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RESUMO

Introducéo: A vitamina D (VD) é tema de diversos estudos com objetivo de determinar
sua influéncia nos mecanismos imunoldgicos, incluindo os alérgicos. E provavel que
mutacgdes ou polimorfismos do gene do receptor de VD (VDR) se relacionem com 0s
niveis séricos de VD, e assim, com a frequéncia de asma. O objetivo deste estudo é
verificar a relacdo dos polimorfismos do VDR com o diagnéstico de asma e com 0s
niveis séricos de VD em asmaticos. Métodos: Estudo observacional analitico transversal
prospectivo realizado com criancgas entre 7 e 14 anos, divididas em 3 grupos: um grupo
de asméticos, em uso de corticéide inalatério (CTCI) h4 mais de 1 ano; um grupo de
asmaticos sem necessidade de CTCI para o controle da doenca ha mais de 1 ano; um
grupo de ndo asmaticos e néo alérgicos de acordo com o questionario ISAAC e niveis
de IgE, sem diagnostico estabelecido de doencas crbnicas. Dados clinicos dos
asmaticos foram obtidos dos prontuarios padronizados. Resultados de espirometria e
testes cutaneos alérgicos foram registrados. Foi avaliada a presenca do polimorfismo
CDX2 do promotor do VDR por PCR alelo especifica, assim como polimorfismos
inespecificos dos exons 2 e 3 por PCR-SSA. IgE total e IgE especifica para
Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, e Lolium perenne foram obtidos de
todos os individuos. Niveis de 25(OH)VD, cortisol matinal, PTH, calcio, fésforo e
fosfatase alcalina foram determinados nos asmaticos. Resultados: No total, 77 criancas
foram avaliadas. A média de idade foi 10,8 (+ 2,2 anos), 57% do género masculino, e
todos provenientes de Curitiba (latitude aproximada 25° negativos) e regido
metropolitana. 38 pertenciam ao grupo de asmaticos em uso de CTCI, 22 sem CTCl e 17
no grupo de ndo asmaticos. Entre os asmaticos, 8 atingiram critérios de obesidade
(OMS). Mais de 90% dos asmaticos tiveram diagnéstico de rinite alérgica. O
polimorfismo CDX2 em homozigoze esteve presente em 23% dos asmaticos e ausente
entre os controles (p=0,03). Menores niveis de VEF1% foram encontrados entre os
asmaticos (p=0,001), homozigotos para o CDX2. Varia¢c6es nas sequéncias dos exons 2
e 3 obtidos por PCR-SSCA, nao foram relacionadas com a asma ou com os demais
testes neste grupo. Deficiéncia ou insuficiéncia de VD foi diagnosticada em 98% dos
individuos. Ndo houve associacdo entre os niveis de VD e o0s polimorfismos
encontrados. Baixos niveis de cortisol foram observados em 28,3% dos asmaticos
(p=0,01), entretanto o grupo de asmaticos sem prescricdo de CTCI apresentou valores
similares de cortisol. Conclusdo: Observou-se associacao positiva entre a presenca do
polimorfismo CDX2 em homozigoze com diagndéstico de asma, e com menores valores
de VEF1%. Baixos niveis de VD estiveram presentes nesta amostra, ndo havendo
distingdo entre o grupo de asmaticos e ndo asmaticos. Assim como o CDX2, sugere-se
gue outros polimorfismos do VDR, capazes de modificar a interacdo celular com a
vitamina, estejam associados com a prevaléncia de asma, e, talvez, com a dificuldade
de controle da doenca.

Palavras-chave: Asma; Vitamina D; Receptor de Vitamina D; VDR; Polimorfismos;
CDX2.



ABSTRACT

Background: Vitamin D (VD) is the subject of several studies aiming to determine their
influence on immunoallergic pathways. Polymorphisms or mutations on VD receptor
(VDR) are probably related with VD serum levels, and thus with asthma. The aim of this
study was to investigate the relationship between VDR polymorphisms, asthma diagnosis
and VD serum levels. Methods: Cross-sectional analytic study with children between 7
and 14 years divided into three groups. A group of asthmatics on inhaled corticosteroid
treatment (ICT) for more than one year. An asthmatics group without ICT to control the
disease for over 1 year. A group of non-asthmatic and non-allergic according to the
ISAAC questionnaire and IgE levels, without an established chronic diseases diagnosis.
Clinical data were obtained from standardized medical records. Results of pulmonary
function and allergy skin test were evaluated. Presence of VDR promoter polymorphism
CDX2 was evaluated by allele specific PCR, as well as exon 2 and 3 non-specific
polymorphisms by PCR-SSA. Levels of total IgE and specific IgE to Dermatophagoides
pteronyssinus, Blomia tropicalis, and Lolium perenne were obtained from all patients.
Morning cortisol, 25 (OH) VD, PTH, calcium, phosphorus, alkaline phosphatase were
determined in asthmatics. Results: 77 individuals were evaluated. The mean age was
10.8 years (+ 2.2 years), 57% were male, and all from or nearby Curitiba (latitude -25 °).
38 belonged to the group of asthmatics on ICT, 22 without ICT and 17 in the group
without asthma. Among asthmatics, 8 reached obesity criteria (WHO). Over 90% of the
patients were diagnosed with concomitant allergic rhinitis. Homozygous CDX2
polymorphism is present 23% of asthmatics and absent among controls (p = 0.03). Lower
levels of FEV1% were found among the CDX2 Homozygotes asthmatics (p = 0.001).
Exons 2 and 3 sequence variations (SSCA), were not related to asthma or other tests
performed in this group. VD deficiency or insufficiency was diagnosed 98% of subjects.
There was no association between VD levels and evaluated polymorphisms. Low cortisol
levels were observed in 28.3% of asthmatic patients (p = 0.01), however the group of
asthmatics without ICT prescription showed similar levels of cortisol. Conclusion:. There
iS a positive association between presence of CDX2 polymorphism with asthma
diagnosis and lower levels of FEV1%. Low VD levels were found in these groups, without
distinction between asthmatics and nonasthmatics. As CDX2, it is possible that other
VDR polymorphisms, able to modify vitamin-cell interaction, are associated with the
prevalence of asthma, and perhaps, with the difficulties in disease control.

Keywords: Asthma; Vitamin D; Vitamin D Receptor; VDR; Polymorphisms; CDX2.
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1 INTRODUCAO

Asma é uma doenca inflamatoria cronica caracterizada por hiper-responsividade das
vias aéreas inferiores e por Ilimitacdo variavel ao fluxo aéreo, reversivel
espontaneamente ou com tratamento, manifestando-se clinicamente por episédios
recorrentes de sibilancia, dispnéia, aperto no peito e tosse, particularmente a noite e
pela manhd ao despertar (GINA 2011). Resulta de uma interacdo entre genética,
exposicdo ambiental e outros fatores especificos que levam ao desenvolvimento e
manutencao dos sintomas. A prevaléncia de asma e doencas alérgicas tem aumentado
mundialmente a partir dos anos 1960. Atualmente, o impacto da doenca em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento é significativo e estd aumentando rapidamente. Ha
mais de 300 milhdes de pessoas afetadas no mundo, principalmente nos paises
industrializados mais afastados do equador. A asma € uma das principais causas de
morbidade em criancas, sendo 90% dos casos diagnosticados até os seis anos de
idade. Continua sendo a doenca crénica mais comum na infancia em todo o mundo e
gera muitos gastos em saude publica (STIRBULOV et al.,2006).

O estudo mundial ISAAC (International Study of Asthma and Allergy in Children)
contribuiu para mostrar que asma e doencas alérgicas tém maior prevaléncia em paises
desenvolvidos. Pesquisas foram realizadas para tentar explicar esse padrdo e a hipotese
mais aceita € a da higiene. Essa hipdtese surgiu das observacdes originais da
associacao inversa entre o tamanho da familia e o risco de atopia, e presume que
familias menores em paises ocidentais desenvolvidos tém menor exposicao a infec¢des
nos primeiros anos de vida. Essa menor exposi¢cao pode resultar em asma e atopia,
devido ao desenvolvimento inapropriado do sistema imunoldgico pela regulacdo
inadequada da resposta imunoldogica Tyl e pela falta de desvio imunolégico de Ty2
predominante para uma resposta equilibrada entre Tyl e Ty2. Embora essa hipotese
seja atraente e tenha evidéncias que a apoiam, o0s estudos sobre asma tém sido
inconsistentes e, individualmente, a hipotese ndo pode explicar todos os aspectos da
epidemia de asma, como a ligacdo entre asma e obesidade, a alta prevaléncia em
centros urbanos mais pobres e o aumento concomitante de doencas autoimunes

mediadas por Tyl. Além disso, ha algo a mais contribuindo para a epidemia e,
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provavelmente, alguma exposicdo ambiental (ou falta dela) possa explicar os padroes
epidemiologicos de asma e alergia mais completamente. (GINA, 2011)

Formulou-se uma hipétese de que, conforme a populacéo torna-se mais prospera
e ocidentalizada, passa mais tempo em ambientes fechados, com menor exposicao a luz
solar, e desta forma, aumenta a frequéncia de hipovitaminose D. Esta deficiéncia estaria
relacionada a maior incidéncia de asma e outras doencas alérgicas (CAMARGO, 2007;
DEVEREUX, 2007).

A VD é um horménio obtido em grande parte, da sintese cutanea dependente da
interacdo com a radiagdo UV. Existe uma grande variedade de tecidos onde seus
receptores foram encontrados, e desta forma, exerce fungcbes em diversos sistemas do
organismo (LAMBERG-ALLARDT, 2006).

E necessaria a exposicdo solar para manter niveis adequados de VD, visto que o
aporte dietético responde por uma pequena parte do requerimento diario desta vitamina.
Desta forma, hébitos da sociedade moderna como pouca exposi¢ao ao sol, utilizagdo de
protetor solar, assim como a maior prevaléncia de obesidade, ou o uso de certos
farmacos, podem ser uma explicacdo para deficiéncia desta vitamina, que tem sido
diagnosticada frequentemente em estudos populacionais em diversas regides do
planeta. (HOLICK, 2007)

Com relac@o a alergologia, a deficiéncia perinatal de vitamina D pode afetar o
desenvolvimento dos pulmdes e do sistema imunolégico fetal e isso pode ser
exacerbado por deficiéncia de vitamina D pds-natal. (SANDHU, CASALE, 2010). Baixos
niveis de VD foram associados a maior frequéncia de asma, exacerbacdes de asma e
maior gravidade das crises (CAMARGO et al., 2007), maior gravidade da dermatite
atopica (PERONI et al.,, 2011) e maior frequéncia de anafilaxia (CAMARGO et al.,
2007h).

Algumas explicagbes para tais efeitos foram estudadas, entretanto, a exata
relacdo da vitamina D com as doencas alérgicas permanece desconhecida.

Sabe-se que, para exercer sua funcdo, a VD requer que seu receptor seja
produzido e que funcione corretamente. O VDR é um receptor nuclear de estrutura
proteica com aproximadamente 437 aminoacidos. E codificado por um gene que se

encontra no cromossoma 12 e é composto de 11 exons (LABUDA et al., 1992).
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Mutacdes no gene do VDR ja foram associadas a cancer colorretal, puberdade
precoce, dermatite atopica e outras doencas alérgicas em certas populacdes (FANG et
al., 2003; GARLAND et al., 2006; FERRAREZI, 2011).

E possivel que mutagbes no gene do VDR possam alterar o0 mecanismo de acéo,
impedindo ou dificultando a atividade da VD, ainda em individuos com niveis normais

desta vitamina.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

1) Identificar a frequéncia de trés polimorfismos do gene do VDR em criancas
entre 7 e 14 anos, com diagnéstico de asma, acompanhadas no ambulatério

de alergia e imunologia do Hospital de Clinicas - UFPR.

1.2.2 Objetivos Especificos

1) Determinar se existe relagdo entre os polimorfismos CDX2 da regido
promotora e de polimorfismos dos exons 2 e 3 do gene do VDR com o
diagndstico de asma.

2) Determinar 0s niveis séricos de vitamina D e sua relacdo com os
polimorfismos do gene do VDR.

3) Determinar se existe relacdo entre os polimorfismos do gene do VDR e os
niveis séricos de calcio.

4) Verificar se existe relagdo entre os polimorfismos do gene do VDR e a

necessidade de corticoterapia para controle da asma.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1VITAMINA “D” OU CALCIFEROL

A VD, uma vitamina lipossolavel, € um hormdnio obtido a partir da reacdo da
radiacdo ultravioleta tipo B com o colesterol animal ou com o ergosterol vegetal. O
primeiro passo para a biossintese de vitamina D envolve a acdo da radiagao ultravioleta
entre 290 nm e 315 nm proveniente do sol sobre o 7-dehidrocolesterol, na pele. Com a
exposicao solar, o 7-dehidrocolesterol € convertido a pré-vitamina D3, que é entdo
transformada em vitamina D3 por isomerizacdo. A vitamina D3 posteriormente sofre
hidroxilacdo no figado pela 25-hidroxilase, tornando-se o principal metabdlito circulante,
a 25(0OH)D3. Em seguida, no rim, pela agao da 1l-alfa-hidroxilase, transforma-se na sua
forma biologicamente ativa, a 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25[0H]2D3) (LAMBERG-
ALLARDT, 2006).

A l-alfa-hidroxilase esta presente em diversas células do organismo, incluindo as
pulmonares, o que sugere que a VD pode ser ativada em outros tecidos, além do rim. Na
realidade, a VD € um grupo de vitameros, ou seja, polimeros de uma vitamina, com
atividade biolégica similar no organismo (Quadro 1). A VD2 e a VD3 sdo comumente

chamadas de calciferol.

QUADRO 1 — VITAMEROS DA VITAMINA D

Vitamina D, Composto molecular do ergocalciferol com lumisterol
Vitamina D, Ergocalciferol (proveniente do ergosterol)

Vitamina D3 Colecalciferol (proveniente do 7-dehidrocholesterol na pele).
Vitamina D, 22-dihidroergocalciferol

Vitamina Dy Sitocalciferol (proveniente do 7-dehidrositosterol)

FONTE: Adaptado de Dorland's illustrated medical dictionary (2009).


http://en.wikipedia.org/wiki/Ergocalciferol
http://en.wikipedia.org/wiki/Lumisterol
http://en.wikipedia.org/wiki/Ergocalciferol
http://en.wikipedia.org/wiki/Ergosterol
http://en.wikipedia.org/wiki/Cholecalciferol
http://en.wikipedia.org/wiki/7-dehydrocholesterol
http://en.wikipedia.org/wiki/22-dihydroergocalciferol
http://en.wikipedia.org/wiki/Sitocalciferol
http://en.wikipedia.org/wiki/7-dehydrositosterol
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Funcionalmente, a VD controla o metabolismo fosfo-célcico assim como esta
envolvida na funcdo neuromuscular, na inflamacao, influencia também a acdo de muitos
genes que regulam a proliferacéo, diferenciacéo e apoptose celular (BLANCO, 1998).

A VD é encontrada em quantidades minimas nos alimentos. A gema de ovo, o
leite e o figado contem alguma quantidade de VD. A carne de alguns peixes de aguas
profundas como salméo, atum e sardinha € um pouco mais rica nesta vitamina.

A biossintese é responsavel por 90% da VD sérica, sendo os 10% restantes
provenientes da dieta. Considerando-se que a exposicao solar ndo é uniforme em toda a
populacdo, devido a habitos e posicao geografica, ndo é facil estabelecer com exatidao
o requerimento dietético diario do ser humano, complementar a producdo endégena da
VD (BLANCO, 1998; SANDHU, CASALE, 2010).

Considera-se adequada a exposi¢ao solar de bracos e pernas, no periodo entre
10 e 15 horas, duas vezes por semana para produzir niveis 6timos da vitamina. O tempo
da exposicdo varia conforme o fototipo, mas estd entre cinco e trinta minutos. Esta
exposicao é capaz de gerar VD suficiente, inclusive, para armazenamento na gordura,
para uso posterior, no periodo de inverno (HOLICK, 2010).

Existe maior incidéncia de cancer de pele em individuos com maior exposi¢cédo a
radiacdo solar. Contudo, alguns autores observaram menor frequéncia de outros tipos
de cancer, como préstata, célon e mama em populacbes de areas de maior latitude,
talvez um indicio de que a menor exposicao solar seria preventiva para tais moléstias.
Tal informacdo ndo € consenso entre 0s pesquisadores e € alvo de discusséo
(GARLAND et al., 2006).

O uso de protetor solar tem impacto sobre a sintese cutanea da VD, diminuindo
intensamente sua producdo. Com fator de protecdo solar (FPS) 8, esta reducdo é de
92,5% enquanto com FPS 15, pode chegar a 99% (HOLICK,2007).

A exposicao a radiagao solar, suficiente para provocar um minimo eritema, em um
individuo vestindo trajes de banho pode ser equivalente a ingestdo de aproximadamente
20.000 Ul de vitamina D2 (HOLICK 2010; HOLICK, 2007).

Niveis acima de 30 ng/mL sdo considerados ideais, abaixo de 30 ng/mL,
insuficiéncia e inferiores a 15 ng/mL, deficiéncia (HOLICK, 2007). A VD age de forma
similar a um hormonio. Os niveis sanguineos devem ter limites 6timos, acima ou abaixo

dos quais pode haver consequéncias clinicas.
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Ainda que a exposicao solar necesséaria para manter a suficiéncia de VD seja
pequena, niveis séricos baixos sdo encontrados em grandes por¢des da populagdo. Em
levantamento realizado em 6000 individuos entre um e 21 anos de idade, nos Estados
Unidos, encontrou-se que 70% tinham niveis subotimos de VD, 61% insuficientes
(<30ng/mL) e 9% deficientes (<15ng/mL). Este estudo também identificou o género
feminino como populagdo de risco, além de afro e méxico-americanos, individuos que
tomam leite (fortificado) menos de uma vez por semana e ainda entre aqueles que ficam
mais de 4 horas/dia diante do televisor ou computador (KUMAR et al., 2009).

Além dos niveis séricos, para seu correto funcionamento a VD depende da
presenca do VDR.

2.2 Receptor de vitamina “D”

O receptor da vitamina D (VDR) é também conhecido como NR1I1 (subfamilia de
receptores nucleares 1, grupo |, membro 1), e € um membro da superfamilia de
receptores nucleares de fatores de transcricdo (MOORE et al., 2006). Também
pertencem a esta familia os receptores de hormdnio tireoideano, receptor de &cido
retindico, assim como “receptores 0rfaos”, para os quais os ligantes ainda nao foram
identificados (BRUCE, EVANS 1998; WEATHERMAN et al., 1999).

