH)D.

5.2 HIPOVITAMINOSE D

Encontramos 41,51% de pacientes com DA insuficientes em 25(OH)D e
16,04% deficientes, resultando em um total de 57,55% nao suficientes. Esse resultado
aproxima-se da prevaléncia de 60% relatada por Peters (2009) (66) em adolescentes
brasileiros. Essa alta prevaléncia € preocupante na faixa etaria pesquisada, uma vez
gue a maximizacao do pico de massa 0ssea durante a adolescéncia e inicio da fase
adulta é considerada a melhor protecéo contra a perda 0ssea relacionada a idade e
contra o risco tardio de osteoporose (139). Dessa forma, a adolescéncia torna-se um
periodo critico no desenvolvimento esquelético e a hipovitaminose D pode prejudicar
a formacéo 6ssea, gerando repercussoes futuras (140). Ha de se atentar, ainda, para
todas as possiveis doencas relacionadas de modo crescente a hipovitaminose D,
qguais sejam neoplasicas, inflamatorias, auto-imunes, degenerativas, metabdlicas e
alérgicas. Nao se sabe até que ponto a grande prevaléncia de hipovitaminose D
encontrada nos dias atuais repercutira no perfil epidemioldgico futuro dessas doencas,
porém o subtratamento dessa disseminada condicdo pode influenciar
consideravelmente no atual painel epidemiolégico mundial.

N&o houve fatores de confundimento referentes a alteragdes laboratoriais
decorrentes do uso de medicamentos sistémicos que aumentassem o catabolismo da
vitamina D, tais como anticonvulsivantes, antifingicos ou glicocorticoides. Pacientes
em uso dessas medicacdes foram excluidos do estudo.

Apesar de este estudo ter sido conduzido em Brasilia, uma cidade ensolarada,
situada a baixa latitude (15° S) e com IUV variando de alto a extremo durante o periodo
de realizacédo da pesquisa, isso ndo foi o bastante para prevenir a alta prevaléncia de
insuficiéncia de vitamina D. Outros autores também encontraram baixas
concentracdes de 25(OH)D em individuos sadios e ativos vivendo em regiées com
ampla disponibilidade de luz solar (47).

Frente a alarmante prevaléncia de hipovitaminose D ao redor do mundo, 0s

beneficios do uso do protetor solar encontram-se cada vez mais afrontados por
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calorosas discussfes que questionam o papel da fotoprotecdo na deficiéncia
crescente de vitamina D encontrada hodiernamente.

A Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) lancou em 2013 o Consenso
Brasileiro de Fotoprotecdo, em que ndo recomenda a exposicdo ao sol no periodo
entre 10h e 15h. A depender da época do ano e da localidade da exposicao,
recomenda considerar um periodo ainda maior de restricdo ao sol. No Centro-Oeste
brasileiro, local de realizacdo deste estudo, orienta-se manter a restricao até as 16h.
As recomendacdes abrangem todas as faixas etarias, incluindo a populagéao
pediatrica. Segundo esse consenso, lactentes menores de 6 meses ndo devem se
expor diretamente ao sol e, quando expostos, devem ser cobertos com roupas e
chapéus. O uso de fotoprotetor ndo é recomendado nessa faixa etaria. Criancas acima
de 6 meses também devem evitar exposicao direta ao sol no periodo entre 10 e 15
horas e, nessas, o fotoprotetor com fator de prote¢éo solar superior a 30 deve ser
utilizado durante a exposicdo ao sol. A SBD postula que pacientes em risco para
hipovitaminose podem utilizar preventivamente fontes dietéticas ou suplementacao
vitaminica (141).

A SBD considera que a utilizac&o de fotoprotetores da forma que habitualmente
€ praticada néo pode ser considerada fator predisponente a deficiéncia de vitamina D.
O protetor solar, na prética diaria, ndo é aplicado na quantidade adequada e com a
frequéncia e regularidade recomendadas, permitindo que suficiente radiacdo UVB
atinja a superficie da pele para a producédo de vitamina D (141). Por sua vez, a
Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM) advoga os beneficios
advindos do banho do sol para a producao de vitamina D e considera temerosas
recomendacdes acerca do uso irrestrito de protetores solares (142).

A dose estimada de UVB necessaria para a producéao de 1.000 Ul de vitamina
D é de 0,25 dose eritematosa minima (DEM) em cerca de 25% da area corporal total
(141). Estudo publicado por de Paula Correa e colaboradores (2010) (143) mostra que
a exposicado nao intencional de maos e face ao ambiente externo, mesmo em dias
nublados e chuvosos, por 10 minutos diarios na cidade de S&o Paulo ja seria suficiente
para a producdo adequada de vitamina D em uma pessoa de fototipo Il.

Uma vez que latitude, estacdo do ano, pigmentacdo da pele, uso de protetor
solar e poluicdo do ar podem influenciar consideravelmente na sintese cutanea da
vitamina D, ndo pode haver uma recomendacdo simples para a quantidade de

exposicao solar a fim de satisfazer a necessidade de vitamina D do organismo (144)
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A discussao entre fotoprotecdo e deficiéncia de vitamina D permanece acirrada e
configura um tema atual com recomendacgfes distintas preconizadas por O6rgaos
oficiais representantes de especialidades médicas.

Ha grande variabilidade entre os ensaios de diferentes laboratérios, dificultando
a determinacdao de uma concentracdo ideal universal de 25(OH)D. Alguns autores
sugerem que seria mais prudente a determinacao de niveis normais de 25(OH)D para
cada populacdo, para cada método e laboratério (47). Essa determinacdo faz-se
importante uma vez que a hipovitaminose D demonstrou ser freqiiente em nosso meio,

mas ainda pouco reconhecida e, portanto, subtratada.

5.3 ANALISE COMPARATIVA ENTRE SUBGRUPO DA E GRUPO CONTROLE
PAREADO

A andlise da concentracéo sérica de 25(OH)D no subgrupo de pacientes com
DA comparado ao grupo controle revelou diferenca significativa (p = 0,0176). O grupo
de pacientes com DA apresentou niveis séricos de 25(OH)D em média 3,39 ng/ml (IC
95% 0,61 — 6,17) maior que o grupo controle. Tal achado surpreende, pois contradiz
— de maneira inédita segundo o conhecimento dos pesquisadores - os achados
reproduzidos em estudos internacionais que demonstram relacdo inversa (83-
85,145,146) ou auséncia de associagao significativa (79,82,95).

Estudos prévios j& demonstraram a associa¢do de maior prevaléncia de atopias
com o0 aumento da vitamina D, porém baseados na ingesta materna de vitamina D
(147), em inquéritos alimentares (71), em concentracdes se€ricas maternas (81) ou em
concentracéo de 25(OH)D no cordao umbilical (101). Pudemos demonstrar, de modo
primaz, tal associacao utilizando a concentragéo sérica atual de 25(OH)D.

N&o se sabe ao certo porque a vitamina D pode correlacionar-se positivamente
com a prevaléncia de atopias. Em 1999 foi sugerido por Wjst & Dold (75) que a
exposicao a maiores concentragdes de vitamina D durante o desenvolvimento fetal
poderia ser um fator para o desenvolvimento de atopias. Corroboraram para tal
hipétese o aumento concomitante da prevaléncia das doencas atopicas e a fortificacao
do leite com vitamina D (realizada em diversos paises com o intuito de erradicar o

raquitismo) e a tendéncia geogréfica de maior prevaléncia da DA em paises mais
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desenvolvidos, em que habitualmente ha exposicao precoce a alimentos fortificados
com vitamina D.

Hypponen e colaboradores (2004) (93) demonstraram que criancas que
receberam mais vitamina D na infancia tiveram risco aumentado de doencas atdpicas
guando adultos. Os autores sugeriram que a ingesta de vitamina D na infancia tem
efeitos a longo prazo na regulacdo imune, possivelmente induzindo um padrao de
resposta imune predominante Th2, caracteristico das doencas alérgicas.

A associacao positiva entre vitamina D e atopias pode ser também, pelo menos
em parte e no tocante a DA, explicada pelo aumento da expressao da linfopoetina
estromal timica (LPET). Demonstrou-se experimentalmente que os ligantes ativos do
RVD induzem a expressao da LPET em ceratinécitos murinos, promovendo ativacao
e migracao de células de Langerhans, culminando em um fendtipo dermatite atopica-
simile (148).

Uma vez que as concentragfes seéricas de vitamina D séo estratificadas em
suficientes, insuficientes e deficientes, avaliou-se a variavel 25(0OH)D n&o apenas em
sua apresentagcdo quantitativa para a associacdo entre casos e controles, mas
também em sua apresentagdo qualitativa, isto é, categdrica. A analise comparativa
com as concentragcbes de 25(OH)D estratificadas n&o resultou em diferenca
significativa entre os grupos.

A associacao estatistica encontrada quando da analise da variavel 25(0OH)D
continua, portanto, ndo refletiu na andlise categorica (Tabela 30). Uma vez que
pequenas variacdes nas concentracdes séricas de 25(OH)D podem néo refletir no
estado de suficiéncia, insuficiéncia e deficiéncia, a associa¢cdo entre variaveis
categoricas parece, num primeiro momento, mais adequada. Varia¢cdes pequenas em
sua concentracao podem nédo gerar repercussao clinica. Entretanto, a estratificacédo
utilizada dos niveis séricos de 25(OH)D ainda € arbitraria e controversa. Destarte, a
utilizacdo da variavel em sua apresentacdo continua pode ser mais oportuna para

comparacao entre 0S grupos.

Tabela 30 — Comparacao entre andlise quantitativa e qualitativa da 25(OH)D entre os grupos

Tipo de variavel analisada p
25(0OH)D quantitativa 0,0176
25(0OH)D categorica 0,0885
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A maioria dos estudos publicados acerca da associacéo entre DA e vitamina D
nao realizou pareamento para composi¢ao do grupo controle e, por conseguinte, nao
se pode afirmar a homogeneidade dos grupos comparados. Encontramos na literatura
apenas um trabalho (82) em que foi feita analise semelhante de pacientes com DA e
grupo controle pareado. Os autores desse estudo ndo encontram diferenca
significativa entre o grupo de pacientes com DA e o grupo controle, o qual foi pareado
apenas por género e idade. Outros trabalhos realizados nao eliminaram o viés de
confundimento que pode advir da auséncia do pareamento. Dentre esses, Hata e
colaboradores (2013) (95) também nao encontraram diferenca significativa entre 30
pacientes com DA e 30 pacientes néo atépicos.

Estudos que advogam associacao negativa entre vitamina D e prevaléncia de
DA baseados na comparacao entre grupos sédo questionaveis. Oren e colaboradores
(2008) (83) realizaram estudo tipo caso-controle apenas em pacientes obesos,
estreitanto a possibilidade de extrapolacéo dos resultados; ademais, a doenca atépica
era auto-declarada. Estudo relacionando menor consumo alimentar de vitamina D
pelos pacientes baseou-se apenas em levantamento nutricional, ndo aferindo as
concentragcdes séricas de 25(OH)D nos grupos (86). Da mesma forma ocorre em
outros estudos que associam baixa ingesta de vitamina D pela gestante com maior
prevaléncia de DA em seus filhos (87,88). Gale e colaboradores (2008) (81)
forneceram evidéncia contraria aos estudos acima descritos. Os autores
demonstraram maior risco de doencas atdpicas em criancas aos 9 meses (eczema) e
aos 9 anos (asma) quando suas maes apresentaram 25(OH) maior que 30 ng/ml no
fim da gestacéo.

O rigoroso pareamento realizado por idade, género, IMC e fototipo nado
encontra precedente nesse tipo de investigacdo, o que tornou nossa amostra mais
uniforme e, portanto, passivel de comparacdo. A auséncia de pareamento ou a
desconsideracéo de fatores importantes (como o fototipo) para composi¢cao do grupo
controle poderia acarretar distribuicdo irregular das caracteristicas dos individuos,
gerando fatores confundidores que obscureceriam a associacdo almejada. O
pareamento anula o efeito de variaveis sem modificar aquela que estd sendo
investigada, aumenta a comparabilidade entre os casos e os controles e aumenta a
possibilidade de que esses provenham de uma populacdo semelhante.

A variavel IUV néo foi considerada para o pareamento e, dessa forma, diante

da fisiologia da vitamina D, sua variacdo pode interferir nas concentracbes de
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25(0OH)D. O teste t de Student demonstrou que o subgrupo DA foi exposto a um UV
médio 2,54 acima do grupo controle, o que pode justificar as maiores concentragcdes
de 25(OH)D encontradas no subgrupo DA (Tabela 31). Embora os pacientes do grupo
controle tenham sido cronologicamente selecionados a medida que preenchiam
critérios para inclusdo e pareamento, nota-se que houve diferenca estatisticamente
significante quanto ao IUV. Possivelmente a diferenca observada na concentracéo de
25(0OH)D nédo se manteria caso o IUV fosse considerado dentre os critérios de
pareamento. Em locais com maior variacdo climatica e estacbes bem definidas, a
variacdo desse indice € grande e, portanto, representa uma variavel importante a ser

considerada em estudos controlados.

Tabela 31 — Diferenca entre médias de 25(OH)D e IUV em casos com DA e em controles

Diferenca entre médias

(subgrupo DA — controle) P
25(OH)D (ng/ml) 3,39 0,0176
UV 2,54 <0,0001

p-valor calculado pelo teste t de Student emparelhado

5.4 VITAMINA D E GRAVIDADE CLINICA DA DA

Na busca da associagéo entre concentracdes séricas de 25(OH)D e gravidade
clinica da DA determinada pelo SCORAD ou pelo SCORAD obijetivo, as analises entre
essas variaveis foram realizadas por meio de suas representacdes quantitativas e
qualitativas  (categoricas). Em nenhum caso foi encontrada associacao
estatisticamente significativa entre 25(OH)D e gravidade clinica.

Dessa forma, na amostra pesquisada, ndo se encontrou nenhuma associagao
entre 25(OH)D e gravidade clinica da DA (Tabela 32). Tal achado esta em desacordo
com Peroni e colaboradores (2011) (12) - estudo italiano com 37 pacientes- e
Ronceray e colaboradores (2014) (149) — estudo francés com 60 criancas e adultos -,
porém esta de acordo com os resultados encontrados por Samochocki e

colaboradores (2013) (82) - estudo polonés com 95 pacientes-, Chiu e colaboradores
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(2013) (94) - estudo americano com 94 pacientes -, e Hata e colaboradores (2013)
(95) - estudo americano com 30 pacientes.

Tabela 32 - Associacéo entre 25(OH)D e gravidade clinica da DA

25(0OH)D Gravidade Clinica da DA p
L SCORAD quantitativo 0,7269
Quantitativo o o
SCORAD objetivo quantitativo 0,9633
. SCORAD categorico 0,7629
Categorico _— -
SCORAD obijetivo categérico 0,4812

As recentes publicacdes de Lee e e colaboradores (2013) (96) - estudo com
157 pacientes de 4 meses a 56 anos - e de Akan e colaboradores (2013) (74) - estudo
com 73 criangas - demonstraram associacao significativa entre gravidade clinica da
DA e 25(0OH)D apenas em grupo seleto de pacientes: o primeiro em pacientes com
sensibilizacdo alimentar (demonstrada por IgE sérica especifica para alérgenos
alimentares) e o segundo em pacientes com prick test positivo. Uma possivel
explicacdo para esses interessantes achados seria que a deficiéncia de vitamina D
promove uma pro-sensibilizacdo imune desbalanceada que compromete a tolerancia
imunologica. Isso ocorreria porgue a hipovitaminose D prejudica a integridade da
barreira epitelial, levando a uma exposi¢cdo aumentada e inapropriada aos antigenos,
comprometendo a tolerancia aos mesmos (150)

Aprofundando essa linha de pensamento, Baek e colaboradores (2014) (151)
demonstraram que a concentracdo de 25(OH)D esta significativamente relacionada
com o grau de sensibilizacdo alimentar: quanto menor a concentracao de 25(OH)D,
maior o niamero de alérgenos alimentares e maior a concentracdo de IgE sérica
especifica. Os autores concluiram que a deficiéncia de vitamina D aumenta o risco de
sensibilizacdo a alérgenos alimentares, especialmente ao leite e ao trigo.

Pacientes com e sem sensibilizacdo podem ter mecanismos fisiopatoldgicos
diferentes sob uma mesma apresentacdo clinica. Apresentando um papel na
sensibilizacdo alérgica e na inflamacao, a vitamina D pode afetar diferentemente a
gravidade da doenca em individuos com e sem sensibilizacdo alérgica. Essas
peculiaridades em pacientes sensibilizados e ndo-sensibilizados podem se relacionar

aos achados da acdo da vitamina D e seus analogos em células B, as quais
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apresentam reducdo da producdo de IgE apOs exposicdo a vitamina D (152).
Entretanto, ndo encontramos, do mesmo modo que Akan e colaboradores (2013) (74),
associacao entre vitamina D e IgE.

N&o foi observado no presente estudo, mesmo apoOs categorizacdo dos
pacientes em DA extrinseca e intrinseca (baseando-se unicamente na IgE total), uma
correlacao significativa entre 25(OH)D e SCORAD (r = 0.04977, p = 0.6704), assim
como entre 25(OH)D e SCORAD obijetivo (r = 0.02194, p = 0.8513).

Uma vez que IgE especifica ou prick test ndo foram utilizados para pesquisar
sensibilizacdo alérgica, a falta de controle dessas variaveis representa uma limitacao
do nosso estudo e pode configurar fator de confusdo na analise, falseando uma
possivel associacdo entre 25(OH)D e SCORAD no subgrupo de pacientes
sensibilizados. Contudo, uma vez que os valores de IgE total estdo significativamente
associados com o status de IgE especifico a alérgenos, o IgE total é considerado um
parametro clinico atil para diferenciar entre os tipos intrinseco e extrinseco da DA
(153).