Ha receptores de vitamina D praticamente em todos os tecidos, como cérebro,
ilhotas pancreéticas, 0sso, musculatura esquelética, rim, intestino, pele, mama,
paratireoide, hipofise, linfocitos e mondcitos (BRAIDMAN, ANDERSON, 1985).

Trata-se de uma proteina de 427 aminoacidos e assim como 0s demais
receptores hormonais nucleares, o VDR pode ser dividido de acordo com a funcao de
seus dominios (Figura 1). Na regido amino terminal existe um dominio A/B de 20
aminoacidos de comprimento. O dominio de ligagdo do DNA (DBD), ou dominio C,
localiza-se entre os aminoacidos 21 e 92. O dominio D ou regido vinculadora flexivel
estd aproximadamente entre os aminoacidos 93 e 123. Ao lado deste, encontra-se o
dominio E/F ou dominio de ligag&o, situado entre os aminoacidos 124 e 427 (JONES et
al., 1998).
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FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA E DOMINIOS DO VDR
NOTA: A/B, regido aminoterminal; C, DBD; D, regido vinculadora flexivel; E/F, dominio de ligagédo.
FONTE: adaptado de Bouillon (2008).

2.2.1 Dominio A/B

O dominio aminoterminal A/B varia muito entre os membros da familia dos NHR
tanto em relacdo aos aminoacidos que o compdem, quanto em seu tamanho. No VDR,
esta regido é mais curta que nos demais receptores hormonais nucleares (NHR)
(ARANDA, PASCUAL, 2001).

A remocao deste dominio parece ndo afetar a unido ao ligante, ao DNA ou as
propriedades de transativacédo do VDR (ISSA et al., 1998).

2.2.2 DNA binding domain (DBD) — dominio de ligagdo ao DNA

Os receptores nucleares hormonais regulam a transcricdo através da unido a
sequéncias gendmicas especificas, conhecidas como elementos de resposta hormonal

(HRE). O DBD ou dominio de ligacdo com o DNA é mediador desta interacdo, exercendo
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papel fundamental na dimerizacdo do receptor. Este dominio, quando isolado, em
solucéo, nao sofre dimerizacdo sem um HRE apropriado (HARD et al., 1990).

A estrutura tridimensional desta regido esta descrita (SHAFFER, GEWIRTH,
2002), e compartiha as mesmas caracteristicas estruturais dos outros NHR
(KHORASANIZADEH, RASTINEJAD, 2001).

O centro do DBD é composto de dois “dedos” de zinco, cada um com quatro
moléculas de cisteina, coordenadoras da unido dos atomos de zinco. Tanto os atomos
de zinco, quanto os residuos de cisteina sdo necessarios para manter a estrutura
tridimensional do nucleo em dupla hélice. A hélice | é responsavel pela unido especifica
do HRE no DNA. A hélice Il estd envolvida na dimerizacdo do receptor
(KHORASANIZADEH, RASTINEJAD, 2001).

Existem relatos de alterac6es nestas regides do receptor que podem interferir na
afinidade e estabilidade do VDR (SHAFFER, GEWIRTH 2002).

A sequéncia C-terminal do DBD tem influéncia sobre a dimeriza¢do do receptor e
também sobre a afinidade e especificidade de ligacdo (SHAFFER, GEWIRTH, 2002). E
ainda, tem seu papel no acumulo do VDR no nucleo celular (LUO et al., 1994).

2.2.3 Ligand Binding Domain (LBD) - dominio de unido ao ligante

O LBD ou dominio de unio ao ligante € um dominio globular multifuncional. E
responsavel pela unido hormonal, fundamental para a dimerizacdo e interacdo com
correpressores e coativadores, e juntos, sdo considerados elementos criticos para a
regulacdo das atividades transcricionais (HSIEH et al., 1998, WEATHERMAN et al.,
1999).

Este dominio pode apresentar trés estruturas distintas, dependendo do tipo de
ligante que se une ao sitio de ligacdo; apo-receptor (receptor sem ligante), holo-agonista
(ligante agonista) e holo-antagonista (ligante antagonista) (NAYERI, CARLBERG, 1997;
MORAS, GRONEMEYER 1998). Existe uma grande diferenca conformacional entre os
apo e os holo-receptores, que sugerem que a unido hormonal leva a mudancas
estruturais nos LBD. As mais expressivas sdo vistas no segmento C-terminal da hélice
12, que é completamente reposicionada com a unido ao ligante (BOURGUET et al.,
1995; MORAS, GRONEMEYER, 1998; BLONDEL et al., 1999; EGEA et al., 2000).
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Esta alteragao estrutural gera um receptor transcricionalmente ativo por romper
unides com correpressores e leva a formacdo de uma superficie que permite a interacao
com moléculas coativadoras (DARIMONT et al., 1998, NOLTE et al., 1998, SHIAU et al.,
1998).

Quando a hélice 12 esta situada em uma posi¢cado diferente, ndo ocorre a unido
com coativadores, o que leva, por consequéncia, a inativacdo da transcricdo
(BRZOZOWSKI et al., 1997, SHIAU et al., 1998, PIKE et al., 1999, BOURGUET et al.
2000).

A cristalografia do LBD da VDR, observa-se que a hélice 12, cuja posicéo é critica
para a unido com coativadores e fatores de transcricdo, tem dois pontos de contato com
o0 grupo metil da 1,25-(OH)VD. Tais ligacbes sdo estabilizadas por residuos de
aminoacidos das hélices 3, 5 e 11. Alguns destes residuos interagem diretamente com a
1,25-(OH)VD, sugerindo que esta pode controlar a posi¢cao da hélice 12 (ROCHEL et al.,
2000).

2.2.4 Hormone response element (HRE) - elemento de resposta hormonal

Receptores hormonais nucleares regulam a transcricdo através da unido aos
HRE, ou elementos de resposta hormonal, localizados na regido 5 do gene alvo. Os
HRE sdo compostos por duas sequéncias hexamericas (ARANDA, PASCUAL 2001).

A diversidade entre os HRE se d& pela distancia entre estas sequéncias. De
acordo com o numero de pares de bases que separam as cadeias, sdo conhecidos
como DR1 (1 par), DR2 (2 pares), DR3 (3 pares) e assim por diante (UMESONO et al.,
1991; MANGELSDORF, EVANS, 1995; ZHAO et al., 2000). Este é o fator chave para a
identificacéo, contribuindo para a especificidade de unido.

A insercdo de apenas um par de base neste espac¢o ocasiona modificacoes
estruturais que rompem as interagdes proteina-proteina e proteina-DNA (RASTINEJAD
et al., 2000). Tais alteracdes dependem mais da distancia entre as cadeias de HRE que
da composicdo da sequéncia entre as mesmas (ZHAO et al, 2000;
KHORASANIZADEH, RASTINEJAD, 2001; RASTINEJAD 2001).

Véarios HRE naturais foram identificados, e na maioria dos casos, sao do tipo DR3,

gue é a estrutura preferencial para o sitio de unido do VDR. Entretanto, outros tipos,
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como o DR4 e DR6 tem demonstrado atividade funcional (CALBERG et al., 1993,
SCHRADER et al., 1995).

2.2.5 Mecanismos de acao do VDR

As vias moleculares envolvidas na acédo bioloégica da VD nédo sao totalmente
conhecidas. A clonagem molecular do VDR demonstrou que a VD exerce funcdes como
muitos outros horménios esterdides, ligando-se e ativando fatores de transcricao
nucleares (HAUSSLER et al., 1998).

Existem mais de 2700 sitios de ligacéo para o receptor da vitamina D ao longo do
genoma, localizados préximo a genes associados a suscetibilidade para doencas
autoimunes, tais como esclerose multipla, doenca de Crohn, lUpus e artrite reumatdéide, e
para doencas neoplasicas, como a leucemia linfocitica crénica e o cancer colorretal
(RAMAGOPALAN et al., 2010).

Estudos indicam que a VD regula, direta ou indiretamente, um grande nimero de
genes (0,8-5% do genoma total) e que esta envolvida em diversas funcgdes celulares,
como na regulacdo do crescimento celular, no reparo do DNA, na diferenciacéo,
apoptose e transporte de membrana (WALTERS, 1992).

Existem duas vias de acdo da VD. A via genbmica é ativada pela ligacdo do
horménio com o VDR nuclear. Estes receptores se ligam a sequéncias regulatérias dos
genes-alvo, modulando a atividade transcricional da regido promotora. A via nao
genbmica seria ativada, supostamente, pela ligacdo da VD a um receptor de membrana
ndo classico (MVDR), levando a uma sequéncia de alteracdes intracelulares transitérias,
com duracédo de segundos ou minutos, ndo dependentes da sintese de proteinas. Seus
efeitos envolvem alteracdes transitorias no transporte transmembrana de ions como o
calcio ou algumas vias de transducédo de sinais (AMPc, calmodulina, etc.) (WALTERS,
1992). Nessas vias, ocorre alteracdo da atividade de determinadas proteinas celulares,
envolvidas na producédo das respostas celulares.

Provavelmente as vias gendmica e ndo genbmica sdao complementares, uma vez
gue a ativacdo de segundos mensageiros fosforila (ativa) e amplifica as atividades
gendmicas do VDR (BOUILLON et al., 2008).

A vitamina D é mais flexivel que os demais hormdnios. Esta flexibilidade resulta

em uma grande variabilidade conformacional proteica. A principio, esta diversidade
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conformacional molecular aumenta a disponibilidade para a ligacdo com receptores
nucleares e de membrana, para mediar tanto as respostas biologicas rapidas quanto as
gendmicas (NORMAN et al., 2001).

Conformacfes diferentes tornariam 0s receptores capazes de se ligarem a
diferentes anélogos gerando diferentes fungdes em diferentes érgaos alvo (CARLBERG
et al., 2001).

2.3 GENE DO RECEPTOR DA VITAMINA “D”

O VDR humano € produto de um unico gene, localizado no braco longo do
cromossoma 12 (LABUDA et al., 1992). E composto de 11 exons, e somado aos seus
introns, chega a 75 kb. A parte terminal ndo codificante 5’ tem 3 exons (1A, 1B e 1C).
Oito exons adicionais (de 2 a 9) codificam a porcéo estrutural do produto do gene. A
sequéncia promotora esta localizada anteriormente ao exon 1A, érica em GC e nao
contém um “TATA box” evidente. Um detalhe exclusivo do gene VDR é um exon
adicional (V), que ndo existe em outros genes de NHR. Este exon codifica um peptideo
de insercdo de cerca de 40 aminoacidos que se localiza no LBD do receptor
(MIYAMOTO et al., 1997).

2.3.1 Polimorfismos do gene do VDR

O DNA humano é composto de aproximadamente de 3,3 bilhdes de pares de
bases. Cerca de 3% do genoma consiste em sequéncias codificantes, e ha 30.000 -
40.000 genes codificadores de proteinas. Ao comparar dois individuos nédo aparentados,
99,9% da sequéncia do DNA ¢ idéntica. Os 0,1% restantes consistem em variagdes ou
polimorfismos na sequéncia do DNA. Existem diversos tipos de variagbes, e sao
classificadas de diferentes maneiras, como por exemplo, pela natureza fisica da
variagdo da sequéncia, pelo efeito sobre a formacao da proteina e pela susceptibilidade
associada a uma doenca (FERRAREZI, 2011).

Essas variagOes estaveis e transmitidas de maneira mendeliana s&o o substrato
molecular da diversidade fenotipica dos individuos. A possibilidade de detectar esses

polimorfismos do DNA genémico fornece um conjunto de marcadores que torna possivel
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a cartografia dos genes associados a doengas com componente hereditario
(FERRAREZI, 2011).

Informacdes sobre a existéncia de polimorfismos, ou seja, variacdes na sequencia
do DNA que ocorrem em mais de 1% da populacdo, do gene do VDR comecaram a ser
melhor descritas no final dos anos 80. Exemplos de polimorfismos conhecidos a partir
deste periodo incluem os fragmentos de restricdo de extensédo de polimorfismo (RFLPS)
Apal (FARACO et al., 1989), EcoRV e Bsml (MORRISON et al.,, 1992), Taql
(MORRISON et al., 1994), e Tru9l- (YE et al., 2000) descobertos na regido terminal 3’
do gene do VDR no inicio de 1990. Na Figura 2, alguns dos polimorfismos VDR
atualmente conhecidos séo descritos.

Um caso a ser citado é a descoberta dos RFLP chamados Fokl. Na comparacao
da sequéncia original do cDNA do VDR (BAKER et al., 1988), dois locais potenciais de
iniciacdo da traducdo (ATG) foram observados e subsequentes comparacdes de
sequéncias tém mostrado que existe um polimorfismo T > C (ATG para ACG) no ponto
de inicio (GROSS et al., 1996; SAIJO et al., 1991).

100 kb
| 5 PROMOTOR | |CODING EXONS | |3' REGULATORY |
1
Uy ead b ¢ 2 3 456 789 3UIR
gl HH— W HHHWH] -
Cdx2 Fokl*
CiT
[ ] | ]
RFLP: Bsml Trugl EcoRV Apal Tagl*
bp: AIG GIA GIA GIT TIiIC

FIGURA 2 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO GENE DO VDR
NOTA: alguns polimorfismos conhecidos, assim como sua localiza¢éo estéo representados.
FONTE: adaptado de Uitterlinden (2004)
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Este polimorfismo, também referido como o polimorfismo do cédon de inicio
(SCP) foi posteriormente definido usando a enzima de restricdo Fokl em um teste RFLP.
Assim, duas variantes de proteina podem existir correspondentes aos dois sitios de
inicio disponiveis: uma versao longa da proteina VDR (o0 alelo “T” ou o alelo "f", e
também conhecido como a forma M1, ou seja, a metionina em primeira posi¢cado) e uma
proteina mais curta em trés aminoacidos (o alelo “C” detectado como o alelo “F”;
também conhecido como a forma M4, ou seja, a metionina na quarta posi¢do) (ARAI et
al., 1997).

Uma abordagem mais detalhada para estudar os polimorfismos poderia
determinar a ordem dos pares de base de uma mesma sequéncia do gene do VDR em
um grupo de individuos diferentes.

Na analise da regido codificante do gene do VDR em 59 individuos com tumores
da paratireoide, ndo foram relatados polimorfismos além dos j& descritos Taql e Fokl.
Porém foram encontrados dois polimorfismos intrénicos perto dos exons 2 e 8 (BROWN
et al. 2000).

Outro polimorfismo do VDR, encontrado por andlise da sequéncia determinada é
0 CDX2. Foi relatada uma variacdo G-A da sequéncia na regido promotora la do gene
do VDR em japoneses (ARAI et al., 2001). O polimorfismo G-A esta em um sitio de
ligacdo para um fator de transcricdo intestinal especifico, chamado CDX2 (YAMAMOTO
et al., 1999). Posteriormente, demonstrou-se que o0 polimorfismo CDX2 situa-se no
promotor 1e do VDR (FANG et al., 2003).

Alguns outros polimorfismos foram encontrados na area do promotor, incluindo
exons internos e vizinhos de 1F-1C, e 2-9, e na regido 3’ nado traduzida (3'UTR)
(UITTERLINDEN et al., 2004).

Parece que os polimorfismos ocorrem mais em areas de regulagdo que em exons
de codificacédo. Variacbes na sequéncia de proteina podem resultar em grandes efeitos
funcionais, tal como mudancas na afinidade com o ligante. E provavel que estas sejam
variagdes polimérficas e que variagdes populacionais existam em areas do gene que
regulam o nivel de expresséo, tais como a regidao 5 do promotor e da regido 3’ ndo
traduzida (UITTERLINDEN et al., 2004).

Muitas das mutac¢des do gene do VDR humano causadoras de resisténcia a VD e
raquitismo se devem a mutacdes na regido codificadora do LBD, pois dificultam ou
impedem a ligacéo da 1,25 - (OH) 2D (SZPIRER et al., 1991; MALLOY et al., 1999)
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O VDR esta ativamente se deslocando entre o citosol e o nucleo, mutacdes
genéticas que afetam os mecanismos desta translocacdo também podem prejudicar o
funcionamento do VDR.

Mutacbes que causam delecdo em uma sequencia do gene, frameshift
(nucleotideos modificados, traduzidos em aminoacidos diferentes), splicing (sequéncias
interpretadas como novo ponto de corte do DNA), ou cdédons de terminagdo prematuros,
destroem tanto a expressdo quanto a atividade de ligacdo, e assim, anulam o
funcionamento do VDR (HOCHBERG, 2003; MALLOY, FELDMAN, 2003).

Uma variante polimorfica, sem os trés primeiros aminoacidos na por¢do amino
terminal do dominio A/B do VDR, aumenta sua poténcia de transativacdo devido a uma
melhor interacdo com um fator de transcricdo (JURUTKA et al., 2000). Os dois dedos de
zinco do DBD séo absolutamente essenciais porque muitas mutacdes nesta regido
causam resisténcia ao VDR em criancas.

Esta regido também é importante para a translocacéo nuclear da VDR (HSIEH et
al., 1998). A regidao da dobradica do VDR é 20-50 aminoacidos mais longa que na
maioria dos demais NHRs e é importante para a flexibilidade do VDR por permitir tanto a
interacdo DNA através do DBD, como também pela interacdo do LBD com as proteinas
coativadoras (ROCHEL et al., 2000).

2.4 RELACAO DA VITAMINA “D” COM AS DOENCAS ALERGICAS

2.4.1 VD e asma

Estudos demonstram que a deficiéncia de VD associa-se com padrdes
epidemioldgicos observados na “epidemia” de asma. Por exemplo, a deficiéncia, € mais
comum em obesos, afro-americanos e populacdes ocidentais, e coincide com a
populacdo que tem maior risco também para asma. Existem evidéncias de que a VD
pode exercer fungdo sobre a responsividade das vias aéreas, funcdo pulmonar, controle
da asma, e talvez, relacione-se com a resisténcia aos corticosteroides (SANDHU,
CASALE, 2010).

Revisdes sistematicas e meta-analises mostram o potencial beneficio do uso de
VD na asma (SANDHU, CASALE, 2010; NURMATOV et al, 2011; GINDE,
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SUTHERLAND, 2010). Contudo, atualmente nao se dispde de evidéncia nivel “A” sobre
a funcdo da VD sobre as doencas alérgicas (ALLAN, DEVEREUX, 2011).