5.5 ASSOCIACOES COM O PTH

A concentracdo do PTH possui, tipicamente, relacéo inversa com a 25(0OH)D
(59) e sua elevagéo € considerada o primeiro sinal laboratorial detectavel indicativo
de insuficiéncia de 25(OH)D. Tal associacéo é a que majoritariamente dita os limites
utilizados para predizer o limiar da suficiéncia em vitamina D. A concentragcdo sérica
do PTH, portanto, é interpretado como indicador secundario da deficiéncia de vitamina
D. Também podem ser utilizados para predizer o status da vitamina D a absorcéo de
calcio, a DMO e a concentragdo de 1,25(0OH)2D. O estudo conjunto da vitamina D com
o PTH torna-se interessante pela auséncia de consenso quanto aos valores de
referéncia da 25(0OH)D. Além disso, o PTH e o PTHrP podem agir juntamente com a
vitamina D nos ceratindcitos e influenciar a resposta imune contra infec¢des cutaneas.
Jé foi demonstrado que o PTH e o PTHrP exercem efeito sobre a produ¢do dos PAM
e reduzem a suscetibilidade a infec¢cdes em células murinas e humanas. O PTHrP é
expresso na pele e em outros tecidos, e seu peptideo N-terminal pode se ligar a

receptores semelhantes ao do PTH. O PTH e sua proteina relacionada foram
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identificados como variaveis que compensam uma vitamina D inadequada durante a
producdo dos PAM (109) e podem, portanto, estar diretamente relacionadas a DA.

Contudo, as funcdes exatas do PTH e do PTHrP na pele sdo pouco
compreendidas. O PTHrP pode ter um papel no ciclo de crescimento capilar, na
angiogénese, na proliferacdo e diferenciacdo de células epidérmicas. O PTHrP
modula o calcio intracelular em varios tipos de células, e o calcio tem sido implicado
na diferenciacéo de ceratinécitos. Tendo em conta que os ceratindcitos sob condicbes
de alta concentracdo de calcio mostram maior expressédo de PAM e de suas enzimas
de processamento, este pode ser um mecanismo alternativo de acao.

N&o foram encontrados, em minuciosa pesquisa bibliografica realizada pelos
pesquisadores e seus consortes, trabalhos publicados na literatura cientifica que
correlacionem, na populacdo com DA, as concentracdes séricas de 25(OH)D com as
de PTHi, tampouco que correlacionem gravidade clinica da dermatose com as
concentragdes séricas do PTHi.

Esperava-se, ao associar as variaveis 25(0OH)D e PTHi, encontrar uma
associacao inversa, ou seja, um aumento na concentracdo sérica de PTHi com a
reducdo da concentracéo de 25(OH)D. As anélises demonstraram haver associacao
negativa entre ambas, entretanto esta nao foi estatisticamente significante (r = -
0,01319; p = 0,9140). A distribuicdo das concentracdes séricas de PTHi ndo diferiu
nas categorias de suficiéncia, insuficiéncia e deficiéncia de 25(0OH)D (p = 0,5429).
Esse curioso achado levanta questionamentos importantes quanto as concentracdes
séricas adotados para estratificacdo da 25(OH)D na amostra estudada. Este estudo
demonstrou que 71,01% dos individuos testados para essa associa¢do apresentavam
25(0OH)D abaixo das concentracdes estabelecidas para suficiéncia (30 ng/ml).
Entretanto, houve elevacdo do PTHi acima dos valores de referéncia em apenas 2
individuos, sendo que em um deles a 25(OH)D encontrava-se deficiente e em outro,
suficiente. O paciente com deficiéncia de vitamina D recebeu suplementacéo
vitaminica oral, ao passo que o suficiente em vitamina D foi encaminhado a
endocrinologia pediatrica para avaliacado de hiperparatireoidismo.

A avaliacdo do perfil hormonal paratireoideano de cada individuo paralelamente
a dosagem de 25(OH)D permitiu determinar aqueles cuja hipovitaminose D foi
substanciosa o suficiente para refletir quebra na homeostase do eixo calcémico. Haja
vista que os valores de referéncia atuais da 25(OH)D sao determinados com base na

média populacional — baseado sobretudo em populagcfes estrangeiras -, individuos
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com dosagem inferior ao limite de referéncia estabelecido s&o considerados
deficientes ou insuficientes em vitamina D. Entretanto, naqueles em que nao ocorreu
elevacdo concomitante de PTHi, indicando real hipovitaminose, a deficiéncia da
vitamina poderia indicar apenas variacao interpessoal do limite da normalidade, sem
repercussao funcional e sem necessidade de intervencgao terapéutica, a0 menos no
gue tange o metabolismo ésseo.

O estudo da associacdo DA, 25(0OH)D e PTHi, portanto, dada a adocdo de
valores de referéncia da 25(OH)D obtidos em populacéo distinta da brasileira aliada a
variabilidade interpopulacional e interpessoal das concentragdes séricas dessa, € de
valor singular ndo sé no campo de pesquisa da DA, mas também no campo da
vitamina D na populacdo pediatrica brasileira. A avaliacdo conjunta das variaveis
permitiu avaliar a adequabilidade do ponto de corte utilizado. No presente estudo, ndo
conseguimos detectar a ruptura do plateau de equilibrio entre as variaveis tampouco
demonstrar hiperparatireoidismo secundario mesmo com a grande prevaléncia de
hipovitaminose D na amostra testada.

Face a esses achados, surgem algumas questdes: As concentracdes séricas
definidas pela The Endocrine Society sdo adequadas? A categorizacdao por ela
recomendada tem aplicabilidade na populacdo brasileira na faixa etéria dos 0 aos 18
anos? Podemos seguir recomendacdes internacionais ou serdo necessarios estudos
nacionais a fim de definir valores adequados de 25(0OH)D? Os dados obtidos sugerem
que as concentracfes séricas adequadas de 25(OH)D para a saude Ossea na
populacdo pediatrica, a0 menos em relagcdo a supressdo do PTH, s&o inferiores aos
sugeridos pela The Endocrine Society. Sai e colaboradores (2011) (154), com base
na revisao de 70 estudos, sugeriram gue a insuficiéncia de vitamina D, com referéncia
a saude Ossea, deveria ser redefinida para uma concentracdo de 25(OH)D inferior a
20 ng/ml. Esse € o ponto de corte utilizado pelo IOM (65). Outros autores fornecem
evidéncias semelhantes em popula¢cdes adultas no sentido da reducdo do ponto de
corte para deficiéncia e insuficiéncia (155 — 158).

Cabe ressaltar, porém, que a relacédo entre 25(0OH)D e PTH pode ser erréatica
em criangas e essa metodologia de avaliagdo pode n&o ser a mais adequada para
avaliar os valores ideais de 25(OH)D nessa populagdo. Devido ao pequeno numero
de sujeitos pesquisados e em virtude de as variaveis 25(0OH)D e PTHi terem sido
avaliadas em um anico momento, seria imprudente extrapolar conclusdes a esse

respeito. Uma vez que nao foi detectado o ponto de ruptura do plateau da relacéo
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entre 25(OH)D e PTHi, ndo fomos capazes de sugerir um ponto de corte para as
concentracdes séricas adequadas de 25(OH)D na populacdo estudada. Para tal fim
seria necessario um estudo com maior niamero de participantes.

Faz-se mister destacar que ha um subgrupo de individuos com deficiéncia de
vitamina D que ndo tem hiperparatireoidismo secundario (HPS). Este achado
apresenta importancia clinica, pois o grupo sem HPS parece comportar-se de maneira
diferente do grupo com HPS. O HPS em individuos com deficiéncia de vitamina D, por
exemplo, associa-se com aumento de mortalidade e aumento do numero de
internacdes hospitalares em idosos (159,160). Varios fatores influenciam a relacéo
entre 25(0OH)D e PTH e diversas causas tém sido relacionadas a presenca ou ndo de
HPS na hipovitaminose D. Individuos com menor ingestdo de calcio sdo mais
propensos a apresentar HPS quando deficientes em vitamina D (161). Outra causa é
a deficiéncia de magnésio, que causa hipoparatireoidismo funcional (45,162).
Demonstrou-se haver maior elevagdo do PTH em individuos normoalbuminémicos
guando comparado aos hipoalbuminémicos, sugerindo papel da ligacdo as proteinas
na biodisponibilidade da 25(OH)D (163). Outros fatores também podem estar
associados a presenca ou ndo de HPS na hipovitaminose D, quais sejam fatores
genéticos, IMC e uso de diuréticos tiazidicos. A presenca ou a auséncia de HPS na
hipovitaminose D €, provavelmente, multifatorial e ndo totalmente compreendida.
Estudos adicionais devem ser realizados para melhor esclarecimento das causas e
implicacbes desse fenbmeno (162). Dificulta o estudo dessa associacdo o
desconhecimento dos intervalos de referéncia 6timos para valores de PTH baseados
nos niveis coexistentes de 25(OH)D (60).

Em criancas, os potenciais desfechos funcionais das concentracdes
adequadas de 25(OH)D incluem auséncia de raquitismo, supressao maxima do PTH,
aumento da DMO, absorc¢éo “6tima” de célcio e reducdo da taxa de fraturas. Para a
determinacdo dos intervalos 6timos de 25(OH)D, o ideal seria correlacionar sua
concentracdo sérica com eventos hipoteticamente relacionados a sua insuficiéncia.
Um estudo com este desenho, no entanto, é desafiador, uma vez que doencas ligadas
a insuficiéncia de vitamina D sdo, em sua maioria, crénicas, com longo periodo de
laténcia e com causas multifatoriais (47).

Os métodos utilizados para definir a suficiéncia em vitamina D em criancgas, em
parte devido as peculiaridades metabdlicas dessa fase do crescimento, ndo estdo bem

estabelecidos (64,164). Em adolescentes, ha evidéncias da relacdo inversa entre
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25(0OH)D e PTH (165). Entretanto, essa relagdo néo € consistentemente observada
em infantes e criangcas mais novas (59). Parece improvavel que a concentracdo de
25(0OH)D que suprime maximamente o PTH em criancas seja a mesma dos adultos
(166). Alguns autores defendem que a baixa concentracdo de 25(OH)D na populacéo
pediatrica pode ser antecipada a partir de um ponto de vista evolutivo, pois a ingestao
elevada de célcio na infancia pode permitir a manutencdo da homeostase do calcio,
apesar do baixo status da vitamina D (167). Além disso, é possivel e provavel que
existam diferencas genéticas na quantidade de vitamina D necessaria para manter a
funcéo fisioloégica 6tima, assim como nas enzimas do citocromo P450, ativando e
degradando a vitamina D. Tais diferencas podem contribuir para a auséncia de uma
relacdo direta entre PTH e 25(OH)D, observada neste e em varios estudos
(138,168,169).

Em criangas, alteragfes radioldgicas de raquitismo e baixa DMO tém sido
relatadas com concentracdes de 25(0OH)D <16 a 18 ng/ml, e niveis de fosfatase
alcalina sobem quando as concentracoes de 25(OH)D sé&o inferiores a 20 ng/ml.
Alguns defendem que concentracoes de 25(OH)D acima de 20 ng/ml ndo séo
necessarias para otimizar a absorcdo de calcio ou a DMO (170). A falta de um
consenso bem estabelecido sobre pontos de corte a serem utilizados tem implicacdes
clinicas, e alguns limites podem levar a um subtratamento ou a um tratamento
excessivo (60).

N&o encontramos correlacao significativa entre PTHi e gravidade clinica da DA,
tanto quando o SCORAD foi considerado como varidvel continua (r = 0,0691,
p=0,5710) quanto categdrica (p = 0,8039). Nao foram encontrados estudos publicados
gue associem a gravidade clinica da DA com a concentracdo sérica de PTHi. A
plausibilidade dessa pesquisa refere-se sobretudo a interferéncia do PTH na producao
de PAM e na reducao da suscetibilidade a infec¢des (109). Além disso, alguns estudos
demonstram que, em condi¢des experimentais, o PTH pode inibir ou promover a
proliferacédo celular e induzir alteragdes na regulacdo do ciclo celular (171-173). Nao
foram encontrados, porém, pesquisas investigando a acdo do PTH na barreira
cutanea atopica. No tocante a relacdo entre PTH e pele, estudos em renais crénicos
sdo divergentes quanto a associagdo do PTH com o prurido (174,175).
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5.6 DA E INFLUENCIAS AMBIENTAIS

Ha milhares de anos a radiacdo solar ja era utilizada nas civilizacbes egipcia,
grega e romana para tratar diversas doencas de pele (176). Aquela época a
importancia da radicdo UV ndo era reconhecida, pois os raios UV apenas foram
descobertos em 1801. A luz solar € uma mistura de UV, luz visivel (400-800nm) e
infravermelho (800-1.700nm). A radiacdo UV é dividida em UVA (315-400nm), UVB
(280-315nm) e UVC (100-280nm) (120,177).

Ha diversas moléculas que atuam como cromoforos em diferentes camadas da
pele, interagindo com e absorvendo a radiacdo UV. Essas interacdes podem ter
implicacdes bioldgicas positivas ou negativas. Muitos dos efeitos positivos da radiacao
solar podem ser mediados pela sintese de vitamina D induzida pela UVB. Entretanto,
podem coexistir diversas outras vias para esses efeitos.

Estudos demonstraram que a radiacdo UV modula varias citocinas e enzimas,
culminando em efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antiapoptoticos,
antiproliferativos e protegendo células e tecidos contra o estresse oxidativo e dano
tecidual. A radicdo UV induz efeitos fototdxicos diretos nos linfocitos T, promovendo
reducdo gradual do infiltrado inflamatorio. A pele exposta a radiacdo UVB e UVA é
mais resistente a irritantes primarios, o que pode ser decorrente da melhora na funcao
de barreira (121).

Estudos demonstraram a eficacia da helioterapia na DA, melhorando a
gualidade de vida, reduzindo o uso de corticoesteroides e reduzindo o SCORAD em
cerca 70% (118,178). Pacientes com DA, sobretudo aqueles que residem em paises
de clima temperado ou subartico, apresentam significante melhora da doenca nos
meses de verdo (177).

A fototerapia é uma opc¢ao valiosa para o tratamento de diversas dermatoses
(DA, psoriase, esclerodermia, vitiligo, micose fungoide). Ceratinocitos, linfocitos T
cutaneos e circulantes, mondcitos, células de Langerhans, mastécitos e fibroblastos
sao alvos da radiagdo UV, que promove imunossupressao local e sistémica (121). A
fototerapia com radiag&o UV artificial - UVB banda estreita ou UVA - constitui um dos
pilares do tratamento da DA. Os beneficios séo atribuidos sobretudo a sua atividade

imunomoduladora e ao seu papel na regulacdo da expressdo de PAM e na
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permeabilidade da barreira. Alguns autores atribuem parte desses efeitos a vitamina
D (113,179,180).

Diante do exposto, deduz-se a importancia impar da inclusdo de variaveis
ambientais, particularmente o IUV, no campo de pesquisa da vitamina D e DA. Esse
indice pode influenciar tanto a concentracéo sérica de 25(OH)D quanto a gravidade
clinica da DA. A consideracao dessa varidvel no tema em pesquisa ndo encontra, pelo
conhecimento dos pesquisadores, precedente na literatura cientifica. Tal
desconsideracéo é injustificada, uma vez que nos dias atuais institutos de pesquisas
meteoroldgicas em todo o mundo oferecem gratuitamente e em tempo real ampla
gama de informacdes, incluindo o IUV, temperatura, umidade do ar, insolacao e
distribuicdo e contetudo de oz6nio. No Brasil, tais informacdes podem ser facilmente
obtidas pelo sitio eletrdnico do CPTEC / INPE (http://satelite.cptec.inpe.br/uv/) e
também de modo retrospectivo pelo Sistema de Informagdes Ambientais — SISAM
(http://sisam.cptec.inpe.br/sisam/). As informacdes sdo disponibilizadas por data e
localidade, abrangendo todo o territério nacional. O uso racional e selecionado de
variaveis meteorolégicas no campo de estudo da DA e da vitamina D deve ser
encorajado, porquanto tais dados podem representar fator de confusédo e, se
desconsiderados, podem distorcer resultados e originar falsas associagoes.

O IUV é uma estimativa teorica, ou seja, ndo é uma observacao realizada por
instrumentos a superficie terrestre. Para esses calculos o CPTEC / INPE segue as
recomendacdes da OMS. Os dados sdo estimados por meio de um modelo
matematico-fisico, o qual descreve a transferéncia da radiacdo UV emitida pelo sol na
atmosfera terrestre. Sdo considerados no calculo a concentracdo de 0zénio, posicéo
geografica, altitude, estacdo do ano e condicbes atmosféricas, dentre outros. Tal
indice passou a ser calculado e divulgado principalmente com o objetivo de
complementar e modernizar programas sociais para a conscientizagcédo da populacéo
sobre os efeitos danosos que a exposicdo excessiva a radiacdo solar exerce sobre a
saude humana (125).

Foi observada no presente estudo uma associacado positiva entre 25(OH)D e
IUV, porém estatisticamente nao significativa (r = 0,1135; p = 0,2451). Embora fosse
esperada uma forte e relevante associacdo, esse achado ndo causa, a primeira vista,
estranheza, pois ndo foi aferida a exposicdo solar dos participantes e tal indice
isoladamente nédo reflete a intensidade da exposicao individual a radiacdo solar.

Conquanto, o IUV mostrou estar positiva e significativamente associado com as
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concentragdes séricas de 25(0OH)D apos analise de regressdo multipla, a qual sera
discutida adiante. A discrepancia demonstra a importancia da analise multivariada,
gue prevalece sobre as analises brutas, as quais desconsideram as interacdes entre
demais variaveis.

Houve associacdo negativa entre IUV e gravidade clinica da DA aferida pelo
SCORAD e pelo SCORAD obijetivo, porém tal relacéo foi significativa apenas com
relacdo ao primeiro (r = -0,2531; p = 0,0083 e r = -0,1675; p = 0,0847,
respectivamente). A radiacdo UV exerce efeito imunossupressor na pele atopica e seu
efeito na melhora da gravidade clinica da DA é amplamente reconhecido. Aplicacdo
pratica desse conceito € o tratamento da DA com helioterapia (118) e fototerapia, com
excelentes respostas clinicas (178). A associa¢ao apenas com o0 SCORAD demonstra
que o IUV atuou predominantemente nas queixas de perda de sono e prurido, e
minoritariamente nos sintomas objetivos (extensdo e aspecto clinico das lesbes
cutaneas).

Consideramos o periodo de 30 dias antes da avaliacéao clinica para calcular
individualmente o IUV médio. Estabelecemos esse periodo considerando a meia-vida
da 25(OH)D (cerca de 2 a 3 semanas),(41) a melhora da gravidade da DA apés 4
semanas de climatoterapia (181), e a variagdo individual de habitos de exposicdo
solar, tentando englobar periodos de exposicdo intencional e ndo intencional. A
producédo e a degradacédo de 25(OH)D € um processo continuo e ndo ha consenso
quanto a quantidade de exposicdo UV necessaria para manter os niveis de vitamina
D. Estabelecer o periodo ideal para mensurar os efeitos do UV tanto na producgéo de
25(0OH)D quanto na imunossupressdo em base individual é uma tarefa ardua na
pesquisa clinica e precisa ser melhor avaliada em estudos prospectivos. De acordo
com a revisao realizada pelos pesquisadores, esse estudo € original em considerar o
IUV em pesquisas envolvendo a associacao vitamina D e DA. Uma vez que o UV foi
significativamente associado com o 25(OH)D e SCORAD, o periodo de 30 dias pode
ser um ponto de largada para avaliar essa questdo em estudos futuros.

Apesar da associacdo negativa entre IlUV e SCORAD, os banhos de sol nédo
sdo habitualmente encorajados na pratica clinica. O espectro da luz solar varia
consideravelmente de acordo com as condi¢fes climéticas, a hora do dia e a estacao
do ano. Dessa forma, € muito dificil expor o paciente a uma radiacdo especifica na
intensidade desejada. A helioterapia ndo é isenta de riscos, ha possibilidade de

gueimaduras, aumento do risco do cancer da pele e fotodano.
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N&o foi encontrada associacdo entre estacao climética e concentracdo sérica
de 25(OH)D (p = 0,0675). Tal achado era esperado em razao de o clima caracteristico
do local de realizacdo do estudo ndo possuir estacdes climaticas bem definidas.
Dessa forma, percebe-se que o IUV teve maior utilidade que a estacao climatica para
determinar a influéncia ambiental sobre a variavel 25(OH)D em Brasilia-DF. Em
regibes temperadas e com estacbes bem definidas, contudo, as estacdes climéticas
podem ser adequadas para predizer o status de vitamina D.

5.7 PREDITORES DO SCORAD

Com o intuito de identificar variaveis independentes associadas a gravidade da
DA, foi realizada associa¢do entre o SCORAD categorico e idade, género, fototipo,
renda familiar, IMC, IMC estratificado pelo escore Z, asma ou RA, atopia familiar, idade
de inicio dos sintomas de DA, IUV, IgE total e eosinofilia relativa.

Somente a variavel IgE apresentou diferenca significativa entre as categorias
do SCORAD (p = 0,0148). A associagao positiva entre IgE e SCORAD corresponde
aos achados descritos por Hon e colaboradores (2007) (182), Flohr e colaboradores
(2004) (183); e Laske & Niggemann (2004) (184). A associacao entre concentracdes
séricas de IgE e gravidade clinica de doencas atopicas foi primeiramente descrita para
a asma. Posteriormente, tal associacao foi expandida para a DA.

No presente estudo néo foram encontrados geohelmintos. O exame de EPF foi
importante para excluir helmintiases que cursam com elevacéao dos niveis de IgE. Esta
busca € importante para exclusdo de viés de confundimento no tocante aos niveis
séricos de IgE. Os geohelmintos estimulam anticorpos especificos e uma sintese
inespecifica exagerada e policlonal de IgE. Dessa forma, Ascaris lumbricoides,
Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura, Necator americanus, Ancylostoma
duodenale e Strongyloides stercoralis encontram-se associados a altos niveis
circulantes de IgE total (185).

Dado o grande namero de variaveis envolvidas e a possibilidade da presenca
de confundidores que prejudiquem as associac¢oes, foi realizada analise por meio de

modelo de regresséo linear multipla. Observou-se que a IgE continuou apresentando
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associacao significativa com o SCORAD (p = 0,0003), corroborando o achado
encontrado na analise bruta.

A analise multivariada demonstrou ainda que o IUV foi significativamente
associado com o SCORAD (p = 0,0085), como também fora observado na analise
simples das variaveis continuas IUV e SCORAD. E interessante notar que, quando
analisada do ponto de vista categorico do SCORAD, a associagdo com o IUV néo foi
significativa, provavelmente porque as pequenas variacdes do IUV no periodo de
realizacdo do estudo ndo tenham sido grandes o bastante para repercutir na categoria

de gravidade clinica.

5.8 PREDITORES DA 25(0OH)D

Do mesmo modo, com o intuito de identificar variaveis independentes
associadas as concentracdes seéricas de 25(OH)D, foi realizada associacdo entre
categorias de 25(OH)D e idade, género, fototipo, renda, IMC, IMC escore Z, asma ou
RA, atopia familiar, 1UV, IgE total, eosinofilia relativa. Nenhuma das varidveis
demonstrou associacao estatisticamente significativa com as categorias de 25(OH)D.

N&o encontramos, do mesmo modo que Akan e colaboradores (2013) (74),
associacdo entre 25(OH)D e IgE ou eosinofilia relativa, apesar de estudos
demonstrarem que a vitamina D afeta as fun¢@es dos linfocitos B e modula a resposta
imune humoral, incluindo a secrecdo de IgE (150). Alguns autores encontraram
associacao significativa ndo-linear entre 25(OH)D sérica e IgE (186).

Apesar de ndo associado significativamente com a variavel categorica
25(0OH)D, o IMC apresentou significancia estatistica com as concentracdes séricas
absolutas de 25(OH)D (r = -0,1937; p = 0,0454), no sentido de haver reducéo na
25(0OH)D com o aumento do IMC. Tal achado é esperado e corresponde ao descrito
por Hata e colaboradores (2013) (95). Sugere-se que essa relacdo negativa seja
devida a natureza lipofilica da vitamina D. O aumento do tecido adiposo reduz a
biodisponibilidade pelo sequestro da vitamina D na gordura corporal (187-189). Além
disso, os sujeitos com IMC elevado costumam ter uma exposicao solar reduzida (82).

Na andlise de variaveis continuas, assim como o IMC, a idade teve associagao

estatistica significativa com as concentracdes séricas de 25(OH)D (r = -0,2657; p =
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0,0055). Quanto maior a idade, menor foi a concentracdo sérica de 25(OH)D
encontrada. Essa associacao seria esperada em uma populacdo adulta, porquanto
ocorre reducdo do 7-DHC na pele e da capacidade de sintetizar vitamina D com o
envelhecimento (45). A amostra do estudo, entretanto, € composta por uma populacéo
jovem de até 18 anos. Esse curioso achado foi previamente descrito: Weng e
colaboradores (2007) (190) também encontraram associacdo significativa negativa
entre 25(OH)D e idade numa populacéo de 382 individuos de 6 a 21 anos no Nordeste
dos EUA; Chiu e colaboradores (2013) (94) relataram achado semelhante em 97
sujeitos de 0 a 18 anos com DA em Wisconsin (EUA).

A associagao inversa entre a concentragéo de vitamina D e a idade durante a
infancia e a adolescéncia ainda ndo € bem compreendida. Reducdo das atividades
fisicas relacionadas a idade provavelmente tem efeito sobre atividades ao ar livre e
repercute na exposicdo ao sol, 0 que representa uma explicagdo plausivel para o
status inferior de vitamina D nas criancas mais velhas (190). Adicionalmente, criancas
mais velhas podem ter uma suplementacéo oral diminuida de vitamina D. Estudos
futuros prospectivos devem medir a exposicdo ao sol e atividades ao ar livre, assim
como a ingesta de vitamina D nessa faixa etaria a fim de esclarecer essa associacao.

Repetiu-se andlise de regressao linear mdultipla para excluir potenciais
confundidores e encontrar variaveis independentes verdadeiramente associadas as
concentracfes seéricas de 25(0OH)D. A analise multivariada demonstrou que as
variaveis fototipo, idade e IUV foram preditores associados a 25(OH)D. Pacientes com
fototipo mais baixo (Il e Ill) apresentaram valores médios de 25(OH)D 6,012 ng/ml
maiores que pacientes com fototipo mais alto (IV e V) (p = 0,0031). Esse resultado é
esperado e biologicamente plausivel, pois a melanina compete pelo féton da radiacéo
UVB nos comprimentos de onda entre 280 e 315 nm, diminuindo a disponibilidade de
fotons para a fotdlise do 7-DHC (41). Hata e colaboradores (2013) (95) também
demonstraram associa¢do da concentracdo sérica de 25(0OH)D com o fototipo de
Fitzpatrick: individuos com fototipo V/VI tiveram uma média de 25(OH)D de 18,8 ng/ml,
significativamente menor quando comparada com a meédia de 28,7 ng/ml dos
individuos com fototipos II/IV (p = 0,04).

A analise de regresséao linear multipla confirmou o achado de que pacientes
mais velhos estdo associados a menores concentracoes de 25(OH)D do que
pacientes mais novos (p = 0,0189). A analise de regresséao linear multipla também

demonstrou que o IUV foi significativamente associado com a concentracao sérica de
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25(0OH)D (p = 0,0270). A associacao positiva entre as variaveis era esperada. Embora
ndo tenham sido considerados os habitos de exposicdo solar dos sujeitos,
constatamos que quanto maior o lUV nos 30 dias anteriores a avaliacdo clinica, maior
foi a concentracdo encontrada de 25(OH)D. A auséncia dessa associa¢cao na analise
simples das variaveis IUV e 25(OH)D (r = 0,1135; p = 0,2451) demonstra a presenca
de fatores de confundimento, possivelmente idade e fototipo, que obscureceram,
naquele primeiro momento, uma relacéo significativa.

Faz-se mister notar que, em analises multivariadas, o IUV teve associacao
negativa com o SCORAD e positiva com a 25(0OH)D. Porém, a 25(OH)D nao mostrou
associagao significativa com o SCORAD. Partindo-se dessa observagdo, somos
levados a crer que o IUV exerce efeitos sobre o0 SCORAD diverso da influéncia que
exerce na 25(0OH)D, tal como uma imunomodulacéo direta independente da 25(OH)D.
Os trabalhos que associam 25(OH)D e gravidade da DA néo incluiram o IUV como
variavel, o que pode representar a desconsideracdo de um importante fator de
confundimento e a obtencdo de resultados distorcidos. Entretanto, resultados
divergentes dos aqui relatados ndo podem ser desconsiderados ou tomados como
equivocados baseados em tal presuncdo sem os dados de IUV da localidade em que
foram realizados.

Néo foi obtida, apdés andlise de regressdo linear mdultipla, associacdo
significativa entre IMC e 25(OH)D. Isso pode ter ocorrido porque a amostra de obesos
foi pequena (apenas 1,86% da amostra total) ou porque o IMC na faixa etaria
pediatrica per se ndo fornece o status nutricional como nos adultos, em que a relacao
é linear. Em criancgas e adolescentes, h& curvas especificas para cada género e faixa
etaria para caracterizar o estado nutricional do sujeito (129,130).

Observa-se que o resultado da analise das variaveis IMC, fototipo e IUV versus
25(0OH)D diferiu entre a andlise bruta e a andlise multivariada, o que demonstra a
importdncia da realizagcdo dessa. A analise bruta ndo € capaz de excluir
confundidores, o que pode levar a conclusdes equivocadas sobre a amostra
pesquisada. O IMC, inicialmente encontrado como significativo, mostrou ndo estar
associado apos a regressao linear multipla, que prevalece sobre a associacao bruta.

Por outro lado, apos isolamento de confundidores, comprovou-se a associagao
entre fototipo e 25(OH)D. Fototipos elevados séo conhecidamente considerados fator
de risco para insuficiéncia / deficiéncia de 25(OH)D. Ademais, demonstrou-se a

associacao positiva entre IlUV e concentracdes de 25(OH)D. A fisiologia da vitamina
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D presume essa associacdo, uma vez que a radiacdo UVB € condicdo necesséria
para a sintese cutanea de 25(OH)D.

5.9 DA INTRINSECA E EXTRINSECA

A DA intrinseca é caracterizada por auséncia de anticorpos IgE alérgeno-
especificos e concentracdes séricas normais de IgE total (191). Alguns estudiosos
denominam essa entidade de dermatite atopiforme, uma vez que os pacientes podem
nao ser atopicos (192). Cabe ressaltar que ‘sensibilizacao’ difere de ‘atopia’ e ‘alergia’.
Atopia refere-se a predisposicdo genética de produzir IgE alérgeno-especifica apos
exposicdo a alérgenos. Sensibilizacdo refere-se a presenca de IgE alérgeno-
especifica; ser sensibilizado ndo é sinbnimo de ser alérgico: um individuo pode
produzir IgE ao alérgeno, mas nao ter sintomas quando exposto. Os individuos sao
considerados alérgicos quando apresentam IgE alérgeno-especifica e desenvolvem
sintomas quando expostos a ele (193). As diferengas genéticas, humorais e celulares
entre pacientes com formas alérgicas e ndo-alérgicas de doencas atdpicas espelham
uma complexa rede de distintas propriedades, que, em conjunto, determinam o
desfecho das variantes extrinseca e intrinseca (25).

Na busca da prevaléncia da DA extrinseca e intrinseca, utilizamos apenas a
IgE total para a categorizacdo. Nao foram dosadas IgE especificas, tampouco foi
realizado o prick test. Dos 102 sujeitos que realizaram dosagem de IgE, 75 (73,53%)
apresentaram concentracfes seéricas elevadas de IgE total e foram alocados na
categoria DA extrinseca. Os demais participantes (26,47%) apresentaram
concentragcdo sérica normal de IgE total e foram considerados portadores de DA
intrinseca. Esse valor aproxima-se da prevaléncia de 27% relatado por Ott e
colaboradores (2010) (194). A frequéncia de DA intrinseca nos estudos varia entre 10
a 45% dos pacientes com DA (23,195).

Diversas pesquisas encontraram predominio feminino no grupo DA intrinseca
(25,26,195), o que foi reproduzido neste estudo (66,67% de mulheres). A maioria das
publicacdes néo relata diferenca entre géneros na prevaléncia da DA extrinseca,

porém encontramos o0 predominio feminino também neste grupo (62,67% de
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mulheres). N&o houve diferenca significativa (p = 0,7109) no tocante ao género entre
0s subtipos de DA.

Alguns estudos apontam que a DA intrinseca tem inicio mais tardio (26,195).
Encontramos que a idade de inicio foi menor no grupo DA intrinseca (média de 1,72
anos) quando comparado ao grupo DA extrinseca (2,12 anos), porém sem diferenca
significativa (p = 0,3854). A informac¢&do dada pelos responsaveis quanto a idade de
instalacdo da doenca, porém, pode sofrer viés de afericdo. A idade média dos
participantes foi de 8,18 anos, ao passo que a média da idade de inicio da DA em toda
a amostra foi de 2,06 anos. Devido ao grande intervalo entre a idade de inicio e o
momento da requisicdo do dado ao responsavel pelo paciente, a informacgéo tem sua
confiabilidade reduzida. Ademais, a percepc¢ao do inicio da doenca € variavel, assim
como a busca e 0 acesso ao suporte médico que assevera o diagnostico.

A DA intrinseca € considerada uma doen¢a com quadro clinico mais brando
(23,26). Observamos que o SCORAD objetivo mostrou-se significativamente menor
no grupo DA intrinseca (p = 0,0233), o que é consoante com dados da literatura. O
SCORAD total entre os grupos, entretanto, ndo mostrou diferenca significativa (p =
0,1361), embora a média + desvio-padréo tenha sido menor no grupo com DA
intrinseca (30,14 + 16,63 vs 23,96 + 10,69). Brenninkmeijer e colaboradores (2008)
(26), assim como Folster-Holst e colaboradores (2006) (196), demonstraram menor
gravidade clinica na DA intrinseca com base no SCORAD, porém néao significativa
quando usado o indice EASI. Essa divergéncia observada nos resultados quando
considerados indices distintos ecoa a auséncia de consenso quanto a melhor
ferramenta para aferir a atividade da doenca.

N&o observamos diferenca na concentracéo sérica de 25(OH)D entre o grupo
DA intrinseca e extrinseca (p = 0,6086). De acordo com o conhecimento dos autores,
essa associacao foi feita previamente apenas por Akan e colaboradores (2013) (74),
0S quais também ndo encontraram diferenca na concentracdo de 25(OH)D entre os
grupos de DA.

Encontramos uma prevaléncia de asma ou RA concomitante a DA em 62,67%
dos pacientes portadores da variante extrinseca e em 44,44% da variante intrinseca
da dermatose. A menor prevaléncia de doencas atdpicas em pacientes com DA
intrinseca foi descrito por Brenninkmeijer e colaboradores (2008) (26). Contudo, no
presente estudo a prevaléncia de outra atopia pessoal associada a DA nao diferiu

significativamente entre os grupos (p = 0,1001). Com relacdo a atopia familiar, a
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prevaléncia foi de 68% no grupo DA extrinseca e 70,37% no grupo DA intrinseca,
novamente sem diferenca significativa entre os grupos (p = 0,8199). Schmid-
Grendelmeier e colaboradores (2001) (195) descreveram achado semelhante no
tocante a atopia familiar.