Avaliacdo realizada com mais de 14.000 individuos, determinando os niveis
séricos de VD e funcdo pulmonar, demonstrou que maiores concentracdes da vitamina
estdo relacionadas a maior volume expiratério forcado no primeiro segundo e
capacidade vital forcada. Neste grupo, encontrou-se menores niveis séricos de VD em
negros ndo hispanicos, méxico-americanos e fumantes (BLACK, SCRAGG, 2005).

O segmento de uma coorte pediatrica, de casos e controles, com quase mil
asmaticos, mostrou que estes tém niveis menores de VD (EHLAYEL et al., 2011).

Alguns mecanismos de acdo da VD sobre as doencas alérgicas tém sido
propostos. Em experimento com cobaias knock out para o gene do VDR se observou o
desenvolvimento acelerado de mastdcitos e que a interacdo VD-VDR exerce funcéo
importante na diferenciacdo, maturacdo e funcdo deste tipo celular (BARONI et al.,
2007).

A VD estimula as células T regulatérias a produzir mais IL-10 inibindo o perfil Th2
e parece reverter o defeito de producéo de IL-10 em asmaticos resistentes ao tratamento
com corticoides (CTC).

E proposto que em individuos que tem baixa exposi¢édo solar, dieta inadequada,
ou pertencem a populacéo de risco para deficiéncia de VD, exista um meio com menor
concentracdo de IL-10, o que leva a maior inflamacédo da via aérea, e, além disto,
resisténcia aos CTC (Figura 3). Niveis baixos de VD estimulam a proliferacdo do
musculo liso bronquial e a liberagcédo de citocinas proinflamatdérias, levando a obstrucéo e
hiperresponsividade bronquica (SANDHU, CASALE, 2010).

O momento em que ocorre a exposicdo a VD (ou falta dela) parece ter
importantes implicagfes sobre a forma como células do sistema imunoldgico respondem.
Linfécitos T naive do corddo umbilical podem se comportar de maneira diferente das
células T adultas do sangue periférico a esta exposi¢ao.

Em uma coorte composta por 1194 duplas de maes com seus filhos, avaliou-se a
ingestdo materna de VD durante a gravidez a partir de questionario validado de
frequéncia e habito alimentar. O resultado observado foi maior incidéncia de sibilancia
recorrente aos 3 anos nos filhos de mulheres que referiram dieta mais pobre nesta
vitamina (CAMARGO et al., 2007).
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Na avaliagdo de 616 criancas asmaticas da Costa Rica, comparou-se niveis
séricos de VD, marcadores de alergia e gravidade da asma. Niveis elevados de VD
estiveram associados a menor eosinofilia periférica, menor IgE total, menor papula no
prick test e menor indice de internamentos e uso de CTC nas crises. Entre os individuos
estudados 28% tinham niveis sub6timos de VD. Contudo, ainda que a exposi¢cdo seja
supostamente intensa na Costa Rica, devido a sua localizacdo geogréfica, a pele
bronzeada, do individuo que tem exposicdo solar constante, pode dificultar a producéo
cutanea da vitamina (BREHM et al., 2009).

deficiéncia de VD disfungﬁo muscular
l IL-10 da via aérea
células dendriticas
LT Regs
inflamacg3do da via
aérea

obstrugdo da via aérea

B 7 hiperresponsividade
resisténcia aos CTC

sintomas de asma

FIGURA 3 — ILUSTRACAO DA HIPOTESE QUE INDICA POSSIVEIS EFEITOS DA DEFICIENCIA DE VD
NA PATOGENESE DA ASMA
FONTE: adaptado de Sandhu (2010).

Seguindo a tendéncia, uma coorte da Nova Zelandia, acompanhada desde 1997,

avaliou amostras de sangue do corddo umbilical, armazenadas no momento do parto.
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Este estudo também demonstrou efeito benéfico da VD sobre a asma em criangas. Foi
observada, neste grupo, associa¢do entre maiores niveis de VD no cordao e menor risco
de infeccdes respiratérias aos 3 meses de idade, e também, menor risco de sibilancia
aos 15 meses, 3 e 5 anos (CAMARGO et al., 2011).

Por outro lado, avaliagdo similar em adolescentes, concluiu que a suplementacao
com 6leo de figado de bacalhau (fonte de VD) antes dos 15 anos, se associa com maior
frequéncia de asma e rinite (HUGHES et al., 2011).

Ainda que niveis de VD no corddo possam explicar o risco de sibilancia alguns
anos mais tarde, os niveis maternos de VD durante a gestacdo podem alterar o
desenvolvimento do sistema imunolégico intra-Gtero ou ainda, nos primeiros meses de
vida (SANDHU, CASALE, 2010).

Existe um crescente interesse nas acdes da VD sobre o sistema imunolégico e as
doencas alérgicas. Em uma répida pesquisa no banco de dados MEDLINE®, com o0s
termos vitamin D + asthma, foram encontrados 252 artigos publicados até o dia da
pesquisa (15/03/2012) e houve um aumento nos ultimos anos (Figura 4). Alguns dos

artigos originais utilizados para elaboracéo desta revisédo estédo dispostos no quadro 2.
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FIGURA 4 — ARTIGOS PUBLICADOS, POR ANO, DISPONIVEIS NO BANCO DE DADOS MEDLINE®,
ATE O DIA 15/03/2012
NOTA: Termos pesquisados: Vitamin D + Asthma. Total 252 artigos. Entre janeiro de 2012 até o dia
15/3/2012 ja haviam sido publicados 27 artigos.
FONTE: O autor (2012).
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Continua

QUADRO 2 — RESUMO DE ALGUNS ARTIGOS ORIGINAIS UTILIZADOS NESTA REVISAO

ANO | 1° AUTOR | POPULACAO METODO RESULTADOS

2006 Kull 4089 RN IgE especifica, Suplementagdo com VD e A hidrossollveis
follow up, aumenta 2x o risco de asma e sensibilizagéo
guestionario alérgica, a idade de 4 anos comparada com a

suplementacédo de 6leo de amendoim

2007 Camargo 1.1511.534 Prescricao e Existe um gradiente norte-sul para a prescri¢do
prescricdes venda por estado  de EpiPen® nos EUA.
de EpiPen®  americano Sugere que a menor exposi¢ao solar pode

estar relacionada com maior incidéncia de
anafilaxia.

2009 Back 123 criancas  Inquérito Maior consumo de VIT D3 na infancia esta
alimentar e follow- associado a maior risco de DA aos 6 anos.
up

2009 Hyppoénen 9377 adultos 25(OH)D3 + Comparado com individuos com niveis normais
guestionario (200-125 nmol/l), agueles com VD < 25nmol/L

tem niveis de IgE 29% superior e 0s com niveis
>135nmol/L, 56% superior.

2009 Majak 54 criancas Randomizado A IT com CTCVO parece prejudicar a indugéo
asmaticas Duplo cego, de linfécitos T reguladores, prejudicando a
alérgicas a Placebo imunoterapia.
acaros 3 grupos: Este efeito ndo se observa no grupo CTC+VD.

IT + Placebo A VD parece anular esta influéncia negativa do
IT + CTCVO CTC sobre aIT.
IT+CTCVO +VD

2009 Brehm 616 criancas  IgE sérica, Baixos niveis de VD estédo associados a mais
Funcéo pulmonar, hospitalizag6es, maior resposta ao BD e
crises de asma, maiores niveis de IgE.
25(0H)D

2010 Gorman Ratos Lavado bronco- 1,25(0OH)2D3 aumenta a capacidade do
alveolar linfécito T CD4+, CD25+ em suprimir a

resposta TH2.

2010 Camargo 922 RN Sangue do Niveis de 25(OH)D no cordao tiveram relacéo
cordao, inversa com risco de infeccao respiratéria e
questionario, sibilancia na infancia.
follow up

2010 Sutherland 54 adultos 25(0OH)D, Em asméticos, maiores concentracdes de VD
asmaticos Funcédo pulmonar estdo associadas com melhora da funcéo

BP pulmonar, menor hiperresponsividade e melhor
resposta a dexa resposta aos CTC.
(MKP-1)

2010 Vassalo 1002 Reviséo de Alergia alimentar € mais comum em criangas

criangas prontudrios de de Boston nascidas no outono e inverno.
individuos com
reacdo alérgica
alimentar

2010 Nwaru 931 criancas  Coorte, Consumo de frutas citricas na gestacao pode
follow up aumentar risco de sensibilizacdo da prole,

enguanto a suplementacédo com VD pode ter
efeito benéfico.

2010 Brehm 1024 25(0OH)D3 sérica, Insuficiéncia de VD é comum em asméticos e
criancas e clinica prediz mais exacerbac8es no periodo de 4anos
asmaticas Suficiéncia de VD confere protecéo contra

exacerbacdes graves.
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Concluséo
2010 Urashima 234 criancas Randomizado Suplementacado de VD durante o inverno pode
duplo-cego, reduzir a incidéncia de Influenza A.
com placebo
2011 Hughes 353 adultos Enquete e A relagdo inversa entre diagnostico de asma e
Laboratério latitude ndo é decorrente da exposicao a
radiacdo UV mas pode ser explicado por outros
fatores como a temperatura.
Oleo de figado de bacalhau antes dos 15 anos
esta associado com maior frequéncia de asma
e rinite.
2011 Ehlayel 976 criancas  Caso-controle, Asmaticos tem menores niveis de VD.
clinica e Deficiéncia de VD é maior entre individuos com
laboratorio asma, DA, rinite, urticaria e alergia alimentar.
2011 Sharief 6590 adultos  Enquete e Deficiéncia (<15 ng/mL) 25(OH)D esta
e criancas laboratério associada a maior sensibilizagdo IgE mediada
em criancas e adolescentes.
2011 Majak 48 criangas Prospectivo, Asmaticos recebendo CTCI tiveram queda dos
ATAQ, niveis de VD em 6 meses
VEF1, Asmaticos recebendo CTCI + VD tiveram
25(OH)D sérica. menos exacerbacdes e discreto aumento dos
niveis de VD.
2011 El-shazly 16 adultos Cultura de células NK produz menos IL8 na presenca de VIT D3.
NK
2011 Peroni 37 criancas SCORAD Altos niveis de VD estéo associados & menor
SCORAD na DA.
2011 Hartmann  Ratos Cultura de Calcitriol e outro agonista do VDR diminui
linfécitos B intensamente a produc¢éo de IgE por Linfocitos
B periféricos.
2011 Alyasin 100 criancas  Caso-controle Relacgdo inversa entre niveis de VD e valores
25(0OH)D e funcdo da funcdo pulmonar.
pulmonar
2012 Arshi 50 adultos Sem controles Menores niveis de VD entre pacientes com
Comparacao com rinite. Menores niveis de VD entre mulheres
estudos
publicados
NOTA: RN - recém-nascido; NK - natural killer; DA - dermatite atépica; SCORAD - escore de dermatite

2.4.2 Dermatite atépica (DA)

atopica; ATAQ — questionario de avaliagcdo de tratamento da asma; BD - broncodilatador;

BP -

broncoprovocacéo; dexa - dexametasona; CTC - corticéide; , CTCVO - corticoide via oral; CTCI -

corticoide inalatério; IT - imunoterapia
FONTE: O autor (2012).

A dieta materna pobre em VD esta associada com maior prevaléncia de eczema

em sua prole (WILLERS et al., 2007). Contrariamente, a maior ingestao de vitamina D3

no primeiro ano de vida da criancga foi associada com maior frequéncia do diagndéstico de
atopia aos 6 anos (BACK et al., 2009).
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Na avaliagdo dos niveis séricos de VD em individuos com DA, encontrou-se que,
maiores indices no SCORAD, ou seja, maior intensidade de sintomas, estdo associados
a menores concentracdes da vitamina. Esta relacdo pode ser observada graficamente
na figura 5 (PERONI et al., 2011).
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FIGURA 5 — NIVEIS SERICOS DE VD EM RELACAO AOS NiVEIS DO SCORAD
NOTA: As linhas horizontais indicam os valores médios de cada grupo.
FONTE: adaptado de Peroni (2011).

Um dos mecanismos de atuacdo da VD na DA estéa relacionado com a producédo
e funcionamento das catelicidinas. Estas pertencem a familia de peptideos
antimicrobianos (SCHAUBER, GALLO, 2008) e estdao envolvidas na resposta
imunologica aos virus, bactérias e fungos (BRAFF, GALLO, 2006; LOPEZ-GARCIA et
al., 2005). Também agem sinergicamente com mediadores inflamatérios enddégenos
para incrementar a inducdo de efetores inflamatorios especificos de varias outras vias
(YU et al., 2007). Como resultado, as catelicidinas podem aumentar a migragéo celular e
secre¢cdo de quimocinas e outras moléculas sinalizadoras das células ativadas
(SCHAUBER, GALLO, 2008; NIYONSABA, 2007). Na pele saudavel e integra, a
producdo de catelicidina acontece em pequenas quantidades. A lesdo ou infeccao
tissular estimulam a atividade da 1l-alfa-hidroxilase (CYP27B1) de mondcitos e

gueratinécitos a ativar mais VD localmente, o que estimula a expressao e atividade das
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catelicidinas (Figura 6) (SCHAUBER et al., 2007; LIU et al., 2006). Varios grupos de
pesquisa tém comprovado esta influéncia da vitamina D sobre a producdo de
catelicidinas pelos queratinécitos (WANG et al., 2004; WEBER et al., 2005).

linfeccao lesdo

Pro vitamina D3

|
Catelicidina ~. 1,25D3

Queratindcito

FIGURA 6 — MECANISMOS DE ATIVA(;AO DA VD3 E RESPOSTA DA CATELICIDINA

NOTA: O metabolismo extra-renal da VD3 pelos queratindcitos fornece um sistema para o rapido controle
da expressédo da catelicidina. A ativacéo da 25D3 em 1,25D3 requer 2 passos de hidroxilacdo que
ocorrem sequéncialmente no figado e no rim. Entretanto, queratinécitos também expressam uma
1-alfa-hidroxilase (CYP27B1) que ativa a 1,25D3. A expressao desta hidroxilase nos queratinécitos
€ estimulada pela leséo e infecgéo tecidual.

FONTE: adaptado de SCHAUBER (2007).

Devido aos potenciais efeitos da VD em suprimir a resposta inflamatéria e
aumentar a atividade dos peptideos antimicrobianos, sua suplementacdo pode ser uma
intervencéo Util no tratamento da dermatite atépica (HATA et al., 2005).

2.4.3 Alergia alimentar e anafilaxia

Na alergia alimentar, a hip6tese de maiores niveis de VD estarem associados a

menores indices de alergias, ndo encontra respaldo. A exemplo, existem relatos de que,
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em comunidades agricolas alemas com menor suplementacéo alimentar de VD, existe
menor prevaléncia de doencas alérgicas. Tal argumento foi reforcado com a observagéo
do aumento da frequéncia de diagndstico de alergias na Baviera apos 1960. A época,
implantou-se um programa de suplementacdo alimentar de VD no pais, visando
combater o raquitismo (WIJST, 2005).

Em coorte de recém-nascidos, que receberam suplementacdo de VD nos
primeiros meses de vida, observou-se risco aumentado de desenvolver alergia alimentar
(MILNER et al., 2004).

Porém, alguns autores afirmam que € possivel que a correcao da deficiéncia de
VD possa estimular a imunidade da mucosa intestinal, promover uma ecologia
microbiana mais saudavel e também a aumentar a tolerdncia aos alérgenos em
individuos com alergia alimentar (VASSALLO, CAMARGO, 2010).

Quanto a anafilaxia, em uma tentativa de explicar sua associagdo com 0s niveis
séricos de VD, um grupo avaliou as taxas regionais de prescricdes de um auto-injetor de
adrenalina (EpiPen) no ano de 2004 em todos estados dos EUA. Com o namero médio
de prescricGes por habitante notou-se que em estados da regido nordeste (Connecticut,
Rhode Island, Massachusetts, Vermont, New Hampshire) ocorreram as maiores
frequéncias, com 8 a 12 prescri¢cdes para cada 1000 habitantes.

Enquanto isto, nos estados do sul e na Califérnia e Mississippi, foram prescritas
3 receitas para cada grupo de 1000 habitantes. O esquema dos resultados pode ser
observado na Figura 7.

Este estudo demonstrou um gradiente norte-sul para a prescricdo destes
dispositivos nos Estados Unidos e serviu de base para formular-se a hip6tese de que
onde mais se prescreveu EpiPen®, ocorre menor exposicao solar, e que tal fato poderia,
de alguma forma, estar relacionado com maior incidéncia de anafilaxia. Nesta hipotese
sugere-se relacdo com a menor producdo cutanea de VD e assim, menores niveis
séricos (CAMARGO et al., 2007).
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FIGURA 7 — DISTRIBUICAO DAS PRESCRICOES DE AUTO-INJETOR DE ADRENALINA NOS EUA EM
2005

NOTA: observa-se um gradiente norte-sul, que pode estar associado a exposicao solar.

FONTE: adaptado de Camargo (2007).

2.4.4 Imunoterapia

Poucos estudos relacionam VD com imunoterapia (IT). Um deles avaliou a
influéncia dos CTC orais e da VD sobre os primeiros efeitos clinicos e imunoldgicos de
IT. Asméticos sensiveis a &caros foram divididos em grupos e recebiam os
medicamentos 3 a 4 horas antes da dose de imunoterapia, na fase de indugéo. Apds 12
meses de IT subcuténea, a média diaria da dose corticoide inalado foi reduzida em 25%
no grupo que recebia apenas CTC. Ja no grupo controle houve 50% reducéo da dose de
CTC.

A intervencdo com CTC pode dificultar a inducéo de linfécitos T reguladores. Tal
efeito ndo foi observado no grupo que recebeu CTC associado a VD. Assim, postula-se
gue a VD anula a influéncia negativa do CTC sobre a IT, aumentando a expressao de
citocinas regulatorias, como IL-10 e TGF-beta (MAJAK et al., 2009).
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2.4.5 VD e o sistema imunoldgico

A VD pode exercer sua funcdo em varios sistemas, visto que seu receptor foi
localizado em varios tecidos do organismo incluindo as células mononucleares do
sangue periférico, células dendriticas e linfocitos T (BHALLA et al., 1983; BRENNAN et
al., 1987).

A forma hormonal da vitamina D3, a 1,25 (OH) 2D3, inibe a linfocina promotora de
crescimento (IL-2), que é produzida pelos linfocitos T humanos ativados in vitro pelo
mitdégeno fitohemaglutinina (TSOUKAS, 1984).

Tem sido observado que esta vitamina diminui a proliferac@o de linfécitos Thl e
Th2, reduz a producéo de intérferon gama, IL-5 e aumenta a producéo de IL-4 (MAHON
et al., 2003).

A VD tem feitos inibitérios sobre os LT naive na producdo de IFN-gama induzido
por IL-12, assim como a producdo de IL-4 e IL-13 induzida por IL-4 (PICHLER et al.,
2002). Com isto, em individuos com deficiéncia de VD, existe favorecimento a
predominancia da resposta Thl e em individuos com altos niveis de vitamina D, além de
ocorrer a supressao dos efeitos Thl, também pode ocorrer o incremento das respostas
Th2 (BOONSTRA et al., 2001).

Em modelos murinos de inflamacé&o eosinofilica pulmonar, quando os animais sédo
tratados precocemente com VD, ocorre a proliferacdo de células T induzida por
alérgenos e no lavado broncoalveolar, observa-se recrutamento deficiente de
eosindfilos, diminuindo a resposta inflamatoria alérgica (MATHEU et al., 2003).

No entanto, estes resultados varidveis podem estar relacionados com a dose de
VD, com os niveis séricos desta vitamina e com 0 momento em gque ocorre a exposicao

(LT naive, LT maduros).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional analitico transversal, com coleta de dados
prospectiva, realizado pela analise dos dados clinicos obtidos de prontuarios de
pacientes em acompanhamento por asma em ambulatorio especializado assim como da

analise bioquimica e genética dos individuos envolvidos.

3.2 LOCAL E PERIODO DE ESTUDO

O periodo de incluséo e coleta de amostras foi de junho a dezembro de 2010 para
0 grupo de casos, realizado no ambulatério do Servico de Alergia do HC-UFPR. Os
controles foram envolvidos no estudo de abril a novembro de 2011 no centro de coleta
do Laboratério do HC-UFPR.

As andlises genéticas foram realizadas no segundo semestre de 2011 no
laboratério de Genética da Escola de Saude das Faculdades Integradas do Brasil —
UNIBRASIL de Curitiba. As bioquimicas em janeiro e fevereiro de 2012 no laboratério
PR-ANALISE- Anélises e Pesquisas Clinicas de Curitiba.

3.3 POPULACAO DE ESTUDO E AMOSTRA

A populacéo estudada foi de pacientes de 7 a 14 anos, em acompanhamento no
ambulatorio do Servico de Alergia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana. Esta faixa etéaria foi escolhida por conveniéncia, uma vez que este ambulatério
atende somente a populacéo pediatrica.

A amostra foi selecionada para constituir 2 grupos:

1) Individuos com diagnostico de asma persistente, selecionados por

conveniéncia, segundo GINA 2010, em uso de corticéide inalatorio para controle,
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em dose diaria = 400 ug de beclometasona ou o equivalente em outras

formulagdes, por periodo superior a 1 ano.

2) Individuos com diagnostico de asma intermitente, selecionados por
conveniéncia, sem necessidade de corticoide inalatorio para controle, seguindo os

mesmos critérios de GINA 2010.

Um terceiro grupo de Individuos, sem diagnostico de alergias, ndo asméaticos e ndo
atopicos, pareados por idade com os asmaticos, selecionados por aleatoriamente, de
acordo com sua chegada, no dia da coleta de exames solicitadas por outros
ambulatérios do HC-UFPR. Este grupo foi designado para servir de controle para a

presenca de polimorfismos do gene VDR em ndo asmaticos.

3.3.1 Critérios de inclusao

Grupo de asmaticos: criancas com idade de 7 a 14 anos, selecionadas por
conveniéncia, em acompanhamento por asma no ambulatério do Servigo de Alergia do
HC-UFPR, cujos pais concordaram com sua participacdo no estudo. A vontade da
crianca foi respeitada e o termo de assentimento foi obtido quando necessario.

Grupo de ndo asmaéticos (grupo de comparacao para os polimorfismos): criancas
com idade 7 a 14 anos, selecionadas por conveniéncia, no dia em que realizavam coleta
de sangue para exames de rotina de outras especialidades, e sem critérios para o
diagndstico de asma de acordo com questionario ISAAC. A vontade da crianca foi

respeitada e o termo de assentimento foi obtido.

3.3.2 Critérios de exclusao

1) Individuos com diagnosticos de doencas cronicas associadas como nefropatia

e doencas reumaticas.

2) Nao asmaticos que responderam afirmativamente a alguma das perguntas do

questionario ISAAC.

3) Solicitacéo de retirada do termo de consentimento.
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3.4 PROCEDIMENTOS

No dia da consulta, os pais dos pacientes eram abordados e convidados a
participar da pesquisa, de acordo com seu diagnostico. Apés o preenchimento do termo
de consentimento, e de assentimento quando cabivel, os seguintes procedimentos eram

realizados:

e coleta de dados dos prontuarios (incluindo resultados de testes alérgicos e de
provas de funcdo pulmonar).

e coleta de amostra de sangue.

No caso do grupo de comparacédo, individuos que responderam 0 questionario
ISAAC (Anexo 1) negativamente para todas as perguntas, no dia em que coletavam
sangue para exames solicitados por outros ambulatérios do HC-UFPR, foram
convidados a participar da pesquisa com amostra de sangue para analise genética e

bioquimica.

3.4.1 Dados coletados dos prontuérios

O servigo de Alergia Pediatrica utiliza um prontuario padronizado que minimiza a
discrepancia dos dados avaliados durante a consulta.

Dados pessoais como data de nascimento, género e procedéncia, historia familiar
de doencas alérgicas, peso, estatura, indice de massa corporal (IMC), diagnosticos e
medicamentos em uso foram coletados. Também foram analisados os resultados dos
testes alérgicos e espirometrias.

Foram considerados obesos aqueles com IMC superior ao escore Z +2, de acordo
com a idade e género, conforme a classificacdo da OMS de 2007.

Os diagnosticos de asma foram realizados utilizando-se os critérios propostos
pelo GINA, assim como os tratamentos instituidos. Diagnosticos de urticaria, dermatite
atOpica, rinoconjuntivite e outras alergias foram estabelecidos de acordo com o0s
protocolos disponiveis atualmente.

A historia familiar foi considerada positiva na presenca de relato consistente de

dermatite atdpica, urticaria, asma ou rinite.
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O teste alérgico € realizado rotineiramente nos pacientes e consta das seguintes
substancias: Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, Lolium perenne,
epitélio de cado, epitélio de gato, Blattella germéanica, além de controles positivo
(histamina) e negativo (solucdo salina). Os resultados sdo anotados em milimetros,
considerando-se os 2 maiores eixos. Consideram-se positivos aqueles em que o valor
médio dos eixos medidos supera em 3 ou mais milimetros o resultado obtido para este
célculo obtido no local do controle negativo.

Os dados de funcdo pulmonar, realizadas rotineiramente, foram obtidos dos
prontuarios. As espirometrias séo realizadas pelo Servico de Pneumologia do HC-UFPR.

Considerou-se normal o VEF1% e CVF acima de 80% com relacdo ao predito
para cada sujeito do exame.

A prova broncodilatadora é considerada positiva em individuos com espirometria
normal quando ocorre variagdo no VEF1% superior a 10% com relagéo ao valor obtido
antes do uso do salbutamol. Para aqueles com diagndstico de distlrbio ventilatorio

obstrutivo, considera-se positiva quando a variacao € de 7% e de 200 mL.

3.4.2 Descri¢ao do Questionario

O questionério aplicado somente aos individuos recrutados para compor o grupo
de ndo asmaticos, destina-se a pesquisa de sintomas de asma, rinite e eczema atépico.
Tais questdes foram obtidas do questionario padrdo ISAAC para escolares de 13 e 14
anos (Anexo 1).

Este instrumento tem como funcdo, questionar sintomas que indiguem asma.
Com relagdo a rinite, distingue individuos com e sem rinite na populagdo geral.
Estabelece quais individuos com rinite s&o provaveis atopicos e oferece algumas
indicacdes da gravidade da rinite entre os afetados.

A parte do questionario que investiga eczema é considerada como o0 minimo de
informacdes a serem obtidas em estudos populacionais de doencas alérgicas de pele
em criangas.

Sua validagéao foi realizada em amplo estudo piloto e definiu-se a forma final do
guestionario, bem como a sensibilidade de cada questéo para o diagnostico (PEARCE et
al.,, 1993; ISAAC MANUAL, 1993; ASHER et al., 1995). Em Curitiba, foi realizada a

validacdo do questionario na lingua portuguesa, que demonstrou alta sensibilidade e
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especificidade (ESTEVES et al. 1999). As questfes utilizadas sdo descritas a seguir, de

forma resumida com a devida justificativa:

1. Vocé alguma vez teve chio de peito? Esta pergunta € baseada no questionario
da International Union Against Tuberculosis and Lung Disease. Nao menciona a palavra
ataques de sibilancia para identificar criangcas com sintomas respiratorios persistentes
gue ndo sdo obviamente caracterizados como episédios ou crises. Essa parece ser uma

guestdo de muita sensibilidade.

2. Vocé teve chio de peito nos ultimos 12 meses? A limitacdo a um periodo de 12
meses reduz erros de memoria e torna o trabalho independente do més de execucao.
Essa tem sido a pergunta mais Util para se estabelecer a prevaléncia da doenca sibilante
(ASHER et al., 1995).

3. Quantos ataques de chio de peito vocé teve nos ultimos 12 meses?

4. Nos ultimos 12 meses, em média, quantas vezes seu sono foi interrompido por
chio de peito? Essas questbes oferecem duas alternativas para quantificar a frequéncia
das crises de sibilancia. A dificuldade com o conceito de “ataques” e a dificuldade em
guantificar a frequéncia de asma recorrente, levou a inclusdo dessas questdes para

identificar e quantificar sibilos persistentes.

5. Nos ultimos 12 meses, vocé teve chio de peito tdo forte que nao podia falar
mais de duas palavras entre cada respiracdo? Existe uma caréncia de informacdes
epidemioldgicas relativas a asma aguda e grave, que é relevante para estudos
comparativos internacionais de admissao hospitalar e estatisticas de mortalidade. Esta

guestao busca suprir essa falha.

6. Vocé alguma vez teve asma? Todos sdo questionados sobre historia de
diagndstico de asma, pois ocasionalmente a asma pode ser diagnosticada na auséncia

de sibilos (com base em tosse noturna recorrente, por exemplo).

7. Vocé teve chio de peito apos exercicio fisico nos ultimos 12 meses? Embora
esta questdo devesse ser colocada como complemento a questédo 2, em alguns estudos
populacionais foi notado que ela serve para identificar algumas criangas que negam
historia de sibilancia.

8. Nos ultimos 12 meses, vocé teve tosse seca durante a noite, ndo associada a

gripe ou resfriado ou a qualquer outra infeccdo pulmonar? Tosse noturna é considerada
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uma forma alternativa de apresentacdo da asma, e esta questdo foi incluida para
aumentar a sensibilidade do questionario, embora sua especificidade em estudos

populacionais ndo esteja esclarecida.

9. Vocé alguma vez teve problemas com espirros, corrimento de nariz ou nariz

trancado, sem estar com gripe ou resfriado?

10. Nos ultimos 12 meses, vocé teve problemas de espirros, corrimento de nariz
ou nariz trancado, sem estar com gripe ou resfriado? Estas questdes mostraram um
valor preditivo de 80% na detecc¢éo de rinite em um estudo realizado em adultos (16-65
anos) na cidade de Londres (ISAAC MANUAL,1993).

11. Nos ultimos 12 meses, vocé teve problemas de nariz acompanhados por olho
lacrimejante e coceira nos olhos? Estes sintomas tém alto valor preditivo positivo (78%)
na deteccdo de atopia em individuos com rinite sazonal (ISAAC MANUAL, 1993;
SIBBALD RINK, 1991).

12. Nos ultimos 12 meses, vocé teve problemas de nariz em quais meses? A
alternativa de definir os meses de piora permite separar os individuos com sintomas
sazonais daqueles com problemas perenes. Pode ser usado em qualquer pais, com
gualquer clima, com classificacdo precisa e sem definicbes subjetivas de sazonalidade.
O numero de meses que uma pessoa estad afetada pode ser usado como indicador
guantitativo de gravidade. Exacerbacdes sazonais tiveram um valor preditivo de 71% na
deteccdo de atopia entre pacientes com rinite perene e sazonal (ISAAC MANUAL,
1993). Para pacientes com rinite alérgica perene a prevaléncia de atopia foi de 49%
(SIBBALD, RINK, 1991).

13. Nos ultimos 12 meses, quanto o seu problema de nariz interferiu nas suas
atividades diarias? N&o obstante esta seja uma questdo de medida qualitativa de
gravidade bastante grosseira, ela correlaciona-se bem com outros indicadores de
morbidade, incluindo relato de gravidade de sintomas, interferéncia com atividades

especificas e procura por servicos médicos.

14. Vocé alguma vez teve febre do feno? / Vocé alguma vez teve rinite alérgica?
No questionario padrao, a Questao 14, referente a “febre do feno”, foi aplicada a 2.351
escolares e posteriormente substituida pela questdo: Vocé alguma vez teve rinite

alérgica? Essa mudanca foi necessaria para facilitar a compreensao e tentar evitar
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falsos resultados, uma vez que durante a aplicagdo dos questionarios observou-se que
esta pergunta gerava muitas duavidas. Essa modificacdo foi realizada e validada
anteriormente em outro projeto de pesquisa (ESTEVES, 1998). A pergunta tem como

objetivo investigar a rotulacdo de rinite em relacao a prevaléncia dos sintomas.

15. Vocé alguma vez teve grosseirdao de pele que vem e vai no intervalo de 6
meses? Esta questéo foi avaliada para servir de triagem em um estudo piloto realizado
no Reino Unido para discriminar dermatite atdpica leve a moderada de um eczema nao
atopico e outras dermatoses inflamatorias em pacientes atendidos pela primeira vez. A
resposta positiva a esta pergunta foi obtida em todos os 36 casos de dermatite atopica
em pacientes com idade entre 5 a 19 anos e em 91% de 120 casos de todas as idades.
Considerada isolada, teve especificidade de apenas 44% para o grupo de 5 a 19 anos e
48% para todo o grupo estudado (ISAAC MANUAL, 1993).

16. Vocé alguma vez teve grosseirdo de pele com coceira nos Ultimos 12 meses?
Da mesma forma como para asma e rinite, procura-se interrogar apenas aquelas

criancas com episodios recentes, para evitar informacdes incorretas ou esquecidas.

17. Nos ultimos 12 meses, vocé teve grosseirdo de pele em alguns dos lugares
abaixo? (Nas dobras dos cotovelos ou joelhos, nadegas ou tornozelos, em volta do
pescoco, orelhas ou olhos). As Questdes 16 e 17 associadas apresentam alta
sensibilidade e especificidade para o diagnostico de eczema atépico (WILLIAMS, et al.,
1999).

18. Este grosseirdo melhorou completamente alguma vez nos ultimos 12 meses?

19. Nos ultimos 12 meses, em média quantas vezes vocé acordou por conta do
grosseirdo de pele e da coceira? Estas duas questdes foram incluidas para avaliar a
gravidade da dermatite, uma verificando a cronicidade e outra a morbidade (EUROPEAN
TASK FORCE ON ATOPIC DERMATITIS, 1993). Uma pergunta sobre a extensdo das

lesbes foi incluida e rejeitada nos estudos piloto.

20. Vocé alguma vez teve eczema? Esta questdo pode ser modificada de acordo

com diferentes rotulagbes que podem aparecer em diferentes paises.
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3.4.3 Avaliacgdo bioquimica

Foram coletados 10 mL de amostra sanguinea de cada individuo, divididos em
um frasco sem anticoagulante e outro com anticoagulante (EDTA).

Apos a centrifugacdo a 3000 r.p.m. por 15 minutos, separou-se 0 soro das
amostras sem anticoagulante e o buffy-coat (camada de concentrado de leucécitos)
para extracdo de DNA da amostra anticoagulada. As aliquotas foram armazenadas a —
70°C, até o momento das analises laboratoriais.

Os participantes foram submetidos a andlises bioquimicas, realizadas pelo
laboratorio PR-ANALISE— Andlises e Pesquisas Clinicas de Curitiba, utilizando-se os
métodos padronizados, conforme consta no Quadro 3. Todos os testes listados foram
realizados nas amostras obtidas dos asmaticos enquanto nas amostras do grupo de

comparacao, apenas foram realizadas as determinacdes de IgE total e especificas.

QUADRO 3 — EXAMES REALIZADOS NO LABORATORIO PARANALISE E METODO EMPREGADO

EXAME METODO
Fosforo Colorimétrico/automatizado
Célcio Colorimétrico/automatizado
Fosfatase alcalina Enzimético
PTH Eletroquimioluminescéncia
Cortisol basal Quimioluminescéncia
25(0OH)VD Quimioluminescéncia
IgE esp Dermatophagoides pteronyssinus ImmunoCAP
IgE esp Blomia tropicalis ImmunoCAP
IgE esp Lolium perenne ImmunoCAP
IgE total Imunolégico ndo competitivo

NOTA: IgE determinada pelo equipamento ImmunoCAP 100®, Phadia. PTH e 25(OH)VD determinadas
pelo equipamento Liaison 4000®, DiaSorin. Demais testes determinados pelo equipamento
COBAS®, Roche-Hitachi. Os resultados obtidos foram apresentados na forma de laudo e
transcritos para a planilha eletrénica.

FONTE: O autor (2012).
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3.4.4 Andlise genética

Polimorfismos do gene do VDR foram pesquisados nas regides dos exons 2 e 3 e
na regido do promotor nas amostras do grupo de asmaticos e nas do grupo de

comparacao.

3.4.4.1 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir do buffy-coat (fracdo de uma amostra de
sangue anticoagulado, que apos centrifugacdo em gradiente de densidade, contém a
maioria dos globulos brancos e plaquetas). A técnica para a obtencdo de DNA Foi
adaptada e baseia-se nas seguintes etapas (LAHIRI, NURNBERGER, 1991):

e Lise dos nucleos dos leucécitos;
e Precipitacdo das proteinas;
e Precipitacdo e ressuspensdo do DNA;

Adicionou-se o buffy-coat e 125 pL do detergente Nonidet P-40. Em seguida, 0
volume foi completado para 8 mL com tampdo TKM1l (Quadro 4) e logo,
homogeneizado, para misturar o detergente e iniciar a lise de células. Esta mistura foi

centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos.