O achado da auséncia de diferenca significativa quanto a outra atopia pessoal
(presenca de asma ou RA) entre os dois grupos de DA suscita a indagacgéo acerca da
adequabilidade do IgE total como parametro confiavel para distinguir as duas
categorias de DA. Entretanto, relata-se que o nivel sérico de IgE total esta associado
com o status de IgE alérgeno-especifica e que a IgE total tem sido considerada um
parametro adequado para diferenciacdo entre DA extrinseca e DA intrinseca (153).
Cabe recordar que os parametros classicamente utilizados para distinguir as
entidades sdo a IgE especifica a antigenos aéreos e alimentares e a IgE total.
Salienta-se que a IgE total per se ndo € o melhor método para distinguir a DA
extrinseca da intrinseca. Na contramdo do acima exposto, alguns estudiosos
defendem que niveis séricos de IgE total raramente fornecem informacdes sobre IgE
especifica para alérgenos, uma vez que aquela pode elevar-se em uma grande
variedade de condi¢bes (Quadro 8). Ademais, ndo h& uniformizacdo nos niveis
superiores de IgE considerados normais nas diferentes faixas etarias que discriminem
pacientes com ou sem doenca alérgica, além de haver uma consideravel
sobreposicao, o que dificulta a distingcdo entre as formas alérgicas e nao alérgicas das

doencas baseada apenas nesse exame (193,197).

Quadro 8 - Causas de aumento de IgE

Doencas Infecciosas

Ascaridiase

Esquistossomose

Estrongiloidiase

Infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
Mycobaterium tuberculosis

Citomegalovirus

Virus Epstein Barr

Candidiase

Doencas atopicas
Aspergilose broncopulmonar alérgica
Sinusite fungica alérgica

continua




continuagéo

Quadro 8 - Causas de aumento de IgE

Doencas atopicas

DA
Asma
RA

Imunodeficiéncias

Sindrome Hiper-IgE

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Doenca de Netherton

IPEX: desregulacé@o imune, poliendocrinopatia, enteropatia, sindrome ligada ao X
Sindrome de Omenn

Sindrome DiGeorge completa atipica

Doencas Inflamatérias

Vasculite de Churg-Strauss
Doenca de Kimura

Neoplasias

Linfoma de Hodgkin
Mieloma IgE

Outras

Tabagismo

Fibrose cistica

Sindrome nefrotica
Transplante de medula 6ssea
Penfigoide bolhoso

Adaptado de Stokes & Casale, 2014 (193)
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A concentracdo sérica de IgE e a regulacdo da producdo de IgE sérica séo

fortemente influenciadas por fatores genéticos, além de raciais, imunitarios e

ambientais. Adicionalmente, a IgE pode flutuar em pacientes atopicos a depender da

exposicao aos alérgenos (193,198). Por se tratar de estudo transversal, a dosagem

de IgE foi realizada apenas em um momento. A utilidade de medir a IgE sérica total

ou especifica para alérgenos para fins de diagndstico e tratamento da DA € variavel.
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5.10 ATOPIA PESSOAL CONCOMITANTE

A presenca ou auséncia de outra atopia pessoal (asma ou RA), utilizada como
variavel independente, mostrou associa¢cdo apenas com as concentracdes séricas de
IgE total. Observou-se que pacientes com outra atopia pessoal além da DA, ou seja,
pacientes com DA que também sofrem de asma ou RA, tém maiores niveis de IgE do
que pacientes exclusivamente com DA (diferenca entre médias de 660,34 Ul/ml, p =
0,0066). Tal achado vai de encontro aos demonstrados por Wittig e colaboradores
(1980) (197), em que criangas com DA e asma tiveram maior nivel de IgE (985U1/ml),
seguidos por criangas apenas com asma (305 Ul/ml), com eczema (273 Ul/ml) e com
rinite alérgica (171 Ul/ml). Hetman e colaboradores (1988) (199), de modo condizente,
demonstraram que os maiores valores de IgE foram encontrados em pacientes com
doencas atopicas associadas.

A presenca de outra atopia pessoal ndo mostrou associagdo com
concentracdes séricas de 25(0OH)D (p = 0,6804). A concentracdo seérica de 25(0OH)D
em pacientes com asma ou RA, da mesma forma que na DA, é tema controverso.
Alguns estudos demonstram menor concentracdo sérica de 25(0OH)D em pacientes
asmaticos ou com RA (76,200), porém outros estudos ndo demonstraram tal
associacao (146). Nao foi realizada, entretanto, analise exclusiva dos pacientes com
asma ou RA; apenas andlise comparativa de pacientes com DA exclusiva versus
pacientes com DA e outra atopia. Conclusfes a respeito da associagao entre asma
ou RA e concentracdes séricas de 25(0OH)D ndo podem, portanto, ser aqui inferidas.

5.11 FORCAS E LIMITACOES

De acordo com o conhecimento dos pesquisadores, relatamos a maior amostra
de pacientes pediatricos em que a associacao 25(OH)D e gravidade clinica da DA foi
testada (n = 106) de modo né&o retrospectivo. Ndo foram encontrados estudos
cientificos publicados nesse campo de estudo que tenham considerado as
concentracfes séricas de PTHi e o IUV no local de realizacédo do projeto. Os dados

foram colhidos por entrevistador Unico e 0os exames laboratoriais de todos o0s sujeitos
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realizados nos mesmos laboratérios, o que reduz viés de afericdo. Foram feitas
analises simples e multivariadas, por vezes com resultados discrepantes, o que
demonstra a importancia da interacao entre as variaveis estudadas.

Limitacdes do estudo incluem a incapacidade de controlar a exposi¢ao solar, a
ingesta de calcio e vitamina D e o tratamento individualizado da DA, o qual gera
repercussao direta no SCORAD. Ademais, nao foram avaliados percentual de gordura
corporal, vestuario, uso de protetor solar, sensibilizacédo alérgica e atividades fisicas
(que se correlacionam com tempo fora de casa e exposicdo solar), aloumina, fatores
genéticos, magnésio, fosforo — o fésforo diminui a producdo de calcitriol renal -,
marcadores de remodelagdo 6ssea, DMO e fungdo renal. Além disso, ha variabilidade
no método utilizado para a medi¢cédo da 25(OH)D, a quimioluminescéncia. Apenas um
anico ponto do tempo foi capturado, momento este que pode nao refletir
verdadeiramente um estado continuo do quadro clinico ou da homeostase do
organismo. A concentracdo sérica de 25(OH)D em um individuo reflete uma ingesta
recente de vitamina D e/ou exposicéo solar, e pode variar grandemente em curtos
intervalos de tempo (140).

Faz-se mister ressaltar que o IUV maximo diario ndo representa a exposicao
solar diaria dos participantes. Nao aferimos horario e duracéo de exposi¢ao solar nos
voluntérios. A variavel IUV ndo pode, portanto, ser considerada como preditor Gnico
da exposicao solar. O método ideal para uma medida fidedigna seria utilizando
dosimetros individuais de UV. Dosimetros individuais séo capazes de fornecer uma
medida dinamica e objetiva da exposi¢dao UV acumulada, uma vez que seu resultado
é determinado pelas variagbes didrias de exposicdo ao UV e pelas condi¢cdes
ambientais. Os dosimetros quimicos mais utilizados séao feitos com polissulfona ou
oxido de polifenileno (201), mas atualmente também ha modelos eletronicos
disponiveis (202).

Amostras institucionais podem ser vistas como limitadas em termos de
representatividade externa. No entanto, os resultados aqui apresentados sao
consistentes e essa limitacdo ndo € suscetivel de prejudicar a validade dos nossos
principais resultados.

VariagOes individuais nas concentragbes de vitamina D ndo sao totalmente
explicadas por fatores externos (203). Os diferentes fendétipos que os individuos
podem apresentar em relacdo a homeostase da vitamina D podem resultar também

de particularidades genéticas, como polimorfismos nos genes que regulam a
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expressdo dos varios componentes do eixo hormonal da vitamina D (VDR, proteina
carreadora da vitamina D e enzimas do complexo do citocromo P450, dentre outros).
Estudos de anélise genémica poderao futuramente fornecer dados sobre a influéncia

da determinacéo genética nos componentes desse complexo sistema endocrinolégico
(41).
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6 CONCLUSAO

Pacientes com DA apresentaram concentracoes séricas de 25(OH)D
significativamente maiores que grupo controle - em média 3,39ng/ml -, porém tal
diferenca ndo gerou repercusséao na distribuicdo das categorias de 25(OH)D entre os
grupos. A abrangéncia do pareamento realizado ndo encontra precedente nos estudos
em gue a associacao foi testada. De acordo com o conhecimento dos pesquisadores,
0 estudo relata de modo inédito maior concentracdo de 25(OH)D em grupo DA que
em grupo controle utilizando a concentracdo atual da 25(OH)D. Tal achado, contudo,
pode estar relacionado ao maior IUV médio encontrado nos pacientes com DA.

A auséncia de correlacéo significativa entre concentracdes séricas de 25(0OH)D
e PTHi na amostra examinada sugere inadequabilidade dos valores de referéncia de
25(0OH)D atualmente adotados no tocante ao metabolismo 0sseo e necessidade da
revisdo de tais valores na populacdo pediatrica, assim como da padronizacdo dos
meétodos para avaliar seus pontos de corte. Nao encontramos correlacéo significativa
entre PTHi e gravidade clinica da DA.

Demonstrando a adequabilidade da afericdo das varidveis e dos métodos
utilizados no estudo, encontramos associacbes antecipadamente previstas e
biologicamente plausiveis no campo da DA e da vitamina D, tais como a correlacao
significativa entre IgE e gravidade clinica da DA, fototipo e vitamina D, IUV e vitamina
D, IUV e SCORAD.

Uma vez que foi observada associacdo significativa entre 25(OH)D e UV,
assim como entre SCORAD e IUV, porém néao entre 25(0OH)D e SCORAD, os efeitos
benéficos da exposicéo solar nas doencas alérgicas parece operar independente da
vitamina D.

O UV, variavel facil e gratuitamente obtida por meio da internet, correlaciona-
se tanto com a gravidade clinica da DA quanto com a vitamina D. Ndo foram
encontrados estudos prévios que tenham considerado o IUV como fator de confuséo
na associagdo DA e vitamina D. O uso dessa variavel em estudos envolvendo doengas
atopicas e vitamina D deve ser encorajado.

Enquanto existem evidéncias crescentes mostrando que a vitamina D
desempenha um papel importante no sistema imune e especificamente em doencas

alérgicas, a extensdo do impacto ndo foi totalmente esclarecido. S&o necessarios
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estudos complexos e a longo prazo, envolvendo desfechos calcémicos e nao
calcémicos, para elucidacdo dos reais efeitos da vitamina D na salude humana.
Esforcos devem ser dirigidos a identificacdo de variaveis confundidoras em tais
associacfes para que se evitem falsas conclusdes decorrentes de desenhos

epidemioldgicos inadequados.
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APENDICE A — TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacio
Titulo do Projeto: “DERMATITE ATOPICA: ASSOCIACAO ENTRE GRAVIDADE CLINICA E NIVEIS SERICOS
DE VITAMINA D”.

Pesquisador Responsavel: Kleyton de Carvalho Mesquita.
Instituicdo: Universidade de Brasilia /Hospital Universitario de Brasilia.
Telefone para contato: 3448-5415

Nome do voluntario: Idade: anos

Responsavel legal:

R.G. Responsavel legal:

A crianga ou o adolescente sob sua responsabilidade esta sendo convidada(o) a participar do projeto de pesquisa
“DERMATITE ATOPICA: ASSOCIACAO ENTRE GRAVIDADE CLINICA E NIVEIS SERICOS DE VITAMINA
D”, de responsabilidade do pesquisador Kleyton de Carvalho Mesquita.

O presente estudo tem como objetivos: 1) Avaliar a prevaléncia de deficiéncia de vitamina D em pacientes de 0 a
18 anos com Dermatite Atdpica e sem Dermatite Atdpica (grupo controle): 2) Correlacionar a gravidade do quadro clinico
dessa doenca de pele aos niveis sanguineos de vitamina D: 3) Correlacionar os niveis sanguineos de vitamina D aos niveis
de imunoglobulina E (um anticorpo frequentemente aumentado em individuos alérgicos) e a contagem de eosinéfilos (um
tipo especifico de célula do sangue aumentado em pacientes alérgicos).

Os dados serdo colhidos a partir de entrevistas com os pacientes e de exames laboratoriais (sangue e fezes). No
grupo controle (pacientes sem Dermatite Atopica), sera realizado apenas exame de sangue para dosagem de vitamina D.
Apos a coleta de dados. sera feita analise estatistica e posterior publicagdo. Tal estudo trara beneficios para a comunidade
médica e para os pacientes ao suprir com informagdes cientificas sobre a presen¢a da associa¢do entre a Dermatite
Atopica e os niveis sanguineos de vitamina D.

Esse é um estudo observacional, nio acarretando alteragdes de conduta médica. Os pacientes nao sao submetidos
a exames desnecessarios nesse estudo, uma vez que ha recomendacdes atuais direcionadas a realizagdo desses exames nos
portadores de Dermatite Atopica. Nos pacientes diagnosticados com deficiéncia da vitamina D, sera recomendada
suplementacdo de acordo com os conhecimentos clinicos vigentes.

Em caso de duvidas acerca de assuntos relacionados com a pesquisa, o voluntario deve procurar o pesquisador
responsavel pelo numero de telefone acima, a fim de sané-las.

A participacdo neste estudo € voluntdria e. a qualquer momento, este consentimento podera ser retirado pelo
voluntario ou seu responsavel, sem prejuizos a continuidade do tratamento. Os dados colhidos nessa pesquisa sdo

confidenciais e as informacdes geradas serdo publicadas anonimamente sem prejuizo a privacidade dos participantes.

Eu, . RG n° , responsavel legal

pela crianga ou pelo adolescente acima identificada(o) fui informado e concordo com sua participagdo no projeto de

pesquisa acima descrito.

Brasilia, de de 2013

Assinatura do responsavel legal
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APENDICE B — FICHA DE COLETA DE DADOS CLINICOS E LA BORATORIAIS

FICHA DE COLETA DE DADOS CLINICOS

Nome: Reg:
Data de Nascimento: / / Data da consulta: / /
Telefone:

Fototipo:

Peso: IMC:

Altura: IMC escore Z:

Renda familiar (salarios-mimimos):

Historia pessoal de atopia:
( ) Nao ( ). Sim. Especificar:

Histdria familiar de atopia:

( ) Nao ( ). Sim. Quem? Especificar:

Idade de inicio dos Sintomas:

Escore clinico e exames laboratoriais

indice SCORAD: Categoria SCORAD:

SCORAD objetivo: Categoria SCORAD objetivo:

25-0OH-Vitamina D:

PTH:

IgE:

Eosinofilos:

EPF:
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FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - Wﬂl"
UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DERMATITE ATOPICA: ASSOCIACAO ENTRE GRAVIDADE CLINICA E NiVEIS
SERICOS DE VITAMINA D

Pesquisador: Kleyton de Carvalho Mesquita

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 12362913.6.0000.5558

Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UNB
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 293.564
Data da Relatoria: 24/04/2013

Apresentacao do Projeto:
Adequada

Objetivo da Pesquisa:

Ja avaliados anteriormente e considerados adequados

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Ja avaliados anteriormente e considerados adequados

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Ja avaliados anteriormente e considerados adequados

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Havia sido solicitada a formalizac&o do apoio do laboratério Sabin a pesquisa. Este item foi devidamente
contemplado na versao atual do projeto, uma vez que um contrato formal foi anexado a doucmentacéao
obrigatoria.

Recomendacgoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pela aprovacao

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte CEP: 75.000-000
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1701 Fax: (61)3273-3907 E-mail: fmd@unb.br
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA (péagina 2/2)

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - {GRGIevqrorme
UNB

Continuag &0 do Parecer. 203 564

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O CEP-FM/UnB concorda com o parecer do(a) relator(a) e aprova o projeto de pesquisa em questdo.

Assinador por:
Elaine Maria de Oliveira Alves
(Coordenador)

Enderego: Universidade de Brasiiia. Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte CEP: 75.000-000
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1701 Fax: (61)3273-3907 E-mail: fmd@unb br

Pagna 02 de 02



160

ANEXO B — BULA DO EXAME 25(0H)D (pagina 1/10)

DiaSorin Inc c 6
1 1 1951 Northwestern Ave — Stillwater, MN 55082 — EUA
DlaSOI'ln Tel: 1.651.439.9710 - Fax: 1.651.351.5669

Preste atengdo as mudangas!

Ensaio LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL (310600)

1. USO INDICADO

O Ensaio LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL utiliza tecnologia de imunoensaio quimioluminescente (CLIA) para a
determinagao quantitativa da 25-hidroxivitamina D e outros metabolitos hidroxilados da vitamina D no soro humano,
plasma-EDTA ou plasma com heparina de litio, a usar na avaliagéo da quantidade de vitamina D utilizando a familia
de Analisadores LIAISON®. Os resultados dos ensaios devem ser usados em conjunto com outros dados clinicos e
laboratoriais para ajudar o médico a tomar decisées individuais de tratamento dos doentes numa populagdo adulta.

2. RESUMO E EXPLICAGAO DO TESTE

O papel da vitamina D no osso e no metabolismo mineral foi reconhecido primeiramente através da sua identificagao
como factor possivel para a cura do raquitismo. Contudo, actualmente a vitamina D é aceite como uma pré-hormona
com multiplas fungées na manutengio de um estado de saude ideal. 1]

A vitamina D3 (colecalciferol) e a vitamina D> (ergocalciferol) s@o as formas mais abundantes de vitamina D existentes
no organismo. A vitamina D3 & sintetizada na pele a partir do 7-desidrocolesterol em resposta a luz solar. As melhores
fontes de nutrig&o da D3 so os peixes gordos como o salméao e a cavala. As fontes de nutricao de vitamina D, provém
de alguns vegetais, levedura e cogumelos.

A vitamina D (D, D, e metabolitos) é convertida em 25-hidroxivitamina D no figado. A medigao da concentragéo de
25 OH vitamina D no soro ou plasma é o melhor indicador do estado nutricional da vitamina D. [2)

O nivel ideal de 25 OH vitamina D é objecto de alguma discussao, mas um valor de >32 ng/mL (>80 nmoliL) é
geralmente aceite como suficiente para a satde Gssea.[3-13) A toxicidade da vitamina D é um problema conhecido, mas
€ uma ocorréncia rara. Ao contrario, um recente problema de salide publica crescente é a insuficiéncia de vitamina D.
Vérios estudos identificaram uma insuficiéncia generalizada em vitamina D em populagées aparentemente saudaveis em
todo o0 mundo. [3-13]

O defice de Vitamina D é habitualmente tratado com farmacos de vitamina D, ou D3 em doses que variam de
50.000 Ul/més a 50.000 Ul/semana. [14] Os alimentos reforgados e os suplementos nutricionais podem conter
qualquer uma das formas. Para garantir a avaliagao exacta do total de vitamina D, todas as formas, incluindo D3, D,
e metabolitos, devem ser medidas.