O precipitado recebeu o tampdo TKM1 para completar o volume de 14 mL,
seguido de agitacdo e centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante obtido
foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido com micropipeta, adicionando 800 pL
de tampao TKM2 (Quadro 4). Esta mistura foi transferida para um microtubo de 1,5 ml e
recebeu a adi¢édo de 50 pyL de SDS a 10% e em seguida, incubado em banho-maria a
55°C por 12 horas.

Apés a incubacéao, foi adicionado 300 pL de NaCl saturado (6M) e foi centrifugado
a 12000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante obtido, que continha o DNA, foi transferido
para um tubo de ensaio e recebeu 2 volumes de etanol 100% a -20°C. O tubo de ensaio
foi invertido varias vezes, até a precipitacdo do DNA.

O DNA obtido foi retirado do tubo de ensaio, lavado com etanol 70% a 4°C e

transferido para um microtubo de 1,5 ml, e centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos. O
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sobrenadante foi descartado e amostra de DNA foi seca em temperatura ambiente. Apos
a secagem, o DNA foi ressuspendido em 100 pL de solucdo tampédo TE e incubado em

banho-maria até entrar em solucéo.

3.4.4.2 Determinacédo da concentracdo de DNA

As concentragdo de DNA contida em cada amostra foi determinada por
espectrofotometria, em densidade oOptica a 260 nM e 280 nM, e logo, e em seguida as

amostras foram armazenadas a -20°C.

QUADRO 4 — SOLUCOES ADOTADAS PARA EXTRACAO DE DNA

TKM 1
Componente Concentragao Volume
Tris-HCIpH 7.6 1.0M 5mi
KCI (Merck) 1,0M 5ml
MgCl2(Merck) 10M 5ml
EDTA (Merck) 0,1M 10 mi
H20 bidestilado até completar o volume de 500 ml
TKM 2
Componente Concentragéo Volume
Tris HCI pH 7.6 1,0M 0,5 ml
KCI 1.0M 0,5 ml
MgClI2 1,0M 0,5 ml
EDTA 0,1 M 1,0 ml
NaCl 1,0M 20,0 ml
H20 bidestilado até completar o volume de 500 ml

FONTE: Adaptado Lahiri (1991).

3.4.4.3 PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase).

Esta técnica (MULLIS et al., 1986) possibilita a amplificacdo de uma pequena
sequéncia de DNA por meio do uso de dois iniciadores (primers), que flanqueiam a

regido do DNA a ser amplificada. As reacdes foram realizadas em termociclador
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Biocycler®, com ciclos repetidos de desnaturacdo térmica do DNA, hibridacdo dos
iniciadores e a extensdo da nova fita de DNA, promovida pela enzima Taq DNA
polimerase Applied Biosystems®, levando ao acumulo exponencial da sequéncia de
DNA alvo.

Para a avaliacdo do regido promotora do gene, utilizou-se a PCR-alelo especifica,
utilizando-se primers especificos para o alelo normal e outro para o alelo mutante.

Para a avaliacdo dos genes dos exons 2 e 3, utilizou-se a técnica de PCR-SSCA
(polymerase chain reaction - single strand conformational analysis), que consiste na
analise da fita simples do produto obtido pela PCR, gerada pela desnaturacdo do DNA.
Esta técnica permite a deteccao de altera¢cdes conformacionais no DNA que podem ser
geradas por apenas uma mutacdo pontual, podendo ser percebidas pela modificacdo da
mobilidade eletroforética da fita de DNA (McPHENRSON, MOLLER, 2001).

A reagdo de PCR foi preparada para cada um dos trés polimorfismos avaliados
(promotor, exon 2 e exon 3) conforme descrito a seguir. Os iniciadores ou primers

utilizados estao apresentados no Quadro 5.

QUADRO 5 — INICIADORES (PRIMERS) UTILIZADOS

EXON 3
3a sense 5 AGGGTGAAGGAGCCGGAAGTTCAGTGAC 3’
3b antisense 5 CTTTCCCTGACTCCACTTCAGGCCCAA 3’
EXON 2
2a sense, 5-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3’
2b antisense, 5-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3
PROMOTOR
A-for 5-TCCTGAGTAAACTAGGTCACAA-3’
A-rev 5-ACGTTAAGTTCAGAAAGATTAATTC-3
G-for 5-AGGATAGAGAAAATAATAGAAAACATT-3
G-rev 5-AACCCATAATAAGAAATAAGTTTTTAC-3’

NOTA: sequéncia de iniciadores obtidos de FANG et al., 2003 (promotor); NCBI (National Center for
Biotechnology Information - EUA) e MECHICA et al., 1997 (exons 2 e 3)
FONTE: O autor, (2012).

A) Promotor: uma aliquota de DNA de aproximadamente 150ng foi submetida a
amplificacdo por PCR em uma reacao contendo 18 uL de PCR supermix Invitrogen®,

aproximadamente 20 pM de cada primer iniciador especifico (para alelo A: iniciadores A-



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

49

for; A-rev e G-for e para alelo G: iniciadores G-for; G-rev e A-rev). Os iniciadores A-rev e
G-for geram um fragmento que € utilizado como controle interno de amplificacdo em
ambas as reac¢des (Quadro 6).

Os ciclos de amplificacdo foram os mesmos para cada par de iniciadores
utilizando a programacédo descrita abaixo (FANG et al., 2003): 1) 94°C/ 5 min.; 2)94°C/
45 seq.; 3) 56°C/ 45 seq.; 4) 72°C/ 45 seq.; repetir por 28 vezes do passo 2 ao 4; 5)
72°C/ 5 min.

B) Exon 2: uma aliquota de DNA de aproximadamente 150ng foi submetida a
amplificagdo por PCR em uma reagao contendo 18 uL de PCR supermix Invitrogen®,
aproximadamente 20 pM de cada primer iniciador (2a e 2b).

Os ciclos de amplificacdo foram os mesmos para cada par de iniciadores, com o
seguinte ciclo: 1) 94°C/ 2 min.; 2) 94°C/ 20 seg.; 3) 60°C/ 20 seg.; 4) 72°C/ 30 segq.;
repetir por 20 vezes do passo 2 ao 4; 5) 94°C/ 20 seg.; 6) 50°C/ 20 seg.; 7) 72°C/ 30
seg.; repetir por 15 vezes do passo 2 ao 4; 8) 94°C/ 20 seq.; 9) 50°C/ 20 seg.;10) 50°C/
20 seq.; 11) 72°C/ 7 min.; 12) 94°C/ 5 min.; 13) 65°C/ 5 min.

C) Exon 3: uma aliquota de DNA de aproximadamente 150ng foi submetida a
amplificagdo por PCR em uma reagao contendo 18 uL de PCR supermix Invitrogen®,
aproximadamente 20 pM de cada primer iniciador (3a e 3b).

Os ciclos de amplificacdo foram os mesmos para cada par de iniciadores (VAN
ETTEN et al., 2007), com o seguinte ciclo: 1) 80°C por 1min.; 2) 94°C por 1 min.; 3) 48°C
por 1 min.; 4) 72°C por 1 min.; 5) repetir por 35 vezes do passo 2 ao 4; 6) 72°C por 10

min.

QUADRO 6 - TAMANHO DOS FRAGMENTOS OBTIDOS POR PCR

ALELO TAMANHO DO FRAGMENTO (EM PB)
Promotor alelo G 110
Promotor alelo A 235
Promotor controle 297
Exon2 267
Exon3 220

FONTE: O autor (2012)
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3.4.4 .4 Eletroforese

Para confirmar se houve amplificacdo do DNA de cada uma das sequéncias,
obtidas por PCR, foi realizada eletroforese de aliquotas do produto. Estas aliquotas
foram misturadas com o tampéo de aplicacdo (loading buffer — Sigma), e aplicadas a um
gel de agarose. O tampéao de eletroforese foi o TBE (Tris/Borato/EDTA) 1x e o gel de
agarose 1% foi utilizado (FARAH, 2007; CAMPBELL, 2006; ZAHA et al., 2003).

A eletroforese da regido do promotor foi realizada em gel de agarose 2,5% a 125V

por lhora.

Para a analise do produto por SSCA dos exons 2 e 3, uma aliquota de 5 uL do
produto de PCR foi adicionada a 6 pL de corante SSCA (4,75 mL de formamida, 0,0125¢g
de xilenocianol, 0,0125 g de azul de bromofenol, 125 uL de EDTA 0,4 M, 16,7 pL de
NaOH 3 M e 108,3 pL de agua bidestilada) e aquecida a 94°C por cinco minutos
(McPHENRSON, 2001).

Apés a desnaturacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% (29:1) e corado com nitrato de prata (WITTKE et al., 2004).

Os géis foram corados com brometo de etidio (EtBr) e revelada em luz ultra
violeta (UV). Os resultados foram obtidos pela interpretacdo visual comparativa das
bandas obtidas pela eletroforese dos produtos de cada paciente com as bandas
controle. Os géis foram fotografados para arquivamento.

O tamanho do fragmento esperado para cada um dos alelos testados pode ser
observado no quadro 6 (MILLSTEIN et al., 2006).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram armazenados em planilha eletrénica Microsoft Excel® e
posteriormente processados estatisticamente com o software Action®.

Os testes estatisticos foram escolhidos de acordo com o tipo de distribuicdo das
variaveis continuas estudadas, simétricas ou assimeétricas, numero de grupos e seu

carater de independéncia (Quadro 7).
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Os valores de p superiores a 0,05 obtidos pelos testes utilizados foram
considerados nao significativos, e, portanto, de aceitacdo da hipétese zero ou nula de

cada teste, determinando igualdade entre os grupos ou medidas avaliadas.

QUADRO 7 — TESTES ESTATISTICOS UTILIZADOS

TESTES
DISTRIBUICAO
2 GRUPOS > 2 GRUPOS
Paramétrico Teste t de Student ANOVA
N&o Paramétrico Mann-W hitney—Wilcoxon Kruskal-Wallis

NOTA: testes selecionados de acordo com numero de grupos e caracteristica dos mesmos.
FONTE: O autor, 2012

Relacdes univariadas entre niveis séricos de 25-hidroxivitamina D e
caracteristicas demogréficas dos pacientes foram determinadas usando o coeficiente de
correlacdo de Spearman, uma vez gque este ndo € exigente quanto a normalidade de
distribuicdo dos dados.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para cada uma das variaveis
continuas a fim de estabelecer a normalidade da distribuicdo da amostra.

3.6 ETICA EM PESQUISA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital de Clinicas da UFPR (Anexos 2 e 3). Os termos de consentimento e
assentimento livre e esclarecido foram avaliados pelo comité antes de sua utilizacéo
(Anexos 4 e 5).

3.6.1 Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e termo de assentimento

O TCLE foi obtido de todos os envolvidos, apds esclarecimentos sobre os

detalhes da pesquisa. Para criancas entre 12 e 14 anos, o termo de assentimento
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também foi obtido. No grupo de 7 a 12 anos, a vontade da crianga foi respeitada. A

versdo completa dos termos esta disponivel nos anexos 6 e 7.

3.6.2 Monitorizacao da pesquisa

Os TCLEs e os termos de assentimento obtidos estdo arquivados no servico de
alergia e imunologia do HC-UFPR e tem acesso restrido aos pesquisadores envolvidos
(Anexo 8).

Os dados obtidos tanto dos prontuarios como das analises sanguineas foram
armazenados em planilha eletrénica, e estdo disponiveis apenas para 0 grupo de
pesquisadores. Entretanto, os nomes dos pacientes foram suprimidos, respeitando a
identidade de cada individuo.

3.7 FOMENTO PARA A PESQUISA, PROFISSIONAIS E SERVICOS
ENVOLVIDOS

O pesquisador principal recebeu bolsa de fomento a pesquisa do CNPq entre os
anos de 2009 e 2012. Os professores e médicos residentes do Servico de Alergia
Pediatrica do HC-UFPR participaram das reunifes de discussao em todas as etapas do
projeto.

As analises genéticas foram realizadas no laboratério do Genética do
Departamento de Biomedicina das Faculdades Integradas do Brasil — UNIBRASIL de
Curitiba. Os resultados foram discutidos e apresentados na forma de trabalho de
conclusao de curso, e fomentados pela prépria UNIBRASIL.

Todos os exames bioquimicos foram realizados no Laboratério PR-ANALISE-
Analises e Pesquisas Clinicas de Curitiba por cortesia.

Tanto os testes genéticos quanto os bioquimicos foram acompanhados pelo

pesquisador principal.
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4 RESULTADOS

Dos 121 pacientes foram envolvidos no estudo, 30 compunham o grupo de
comparacao e 91 o grupo de casos. Apos as exclusdes ocorridas por retiradas de TCLE,
inadequacdo da amostra para avaliacdo laboratorial ou outras, restaram 77 individuos,
divididos em 3 grupos (Figura 8):

a) Asmaticos em uso de CTCI;

b) Asmaticos sem CTCI;

c) Grupo de comparacédo para os polimorfismos, composto por ndo alérgicos.
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FIGURA 8 — ALGORITMO DE EXCLUSOES
FONTE: O autor (2012)

4.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DA AMOSTRA

Entre os 77 participantes avaliados, 44 (57,0%) eram do género masculino e 33
(43,0%) do género feminino. A idade dos participantes variou de 7,0 aos 14,7 anos com
meédia de 10,8 anos (+ 2,2 anos) e mediana de 11,1 anos. Os dados resumidos podem
ser verificados na Tabela 1.
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TABELA 1 — DADOS DEMOGRAFICOS DOS SUJEITOS DA PESQUISA

DADOS DEMOGRAFICOS ASMA (n=60) CONTROLES (n=17)
Género (M:F) 39:21 5:12
Idade (anos) Média 10,8+2,1 10,9+24

FONTE: O autor (2012)

Quando avaliados individualmente, os grupos de asmaticos em uso de corticoide
inalatério, asmaticos sem uso de corticéide inalatério e ndo alérgicos apresentaram
similaridades. Todos os participantes foram provenientes do municipio de Curitiba e
regido metropolitana. Geograficamente, Curitiba localiza-se a -25° de latitude e -49° de

longitude.

4.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DO GRUPO DE ASMATICOS

Entre os 60 individuos incluidos neste grupo, 22 (36,6%) nao utilizavam corticéide
inalatorio para o controle da asma e 38 (63,4%) faziam uso da medicacdo. Mais de 90%
dos individuos do grupo de asmaticos tinham diagndstico de rinite alérgica (97% entre os
gue fazem uso de CTC). A frequéncia do diagndéstico de conjuntivite alérgica, dermatite
atopica e outras alergias como urticaria e alergia alimentar podem ser observadas na
Tabela 2. Quase trés quartos dos asmaticos apresentavam histéria familiar consistente
para rinite, asma ou dermatite atdpica. Notou-se a presenca de fumantes nos lares
daqueles pacientes que utilizavam medicamento para controle da asma (28,9%) assim
como nos lares dos que néo o faziam (40,9%).

A frequéncia de internagdes dos asmaticos em uso de CTCI foi significativamente
superior a do grupo sem tratamento. Os testes de funcdo pulmonar foram realizados em
50 asmaticos.

O indice de massa corporal (IMC) médio entre meninos foi 18,2 + 3,0 Kg/m? e
entre meninas foi 18,6 + 3,5 Kg/m?. Oito criancas atingiram critério de obesidade (OMS,

2007), com IMC acima do segundo desvio padréo para o escore Z.
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TABELA 2 — CARACTERISTICAS CLINICAS DO GRUPO DE ASMATICOS

VARIAVEL SEM CORTICOIDE (22) COM CORTICOIDE (38)
N % n % p*

Rinite 20 90,9 37 97,4 0,54
Conjuntivite 15 68,2 22 0,58
DA 3 13,6 5 57,9 1,00
Outras alergias 2 9,1 2 153’32 0,61
Hx Familiar 16 72,7 27 71"1 1,00
Hx Tabagismo 9 40,9 11 28.9 0,40
Internacdes 4 18,2 17 44.7 0,05
TCA 22 100 36 94,7 0,52
DVO 3\19 15,8 7\31 22,6 0,72
PBD 2119 21,1 11\31 35,5 0,35
VEF1% (Mediana) 102 98

Tempo de doenca (Média) 9,10 8,71

Desvio padrédo 2,23 2,47

NOTA: * Teste exato de Fisher; DA, dermatite atépica; Hx, histéria; TCA, teste cutaneo alérgico; DVO,
distarbio ventilatorio obstrutivo; PBD, proba broncodilatadora
FONTE: O autor (2012)

4.3 RESULTADOS DOS EXAMES BIOQUIMICOS

Os niveis de vitamina D utilizados como referéncia vigentes a época da realizacao
do estudo foram os seguintes: Niveis inferiores a 30 ng/mL.: insuficiéncia; inferiores a 15
ng/mL, deficiéncia; acima de 30 ng/mL, normalidade. Quase 98% dos individuos
testados estavam com niveis inadequados de VD. Entretanto, ndo houve diferenca entre
0S 2 grupos avaliados com este exame.

Os resultados dos testes laboratoriais realizados para todos 0s asmaticos
avaliados estéao dispostos na Tabela 3.

Considerou-se normal o nivel de cortisol entre 5,5 e 30 ug/dL, conforme o método
utilizado (Quimioluminescéncia). Baixos niveis de cortisol foram observados em 17
(28,3%) dos asmaticos, destes 8 sem uso de CTCI e 9 utilizando o tratamento (p=0,34).

Os niveis de PTH sao considerados normais entre 15,0 a 65,0 pg/mL de acordo
com o método empregado (Eletroquimioluminescéncia). Nao foi encontrada diferenca

significativa entre os grupos (p=0,37).
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Os niveis normais de caélcio e fosforo considerados foram de 8,5 a 10,5 mg/dL e
4,0 a 7,0 mg/dL respectivamente, pelo método colorimétrico automatizado. Nao houve
diferenca estatistica entre os resultados observados (p=0,11 e 0,20, respectivamente).

Niveis entre 110 e 340 U/L foram considerados normais para fosfatase alcalina.

N&o houve diferenca entre as médias encontradas nos grupos (p=0,85).

TABELA 3 - RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS POR GRUPOS

ASMA
EXAME NIVEIS | Sem Corticéide (22) | Com Corticéide (38) p
n ‘ % n ‘ %
25(0OH)VD <10 (d) 1 4,5 3 7,9 1,00+
(ng/mL) 10-30 (i) 21 95,5 34 89,5
>30 (n) 0 0 1 2,6
Média 16,6 £ 4,8 179+5,6 0,34*
Cortisol <5,5 8 36,4 9 23,7 0,37+
Matinal 5,5-30 (n) 14 63,6 29 76,3
(ug/dL) >30 0 0 0 0
Mediana 6,3 6,8 0,37**
PTH <15 1 4.5 0 0 0,45+
(pg/mL) 15-65 (n) 20 90,9 37 97,4
>65 1 4.5 1 2,6
Média 34,0+12,4 32,6 +11,2 0,65*
Célcio <8,5 5 22,7 4 10,5 0,26+
(mg/dL) 8,5-10,5 (n) 17 77,3 34 89,5
>10,5 0 0 0 0
Mediana 9,1 9,3 0,11**
Fésforo <4 3 13,6 6 15,8 1,00+
(mg/dL) 4-7 (n) 19 86,4 32 84,2
>7 0 0 0 0
Média 4,4+0,4 4,6 £0,6 0,20**
FAL <110 0 0 4 1 0,28+
(U/L) 110-340 22 100 33 86,8
>340 0 0 1 0,2
Média 198,5 + 45,6 195,6 + 67,7 0,85*

NOTA: DP, desvio padrdo; n, normalidade; i, insuficiéncia; d, deficiéncia.*, teste t de Student; ** Mann—
Whitney—Wilcoxon; +, teste de Fisher.
FONTE: O autor (2012)
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Os resultados da IgE total e das especificas para Dermatophagoides
pteronyssinus, Blomia tropicalis e Lolium perenne realizadas nos asmaticos e no grupo
de comparacao (controles) podem ser observados na Tabela 4. Por fins estatisticos os
valores de IgE total superiores a 5000 Ul/mL foram arredondados para 5001 Ul/mL. Os
valores de IgE especifica acima de 100 KU/L, pela mesma razéo, foram arredondados
para 101 KU/L. Observou-se diferenca significativa entre todos os grupos. Esta diferenca
foi observada, em todos os casos, na comparacao mdultipla, realizada 2 a 2, entre 0s

grupos de controles versus asmaticos com ou sem corticoides (p<0,001).

TABELA 4 — VALORES DA MEDIANA DA IGE EM KUI/L POR GRUPO

SEM CORTICOIDE (n=22) | COM CORTICOIDE (n=38) [ CONTROLES (n=17)

p*
IgE n (amplitude) n (amplitude) n (amplitude)
IgE DP 97,0 (100,9) 101,0 (100,8) 0,1 (0,63) <0,001
IgE BT 15,9 (101,0) 21,6 (100,5) 0,1(1,0) <0,001
IgE Lol 0,1(9,8) 0,3 (58,8) 0,02 (0,2) <0,001
IgE Total 628,5 (3664,8) 1104,0 (4839,0) 153,0 (911,6) <0,001

NOTA: IgE total em Ul/mL. IgEs especificas em KU/L. DP:Dermatophagoides pteronyssinus; BT:
Blomia tropicalis; Lol: Lolium perenne
FONTE: O autor (2012)

4.4 ASSOCIACAO ENTRE OS NIVEIS DE VITAMINA D COM OS DEMAIS
EXAMES LABORATORIAIS, VEF1% E TESTES ALERGICOS

Quando foi avaliada a correlagdo dos niveis séricos de vitamina D com ao outros
exames laboratoriais realizados nos 60 asmaticos, e também com os valores de VEF1%
e numero de alérgenos positivos obtidos pelo TCA (realizados respectivamente em 47 e
60 dos asmaticos), ndo se encontrou coeficiente de correlacéo significativo pelo teste de
Spearman. Os resultados estdo dispostos na Tabela 5. O teste de correlagcdo de
Pearson foi aplicado as variaveis com distribuicdo normal e ndo mostrou associacao

significativa em nenhum caso.
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TABELA 5 — CORRELAGCAO ENTRE OS NiVEIS DE VD (EM ng/mL)
E VARIAVEIS LABORATORIAIS, VEF1% OU NUMERO
DE TCA POSITIVOS

VARIAVEL p (RHO DE SPEARMAN) p
Célcio (mg/dL) -0,04 0,71
Fésforo (mg/dL) 0,02 0,85
Cortisol (ug/dL) 0,17 0,17
PTH (pg/mL) -0,21 0,09
FAL (U/L) -0,15 0,22
IgE DP (KU/L) 0,12 0,32
IgE BT (KU/L) -0,19 0,14
IgE Lol (KU/L) -0,08 0,49
IgE Tot (Ul/mL) 0,00 0,98
VEF1% (n=47) 0,13 0,39
nTCA+ (n=60) -0,14 0,27

NOTA: DP:Dermatophagoides pteronyssinus; BT: Blomia tropicalis;
Lol: Lolium perenne.
FONTE: O autor (2012)

4.5 ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DO VDR COM O
DIAGNOSTICO DE ASMA.

Trés gendtipos da regido promotora foram avaliados em todos os 77 individuos. O
polimorfismo CDX2 eteve presente em 71,4% da populacéo avaliada (43 asmaticos e 12
ndo asmaticos). Embora sem nivel de significancia estatistica (p=0,06), parece existir
uma tendéncia a associacdo entre genotipo da regido do promotor e o diagndéstico de
asma (Tabela 6).

A presenca de polimorfismos do exon 3 foi pouco frequente, ocorrendo em sete
dos 69 individuos testados. Nao se observou associacao significativa entre a presenca
do polimorfismo e o diagnéstico de asma. N&o foram encontrados individuos com

variacdes genéticas do exon 2 neste grupo.
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TABELA 6 — FREQUENCIA DE POLIMORFISMOS DOS GENES DO VDR DE ACORDO COM A
PRESENCA DE ASMA

~ . ASMA CONTROLE
REGIAO |GENOTIPO p*
N % n %
Promotor GG 17/60 28,3 5/17 29,4 0,06
GA 29/60 48,3 12/17 70,6
AA 14/60 23,3 0 0,0
Exon 2 Usual 51/51 100 14/14 100 -
Exon 3 Variante 7/52 13,5 0 0,0 0,18
Usual 45/52 86,5 17/17 100,0

NOTA: * Teste exato de Fisher
FONTE: O autor (2012)

4.6 ASSOCIACAO ENTRE DIFERENTES GENOTIPOS DO PROMOTOR DO VDR
COM O DIAGNOSTICO DE ASMA.

A fim de melhor avaliar a associacdo entre a presenca do polimorfismo CDX2
(substituicdo de G por A) com o diagndstico de asma, os individuos foram comparados
da seguinte forma: Grupo de homozigotos para o alelo A (AA) versus grupo Gx,
composto por homozigotos para o alelo G (GG) e pelos heterozigotos (GA). E
posteriormente, grupo GG versus grupo Ax, composto por AA e AG.

Desta forma, 46 asmaticos e 17 controles apresentaram Gx enquanto 14
asmaticos e nenhum controle apresentaram AA no locus em questdo. A andlise da
tabela de contingéncia mostra associacdo entre a homozigoze para o alelo A e o
diagnostico de asma (p= 0,03), conforme a Tabela 7.

Quando realizada a avaliagcdo Ax versus GG, ndo se encontrou associagao com o

diagndstico de asma (p=1,0).
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TABELA 7 — NUMERO DE INDIVIDUOS COM DIAGNOSTICO DE ASMA DE ACORDO COM O

GENOTIPO
GENOTIPO ASMA (n=60) | CONTROLES (n=17) p*
AA 14 0 0,03
Gx 46 17

NOTA: * teste exato de Fisher
FONTE: O autor (2012)

4.7 ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DO VDR COM A
NECESSIDADE DO USO DE CORTICOIDE INALATORIO PARA CONTROLE DA

ASMA

N&o foi observada associacéo entre a necessidade de corticoterapia inalatéria e

os polimorfismos estudados (Tabela 8).

TABELA 8 — ASSOCIACAO ENTRE NECESSIDADE DE USO DE CORTICOTERAPIA INALATORIA E

POLIMORFISMOS

GENE GENOTIPO ASMATICOS
CTCI | S/ICTCI | p
Promotor AA 9 (15%) 5 (8,3%) 1,00
(n=60) Gx 29 (48,3%) 17 (28,4%)
Exon 3 Usual 27 (51,9%) 18 (34,6%) 1,00
(n=52) Variante 4 (7,7%) 3 (5,8%)

NOTA: Valores de p correspondentes ao teste exato de Fisher.

FONTE: O autor (2012)
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4.8 ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DO VDR COM OS DEMAIS
EXAMES LABORATORIAIS, VEF1% E TESTES ALERGICOS

Os asmaticos foram divididos de acordo com a presenca de polimorfismos
apresentados para o exon 3 em 2 grupos (genotipo usual e gendtipo variante). Quanto a
regido promotora, foram divididos em 3 grupos, de acordo com o polimorfismo
apresentado (GG, GA e AA). A comparacao dos resultados dos exames realizados entre

0S grupos pode ser observada na Tabela 9.

TABELA 9 — RESULTADOS DOS TESTES ESTATISTICOS REALIZADOS PARA COMPARAGCAO DOS
VALORES DE P OBTIDOS NOS EXAMES BIOQUIMICOS E FUNCAO PULMONAR, EM
GRUPOS DIVIDIDOS DE ACORDO COM O POLIMORFISMO DO VDR ESTUDADO

VARIAVEL EXON 3 PROMOTOR
25(0OH)VD (ng/mL) 0,37* 0,30+
Célcio (mg/dL) 0,91* 0,37++
Fésforo (mg/dL) 0,78** 0,58++
Cortisol (ug/dL) 0,51** 0,04++
PTH (pg/dL) 0,45* 0,73+
FAL (U/L) 0,94* 0,80+
VEF1% 0,91* 0,004+
NnTCA+ 0,85** 0,31++

NOTA: * Teste t de Student; ** teste de Mann—-Whitney—Wilcoxon; + ANOVA; ++ Kruskal-Wallis; nTCA+
namero de testes alérgicos positivos
FONTE: O autor (2012).

N&o houve diferenca entre os grupos para os niveis de VD, célcio, fésforo, PTH, e
namero de testes alérgicos positivos. Quanto ao cortisol, observou-se diferenga entre o0s
grupos, separados de acordo com o polimorfismo da regido promotora em GG, GA e AA
(p=0,04).

Uma diferenca significativa (p=0,004) para o valor de VEF1% foi observada entre
0s asmaticos, quando agrupados de acordo com 0s gendétipos da regido do promotor
(GG, GA e AA).
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Quando comparadas as médias de VEF1% dos grupos Gx versus AA, observou-
se diferenca significativa (p=0,001). Tal relacdo ndo foi observada na analise Ax versus
GG (p=0,71).

4.9 ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DO VDR COM OS NIVEIS DE
IGE

Os valores das medianas das IgE total e especificas foram obtidas a partir da
distribuicdo dos pacientes em 3 grupos, de acordo com o genétipo do gene do promotor

e podem ser observados na Tabela 10.

TABELA 10 — MEDIANA DOS VALORES DE IGE DE ACORDO COM O GENOTIPO DO REGIAO
PROMOTORA DO GENE

IgE GG GA AA p*
IgE DP 44,7 33,2 101,0 0,01
IgE BT 16,5 3,2 27,3 0,08
IgE Lol 0,3 0,1 0,6 0,06
IgE Total 775,0 498,0 1108,5 0,06

NOTA: * teste de Kruskal-Wallis. DP:Dermatophagoides pteronyssinus; BT: Blomia tropicalis; Lol: Lolium
perenne.
FONTE: O autor (2012).

Outras formas de agrupamento foram utilizadas a fim de localizar diferencas entre
0s niveis de IgE da seguinte forma:
¢ Diagnostico: asma em corticoterapia, asma sem corticoterapia e ndo asmaticos;
e Promotor: de acordo com o0 genétipo GG, GA ou AA;
e Gx: homozigotos para o alelo A e Gx (GA e GG);
e Ax: homozigotos para o alelo G e Ax;

e Exon 3: gendtipo usual e variante.

Os resultados dos testes estatisticos empregados de acordo com estas formas de

agrupamento estao dispostos na Tabela 11.
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TABELA 11 — RESULTADOS DOS TESTES ESTATISTICOS PARA RELAGAO ENTRE DIFERENTES

FORMAS DE AGRUPAMENTO E VALORES DE IGE

GRUPOS IgE DP IgE BT IgE Lol IgE TOTAL
Diagndstico* <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Promotor* 0,01 0,08 0,06 0,07
Gx** 0,01 0,09 0,09 0,03
Ax** 0,88 0,40 0,40 0,97
Exon 3** 0,03 0,01 0,01 0,14

NOTA: * Teste de Kruskal-Wallis ;

pteronyssinus; BT: Blomia tropicalis; Lol: Lolium perenne.

FONTE: O autor (2012).

** Teste de Mann-Whitney—Wilcoxon; DP:Dermatophagoides
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5 DISCUSSAO

O polimorfismo da regido promotora, G>A, conhecido como CDX2 (substituicdo
de G por A), é frequente neste grupo (71,4% da populacéo testada) e esta associado
positivamente com o diagndstico de asma, quando em homozigoze (p=0,03). A presenca
de varia¢des na sequéncia do exon 3 (SSCA) é pouco frequente e nédo esta relacionada
com a asma neste grupo. O polimorfismo do exon 2 ndo ocorre neste grupo.

Nos heterozigotos para qualquer mutacéo, incluindo a mutacdo CDX2, ocorre a
expressdo de duas proteinas diferentes. Entretanto, a influéncia da alteracdo estrutural
da proteina variante, na expressdo do fendtipo (suficiente para causar consequéncias
clinicas) determina o padrdo de dominancia (BEIGUELMAN, 2008).

Neste caso, supondo-se arbitrariamente que nos heterozigotos, 50% da proteina
seja expressa normalmente, pode-se sugerir que, na asma, o alelo G tem padréo
dominante, estando associado a menor prevaléncia da mesma.

Além de estar associada a maior prevaléncia de asma, a presenca do alelo A
também mostrou relacdo com valores mais baixos de VEF1% obtidos entre os
asmaticos. Embora piores valores de funcdo pulmonar tenham sido associados a maior
gravidade da doencga, a presenca da mutacdo CDX2 ndo determinou neste grupo, maior
gravidade da doenca, estando similarmente distribuida tanto entre asméaticos em
tratamento com corticoterapia inalatéria (asma persistente) quanto entre aqueles que
nao necessitam de tratamento (asma intermitente).

Variacfes genéticas do exon 3 foram pouco frequentes na populacéo estudada e
ndo exercem influéncia no diagnostico, no tratamento, ou ainda nos parametros
laboratoriais avaliados.

Apesar de associado ao diagndéstico de asma, o polimorfismo CDX2 mostrou
efeito protetor em outros estudos. Foi relacionado a maior taxa de transcricdo do
promotor, e por consequéncia, possivel incremento na absorgdo intestinal de calcio
(YAMAMOTO et al.,, 1999). Também foi associado com menor risco de fraturas, de
osteoporose e maior densidade 0ssea (FANG et al., 2003).

Outros polimorfismos vém sendo estudados, e de fato, associados a maior
frequéncia de asma e outras doencas alérgicas em estudos populacionais (RABY et al.,
2003; WJST et al.,, 1999; MALERBA et al.,, 2000; PON et al.,, 2004). Entretanto,

permanece incerta a influencia destes polimorfismos sobre o funcionamento do VDR e
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sobre o funcionamento de outros genes. Ainda ndo € claro como estas mutacfes se
relacionam com asma e as demais alergias.

Pacientes em uso de CTCI para o tratamento da asma, especialmente quando em
doses altas, podem desenvolver osteopenia ou ainda, osteoporose (BARNES,
PEDERSEN, 1993; KAMADA et al., 1996). E possivel que portadores do polimorfismo
CDX2 sofram menos deste efeito colateral, uma vez que podem ter melhor
aproveitamento do calcio proveniente da dieta. Resta estabelecer se asmaticos
portadores da mutacao estédo de fato protegidos destes efeitos.

Deficiéncia ou insuficiéncia de VD foi verificada em 98% dos individuos avaliados.
N&ao houve relacdo entre os niveis de VD com nenhum dos polimorfismos estudados, e
da mesma forma, ndo se observou relacdo da vitamina com o uso de corticoide
inalatorio. Nao ha correlacédo entre os valores de VD com as variaveis laboratoriais e
testes alérgicos. Existem relatos na literatura de associacao inversa entre niveis de VD e
valores de VEF1% (ALYASIN, et al, 2011), entretanto, neste grupo, esta associacao nao
foi observada.

Niveis séricos mais baixos de VD, foram relacionados com maior frequéncia de
doenca alérgica ou asma. Ainda que se utilizem como artificio neste grupo, valores de
referéncia menos rigorosos, que consideram suficientes valores superiores a 20 ng/dL
(AHMED et al., 2011), mais de trés quartos dos sujeitos avaliados ndo atingem valores
adequados da vitamina.

O grupo de ndo asmaticos, designado para servir de controle para os
polimorfismos, foi composto por criangas envolvidas no estudo no dia em que realizavam
coleta de exames de rotina mediante negativa verbal de outras doencas. E possivel que
neste grupo existam individuos portadores de doencas cronicas consideradas fatores de
risco para hipovitaminose D. Desta forma, este grupo nao foi selecionado
adequadamente para a avaliagao dos niveis de vitamina D.

A ocorréncia de hipovitaminose D vem sendo relatada amplamente mesmo entre
individuos saudaveis. (GREENE-FINESTONE et al.,, 2011; MARWAHA et al., 2005;
THACHER et al., 2006; GORDON et al., 2004; MAEDA et al., 2007). Uma explicacao
possivel para os baixos niveis séricos de VD encontrados nos estudos pode ser a
inadequacdo dos valores de referéncia utilizados (SOUBERBIELLE et al., 2010).
Inicialmente, a determinacdo dos valores de referéncia foi baseada em individuos

considerados saudaveis que tinham pouca exposicdo solar (HADDAD et al., 1971). E
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evidente que este método € pouco acurado, visto que hoje, sabe-se que os niveis da VD
estao relacionados com exposi¢ao solar, dieta, latitude de residéncia, cor da pele e estilo
de vida, idade (HOLLIS 2005, MAEDA et al., 2007). Estes fatos determinaram a
necessidade de estabelecerem-se novos valores de referéncia. Assim, o nivel sérico de
VD que se associa a incidéncia de doencas, foi fixado em 30ng/dL (SOUBERBIELLE et
al., 2010; HOLICK et al., 2011).