Estudos recentes identificaram um 3-epimero inactivo da 25 OH vitamina D, que pode estar presente no soro de
criangas com menos de 1 ano de idade. [15] Por conseguinte, & importante que um ensaio evite a medi¢do da forma
3-epi inactiva e que mega apenas e igualmente, as formas D3 e D, activas. Mais recentemente, varios estudos
sugeriram que a insuficiéncia de Vitamina D se associa a um aumento do risco para o desenvolvimento de muitas
doengas cronicas, incluindo doenca cardiovascular, cancro, doengas infecciosas e doengas autoimunes.

3. PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

O ensaio LIAISON® 25 OH Vitamin D € um imunoensaio quimioluminescente competitivo (CLIA) directo para a
determinagdo quantitativa da 25 OH vitamina D total no soro. Durante a primeira incubag&o, a 25 OH vitamina D &
dissociada da sua proteina de ligagéo e liga-se ao anticorpo especifico na fase sélida. Ao fim de 10 minutos, é
adicionado o marcador vitamina D ligado a um derivado de isoluminol. Apds uma segunda incubagao de 10 minutos,
0 material nao ligado € removido com um ciclo de lavagem. Subsequentemente, os reagentes iniciadores s3o entao
adicionados e inicia-se uma reac¢éo quimioluminescente rapida. O sinal de luz & medido por um fotomultiplicador
como unidades de luz relativas (RLU), sendo inversamente proporcional a concentragdo de 25 OH vitamina D
presente nos calibradores, nos controlos ou nas amostras.

pt310600; 39809 4/13 1
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4. MATERIAIS FORNECIDOS
Integral de Reagente:

Particulas magnéticas

SORB Particulas magnéticas revestidas com anticorpo de cabra contra a 25 OH
2,4 mL) vitamina D, proteina, tampéo fosfato, < 0,1% de azida de sédio.
Tampao de ensaio a .
28,0me) Tampé&o com 10% de etanol, surfactantes e 0,2% de ProClin® 300.
Conjugado 25-OH vitamina D conjugada com um derivado de isoluminol, em tampao
(4,5mL) CONJ fosfato com 10% de etanol, EDTA, surfactante e 0,1% de acido benzodico

como conservante.

Soro humano, albumina sérica bobina (BSA), <0,1% de azida de sodio e
25 OH vitamina D. As concentragdes do calibrador (ng/mL) estao
referenciadas para preparagées padrdo contendo 25 OH vitamina D
altamente purificada.

Cali Soro humano, BSA, <0,1% de azida de sodio e 25 OH vitamina D. As
ibrador 2 : b ; 2
(1,0 mL) concentragdes do cahbraglor (nglmL) estdo refergncnadas para preparagoes

padréo contendo 25 OH vitamina D altamente purificada.
Numero de testes 100

ProClin® 300 é uma marca registada da Rohm and Haas Co.
Todos os reagentes sao fornecidos prontos para serem utilizados.

Calibrador 1
(1,0mL)

(¢
H
&
=

(¢
b
[
[N

Materiais necessarios, mas nio fornecidos (relacionados com o sistema)

Analisador LIAISON® XL Analisador LIAISON®

LIAISON® Wash/System Liquid (REF. 319100) LIAISON® Wash/System Liquid (REF. 319100)

LIAISON® XL Waste Bags (REF. X0025) LIAISON® Waste Bags (REF. 9450003)

LIAISON® XL Cuvettes (REF. X0016) LIAISON® Module (REF. 319130)

LIAISON® XL Starter Kit (REF. 319200) LIAISON® Starter Kit (REF. 319102),

LIAISON® XL Disposable Tips (REF. X0015) LIAISON® XL Starter Kit (REF. 319200)
LIAISON® Cleaning Kit (REF. 310990)
LIAISON® Light Check (REF. 319101)

Material adicional necessario:

LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL
Control Set (ref. 310601)

LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL
Specimen Diluent (ref. 310602)

5. AVISOS E PRECAUGOES

PARA UTILIZACAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO - Nio se destina a utilizagao externa nem interna em seres
humanos ou animais.

REAGENTES COM MATERIAL DE ORIGEM HUMANA

Atengdo - Trate como se fossem potencialmente infecciosos.

Cada unidade de doador de soro/plasma utilizada na preparacao deste produto foi testada por um método aprovado
pela FDA (EUA) e determinada como sendo nio reactiva para a presenga de anticorpos contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV 1/2) , de antigénio de superficie da hepatite B (HBV) e de anticorpos contra a hepatite
C (HCV). Embora estes métodos apresentem uma precisdo elevada, nao garantem que todas as unidades
infectadas sejam detectadas. Este produto também podera conter outras doengas de origem humana para as quais
nao existem testes aprovados. Como nenhum método de teste conhecido pode oferecer garantia total em relagao a
auséncia de HIV, HBV e HCV ou outros agentes infecciosos, todos os produtos que contenham material de origem
humana devem ser manuseados seguindo as precaugdes universais e, conforme aplicavel, de acordo com as boas
praticas laboratoriais como descrito no manual actual dos Centros de Controlo de Doengas e Institutos Nacionais de
Salde, Biosafety in Microbiological e Biomédica Laboratories (BMBL); ou a edigédo actual do Manual de seguranga
bioldgica em laboratério da Organizagao Mundial de Satde.

REAGENTES COM AZIDA DE SODIO:

Alguns reagentes presentes neste kit contém azida de sddio. A azida de sédio pode reagir com o chumbo ou cobre
das canalizagbes para formar azidas de metal altamente explosivas. Ao eliminar, lave com grande quantidade de
agua para impedir a acumulagao de azida. Para mais informagées, consulte “Descontaminagao de tubos de pias de
laboratérios para remover sais de azidas,” no Manual Guia-Gestao de Seguranga N° CDC-22 emitido pelos Centros
de Controlo e Prevengédo de Doengas, Atlanta, GA, 1976.

pt310600: 39809 4/13 2
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Reagentes que contém ProClin® 300:

Os reagentes que contém ProClin® 300 sao classificados como irritantes de acordo com as directivas europeias
aplicaveis:

R 43 - Pode causar sensibilizagado em contacto com a pele.

S 24 - Evite o contacto com a pele.

S 37 - Utilize luvas adequadas.

S 60 - Este material e o respectivo recipiente devem ser eliminados como residuos perigosos.

6. SEGURANGA GERAL:

* Deve considerar todas as amostras, reagentes bioldgicos e materiais utilizados nos ensaios como
potencialmente capazes de transmitir agentes infecciosos, Evitar o contacto com a pele, olhos ou
membranas mucosas. Seguir as boas praticas de higiene industrial durante o teste.

* Nao comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos no laboratério de ensaio,

+ Nao pipetar as solugdes com a boca.

+ Evitar o contacto directo com todos os materiais potenciaimente infecciosos usando bata de laboratério,
equipamento de protecgdo dos olhos/face e luvas descartaveis

+ Lavar bem as macs no final de cada ensaio.

+ Evitar salpicos ou a formagao de aerossois durante a manipulagao, diluigao ou transferéncia de amostras ou
reagentes. Deve descontaminar qualquer reagente derramado com uma sclugao de lixivia a 10% (contendo
0.5% de hipoclorito de sadio) e eliminar como potencialmente infeccioso.

+ Os materiais de desperdicio devem ser eliminados de acordo com os regulamentos e directivas dos orgaocs
responséaveis pelo laboratorio e os regulamentos de cada pais.

* Néo utilizar kits ou componentes para além do prazo de validade que consta do rotulo.

7. PREPARAGAO DO INTEGRAL DE REAGENTE
Tenha em atengéo as seguintes precaugdes impertantes referentes ao manuseamento de reagentes:

1. Ressuspensio de particulas magnéticas
As particulas magnéticas devem ser totalmente ressuspensas antes do integral de reagente ser colocado
no aparelho. Siga os passos a Seguir para assegurar a suspensio completa:

* Antes de retirar o selo, rode a pequena roda situada no compartimento da particula magnética até
2 suspensao adquirir uma cor castanha. Agitar delicadamente e no sentido horizontal, pode ajudar
@ suspensao das particulas magnéticas (evite a formagéo de espuma). Verifique visualmente o
fundo do frasco de particulas magneéticas para confirmar a ressuspensao de todas as particulas
magnéticas depositadas no fundo.

* Repita tantas vezes quantas as necessarias até as particulas magnéticas estarem completamente
ressuspensas.

* Depois da remogao do selo, limpe cuidadosamente a superficie de cada septo para remover
liquido residual, se for necessario.

Em alternativa, pode utilizar-se o LIAISON® Xcelerator (Ref. AD090) para ajudar na ressuspensao.

2. Espuma nos reagentes
De modo a garantir um desempenho optimo do integral, deve-se evitar a formagdo de espuma nos
reagentes. Cumpra a recomendacéo abaixo para prevenir esta ocorréncia:
* Inspeccione visualmente os reagentes, especialmente os calibradores (Posigao dois e trés a seguir
ao frasco de particulas magnelicas), para garantir a auséncia de espuma antes de utilizar o
integral. Se estiver presente espuma apés a ressuspensao das particulas magneticas, cologue o
integral no aparelho e deixe a espuma dissipar-se. O integral estd pronto a usar assim que a
espuma se liver dissipado e este tiver permanecido dentro do aparelho, sob agitagao, durante um
periodo minimo de 30 minutos.

3. Carregar o integral para a area de reagentes
Analisador LIAISON®
* Cologue o integral na area de reagentes do analisador com o rétulo com codigo de barras virado
para a esquerda e deixe repousar durante 30 minutos antes de usar. O analisador mistura
automaticamente e ressuspende completamente as particulas magnéticas
*  Siga o manual do utilizador do analisador para carregar as amostras € iniciar o ensaio.
Analisador LIAISON® XL
* O analisador LIAISON® XL esta equipado com um dispositivo magnético de estado sélido integrado
que auxilia a dispersdo das microparticulas antes da colocagio de um integral de reagente na area
de reagentes do analisador. Para mais informagbes, consulte 0 manual do operador do analisador.
a. Insira o integral de reagente na ranhura dedicada.
b. Deixe ficar o integral de reagente no dispositivo magnético de estado sélido durante pelo
menos 30 segundos (até varios minutos). Repita as vezes que forem nacessarias
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* Coloque o integral na &rea de reagentes do analisador com a etiqueta virada para a esquerda e
deixe-0 repousar durante 15 minutos antes de o utilizar. O analisador mexe e ressuspende
completamente as particulas magnéticas de forma automaética.

* Siga 0 manual do operador do analisador para introduzir as amostras e inicie o ensaio.

8. CONSERVAGAO E ESTABILIDADE DO INTEGRAL DE REAGENTE

Apbs a recepgio, o integral de reagente deve ser armazenado num local escuro, na posigao vertical, para facilitar a
ressuspensao das particulas magnéticas. Quando o integral de reagente & armazenado fechado, protegido da luz e
mantido na vertical, os reagentes permanecem estaveis a 2-8 °C até ao final do prazo de validade. Nao congele
O Integral de Reagente néo deve ser usado ap6s o prazo de validade indicade nos rétulos do kit e do Integral de
Reagente. Apés ser utilizado, o integral de reagente deve ser selado com a fita adesiva fornecida com o kit e
armazenado de novo a 2-8 °C no escuro. Apbs a abertura, pode utilizar o produto durante 4 semanas se este for
armazenado adequadamente. Deve evitar-se uma exposi¢céo indevida & luz

9. COLHEITAE PREPARACAO DE AMOSTRAS

Pode usar-se soro humano, plasma EDTA, plasma com heparina de Iitio ou tubos SST. Recomenda-se a utilizagéo de
amostras obtidas em jejum, mas nao & cbrigatério. Deve caolher o sangue asseplicamente através de venipunctura,
deixa-lo coagular e separar o soro do coégulo o mais rapidamente possivel. As amostras podem ser conservadas em
frascos de vidro ou de plastico. Nao sdo necessarios aditives ou conservantes para manter a integridade da amostra,
As particulas podem interferir com o ensaio. N&o teste amostras hemolisadas ou com lipémia macroscapica, bem como

no prazo de 120 horas apds a recolha da amostra, as amostras devem ser mantidas a 2-8 °C; caso contrério, devem
ser armazenadas congeladas (a -20 °C ou menos) Se as amostras forem conservadas congeladas, misture bem as
amostras descongeladas antes de testar. Evite ciclos repetidos de congelagdo-descongelagao. Verifique se existemn
bolhas de ar e remova-as antes de proceder ao ensaio. O volume minimo necessério é de 250 pl de amostra para o
primeiro teste, e 25 uL mais para cada teste adicional de LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL.

Plasma humano colhidoe em tipos de tubos com EDTA ou heparina de litic reportou uma tendéncia media de
22% versus soro.

10. CALIBRAGAO

O teste de calibradores especificos do ensaio permite que os valores de unidades de luz relativas (RLU& se ajustem
a curva principal atribuida. Cada seolugao de calibrag@o permite a realizagao de seis (8) calibragdes. E obrigatério
proceder a uma recalibragdo em triplicado sempre que ocorrer pelo menos uma das condigses seguintes:

Com cada novo lote de reagentes (Integral de Reagente ou Reagentes Iniciadores).
De sete em 7 dias.

Apos cada manutengao efectuada ao analisador LIAISON®

Se 0s resultados do controlo de qualidade estiverem fora do seu intervalo aceitavel.

Intervalo da medicio. O Ensaio LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL da DiaSorin efectua medi¢des entre 4,0 e
150 ng/mL. O valor assinalavel mais baixo & 4,0 ng/mL, que esta baseado numa precisao inter-ensaio que se aproxima
de 20%CV (sensibilidade funcional). Os valores abaixo de 4,0 ng/mL devem ser assinalados coma < 4,0 ng/mL. O valor

assinalavel mais alto sem diluigao & de 150 ng/mL.

11. PROCEDIMENTO DO ENSAIO
Para garantir um bom desempenho do teste, siga rigorosamente as instrugBes de utilizagao do analisador LIAISON®

Analisador LIAISON®: Cada parametro de teste é identificado por meio de cddigos de barras no rétulo do Integral
do Reagente. Em caso de avaria do leitor de codigos de barras, o cartucho ndo pode ser usado e deve ser
eliminado. Para abter mais informagées, consulte 0 Manual do Utilizador do analisador
Analisador LIAISON® XL: Cada parametro de teste & identificado par meio de informagdes codificadas no transceptor
de Identificagao por Radiofrequéncia do Integral do Reagente (Etiqueta RFID). Em caso de avaria da Etiqueta RFID, o
cartucho nao pode ser usado e deve ser eliminado. Para obter mais informagdes, consulte 0 Manual do Utilizador do
analisador.

As operacdes do analisador s#o as seguintes:

Analisador LIAISON®:
. Deite a amostra, o calibrador ou o controlo no médulo de reacgao.
Deite particulas magnéticas e o tamp&o do ensaio no madulo de reacgéo.
Incube.
Deite o marcador no médulo de reacgao.
Incube
Lave com liquido de lavagem/sistema,
. Adicione os Reagentes Iniciadores e efectue a medigaio da luz emitida
LIAISON® XL:
1. Deite particulas magnéticas e o tampé&o do ensaio no médulo de reacgao.

2. Deite a amostra, o calibrador ou 0 controlo ne médulo de reacgac.
3. Incube,

NOO LAWK
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Deite o marcador no médulo de reacgao,

Incube.

Lave com liquido de lavagem/sistema,

Adicione os Reagentes Iniciadores e efectue a medicao da luz emitida

Os resultados do imunoensaio podem ser influenciados por flutuagdes de temperatura. Os utilizadores devem estar
Cientes das variagdes do seu ambiente de laboratério; pode ser necessaria uma utilizag&o mais frequente dos
controlos e recalibragio subsequente

12. CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade esta recomendado uma vez por dia de utilizagao, ou de acordo com os regulamentos ou
requisitos de acreditagao locais, estatais e/ou federais e com os procedimentes de controlo de qualidade do seu
laboratdrio. Recomenda-se que o utilizador consulte o documento do CLSI C24-A2 e 42 CFR 493.1256 para obter
instrugées sobre as praticas de controlo de qualidade adequadas. O Conjunto de Controlo LIAISON® 25 QH Vitamin
D TOTAL (Ref. 310801) & adequado para a determinagao das exigéncias do controlo de qualidade para este ensaio.
Os controlos LIAISON® devem ser executados com apenas um precessamento para moniterizar o desempenho do
ensaio.

Se os valores de controlo estiverem fora dos intervalos esperados, o teste & invalido e 0s resultados do doente nio
podem ser participados.

Se um controlo estiver fora do intervalo, tal deve ser investigado e terd que ocorrer recalibragac. Os resultados da
amostra do doente associados 5o invélidos e as amostras devem ser testadas novamente.

O desempenho de outros controlos deve ser avaliado para verificar a compatibilidade com este ensaio antes de
serem utilizados. Devem ser estabelecidos intervalos de valores adequados para todos os materiais de controlo de
qualidade utilizados,

O intervalo de concentrages de cada controlo & descrito no certificado de analise e indica os limites estabelacidos
pela DiaSorin para niveis de controlo que pedem ser obtidos em ensaios fiaveis. Os laboratérios devem estabelecer

0s seus proprios intervalos alvo com base nos seus critérios de aceitagdo para o desempenho do ensaio.

13. INTERPRETACAOQ DOS RESULTADOS

O Analisador LIAISON® calcula automaticamente @ concentragaec de 25-OH vitamina D na amostra. Essa
cencentracéo é apresentada em ng/mL. Para converter os resultados para unidades SI' ngfmL = 2,5 = nmal/L.
Intervalo do ensaio: 4,0 2 150 ng/mL.

Calibradores e controlos podem produzir RLU ou resultados de dose diferentes no LIAISON® e no LIAISON® XL,
mas os resultados dos doentes sdo equivalentes.

14. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

* E necessario cumprir as instrugdes de ulilizagio e possuir uma formagdo técnica adequada para obter
resultados fiaveis.

* A contaminagdo bacteriana das amostras ou os ciclos de congelagao-descongelagio repetidos podem
afectar os resultados do teste.

* Anticorpos heterofilicos no soro humano pedem reagir com imunoglebulinas do reagente ou outro material
do reagente, interferindo com os imunoensaios in vitro.

* Doentes expostos por rotna a animais, produtos derivados de soro animal ou outros predutos
imunogénicos que podem estimular a produgéo de anticorpos heterofilicos contra os reagentes do ensaio
podem ser propensos a esta interferéncia e podem observar-se valores anémalos.

* Os resultados dos ensaics devem ser usados em conjunto com outros dados clinicos e laboratoriais para
ajudar o médico a tomar decisées individuais de tratamento dos doentes numa populagao adulta.

* Os integrais nao podem ser trocados entre tipos de analisader (LIAISON® e LIAISON® XL).

* Depois de um integral ter sido introduzido num tipo de analisador particular, este deve sempre ser utilizado
nesse analisador até que se tenha gasto.

* Emvirtude de aspectos relacionados com rastreabilidade decorrente da frase acima, os acompanhamentos
de doentes ndo poderao ser concluidos entre tipos de analisador. Estes devem ser efectuados num tipo de
analisador particular (LIAISON® cu LIAISON® XL),

NOO A
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15. VALORES PREVISTOS
Intervalo de referéncia

E importante para cada laboratério esta
tipica. Sabe-se que factores como exp
niveis de 25 OH vitamina D nos huma
de 25-OH vitamina D em muitos paise

belecer a sua propria faixa de ref
osicdo UV [16, 17], estacdo do ano
nos. Tem sido observada uma elevada prev.
s [3-8], particularmente nos meses de Inverno.

[18, 19],

165

‘eréncia representativa da sua populagao
raga [20] e dieta [21] afectam os
aléncia de deficiéncia sub-clinica

Uma andlise da literatura sugere os seguintes limites para a classificac&o do estado da 25 OH vitamina D.

Estad vitamina D 25-OH vitamina D

Deficiéncia <10 ng/imL <25 nmol/L
Insuficiéncia 10-30 ng/mL 25-75 nmol/L
Suficiéncia 30-100 ng/mL 75-250 nmol/L
Toxicidade =100 ng/mL =250 nmol/L

A DiaSorin avaliou 396 amostras de soro colhidas em individuos adultos. As amostras foram colhidas em vérias
estagbes e em varias regides geogréficas dos Estados Unidos. Deste estudo, foram excluidas amostras com valores
anomalos de PTH, calcio e TSH. Com base no intervalo de confianga de 95%, foram estabelecidos os seguintes
valores, de acordo com a norma C28-A2 do CLSI. Foram obtidos os seguintes valores:

Intervalos de referéncia observados
Média de 25-OH vitamina D Intervalo observado Percentil 2,5 a0 97 &

24,9 ng/mL 9,3 ng/mL - 47,9 ng/imL

Populag&o (386)
Estados Unidos

16. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

16.1 Sensibilidade funcional: A sensibilidade funcional é definida como a concentragio da dose na qual a % de CV
excede os 20%, tendo sido avaliada de acordo com o documento EP17-A do CLSI. As amostras foram preparadas
com concentragdes nominais de 2-14 ng/mL e ensaiadas em séries multiplas para determinar a concentragdo média
€ a % de CV. A concentragio da amostra foi tragada em relagdo a % de CV e foi preparada uma regressio para
determinar a sensibilidade funcional. A sensibilidade funcional derivada de uma andlise de regressao e <4,0 ng/mL.

16.2 Comparagao de métodos: Um total de 587 amostras, variando entre 3,6 e 153,2 ng/mL, foram testadas com o
LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL e com o DiaScrin 25 OH Vitamin D RIA, de acordo com o documento EPS-A2 do
CLSI. Na préxima tabela e grafico resumem-se os dados das regressdes lineares resultantes.

Ensaio N Declive (IC 95%) Intercepgao Coeficiente de Erro Tendéncia DP das
(IC 95%) Correlagéo Padrao Est média diferengas
RIA 587 | 1,047 (1.02-1,07) | 2,41 (1,43-3,40) 0,936 7,116 4083 7,212
LIAISON 25 OH D vs. RIA
Comparagdo de Métodos (n = 587)
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16.3 Precisdo com o Analisador LIAISON®:
A precis@o do ensaio foi avaliada de acordo com 0 documento EP5-A2 do CLSI. Ensaiaram-se seis amosiras de
soro contendo vérias concentragdes de analitos e controlos do kit em duplicado em dais ensaios por dia ao longo de

20 dias de trabalho em dois lotes. As amostras foram testadas internamente na DiaSorin Inc e em 2 locais externos.
Foram obtidos os seguintes resultados:

ID da Média Intra-Série Por Lotes e Locais Total Por Lotes e Locais
Amostra (ngimL) Desvio padrao %CV Desvio padrio %CV

Amostra #1 7.9 06 77% 1,0 12,6%
Amostra #2 12,0 0.7 5 8% 1,3 11,1%
Amostra #3 18,0 0.8 5.0% 1.7 9.7%
Amosira #4 20,4 1,0 5.0% 21 10.4%
Amostra #5 243 1.2 5,0% 26 10.6%
Amostra #6 56,8 29 5,0% 5.8 10,3%
Amostra #7 618 3,0 4.9% 58 9.5%
Amostra #8 1123 5.4 4.8% 12,2 10.8%

Obtiveram-se 0s seguintes resultados com as mesmas oito amostras num local @ com um lote de kit ensaiado em
duplicado em dois ensaios por dia ao longo de 20 dias de trabalho.

Intra-Série Dentro de um Total Dentro de um
D da Média Lote e Local Lote e Local

Amostra _(ng/imL) Desvio padrdo %CV Desvio padriao %CV
Amostra #1 7.8 06 7.7% 0,9 10,9%
Amostra #2 12,2 0.6 5,2% 1 9,3%
Amostra #3 17,6 0,8 4,8% 1,0 58%
Amostra #4 20,7 i 51% 1,9 9.1%
Amostra #5 240 1,0 41% 1,8 7.7%
Amostra #6 56,8 23 4.0% 3.6 6.3%
Amostra #7 60,8 2.2 3.7% 3.7 6.0%
Amostra #8 109,6 46 4.2% 7.8 7.2%

16.4 Precisdao com o Analisador LIAISON® XL:

A precisac do ensaio no Analisador LIAISON® XL foi avaliada de acordo com o documento EP5-A2 do CLSI.
Ensaiaram-se seis amostras de soro contendo varias concentragdes de analitos e controlos do kit em duplicado em
dois ensaios por dia ao lengo de 20 dias de trabalho e um lote de reagente. As amostras foram testadas em dois
Analisadores LIAISON® XL. Foram obtidos os seguintes resultados:

Intra-Série Total
ID da Meédia Desvio Desvio

Amostra __(ngimL) padrédo %CV padrio %CV
Amostra #1 7.85 0,3 3.8% 0.8 9.8%
Amostra #2 17,2 0,6 3.2% 1,5 8,9%
Amostra #3 19,6 0,4 2.3% 1,4 7.3%
Amostra #4 228 0,4 1,8% 2,0 8,9%
Amostra #5 51,9 1,0 2,0% 3.1 6.0%
Amostra #8 55,2 1:f 3,1% 3,6 6,4%
Amostra #7 109,3 2.1 1,9% 6,9 6,3%
Amostra #8 120,5 02 0,1% 11,0 9.1%
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16.5 Veracidade

A veracidade do ensaio foi verificada através do teste d
Teste de diluigio. A linearidade foi avaliada de acord
analise de dois (2) aglomerados (pools) de amostr,
TOTAL (ref. 310602). Os resultados foram analisado
Observados. A equacio da regressao resuliante é:

variaram, em dose, de 3,8 2 151 ng/mL.

Soro de Linearidade ¢ SST do LIAISON 25 OH Vitamin D TOTAL

160 r’

190

120

Cancentragcio Observada de Vitamina D

pt310800; 39809 4/13

y = 1,0126x - 0,1803 .
R = 0,99853

20 a0 60 S0 100 120 140 160

Concentragio Esperada de Vitaming D

e diluicdo e do teste de recuperacio

0 com o documento EPS-A do CLSI. Procedeu-se a diluigao e
as com o Diluente de Amostras LIAISON® 25 OH Vitamin D
$ COMO uma regressao linear dos valores Esperados vs. valores
Observados = Esperados 1,01x -0,180; R? = 0,995. As amostras
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Teste de recuperagdo. Procedeu
concentragdo baixa em razdes de 1
esperados para delerminar a
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-se a mistura de amostras com concentragdo elevada e amostras com
2, 1:1 e 2:1. Os valores observados foram depois comparados com os valores
% de recuperagao. A recuperacio média & de 93%.

Concentragao Esperada Concentragao Observada % de
{ng/mL) (ng/mL) recuperacao
Amostra 1

Pura elevada - 121 -
2HAL 86,4 778 90%
THIL 68,8 584 85%
1H2L 511 46,4 9NM%

Pura baixa - 16,9 -
Amostra 2

Pura elevada - 112 -
2H:IL 810 774 96%
1H1L 64,9 60,3 93%
TH2L 489 48,7 100%

Pura baixa - 17,7 -
Amostra 3

Pura elevada - 121 -
2HAL 84,7 80,3 95%
THAL 65,9 69,9 91%
1H:2L 471 425 90%

Pura baixa - 10,6 -
Amostra 4

Pura elevada - 59,6 -
2H1L 447 428 86%
1THA L 37,0 35.8 96%
1H:2L 29,3 274 94%

Pura baixa - 14,3 -
Amostra §

Pura elevada - 65,2 -
2HAL 476 453 95%
THAIL 38,5 36,6 95%
1H2L 29,5 282 96%

Pura baixa R 119 -
Recuperagdo média 93% (85%-100%)
16.6 Especificidade

A reactividade cruzada foi testada conforme descrito no documento EP7-A2 do CLSI. Feram obtidos dados sobre a
reactividade cruzada do anti-soro usado neste ensaio adicionando até 100 ng/mL do potencial reagente cruzado e

ensaiando. A reactividade cruzada de cada com
O anticorpo utilizade neste ensaio

Vitamina D.

Esterdide

25 OH Vitamina D2

25 OH Vitamina D1
Vitamina D,

Vitamina Dy

1,25-(OH); Vitamina D,
1,25-(0OH), Vitamina D3
3-epi-25 OH Vitamina D3

pt310600; 38809 4/13

pesto, normalizado a 25-OH vitamina Da, é indicada a seguir.
ird demonstrar reactividade cruzada com muitos metabolitos dihidroxilados da

% de Reactividade cruzada
100,0%
100,0%
1,9%
1,9%
6,7%
9,3%
1,3%
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16.7 Substancias interferentes

As substancias interferentes foram testadas conforme descrite no documento EP7-A2 do CLSI utilizando o Ensaio
LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL. Os resultados sao apresentados em baixo.

Amostras que sdo Demonstram uma alteragao < 10% nos resultados até
Hemolisadas 200 mg/dL de hemoglobina

Lipémicas 589 ma/dL de triglicéridos

Iciéricas 40 mog/dL de bilirrubina conjugada

Ictéricas 40 mg/dL de bilirrubina nao conjugada

Amostras que contém Demonstram uma alteragio < 10% nos resultados até
Colesterol 301 mg/dL

Acido urico 20 mordL

Proteinas Totais 12 g/dL

Distribuido no Brasil por:

DiaSorin Lida - CNPJ 01.896.764/0001-70 - Av.
Ermano Marchetti, 1435 B - Lapa
Sao Paulo SP S.A.C 0800 7716216

e-mail. diasorin@diasorin.com br

DiaSoerin Inc g )
1951 Northwestern Avenue DiaSorin S.p.A.,
P.O. Box 285 13040 Saluggia (VC) Italy

Stillwater, MN 55082-0285 E.U.A
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1213308100120

PTH

Hormona paratiridea (parathormona, paratirina) - PTH, intacta

11972103 122 100 testes
* Indica os analisadores onde o dispositivo pode ser utilizado
MODULAR
Elecsys 2010 | ANALYTICS | cobas e 411 | cobas e 601 | cobas e 602
E170
Portugués
Utilizacdo prevista

Imunoensaio para a determinacéo quantitativa in vitro da hormona paratiréidea
intacta em soro e plasma humanos para o diagndstico diferencial da hiper e
hipocalcemia. O teste Elecsys PTH pode ser utilizado intraoperativamente.

O ensaio de electroguimioluminescéncia (electrochemiluminescence
immunoassay ou "ECLIA") foi concebido para ser utilizado nos

analisadores de imunoensaios Elecsys e cobas e.

Resumo

A hormona paratirdidea (PTH) é formada na glandula paratirdidea

@ segregada na circulacio sanguinea. A PTH intacta é composta

por uma Unica cadeia polipeptidica com 84 aminoécidos e tem um

peso molecular de aprox. 9500 daltons.

O fragmento N-terminal biologicamente activo tem uma semi-vida de
poucos minutos. Uma medigdo selectiva da hormona paratiréidea
(substancialmente) intacta permite uma determinacéo directa da

actividade secretora da glandula paratirdidea.’?

A PTH provaca, juntamente com a vitamina D & a calcitoning, a mobilizagéo
de célcio e de fosfato no sistema esquelético e aumenta a absor¢do de
cdlcio no intestino, assim como a eliminacéo de fosfatos através dos rins. A
constancia do nivel de calcio no sangue é garantida pela acco conjunta

da PTH e da calcitonina. A secrecéo de PTH & inibida pelas elevadas
concentracdes de célcio e promovida pelas baixas concentragdes.
Deficiéncias da fungdo da gléndula paratirGidea provocam o aumento
(hipercalcemia) ou a diminuicéo (hipocalcemia) do nivel de célcio no sangue,
que é condicionado por uma alteracéo da secre¢do de PTH.

A determinagdo do hipofuncionamento da gléndula paratirbidea
(hipoparatiroidismo) exige um teste de sensibilidade elevada

para poder detectar um nivel de PTH que se encontre

substancialmente abaixo do normal.4 )

Uma hiperfuncdo da glandula paratirdidea resulta num aumento da secrecéo
de PTH (hiperparatiroidismo). A causa priméria séo adenomas da gléndula
paratirbidea. No hiperparatiroidismo secundario, o nivel de célcio no sangue é
baixo dévido a a outros estados patolégicos (por ex., faita de vitamina D).
Hoje em dia, a determinacdo das concentragdes de PTH e de célcio &

da maior importéncia para a andlise do hiperparatiroidismo.

A determinacdo da PTH intraoperativamente durante a resseccao de

um adenoma na glandula paratirdide foi também reportada no caso do
hiperparatiroidismo primério, 57 do hiperparatiroidismo secundario relacionado
com insuficiéncia renal,2¢ e do hiperparatiroidismo terciario apés cirurgia de
transplante renal.’® Como a PTH tem uma semi-vida de 3-5 minutos," uma
queda significativa dos niveis de PTH apés ressecgéo de uma gléandula ou
gléndulas anémalas permite ao cirurgio avaliar se a ressecgao foi completa e
se todo o tecido hiperfuncional da paratiride foi removido do doente.

As directrizes da NACB recomendam que sejam obtidas amostras iniciais
antes da intervengao cinlrgica e pré-excisao da glandula hiperfuncional
suspeita.'® As amosiras para a realizagéo do teste de PTH devem ser colhidas
5 ¢ 10 minutos apés a ressecgdo, devendo uma reducdo > 50 % nos nivels
de PTH em relacéo ao valor inicial mais elevado ser utilizada como critério
de &xito clinico. Podem ser necessarias amosiras adicionais, uma vez que
ficou demonstrado que a sensibilidade pode aumentar com o tempo.™

O facto de o valor de PTH ndo descer abaixo dos niveis recomendados
indica que: 1) continua presente tecido hiperfuncional residual, podendo

ser necessdria uma exploragdo mais rigorosa, como aconteceu no caso

de dois doentes, ambos com uma quinta glandula paratirdide ectopica,

que exigiu nova cirurgia, 7 ou 2) ocorreu pico nos niveis de PTH durante

a mobilizagdo do adenoma.® As determinagdes intraoperatorias da PTH
permitem avaliar de forma rapida e fidvel se todo o tecido da paratirdide
hiperfuncional foi removido durante a intervencéo cirtirgica.

cobas’

O teste Elecsys para determinagéo da PTH intacta utiliza a técnica
sandwich em que o anticorpo monocional biotinilado reage com o fragmento
N-terminal (1-37) e o anticorpo monoclonal marcado com o complexo

de ruténio® reage com o fragmento C-terminal (38-84).

Os anticorpos utilizados neste ensaio sao reactivos com o0s epitopos
localizados nas regides de aminodcidos 26-32 e 37-42.

&) Tris{2.2-bipirdi)ruténoll) (Ru(bey)3)

Principio do teste

Técnica de sandwich. Duragdo total do ensaio: 18 minutos.

* 1.2 incubacdo: 50 L de amostra, um anticorpo monocional
biotinilado especifico anti-PTH & um anticorpo monoclonal
especifico anti-PTH marcado com complexo de ruténio reagem
entre si e formam um complexo sandwich.

+  2Z2incubacdo: Apds a adicdo das microparticulas revestidas de
estreptavidina, o complexo formado liga-se & fase sdlida pela
interaccdo da biotina e da estreptavidina.

» A mistura de reaccdo é aspirada para a célula de leitura, onde as
microparticulas sdo fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo.
Os elementos no ligados s&o entdo removidos com ProCell. A
aplicacdo de uma corrente eléctrica ao eléctrodo induz uma emisséo
quimicluminescente que & medida por um fotomultiplicador.

» Qs resultados sao determinados com base numa curva de
calibragéo gerada especificamente pelo analisador, através de
uma calibragdo de 2 pontos, e numa curva principal incluida
no codigo de barras dos reagenies.