A VD é um horménio e sua acao esta relacionada com diversos sistemas, é
possivel que variagcdes das concentracbes sanguineas desta vitamina influenciem os
niveis de outros hormdnios.

O achado de niveis seéricos baixos de cortisol ocorreu em 17 (20%) dos
asmaticos, entretanto, a frequéncia foi similar entre os usuarios e nao usuarios de CTCI.
Assim, ndo é possivel afirmar que tais niveis se devem ao uso do medicamento.

Talvez, a utilizacdo de corticdide tdpico nasal para o controle da rinite (presente
em aproximadamente 90% deste grupo) esteja relacionado com tal resultado. Outra
hipGtese € a prescricdo de corticoide para tratamento de doencgas agudas ou crises, que
pode ter ocorrido em outros centros, e desta forma, ndo estao registrados no prontuario,
e podem ter sido omitidos ou esquecidos ou ainda, ser desconhecido pelos
entrevistados.

Testes da fungdo do eixo hipotalamo-hipofisario, que avaliam a producao basal de
cortisol, indicam que a absorcéo dos corticoides intranasais pode ocorrer, e, em variados
graus, suprimir a producao enddgena de cortisol (WIHL et al., 1997). Ainda que esta
supressdo seja considerada um marcador biolégico da atividade sistémica dos
corticéides, ndo indica disfuncdo adrenal clinica. Com isto, tem-se sugerido que doses
pequenas ou moderadas de corticoide topico nasal, tenham efeitos sobre o eixo
hipotalamo hipofisario, sem repercutir clinicamente (ALLEN, 2000).

Alteragbes dos niveis de calcio, fosforo, fosfatase alcalina e PTH foram pouco
frequentes e ocorreram em numero semelhante de asmaticos com e sem tratamento
com CTCI.

Entre o0s asmaticos, niveis elevados de IgE total, IgE especifica
para Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis foram encontrados. Tal
achado esta de acordo com os resultados relatados por outros autores (ROSARIO,
VILELA, 1997).
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Niveis séricos de IgE estdo inversamente associados aos niveis séricos de VD
(BREHM et al. 2009; HYPPONEN et al, 2009; SHARIEF et al. 2011).

Assim como acontece na vigéncia de baixos niveis de VD (BREHM et al. 2010;
EHLAYEL et al., 2011), a sensibilizacdo aos alérgenos domiciliares como os acaros da
poeira é frequente em criancas asmaticas (SPORIK et al., 1990). A exposi¢cao natural
aos alérgenos leva ao incremento da reacdo inflamatdria e aumento da responsividade
brénquica (PIACENTINI et al., 1993), bem como o aumento da contagem de eosinofilos
no lavado bronco-alveolar (RAK et al., 1991), da mesma forma que a hipovitaminose D
(GORMAN et al., 2010; SUTHERLAND et al., 2010; ALYASIN et al., 2011) .

Embora a VD se relacione com a asma de forma similar a IgE, faltam estudos
experimentais que demonstrem como ocorre realmente esta interacao.

Este estudo fornece informacfes sobre a associacdo entre polimorfismo CDX2,
da regido promotora do gene do receptor de vitamina D com o diagnostico de asma, e
com menores valores de VEF1%.

Existem algumas limitacdes a serem consideradas. Entre elas, o possivel uso ndo
reportado de corticoide no grupo de asmaticos sem prescricdo de corticoide inalatério
para controle da doenca. Outra limitacdo esta no grupo de comparacdo, que foi
desenhado para servir de controle apenas para as mutagoes.

Um estudo de intervencdo com o grupo de asmaticos, pode demonstrar se existe
diminuicdo da necessidade de corticéide para o controle da doenca apdos suplementacéo
de VD. Atualmente, alguns estudos estdo em andamento e devem responder a questdes
sobre doses adequadas de VD para o tratamento de doencas alérgicas, efeitos na prole
de mées que receberam suplementacdo da vitamina durante a gestacéo, efeitos dos
polimorfismos no desenvolvimento de doencas alérgicas, entre outros. Estes estudos
podem ser consultados no endereco eletronico <<http://www.clinicaltrials.gov>>.

Uma vez que a hipovitaminose D vem sendo relacionada a maior frequéncia de
asma e outras doencas alérgicas, pode haver envolvimento do receptor desta vitamina
no mecanismo da doenga. Assim como o CDX2, € possivel que outros polimorfismos ou
mutagcdes no gene do receptor de VD, capazes de modificar a interagédo celular com a
vitamina, estejam associados com a prevaléncia de asma, e, talvez, com a dificuldade

de controle da doenca.
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6 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

Foi frequente a presenca do polimorfismo CDX2 (71,4%). Os polimorfismos néo
especificados dos exons 2 e 3 ocorreram discretamente (7% e 2%,
respectivamente) entre criangcas asmaticas de 7 a 14 anos, em acompanhamento
no ambulatorio de alergologia do HC-UFPR.

O polimorfismo CDX2 esteve associado com o diagnéstico de asma bem como
com piores resultados obtidos em provas de fung&o pulmonar (VEF1%)

Nao houve correlagdo entre os niveis de vitamina D e os polimorfismos
estudados.

N&o houve correlacdo entre os niveis séricos de célcio com os polimorfismos
estudados.

N&o se observou associacao estatisticamente significativa entre a necessidade do
uso de corticoterapia inalatéria para o controle da asma, e os polimorfismos

estudados.
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ANEXO 1 - QUESTIONARIO APLICADO AOS CONTROLES:

Numero
1. Vocé alguma vez teve chio de peito? Sim N&o
2. Vocé teve chio de peito nos ultimos 12 meses? Sim N&o

3. Quantos ataques de chio de peito vocé teve nos ultimos 12 meses?( )

4. Nos ultimos 12 meses, em média, quantas vezes seu sono foi interrompido
por chio de peito? ( )

5. Nos ultimos 12 meses, vocé teve chio de peito tdo forte que ndo podia falar
mais de duas palavras entre cada respiracéo? Sim N&o

6. Vocé alguma vez teve asma? Sim N&o

7. Vocé teve chio de peito apds exercicio fisico nos ultimos 12 meses?

Sim N&o

8. Nos ultimos 12 meses, vocé teve tosse seca durante a noite, ndo associada
a gripe ou resfriado ou a qualquer outra infeccao pulmonar? ° Sim N&o

9. Vocé alguma vez teve problemas com espirros, corrimento de nariz ou nariz
trancado, sem estar com gripe ou resfriado? Sim N&o

10. Nos ultimos 12 meses, vocé teve problemas de espirros, corrimento de
nariz ou nariz trancado, sem estar com gripe ou resfriado? Sim N&o

11. Nos ultimos 12 meses, vocé teve problemas de nariz acompanhados por
olho lacrimejante e coceira nos olhos? Sim N&o

12. Nos ultimos 12 meses, vocé teve problemas de nariz em quais meses?

Sim N&o

13. Nos ultimos 12 meses, quanto o seu problema de nariz interferiu nas suas
atividades diarias? Sim N&o

14. Vocé alguma vez teve rinite alérgica? Sim N&o

15. Vocé alguma vez teve grosseirdo de pele que vem e vai no intervalo de 6
meses? Sim N&o

16. Vocé alguma vez teve grosseirdo de pele com coceira nos ultimos 12

meses? Sim Nao
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17. Nos ultimos 12 meses, voceé teve grosseirdo de pele em alguns dos lugares
abaixo? (Nas dobras dos cotovelos ou joelhos, nddegas ou tornozelos, em volta do
pescoco, orelhas ou olhos). Sim N&o

18. Este grosseirdo melhorou completamente alguma vez nos ultimos 12
meses? Sim N&o

19. Nos ultimos 12 meses, em média quantas vezes vocé acordou por conta do
grosseirao de pele e da coceira? Sim N&o

20. Vocé alguma vez teve eczema? Sim N&o
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ANEXO 2 — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DO HOSPITAL DE CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO

HOSPITAL DE CLINICAS
UHIVERSIDADE FEDERAL DO PARANF".

Curitiba, 28 de janeiro de 2010

[Imo (a) Sr. (a)

Nelson Augusto Rosario Filho
Carlos Antonio Riedi

Lilian Pereira Ferrari
Herberto Chong Neto

Neste

Prezados Pesquisadores

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “MUTACOES DO
GENE DO RECEPTOR E NIVELS SERICOS DE NITAMINA D EM CRIANCAS COM ASMA EM
FRATAMENTO COM CORTICOSTEROIDES INALATORIOS™, foi analisado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reuniao realizada no
dia 26 de janeiro de 2010. O referido projeto atende aos aspectos das Resolugoes
CNS 196/96. e demais. sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Saude.

CAAE: 0001.0.208.000-10
Registro CEP: 2131.026/2010-01

Conforme a Resolucao 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatorios sobre o andamento da pesquisa, bem como informacoes
relativas as modificacoes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatorio: 28 de julho de 2010.

Atenciosamente,

e

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR



ANEXO 3 - REGISTRO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

MINISTERIO DA SAUDE
. Conselho Nacional de Saude
Q Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PROJETO RECEBIDO NO CEP

Projeto de Pesquisa

Mutacoes do gene do receptor € nivels serncos de vitamina D em criancas com asma em tratamento ¢

om corticaster

IArea(s) Tematica(s) Especial(s)
Nao se aplica

|Grupo

Pesquisador Responsavel

CPF Pesquisador Responsavel
15748626934 Nelson Augusto Rosaro Filhe
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sinatura

Comite de Etica
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Data de Entrega Recebimento:

06/01/2010

0 g Q‘Q adrs

Assinatura

-te documento devera ser obrigatoriamente, anex 1do ao Projet
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ANEXO 4 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
APROVADO

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Mutagdes do gene do receptor e niveis séricos de
vitamina D em criangas com asma em tratamento com corticosteroides
inalatorios”.

Investigador: Dr. Nelson Rosario Filho

Local da Pesquisa: Hospital de Clinicas - UFPR

/ Enderego: R. Pe. Camargo, 530 sala 103 — Curitiba/PR CEP: 80060-240 fones: (41)
3360 7938 e 9101-5181

PROPOSITO DA INFORMAGCAO AO PARTICIPANTE E DOCUMENTO DE
CONSENTIMENTO

Seu filho (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por um
profissional de saude agora denominado pesquisador. Para poder participar, &
necessario que vocé leia este documento com atengao. Ele pode conter palavras que
vocé ndo entende. Por favor, pega aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer
palavra ou procedimento que vocé ndo entenda claramente.

O proposito deste documento € dar a vocé as informagoes sobre a pesquisa e, se
assinado, dara a sua permissdo para participar no estudo. O documento descreve o
objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou desconfortos caso queira
participar. Vocé sé deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se recusar a
participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUGAO

A asma é a doenga crénica mais comum da infancia. O tratamento da asma inclui a
inalagdo de corticéides para controle das crises. Estes medicamentos podem alterar o
metabolismo do calcio e de vitamina D, o que pode interferir com o crescimento da
crianga asmatica. Alguns asmaticos tém deficiéncia da vitamina D e isto pode ser
responsavel por dificuldades no tratamento da doenga. A vitamina D funciona no
organismo estimulando um receptor que por sua vez determina a agao da vitamina.

o R N S SR S N e i Wi ey

PROPOSITO DO ESTUDO

™

O objetivo da pesquisa € verificar as dosagens sanguineas de calcio, vitamina D e
outros elementos relacionados a vitamina D. As dosagens de vitamina D revelardo se
seu filho (a) tem deficiéncia, o que poderia estar relacionada a asma e se os genes dos
receptores para a atuagdo da vitamina sofreram alguma mudanga.

Versao Fevereiro/2010

1
M of Mo f bt

ZAB0mar ADIN

COREN 33.333

MEMBRO DO COMITE DE £
EM PESQUISA DO HCMUEPR
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ANEXO 5 - TERMO DE ASSENTIMENTO PARA ADOLESCENTES APROVADO.

.

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Mutagoes do gene do receptor e niveis séricos de
vitamina D em criangas com asma em tratamento com corticosteroides
inalatorios”.

Investigador: Dr. Nelson Rosario Filho

Local da Pesquisa: Hospital de Clinicas - UFPR

Enderego: R.Pe. Camargo, 530 sala 103 — Curitiba/PR CEP: 80060-240 fones: (41)
3360 7938 e 9101-5181

INFORMAGAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE ASSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por um
profissional de salde agora denominado pesquisador. Para poder participar, €
necessario que vocé leia este documento com atengao. Ele pode conter palavras que
vocé nao entende. Por favor, pega aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer
palavra ou procedimento que vocé ndo entenda claramente.

O propodsito deste documento € dar a vocé as informagdes sobre a pesquisa e, se
assinado, dara a sua permissdo para participar no estudo. O documento descreve o
objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou desconfortos caso queira
participar. Vocé s6 deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se recusar a
participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAO

A asma é a doenga crénica mais comum da infancia. O tratamento da asma inclui a
inalagdo de corticoides para controle das crises. Estes medicamentos podem alterar o
metabolismo do calcio e de vitamina D, o que pode interferir com o crescimento da
crianga asmatica. Alguns asmaticos tém deficiéncia da vitamina D e isto pode ser
responsavel por dificuldades no tratamento da doenga. A vitamina D funciona no
organismo estimulando um receptor que por sua vez determina a agao da vitamina.

PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa & verificar as dosagens sanguineas de calcio, vitamina D e
outros elementos relacionados a vitamina D. As dosagens de vitamina D revelardo se
seu filho (a) tem deficiéncia, o que poderia estar relacionada a asma e se os genes dos
receptores para a atuagdo da vitamina sofreram alguma mudanga.

Versdo Dezembro/2009

e
%K:ﬁm .

COREN 33.31.33

MEMBRO DO COMITE DE ETIGA
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ANEXO 6 - TERMO DE ASSENTIMENTO

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Mutagdes do gene do receptor e niveis séricos de vitamina D em criangas com asma em

tratamento com corticosteréides inalatérios”.

Investigador: Dr. Nelson Rosério Filho
Local da Pesquisa: Hospital de Clinicas - UFPR

Endereco: R. Pe. Camargo, 530 sala 103 — Curitiba/PR CEP: 80060-240 fones: (41) 3360 7938 e 9101-5181

INFORMACAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE ASSENTIMENTO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por um profissional de saude agora
denominado pesquisador. Para poder participar, € necessario que voceé leia este documento com atencao. Ele pode
conter palavras que vocé ndo entende. Por favor, pega aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer palavra

ou procedimento que vocé ndo entenda claramente.

O propésito deste documento é dar a vocé as informacdes sobre a pesquisa e, se assinado, dard a sua permissao
para participar no estudo. O documento descreve 0 objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou
desconfortos caso queira participar. Vocé s6 deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se recusar a

participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAQ

A asma é a doenca cronica mais comum da infancia. O tratamento da asma inclui a inalacé@o de corticéides para
controle das crises. Estes medicamentos podem alterar o metabolismo do célcio e de vitamina D, o que pode interferir
com o crescimento da crianga asmatica. Alguns asméticos tém deficiéncia da vitamina D e isto pode ser responséavel
por dificuldades no tratamento da doenga. A vitamina D funciona no organismo estimulando um receptor que por sua

vez determina a acdo da vitamina.

PROPOSITO DO ESTUDO
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O objetivo da pesquisa é verificar as dosagens sanguineas de calcio, vitamina D e outros elementos relacionados a
vitamina D. As dosagens de vitamina D revelardo se seu filho (a) tem deficiéncia, o que poderia estar relacionada a
asma e se 0s genes dos receptores para a atuagao da vitamina sofreram alguma mudanca.

Versdo Dezembro/2009

SELECAO

Serdo selecionados pacientes asmaticos, idade entre 4 e 14 anos, acompanhados no ambulatério de
Alergia,Imunologia e Pneumologia do Hospital de Clinicas UFPR. Constituirdo trés grupos: 1- de pacientes que
necessitam corticéide por terem doenga mais intensa; 2- de pacientes com asma leve e que ndo usam corticéide; 3-
grupo de criangas ndo asmaticas e nao atdpicas, que freqiientam outros ambulatérios do Departamento de Pediatria.

PROCEDIMENTOS

Seré obtida uma amostra de 8 mL de sangue através de puncgdo da veia do antebraco, com agulha e seringa. O
desconforto da picada é passageiro e ndo ha riscos deste procedimento, exceto que podera ficar um pequeno
hematoma (mancha de sangue) no local, que também é passageira.

As andlises das mutacdes serdo restritas aos genes do receptor da vitamina D, mas a amostra do seu sangue sera
armazenada por 5 anos e poderd ser re-analisada futuramente em caso de surgimento de novos métodos laboratoriais

ou de novas descobertas sobre a vitamina D. Nesse caso pediremos sua nova autorizacao para isto.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA:

Sua decisdo em participar deste estudo é voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar no estudo. Uma vez que vocé

decidiu participar do estudo, vocé pode retirar seu consentimento e participacdo a qualquer momento. Se vocé decidir
nao continuar no estudo e retirar sua participagao, vocé néo sera punido ou perdera qualquer beneficio ao qual vocé

tem direito.

CUSTOS

N&o havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO

Sua participagdo é voluntaria, portanto vocé ndo sera pago por sua participacdo neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E ACESSO AOS REGISTROS:
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O Investigador responsavel pelo estudo e equipe ird coletar informacg8es sobre vocé. Em todos esses registros um
codigo substituira seu nome. Todos os dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados coletados
serdo usados para a avaliagdo do estudo, membros das Autoridades de Sautde ou do Comité de Etica, podem revisar
os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em publica¢des cientificas sobre o assunto pesquisado.
Porém, sua identidade néo sera revelada em qualquer circunstancia.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questao mais adiante com seu médico do estudo.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiver (em) alguma davida com relag@o ao estudo, direitos do paciente, ou no caso de danos
relacionados ao estudo, vocé deve contatar o Investigador do estudo ou sua equipe Dr. Nelson Rosério, telefone 3360
7938 e 91015181 . Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé pode contatar
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana,
pelo telefone: 3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e nado cientificos
que realizam a revisdo ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

DECLARACAO DE ASSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste documento. Entendo
gue eu sou livre para aceitar ou recusar, e que eu posso interromper a minha participagdo a qualquer momento sem

dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o propdésito acima descrito

Eu entendi a informag&o apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para fazer perguntas e

todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma cépia assinada e datada deste Documento de Assentimento Informado.

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DATA
NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DATA
NOME DO INVESTIGADOR DATA

ASSINATURA
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ANEXO 7 - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E
ESCLARECIDO UTILIZADO

Titulo do Projeto: “Mutagcdes do gene do receptor e niveis séricos de vitamina D em criangas com asma em

tratamento com corticosteréides inalatérios”.