Reagentes - solugdes de trabalho

M Microparticulas revestidas de estreptavidina (tampa
transparente), 1 frasco, 6,5 mL:

Microparticulas revestidas de estreptavidina, 0,72 mg/mL;
conservante.

Ri Anticorpo anti-PTH-~biotina (tampa cinzenta), 1 frasco, 7 mL:
Anticorpo monocional biotinilade anti-PTH (ratinho) 2,3 mg/L;
tampéo fosfato 100 mmol/L, pH 7,0; conservante.

R2 Anticorpo anti-PTH~Ru(bpy)3* (tampa preta), 1 frasco, 7 mL:
Anticorpo monoclonal anti-PTH (ratinho) marcado com complexo de
ruténio 2,0 mg/L; tampéo fosfato 100 mmol/L, pH 7,0; conservante.

Avisos e precaugdes

Para utilizagéo em diagndstico in vitro.

Respeite as precaucdes normais de manuseamento de reagentes laboratoriais.
Elimine todos os residuos de acordo com os regulamentos locais.

Ficha de seguranca fomecida a pedido, para uso profissional.

Evite a formacdo de espuma com todos os reagentes e com todo o tipo

de amostras (amostras de pacientes, calibradores e coniroles).

Preparacéo dos reagenies

Os reagentes do kit foram incluidos numa unidade pronta a ser

utilizada que nao pode ser separada.

Toda a informagéo necesséria ao correcto funcionamento € introduzida no
analisador através dos respectivos codigos de barras do reagente.

Armazenamento ¢ estabilidade

Amazenar a 2-§ °C.

Coloque o dispositivo de reagentes Elecsys PTH na vertical para
assegurar a total disponibilidade das microparticulas durante a
mistura automética, antes da ufilizag&o.

Estabilidade:

fechado a 2-8 °C até ao fim do prazo de validade indicado
apos abertura 2 2-8 °C 12 semanas

nos analisadores 8 semanas

Colheita e preparacéo das amostras

Apenas as amosiras indicadas em seguida foram iestadas

€ consideradas aceitaveis.

O soro é colhido uiilizando tubos de amosira padréo.

Plasma com EDTA-Ks.

Devido a breve semi-vida da PTH, para obten¢éo do soro, recomenda-se
a centrifugacdo imediata do sangue.
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PTH

Hormona paratirdidea (parathormona, paratirina) - PTH, intacta

Use preferencialmente plasma com EDTA-Ks, uma vez que é

mais estavel do que o soro.

Critério: Comparagdes dos métodos de soro versus plasma, declive

0,9-1,1 + intercepgéo dentro de <= 2 x sensibilidade analitica

(LDL) + coeficiente de correlagao > 0,95.

Soro: Estabilidade: 8 horas a 15-25 °C, 2 dias a 2-8 °C, 6 meses a -20 °C.
Plasma: Estabilidade: 2 dias a 15-25 °C, 3 dias a 2-8 °C e 6 meses a -20 °C.
Os tipos de amostras indicados foram testados usando tubos de colheita

de amostras seleccionados e comercialmente disponiveis & data do

teste, i.e. nem todos os tubos dos diferentes fabricanies disponiveis

no mercado foram testados. Os sistemas de colheita de amostras de
diferentes fabricantes podem, por sua vez, conter materiais diferentes

que, em alguns casos, podem afectar os resultados dos testes. Se
processar amostras em tubos primarios (sistemas de colheita de amostras)
consulte as instrugdes do fabricante dos tubos.

As amostras que contém precipitado tém de ser centrifugadas antes da
realizag@o do ensaio. Nao utilize amostras e controlos estabilizados com azida.
Antes da determinagdo, certifique-se de que as amostras dos pacientes, os
calibradores € os conirolos estdo a temperatura ambiente (20-25 °C).
Devido a possiveis efeitos de evaporagdo, as amostras, os calibradores e 0s
controlos colocados no analisador deverao ser analisados no prazo de 2 horas.

Materiais fornecidos
Consulte a secgao "Reagentes - solugdes de frabalho”.

Materials necessérios (mas ndo fornecidos)

» [REF 11972219122, PTH CalSet, para 4 x 1 mL

»  [REF] 11972227122, PreciControl Anemia, para 2 x 2 mL cada de
PreciControl Bone 1,2 € 3 ou
[REF] 05618860190, PreciControl Varia, para 2 x 3 mL cada
de PreciControl Varia 1 e 2

»  Equipamento normal de laboratério
*  Analisadores Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e
Acessoncs para os analisadores Elecsys 2010 e cobas e 411:
[REF] 11662988122, tampéo de sistema ProCell, 6 x 380 mL
»  [REF] 11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL de solugdo de
limpeza para a célula de leitura
. 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL de aditivo
para agua de lavagem
+  [REF] 11933159001, Adaptador para SysClean
: 11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 cuvetes de reaccdo
»  [REF] 11706799001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 pontas de pipeta
Acessorios para analisadores MODULAR ANALYTICS E170,
cobas e 601 e cobas e 602;
o [REF] 04880340190, ProCell M, 2 x 2 L de tampéo de sistema
. 04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L de solugéo de
limpeza para a célula de leitura
»  [REF] 03023141001, PC/CC-Cups, 12 cuvetes para ProCell M e
CleanCell M pré-aquecidos antes da utilizacdo
. 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL de solugéo de limpeza para
finalizacéo da andlise e lavagem durante a mudanga de reagentes
»  [REF] 03004899190, PreClean M, 5 x 600 mL de solugéo
de limpeza de deteccdo
»  [REF 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M,
48 tabuleiros x 84 cuvetes de reacgao ou pontas de pipeta, sacos de lixo
»  [REF] 03023150001, WasteLiner, sacos de lixo
’ 03027651001, SysClean Adapter M

Acessorios para todos os analisadores:

. 11298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL de solugéo
de limpeza do sistema

Ensaio

Para assegurar a correcta execugéo do ensaio & importante cumprir
as instrugdes fomecidas neste documento para o analisador uiilizado.
Consulte o manual do operador apropriado para obter informagdes
mais especificas sobre o ensaio feito no analisador.

cobas’

A ressuspensdo das microparticulas é efectuada automaticamente
antes de usar. Introduza os parametros especificos do teste através
dos codigos de barras dos reagentes. Se, em algum caso excepcional,
néo for possivel ler o cddigo de barras, o cddigo numérico de

15 digitos devera ser introduzido manualmente.

Analisadores MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 e cobas e 602:
E necessaria a solugao PreClean M.

Analisadores MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 e cobas e:
Eleve a temperatura dos reagentes refrigerados até aprox. 20 °C e
coloque-0s no disco dos reagentes (20 °C) do analisador. Evite a
formagao de espuma. O sistema requla automaticamente a temperatura
dos reagentes e a abertura/fecho dos frascos.

Calibracéo

Rastreabilidade: Este método foi padronizado conira um teste

PTH (RIA) & venda no mercado.

Cada dispositivo de reagentes do teste Elecsys PTH contém um codigo
de bamras com informagdes especificas para a calibragéo do lote de
reagentes em questdo. A curva principal previamente definida é adaptada
20 analisador através do dispositivo Elecsys PTH CalSet.

Frequéncia das calibragdes: Uma calibragdo por lote de reagentes
utilizando reagente recém-colocado (i.e., dentro de um maximo de

24 horas apds ter sido registado no analisador).

Devem ser feitas as seguintes recalibragoes:

* apos 1 més (28 dias) quando se utiliza o mesmo lote de reagentes

s apos 7 dias (quando se utiliza o mesmo kit de reagentes no analisador)

s conforme necessério: p. ex., em resultados de ensaios de controlo
da qualidade fora dos limites especificados. ;

Controlo da qualidade

Para o controlo de qualidade, utilize Elecsys Prsc-ControI Bone 1,2
e 3 ou Elecsys PreciControl Varia 1 e 2.

Adicionalmente, pode ser utilizado outro material de controlo adequado.
Eiectue os controlos dos diversos intervalos de concentragéao como
determinacdes simples, pelo menos uma vez em cada 24 horas
quando o teste estiver a ser utilizado, uma vez por kit de reagentes e
apés cada calibragéo. Os intervalos e limites de controlo devem ser
adaptados as exigéncias especificas de cada laboratdrio. Os valores
obtidos devem situar-se dentro dos limites definidos.

Cada laboraidrio deve estabelecer as medidas correctivas a tomar no
caso de os valores se situarem fora dos limites.

Cumpra os regulamentos govemamentais aplicaveis e as directrizes
locais de controlo da qualidade.

Célculo dos resuitados
O analisador calcula automaticamente a concentracdo de analito
de cada amosira (em pg/mL ou pmol/L).

Faciores de converséo: pg/mL x 0,106 = pmol/L
pmollL x 8,43 = pg/mL

Limitacdes ~ interferéncias

O ensaio néo ¢ afectado pela ictericia (bilirubina < 1112 ymol/L ou

< 65 mg/dL), lipemia (Intralipid < 1500 mg/dL) & biotina (< 205 nmolL. ou
< 50 ng/mL). O ensaio é afectado por uma hemdlise = 0,15 g/dL. Nao
analise amostras que apresentem sinais visiveis de hemdlise.

Critério: Recuperaco dentro de = 10 % do valor inicial.

Nos pacientes em tratamento com doses elevadas de biotina (i.e.

> 5 mg/dia), as amostras s6 deverdo ser colhidas no minimo 8 horas
apds a Ultima administracéo de biotina.

Néo foi observada interferéncia dos factores reumaidides até a

uma concentragdo de 1500 Ul/mL.

Néo foi observade qualquer efeito "high-dose hook" em concentragées
ds PTH até 17000 pa/mL (1.802 pmoiL).

Foram efectuados testes in vitro com 16 farmacos frequentsments utilizados.
Nao se encontrou qualquer interferéncia com 0 ensaio.

Em casos isolados, podem ocorrer interferéncias devido a titulos
extremamente elevados de anticorpos contra anticorpos especificos do
analito, contra a estreptavidina e contra o ruténio. Estes afsitos so
minimizados por um desenho de teste adequado.

Analisadores Elecsys e cobas e

274 20110, V 20 Port

tuguds



172

ANEXO C — BULA DO EXAME PTHi (pagina 3/3)

12133081001V20

PTH

Hormona paratiréidea (parathormona, paratirina) - PTH, intacta

Quando o objectivo & o diagndstico, os resuliados devem ser
sempre interpretados em conjunto com a histéria clinica do paciente,
0 exame clinico e outros resultados.

Limites e intervalos

Intervalo de medicéo

1,20-5000 pg/mL ou 0,127-530 pmol/L (definido pelo limite de detecgao
inferior & pelo maximo da curva principal). Os valores inferiores ao limite de
detecggo sdo indicados como < 1,20 pg/mL (< 0,127 pmol/L) e os valores
acima do intervalo de medigdo como > 5000 pg/mL (> 530 pmol/L).
Limites inferiores de medicao

Limite de detecgéo inferior

Limite de detecgdo inferior: 1,20 pg/mL (0,127 pmol/L)

O limite de detecgdo representa o nivel de analito mais baixo mensuravel
passivel de ser distinguido de zero. E calculado como o valor situado dois
desvios padrdo (DP) acima do padrdo mais baixo (calibrador principal,
padrao 1 + 2 DP, estudo de repetibilidade, n = 21).

Diluicgo
Nao necessaria devido & grande amplitude do intervalo de medicao.

Valores tedricos®:17

15-65 pg/mL (1,6-6,9 pmolL)

Cada laboratério deve verificar a transferibilidade dos valores tedricos
para a sua prpria populacéo de pacientes e, se necessério, determinar
0s seus proprios intervalos de referéncia.

Dados especificos sobre o desempenho
Sao apresentados a seguir dados representativos do desempenho nos
analisadores. Os resultados podem diferir de laboratdrio para laboratério.

Precisao

A preciséo foi determinada com reagentes Elecsys, um pool de soros
humanos e controlos, de acordo com um protocolo modificado (EP5-A)
do CLSI (Cliinical and Laboratory Standards Institute): 6 vezes por

dia durante 10 dias (n = 60); repetibilidade no analisador MODULAR
ANALYTICS E170, n = 21. Obtiveram-se 0s seguintes resultados:

Analisadores Elecsys 2010 e cobas e 411

Repetibilidade® | Precisdo intermédia

Amostra Média DP cv DP cv
pg/mL | pmol/L | pg/mL [pmoliL| % | pg/mL | pmollL | %

SHe 1 26,7 | 2,83 [0711]|0075[27 | 1,73 | 0184 .| 65
SH2 52,5 | 556 (0,853 0,091 |16 2,07 | 0220 | 39
SH3 . 261 | 27,7 | 40 [042415]| 781 | 0829 | 30
PCiBonel | 20,2 | 214 |0,840(0,089 |41 | 1,25 | 0,133 | 6.2
PCBone2 | 580 | 615 | 128 | 0136 [22| 2,38 | 0253 | 41
PC Bone3 676 | 71,7 | 125 | 1,32 |19 | 173 1,84 26

b) Repetibilidade = precisdo intra-ensaio
¢) SH = Soro humano

d) PC = PreciControl
Analisadores MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 e cobas e 602
Repetibilidade Precisdo intermédia
Amostra Média DP CV| Média DP cv

pg/mLipmol/Lipg/mL|pmolL| % |pg/mL|pmol/L|jpg/mLipmoliL| %

SH1 21,9232 [044(005|20[{232| 246 [079 0,08 [34

SH2 350371 [043]| 00512809858 |201[021 |25

SH3 123 {1304 1,31 | 0,14 |11 [ 240 | 254 | 672] 0,71 | 2,8

PCBonet| 72,7 | 7,71 | 1,63 ] 017 {22730 | 774 | 1,21 ] 013 [ 1,7

PC Bone2| 236 | 250 | 6,58 | 0,70 |2,8] 238 | 252 | 3,86 | 0.41 [ 16

PC Bone3| 1092| 116 | 6,97 | 0,74 |0,6[ 1098 | 116 | 17,9 | 1,90 [ 1.6

Comparag&o dos métodos

Uma comparag@o do teste Elecsys PTH (y) com um teste de PTH
a venda no mercado (x), utilizando amostras clinicas, teve como
resultado as sequintes correlacdes (pg/mL):

Nimero de amostras medidas: 152

Fassing/Babiok Regressac linear
y=1,01x+4,86 y=083x+ 194
T=0,886 r=0,991

cobas’

As concentracdes das amostras variaram enire aprox.
1,4-1880 pg/mL (0,15-198 pmol/L).

Especificidade analitica

N&o se registaram reacgdes cruzadas para: & osteocalcina, o fragmento
1-37 da PTH, a proteina associada a PTH (1-86), a fosfatase alcalina
especifica dos ossos e os B-CrossLaps.

Sensibilidade funcional

6,0 pg/mL (0,64 pmollL)

A sensibilidade funcional € a concentragdo de analito mais baixa
que pode ser medida de modo reprodutivel com um coeficiente de
variagdo de precisao intermédia < 20 %.

Investigacdes clinicas na utilizaco intraoperatéria

Em 2006, a National Academy of Clinical Biochemistry publicou as Laboratory
Medicine Practice Guidelines para anélises realizadas junto do paciente
(Paint of Care Testing - POCT), denominadas Evidence Based Practice for
Point of Care Testing."? Estas directrizes recomendam a utilizac&o de andlises
da hormona paratirdide intraoperativamente 1) em doentes submetidos a
cirurgia devido a hiperparatiroidismo, especialmente em procedimentos
minimamente invasivos ou direccionados, 2) em doentes submeidos a nova
intervencdo cindrgica e 3) como substituigao de determinagdes laboratoriais
tradicionais da PTH durante a localizagdo venosa, para ajudar a equipa de
angiografia na colheita de amostras. As directrizes recomendam ainda, para
os doentes submetidos a paratiroidectomia devido a hiperparatiroidismo, que
as amostras iniciais sejam obtidas na exploragéo pré-operatéria  pré-exciséo
da glandula, e que a colheita de amostras pés-excisao seja feita 5 &

10 minutos apds a ressecgéo, com uma redugo de 50 % das concentracdes
de PTH relativamente ao nivel inicial mais elevado.-As directrizes alertam
também para o facto de poderem ser necessérias mais amostras.”

A determinacdo da PTH durante a cirurgia da parafirdide.foi conduzida

por vérios grupos de investigadores, mediante utiliZzacao do imunoensaio
Elecsys PTH.6783.10 A sensibilidade global e a especificidade do

ensaio para demonstrar que & cirurgia € bem sucedida, conforme

a definicio, através de uma reducio pds-operatoria dos niveis de

célcio, foi de 99,6 % e 93,7 %, respectivamente.
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racdo dos reagentes
© mono IgE Litex N & fornecido pronto a usar. A suspensio deve ser agitada cuidadosa-
mente antes da primeira utilizagdo,
Estabilidade e condicdes de armazenagem

ver data de validade no rotulo;
ili depois de aberto:
4 semanas se for conservado entre 2 a 8 °C com tampa bem apertada imediatamente 2
seguir 2 cada utilizagdo e se se estiver excluido a hipétese de contaminacio (ex., por mi-
crorganismos).
N3o congelar.
idade:

Um minimo de cinco dias, 2 oito horas por dia, ou fedodo de tempo compardvel.

Nota: A estabilidade pode variar, dependendo do Sistema BN utili @ das condigBes la-
boratoriais. Para mais informagdes, Ite 0 Manual de cdes dos Si BNlle
BN ProSpec®.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Sistema BN Il ou BN ProS
Padrdo SL de Proteina N, IM

Controlo SUL de Proteina NIT, 0QIN

Controlo SUM de Prateina NIT, [REF OQIO

Controlo SUH de Proteina NIT, [REF] OQIP

Reagente L Suplementar N, [REF| 0QTD

Diluente N, [REF] OUMT

Tampdes de evaporacdo BN Il (opcional), OVLE .
Materiais € suprimentos adicionais conforme descrito no Manual de Instrucdes do Sistema
BN.

Amostras

g de soro h 0 mais frescas possiveis (conservadas durante ndo_
mais de 7 dias 2 2 a 8 °C) ou conservadas congeladas, bem como plasma EDTA e heparini-
zado, As amostras podem ser conservadas a temp e a-20°C te um
rr_-é&mo de3 mzses se forem congeladas nas 24 horas a seguir 4 colheita e se se evitarem
cicl idos de cong g to. . .
As amostras de soro tém que estar completamente coaguladas e, depois da centrifugacdo,
ndo podem conter quaisquer particulas nem vestigios de fibrina.
As amostras lipémicas ou as congeladas que r turvagdo derls de des-
congeladas, tem que ser clarificadas por centrifugacio (10 minutos a cerca de 15.000 x q)
antes das andlises.
Procedimento
Notas . .

1. Consulte 0 Manual de InstrugBes do Sisterna BN para mais informagGes sobre o funcio-

namento do aparelho.
2. Com um sistema BN Il ou BN ProSpec®, os reagentes e amostras conservados entre
2 a 8°C podem ser utilizados imediatamente.

Protocols de ensaio nos sistemas BN N .
0O protocolo de andlise para soro e plasma é fornecido no Manual de Instrucdes do Sistema
BN e no software do instrumento. Todos os passos sao executados automaticamente pelo
sistema.
Definicdo da curva de referéncia . o
As curvas de referéncia sdo construfdas por calibragio de pontos mdiltiplos. As diluigdes em
série do Padr3o SL da Proteina N sdo automaticamente preparadas pelo aparelho utilizando

Mono IgE Latex N
[NIGE]

Sistemas BN Il / BN ProSpec®

Campo de aplicacao

Reagentes de diagnéstico in-vitro para a determinac3o quantitativa de IgE em soro huma-
no, plasma EDTA e heparinizado por meio de imunonefelometria potenciada por particulas
utilizando os Sistemas 8N Il e BN ProSpec®.

Sumdrio e Explicacdo

IgE € responsavel pelo quadro dinico observado em alergias do tipo imediatas. Em doen-
¢as alérgicas como a dermatite atpica ou asma, as concentrages séricas de IgE correla-

C | comail ol posicao ao alergéneo e com a gravidade dos
sintomas alérgicos. A determinafao da IgE pode, por conseguinte, ser (til para o diagnésti-
co de doengas alérgicas’. A medic3o das concentragdes séricas da IgE é particularmente
importante na inféncia no que respeita a obtengio de uma avaliagio prospectiva dos sinto-
mas alérgicos?.

Limites: Valores elevados de IgE podem ser dteis na diferenciagao de doencas de génese
atdpica de doencas ndo atdpicas. Contudo, os resultados de determinacdes totais de IgE
devem ser sempre considerados associados a resultados clinicos e outros laboratoriais, por-
que valores IgE baixos ndo indicam necessariamente a auséncia de alergias e valores Ige

Diluente N. As dilui¢des de padrdo tém que ser utilizadas no espaco de 4 5. A curva de
feréncia & valida d 4 e gode ser utilizada depois deste desde que
os controlos com os correspondentes valores-alvo dependentes do miétodo, por exemplo,

os Controlos SLIL, M e H da Proteina NIT, sejam reproduzidos dentro dos respectivos inter-

valos de confianga. Se for utilizado um lote de reagente diferente, terd que se gerar uma

nova curva de referéncia,

Medicdo de amostras de pacientes )

As amostras si0 automaticamente dilufdas a 1:20 com Diluente N, As amostras diluidas

t8m que ser utilizadas no espaco de 4 horas. Se os resultados obtidos estiverem fora do

intervalo de medicdo, o ensaio pode ser repetido utilizando uma diluicio maior da amos-

tra. Consulte o Manual de Instrucdes do Sistema BN para mais informacdes sobre medicdes
H Srando outras dluics

Controlo interno de qualidade

Ensaie os Controlos SUIL, M e H da Proteina NIT, depois de definir uma curva de referéncia,

depois da primeira utilizagdo de um frasco de reagente, bem como com cada processa-

mento de Os los devem ser dos e avaliados tal como para amoestras

de doentes. O valor atribuido e o intervalo de confianga encontram-se listados na tabela de

valores atribuidos do resgectlvo controlo. Seguir as normas governamentais ou os requisi-

tos de validacdo guanto a frequéncia do controlo de gualldade.

Para o Sistema BN ProSpec®, pode utilizar um CD de Dados do Lote QVLP) para intro-

duzir o valor atribufdo.

Caso um Itado dos los se fora do intervalo de confianca, tem de repe-
tir-se a d inacdo. Se a determinagio ida confi o desvio, devera definir-se
uma nova curva de referéncia. Nao ¢ i

os do doente até que a causa do
desvio tenha sido identificada e corrigida.

Célculo dos resultados

A avaliagdo € realizada automaticamente em U/mL ou numa unidade seleccionada pelo
utilizador no Sistema BN.

Limitacdoes do proced

ndo estdo ¢ a doencas r30 ser nec exames espe-
cificos para provar a existéncia de uma alergia. -
Nas doencas parasitérias, os niveis séricos de IgE s3o também d levados'.
Nos cases muito raros de mieloma de IgE, as concentragdes sio levad:
Muitas i deficiéncias herdad ial do sistema celular, bem como infec-

¢Bes avancadas por VIH, acompanham r<l;-r|centra;|5es de IgE elevadas, enquanto que ou-
tras imunodeficiéncias estdo associadas a concentragdes de IgE baixas 2 ndo detectaveis.
Assim, 2 determinacdo de IgE & importante no diagnéstico diferencial de imunodeficiénci-
as'

Principo do método

As particulas de polistireno revestidas com anticorpos especificos para Ig€ humana agre-
gamse quando mi das com C Eh tes agregados disper-
sam um raio de luz que passa através da amostra. A intensidade da luz dispersa & proporci-
onal & concentrac3o da respectiva proteina na (o] Itado € aval por compa-
ragdo com um padrio de concentracdo conhecida.

Reagentes

Material fornecido

TG
mono IgE Litex N

Q mono IgE Latex N consiste numa suspensao de particulas de polistireno revestidas com
anticorpos monodonais (rato) (0,030 giL) para Igk humana.

Conservantes

Gentamicina 6,25 mgl/L

Anfotericina 0,625 mg/L

Adverténclas e medidas de precaugao

1. Para utilizar no diagnéstico in-vitro.

2. PRECAUCAO! POTENCIAL PERIGO BIOLOGICO
Cada doador ou unidade de doacso foi testado R;r)a detectar a rresanca de virus da
imunodeficiéncia humana (VIH) 1 e 2, virus da hepatite B (VHB) e virus da hepatite C

C) de acordo com as técnicas aprovadas pelas directivas de diagnéstico in-vitro na

UE ou FDA. Coma nao existe nenhum teste que ofereca a garantia completa de ausén-
cia de agentes infecciosos, todos os materiais obtidos a partir de material de origem
h di 30 ser i dos com as devidas precaucdes.

201211

A interferéncia por factores reumatdides (até 2.400 1UJmL) é suprimida pela utilizacdo do
eagente | Suplementar N. Contudo, em aiguns casos, niveis elevados de factores reuma-

i6ides podem interferir com o ensaio, Estas té&m que ser anali utilizando ou-
tro método.
Turvacio e particulas nas odem i ircoma 30. Porc i

as amostras contendo particulas tém que ser centrifugadas antes das analises. As amostra:
lipémicas ou turvas que ndo se consigam clarificar por centrifugacdo (10 minutos a cerca
de 15.000 x g) ndo podem ser utilizadas.
Em amostras contendo niveis muito elevados de IgE, como os que se encontram ocasional-
mente em, por exermnplo, doencas parasitérias ou com mielomas IgE, ndo se observou qual-
uer fenémeno de excesso de ann?énio até a concentragdo maxima testada de cerca

.000 IUimL, medida na diluicio 1:20. Contudo, como as imunoglobulinas monocicnais
tém uma estrutura de epitopo que difere das imunoglobulinas poficionais, € apesar de tu-
do possivel que abaixo deste nivel se possam obter falsos resultados baixos para amestras
de doentes com miel IgE como resultado de um efeito viciante de dose elevada. Estas
amostras t&m que ser medidas numa diluicao de 1:100.
Depois de medir amostras com uma concentracio de IgE de cerca de > 40.000 IU/mL num
Sisterna BN Il, uma determinacdo de IgE realizada directamente a seguir pode resultar em
valores altos falsos. Se suspeitar disto, devera repetir-se o teste.
As amostras de doentes podem conter anticorpos heterofilicos que podem re?ir nos imu-
noensaios de modo a produzir resultades fal levados ou reduzidos®. Este ensaio
foi concebido para minimizar 2 interferéncia de anticorpos heterofflicos. Contudo, ndo é
possivel garantir total eliminacdo desta interferéncia de todas as amostras de doentes.
A Siemens Healthcara Diagnostics validou a utilizacdo destes reagentes em vérios analisa-
dores, com o intuito de :g:mlzay 0 desempenho Jo produto e satisfazer as especificagoes
do produto. As modificacGes definidas pelo utilizador ndo séo suportadas pela Siemens, na
medida em que podem afectar o desempenho do sistema  os resultados do ensaio. Cons-
titui responsabilidade do utilizador validar as madificacdes efectuadas nestas instrucées ou
em relacdo a0 uso dos noutres analisad que ndo os incluidos nas folhas de
instrucdes de aplicacio da Siemens ou nestas instrucdes de utilizacio
Os resultados deste teste devem sempre ser interpretados em conjunto com o histérico
médico do doente, estado clinico e outros dados de interesse.
Devido a efeitos de matriz, as amostras de controlo e as amostras de estudos inter-labora-
toriais podem apresentar resultados que diferem daqueles obtidos com outros métodos.
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ANEXO D - BULA DO EXAME IgE

Por consequinte, poderd ser necessario avaliar estes resultados em relacdo a valores-alvo
especificos do metodo,

Intervalos de Referéncia

Em individues clinicamente saudéveis, os niveis séricos de IgE exibem uma ampla gama de
distribuicdo e ndo seguem uma distribuicio normal. As concentracdes séricas de IgE nas
criancas estio altamente dependentes da idade. Os valores adultos obtém-se perta dos

7 - 10 anos de idade, Valores mais altos ocorrem a cerca de 10 - 15 anos de idade’2*. As
concentragdes séricas até cerca de 100 IU/mL em adultos podem ser consideradas o limite
superior do intervalo de referéncia.

Valores de referéncia para 5010 em Ige WWimL:

Recém-nascidos <15
Criangas no primeiro ano devida <15
Criangas (1 a 5 anos) <60
Criangas (6 2 9 anos) <90
Criangas (10 a 15 anos) <200
Adultos <100

Estes valores de referéncia foram estabelecidos num estudo abrangente (443 criangas,
200 adultos) realizado na Europa®.

Contudo, cada centro deve determinar os seus proprios intervalos de referéncia, visto 0s
valores poderem diferir em fungdo da populagao estudada.

Caracteristicas do teste

Sensibilidade L 2
A sensibilidade analitica do ensaio & determinada pelo limite inferior da curva de referéncia
e depende, portanto, da concentracdo da proteina no Padrdo SL da Proteina N. Os interva-
los &e medicao tipicos sao fornecidos nos Manuais de Instrucdes do Sistema BN.
Especifidade

Nzo se conhecem reacgdes cruzadas do anticorpo aplicado.

Precisdo

Foram realizados estudos de precisio num Sistema BN mediante a avaliagdo de trés niveis
de material de controlo e dois niveis de pools de soro humano de uma maneira coerente
com o documento CLSI EPS-A®.

Precisac (n = 40)

Amostra Média Intra- Processamanto Total
(uml) | p a v (%)

v (%) CV (%)

Controlo SUL de Proteina NIT 79,36 2,2 15 2.4

Controlo SLM de Proteina NIT 193,25 1.7 18 23

Controlo SLH de Proteina NIT 520,0 1,7 20 2,5

Fool de soro’l 31,05 30 4.1 4,9

Pool de sore 2 630,65 2,0 T 2.5

Os resultados foram avaliados por analise de variancia.

Comparacdo de métodos L )

0 ensaio mono IgE Litex N foi comparado com um método IgE nefelométrico disponivel

comercial di liac3o de 70 amostras de soro variando entre

14 @ 855 |UImL. Obteve-se um coeficiente de correlago de 1,0 com um valor de intercep-
ﬁo yde 6,1 IUImL e um declive de 1,0.
ota

Os valores citados para caracteristicas do teste representam valores tipicos @ n3o devem
ser considerados como especificacdes para 0 mono IgE Litex N.

Bibliografia
Ver Instrugbes em inglés.
BN ProSpec® é uma marca comercial da Siemens Healthcare Diagnostics.
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ANEXO E - SCORAD

SCORAD - Scoring Atopic Dermatitis

Nome:

Reg:

Data de Nascimento:

Figures in parenthesis
for children under two years

Data da consulta: / 74

[ A: Extensao -

Area envolvida:

| B: Intensidade

C. Sintomas Subjetivos

Critério Intensidade

Eritema

Edema / papulas

Exsudato/ crostas

Escoriagao

Liquenificagdo

Intensidade
(area representativa média)

0. Ausente
1. Leve

2. Moderada
3. Grave

Prurido Perda de sono

SCORAD A/5+7B/2+C

Ressecamento*®

*Ressecamento em areas
nao envolvidas

Escala Visual Analdgica - Média para 3 ultimos dias/noites:

Prurido (0-10)

Perda de sono (0-10)

e sEpas i
A O R |
0
| 0 e O e v R
kSR E RN

Tratamento:

Observagoes:
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ANEXO F — CONTRATO DE PRESTAGCAO DE SERVICOS
DO LABORATORIO SABIN (pagina 1/3)

CONTRATO DE PRESTAGAO DE SERVIGOS LABORATORIAIS

Contrato de prestacdo de servicos laboratoriais (andlises e pesquisas clinicas em
geral) que entre si fazem, de um lado como CONTRATANTE Professora Dra Izelda
Maria Carvalho Costa, CPF: 113.382.291-68, do outro lado como CONTRATADO o
Laboratorio Sabin de Analises Clinicas Ltda, com sede SCN Quadra 05, Bloco A,
Centro Empresarial Brasilia Shopping, Torre Sul, 1° andar, Brasilia-DF, CEP: 70715-
900; CNPJ: 00.718.528/0001-09. Inscricdo Estadual: 07305368/001-00, fone: (61)
3329-8000, mediante as seguintes clausulas e condigdes:

Clausula Primeira - O presente contrato tem por objeto a prestagcdao de servigos
laboratoriais (Analises e Pesquisas Clinicas em Geral) ao pesquisador Dr. Kleyton
de Carvalho Mesquita, referente ao Projeto “Prevaléncia e gravidade de dermatite

atépica em criangas e adolescentes: associagdo com niveis séricos de vitamina D”.

Clausula Segunda - O contratado fornecerd orientagbes técnicas, insumos,
metodologias, equipamentos e tecnologia disponivel, para a realizacdo de ensaios e
pesquisas clinicas (procedimento laboratorial).

Clausula Terceira — O valor da contraprestagdo pelos servicos executados e
materiais utilizados, tera por referéncia a tabela de pregos dos produtos utilizados,
em vigor, previamente negociada entre as partes.

Clausula Quarta — As faturas, comprovantes de prestagdo de servicos com 0s
respectivos valores deverdo ser encaminhados ao setor financeiro do contratante,
até o 10° (décimo) dia util de cada més, obrigando-se o contratante a efetuar o
pagamento até 20 dias apos a entrega da mesma.

Paragrafo Primeiro — O orgamento especificado para esse projeto de pesquisa
encontra-se detalhado na tabela em anexo, cabendo ao Instituto Sabin arcar
com as despesas, sem 6nus para os pesquisadores.

176



177

ANEXO F — CONTRATO DE PRESTACAO DE SERVICOS DO
LABORATORIO SABIN (pagina 2/3)

Paragrafo Segundo - Em contrapartida, deverd constar da publicagao
cientifica, um agradecimento ao Instituto Sabin através do Nucleo de Apoio a

Pesquisa, pela realizagdo de dosagens sanguineas.

Clausula Quinta — O presente contrato tera inicio na data de sua assinatura e sua
vigéncia sera por prazo de um ano renovavel por igual periodo, podendo qualquer
das partes rescindirem-lo, mediante comunicagao por escrito, com antecedéncia
minima de 30 dias.

Clausula Sexta - Fica eleito o foro da comarca de Brasilia-DF, para dirimir
quaisquer duvidas decorrentes do cumprimento das obrigagdes assumidas pelas

partes, no presente contrato.

Assim, justas e contratadas, as partes firmam o presente instrumento, juntamente

com duas testemunhas e em duas vias de igual forma e teor.

Brasilia-DF, 20 de novembro de 2012.

Nicleo de Apoio a Pesquisa
LABORATORIO SABIN
%ﬁ:‘.@w_@&m /4& S /-//%ﬁf}f
Prof. Dra Izelda Maria Carvalho Costa Laboratério Sabin de Analises Clinicas
CPF: 113382291-68 CNPJ: 00.718.528/0001-09
Testemunhas:
m@m‘o d :‘;C-iq'u
1. - o O Moo, 2 “aWcoei:  LABORATORIO SABIN
74 \
Dr Kleyton de Carvalho Mesquita Nome: Paula Tauyane Maestri
CPF: 905372111-87 CPF: 083322726-29
Observacgdes:

1. Preencher devidamente todos os campos com os dados do contratante.

2. Listar testemunhas, com nome por extenso.
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TABELA ORGAMENTARIA

“Prevaléncia e gravidade de dermatite atépica em criangas e adolescentes: associagdo com niveis séricos de vitamina D”

Tabela Particular
Quantidade Exames Cédigo dos exames Valor Unitario
150 VITAMINA D3 250H B23 R$ 161,00

Valor Total do Projeto

Tabela Pesquisador
Quantidade Exames Cédigo dos exames Valor Unitario

150 VITAMINA D3 250H B23 R$ 74,23

Valor Total do Projeto

R$

R$

R$

R$

Valor Total

24.150,00

24.150,00

Valor Total

11.134,50

11.134,50