Investigador: Dr. Nelson Rosario Filho
Local da Pesquisa: Hospital de Clinicas - UFPR

Endereco: R. Pe. Camargo, 530 sala 103 — Curitiba/PR CEP: 80060-240 fones: (41) 3360 7938 e 9101-5181

PROPOSITO DA INFORMACAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE
CONSENTIMENTO

Seu filho (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por um profissional de salude agora
denominado pesquisador. Para poder participar, € necessario que vocé leia este documento com atencgdo. Ele pode
conter palavras que vocé ndo entende. Por favor, pega aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer palavra

ou procedimento que vocé ndo entenda claramente.

O propésito deste documento é dar a vocé as informacdes sobre a pesquisa e, se assinado, dard a sua permissao
para participar no estudo. O documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou
desconfortos caso queira participar. Vocé sO deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se recusar a

participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAO

A asma é a doenca cronica mais comum da infancia. O tratamento da asma inclui a inalacé@o de corticéides para
controle das crises. Estes medicamentos podem alterar o metabolismo do calcio e de vitamina D, o que pode interferir
com o crescimento da crianga asmatica. Alguns asméticos tém deficiéncia da vitamina D e isto pode ser responséavel
por dificuldades no tratamento da doenga. A vitamina D funciona no organismo estimulando um receptor que por sua

vez determina a acdo da vitamina.

PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é verificar as dosagens sanguineas de calcio, vitamina D e outros elementos relacionados a
vitamina D. As dosagens de vitamina D revelardo se seu filho (a) tem deficiéncia, o que poderia estar relacionada a

asma e se 0s genes dos receptores para a atuagao da vitamina sofreram alguma mudanca.
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Versdo Dezembro/2009

SELECAO

Serdo selecionados pacientes asmaticos, idade entre 4 e 14 anos, acompanhados no ambulatério de
Alergia,Imunologia e Pneumologia do Hospital de Clinicas UFPR. Constituirdo trés grupos: 1- de pacientes que
necessitam corticéide por terem doenga mais intensa; 2- de pacientes com asma leve e que ndo usam corticéide; 3-

grupo de criangas ndo asmaticas e ndo atopicas, que freqiientam outros ambulatérios do Departamento de Pediatria.

PROCEDIMENTOS

Sera obtida uma amostra de 8 mL de sangue através de punc¢do da veia do antebraco, com agulha e seringa. O
desconforto da picada é passageiro e ndo h& riscos deste procedimento, exceto que poderd ficar um pequeno
hematoma (mancha de sangue) no local, que também é passageira.

As andlises das mutagdes serdo restritas aos genes do receptor da vitamina D, mas a amostra do seu sangue sera
armazenada por 5 anos e poderd ser re-analisada futuramente em caso de surgimento de novos métodos laboratoriais

ou de novas descobertas sobre a vitamina D. Nesse caso pediremos sua nova autoriza¢éo para isto.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA:

Sua decisdo em participar deste estudo € voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar no estudo. Uma vez que vocé

decidiu participar do estudo, vocé pode retirar seu consentimento e participagcdo a qualquer momento. Se vocé decidir
ndo continuar no estudo e retirar sua participacédo, vocé ndo sera punido ou perdera qualquer beneficio ao qual vocé

tem direito.

CUSTOS

Nao havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO

Sua participacao € voluntaria, portanto vocé ndo serd pago por sua participagdo neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E ACESSO AQS REGISTROS:

O Investigador responsavel pelo estudo e equipe ird coletar informacg8es sobre vocé. Em todos esses registros um

cédigo substituira seu nome. Todos os dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados coletados
serdo usados para a avaliacdo do estudo, membros das Autoridades de Saude ou do Comité de Etica, podem revisar
os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em publica¢des cientificas sobre o assunto pesquisado.
Porém, sua identidade ndo sera revelada em qualquer circunstancia.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questdo mais adiante com seu médico do estudo.
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CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiver (em) alguma duvida com relagdo ao estudo, direitos do paciente, ou no caso de danos
relacionados ao estudo, vocé deve contatar o Investigador do estudo ou sua equipe Dr. Nelson Rosario, telefone 3360
7938 e 91015181 . Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé pode contatar
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana,
pelo telefone: 3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e nédo cientificos

que realizam a revisédo ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste documento. Entendo
que eu sou livre para aceitar ou recusar, € que eu posso interromper a participacdo de meu filho (a) a qualquer
momento sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o proposito

acima descrito

Eu entendi a informag&o apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para fazer perguntas e
todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma cépia assinada e datada deste Documento de Consentimento Informado.

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DATA

NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DATA
(Se menor ou incapacitado)

NOME DO INVESTIGADOR DATA
ASSINATURA

(Pessoa que aplicou o TCLE)
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ANEXO 8 - DECLARACAO DE ARMAZENAMENTO

Curitiba, 7 de Janeiro de 2010.

Recebido pelo CEP

lImo Dr. Renato Tambara Filho e

Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos
Hospital de Clinicas da UFPR

Por:

Carimbo:

Ref: Protocolo: “Mutagoes do gene do receptor e niveis séricos de vitamina D em criangas

com asma em tratamento com corticosteroides inalatorios”.

Declaro que as amostras de sangue analisadas neste estudo serdo armazenadas em
freezer, com temperatura -80°C, localizado em nosso servico, a Rua Padre Camargo 530, sala
103, durante o prazo de 5 anos. No caso de ndo ser mais utilizado para outras pesquisas sera

devidamente descartado atendendo as normas sanitarias vigentes.

Atenciosamente,

Dr. Nelson Augusto Rosario Filho

Investigador Principal
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Relacao entre vitamina D e doencas alergicas
Vitamin D and allergic diseases
Hevertton L. B. S. Santos!, Nelson A. Rosario Filho!

Resumo Abstract

Objetivo: A vitamina D (VD) tem sido tema de diversos estudos
com objetivo de determinar sua influéncia nos mecanismos imuno-
légicos, incluindo os alérgicos. Esta revisdo pretende apresentar o
conhecimento atual, sobre a relagdo dos niveis séricos de vitamina D e
doengas alérgicas.

Fonte de dados: Artigos originais, artigos de revisdo e consensos
obtidos a partir da pesquisa dos termos vitamin D, allergy, asthma,
rhinitis, food allergy, atopic dermatitis, no banco de dados Pubmed®,
publicados nos Ultimos 10 anos. Os artigos mais relevantes, de acordo
com o objetivo do artigo, foram utilizados.

Sintese dos dados: Varios mecanismos de acdo da VD sobre o sistema
imunoldgico foram propostos. O momento em que ocorre a exposigéo a
VD durante a vida pode ser ter efeito protetor quanto ao desenvolvimento
de asma e outras doengas respiratérias. Como exemplo, filhos de méaes
suplementadas com VD na gestagdo tem menor incidéncia de sibilancia
recorrente. A VD tem participagdo na sintese de catelecidinas, e niveis
altos destas estdo relacionados a menor persisténcia dos sintomas de
dermatite atdpica. A menor exposigéo solar esta inversamente relacio-
nada a frequéncia de prescricdo de adrenalina para reagdes anafilaticas.
A VD também pode ter efeito potencializador da imunoterapia. Algumas
observagdes, contrariando a corrente maior, demonstram que em comu-
nidades isoladas, onde ndo se faz suplementagdo de VD, existe menor
incidéncia de alergia alimentar.

Conclusédo: Evidencias epidemioldgicas e experimentais demons-
tram a relagdo da VD e alergia. Estudos sobre a suplementagéo de VD,
tanto para a prevencgao primaria de alergias, quanto para a modificagéo
da doenca existente sdo necessarios e ajudardo a melhor compreender
as doengas alérgicas.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2012,;35(1):15-24: Vitamina D, alergia,
asma, dermatite atdpica, imunidade.

Introducao

Os receptores de vitamina D (VDR) estdo amplamente
distribuidos pelos tecidos do organismo. Desta forma, tem-
se observado que ela esta envolvida em muitos processos,
além dos tradicionalmente conhecidos. Nos ultimos anos,
a vitamina D (VD) vem sendo tema de diversos estudos

Objective: Vitamin D (VD) has been the subject of several studies
aiming to determine their influence on immunological mechanisms,
including allergic. This review aims to present the current knowledge on
the relationship of serum vitamin D levels and allergic diseases.

Data source: Original articles, review articles and consensus
obtained from the search terms of vitamin D, allergy, asthma, rhinitis,
food allergy, atopic dermatitis, the database Pubmed®, published in the
last 10 years. The most relevant articles in accordance with the purpose
of this paper were used.

Data synthesis: Multiple mechanisms of action of VD on the immune
system have been proposed. The moment of exposure to VD, during life,
may have a protective effect on the development of asthma and other
respiratory diseases. As an example, children of mothers who received
supplemental RV during pregnancy have a lower incidence of recurrent
wheezing. VD participates in the synthesis of cathelicidins, and high VD
levels are related to the lower persistence of atopic dermatitis symptoms.
The less sunlight exposure is inversely related to frequency of adrenaline
prescription for anaphylactic reactions. VD may also have a potentiating
effect on immunotherapy. Some contradictory observations show that in
isolated communities, where there is no supplementation of VD, lower
incidence of food allergy is reported.

Conclusion: Epidemiological and experimental evidences
demonstrate the relationship between the VD and allergy. Studies on
VD supplementation, as much for allergy primary prevention, as for
modification of existing disease are needed and will help the better
understanding of allergic diseases.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2012,;35(1):15-24: Vitamin D, allergy,
asthma, atopic dermatitis, immunity.

com objetivo de determinar sua influéncia em processos
imunoalérgicos.

Apesar de ndo existir consenso sobre quais sdo os niveis
séricos ideais da VD, valores altos ou baixos parecem ter
influéncia sobre os mecanismos das doencas alérgicas. O

1. Servigo de Alergia e Imunologia Pediatrica, Hospital de Clinicas - Universidade Federal do Parana.

Artigo submetido em 30.01.2012, aceito em 07.03.2012.
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momento de exposigdo (ou falta dela) a VD pode ter im-
porténcia no desenvolvimento de asma e outras alergias. O
objetivo desta revisdo € analisar as informagdes contidas nos
artigos considerados como mais relevantes, sobre a relagao
entre niveis séricos de VD e doengas alérgicas.

Vitamina D

AVD é uma vitamina lipossoluvel, obtida a partir da reacdo
daradiagdo ultravioleta tipo B com o colesterol animal ou com
o ergosterol vegetal. O primeiro passo para a biossintese de
VD envolve a agdo da radiagao ultravioleta entre 290 nm e
315 nm proveniente do sol sobre o 7-dehidrocolesterol, na
pele. Com a exposicdo solar, o 7-dehidrocolesterol é convertido
a pré-vitamina D3, que é entdo transformada em vitamina
D3 por isomerizagao. A vitamina D3 posteriormente sofre
hidroxilagdo no figado pela 25-hidroxilase, tornando-se o
principal metabdlito circulante, a 25(0OH)D3. E depois, no
rim, pela acdo da 1-alfa-hidroxilase, transforma-se na sua
forma biologicamente ativa, a 1,25-dihidroxivitamina D3
(1,25[0OH]2D3)1.

A 1-alfa-hidroxilase esta presente em diversas células,
do organismo, incluindo as pulmonares, o que sugere que
a VD pode ser ativada em outros tecidos, além do rim. Na
realidade, a VD € um grupo de vitdmeros, ou seja, polimeros
de uma vitamina, com atividade bioldgica similar no orga-
nismo (Tabela 1). A VD2 e VD3 sdao comumente chamadas
de calciferol.

Funcionalmente, a VD controla o metabolismo fosfo-calcico
assim como esta envolvida na fungdo neuromuscular, na in-
flamagdo, e também influencia a agdo de muitos genes que
regulam a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular2.

A VD ndo é abundante nos alimentos comuns. A gema
de ovo, o leite e o figado contem alguma quantidade de VD.
A carne de alguns peixes de aguas profundas como salmao,
atum e sardinha sdo mais ricas nesta vitamina.

O organismo sintetiza os precursores de VD, que, na
pele, pela exposicdo aos raios UVB, se convertem em
pré-vitamina D3, que, por sua vez, no figado, € metabo-
lizada em VD. Este processo € responsavel por 90% da
VD sérica, sendo os 10% restantes provenientes da dieta.
Considerando-se que a exposicdo solar ndo é uniforme em

Tabela 1 - Vitameros da vitamina D*
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toda a populagdo, devido a habitos, posicdo geografica,
clima, etc., ndo é facil estabelecer com exatiddo o reque-
rimento dietético diario do ser humano, complementar a
producdo enddégena da VD23,

Considera-se adequada a exposicdo solar de bracgos e
pernas, no periodo entre das 10 as 15 horas, duas vezes
por semana para produzir niveis 6timos da vitamina. O
tempo da exposicdo varia conforme o fototipo, mas esta
entre 5 e 30 minutos. Esta exposicdo é capaz de gerar
VD suficiente, inclusive, para armazenamento na gordura,
para uso posterior, no periodo de inverno“.

Existe maior incidéncia de céncer de pele em individuos
com maior exposicdo a radiacdo solar. Contudo, alguns
autores observaram menor frequéncia de outros tipos de
cancer, como prdstata, célon e mama em populagbes de
areas de maior latitude, talvez um indicio de que a menor
exposicdo solar seria preventiva para tais moléstias. Tal
informagdo ndo é consenso entre os pesquisadores e é
alvo de discussédo>.

O uso de protetor solar tem impacto sobre a sintese cutdnea
da VD, diminuindo intensamente a producgdo cutanea. Com
fator de protecdo solar (FPS) 8, esta reducdo é de 92,5%
enquanto com FPS 15, pode chegar a 99%:5.

A exposicdo a radiagdo solar, suficiente para provocar
um minimo eritema, em um individuo vestindo trajes de
banho, pode ser equivalente a ingestdo de aproximada-
mente 20.000 UI de vitamina D246,

Para manter niveis entre 30-60 ng/mL é necessario a
dose diaria de 400 UI para criangas entre zero e um ano de
idade, 600 UI para individuos entre um e 70 anos, e 800 UI/
dia para aqueles acima de 70 anos. Novos consensos tem
considerado niveis inferiores a 30 ng/mL como deficiéncia e
inferiores a 15 ng/mL como insuficiéncia®. A VD age como se
fora um hormonio. Os niveis sanguineos devem ter limites
otimos, acima ou abaixo dos quais pode haver consequén-
cias clinicas.

Ainda que a exposicdo solar necessaria para manter
a suficiéncia de VD seja pequena, niveis séricos baixos
sao encontrados em grandes porgdes da populagdo. Em
levantamento realizado em 6.000 individuos entre um e
21 anos de idade, nos Estados Unidos, encontrou-se que
70% tinham niveis subdtimos de VD, 61% insuficientes

Vitamina D,
Vitamina D,
Vitamina D3
Vitamina D,

Vitamina Dg

22-dihidroergocalciferol

Composto molecular do ergocalciferol com lumisterol
Ergocalciferol (proveniente do ergosterol)

Colecalciferol (proveniente do 7-dehidrocholesterol na pele)

Sitocalciferol (proveniente do 7-dehidrositosterol)

* Adaptado de Dorland’s Illustrated Medical Dictionary.
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(< 30 ng/mL) e 9% deficientes (< 15 ng/mL). Este estudo
também identificou género feminino como populagdo de
risco, além de afro e méxico-americanos, individuos que
tomam leite (fortificado) menos de uma vez por semana
e ainda entre aqueles que ficam mais de quatro horas/dia
diante do televisor ou computador’.

Além dos niveis séricos, para seu correto funcionamento
a VD depende da presenca de receptores de VD (VDR). O
VDR € um membro da superfamilia de receptores nucleares
de fatores de transcricdo, assim como os receptores de
hormonio tireoideano, receptor de acido retinoicos.

ApOs sua ativacdo pela VD, o VDR forma um heterodi-
mero com o receptor de retinoide-X e se liga a elementos
de resposta hormonal no DNA, resultando em expressao ou
transrepressdo de proteinas especificas. Em humanos, o
VDR é codificado pelo gene VDR. Descreve-se a existencia
de grande numero de variagoes na estrutura deste receptor,
conhecidas como polimorfismos. Estes polimorfismos podem
determinar defeitos ou até, a incapacidade completa de
ligacdo do VDR com a VD, ocasionando consequéncias da

Tabela 2 - Artigos originais utilizados nesta revisdo
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hipovitaminose D, ainda em individuos com niveis 6timos
ou elevados®.

Os principais artigos utilizados para elaboragao desta
revisdo, estao dispostos na Tabela 2.

Vitamina D e Asma

Estudos demonstram que a deficiéncia de VD associa-
se a padrdes epidemioldgicos observados na “epidemia”
de asma. Por exemplo, a deficiéncia, € mais comum em
obesos, afro-americanos e populagdes ocidentais, e coin-
cide com a populacdo que tem maior risco também para
asma. Existem evidéncias de que a VD pode exercer fungdo
sobre a responsividade das vias aéreas, fungdo pulmonar,
controle da asma, e talvez, se relacione com a resisténcia
aos corticosteroides3.

RevisOes sistematicas e meta-analises mostram potencial
benéficio do uso de VD na asma3:10.11, Contudo, atualmente,
ndo se dispde de evidencia nivel “A” sobre a fungdo da VD
sobre as doencas alérgicas!?.

Ano 1° autor Populagao Método Resultados
2006 Kull 4.089 RN IgE especifica, follow up, Suplementagdo com VD e A hidrossolUveis
questionario aumenta em duas vezes o risco de asma
e sensibilizacdo alérgica, a idade de 4 anos
comparada com a suplementacdo de dleo
de amendoim
2007 Camargo 1.1511.534
prescrigdes de Prescrigdo e venda Existe um gradiente norte-sul para a prescrigéo
EpiPen® nos EUA por estado americano.
Sugere que a menor exposigdo solar pode estar
relacionada com maior incidéncia de anafilaxia
2009 Back 123 criangas Inquérito alimentar Maior consumo de Vitamina D3 na infancia
e follow- up esta associado a maior risco de DA aos 6 anos
2009 Hyppdnen 9.377 adultos 25(0H)D3 + questionario Comparado com individuos com niveis normais
(100-125 nmol/l), aqueles com VD < 25 nmol/L
tem niveis de IgE 29% superior e 0os com niveis
> 135 nmol/L, 56% superior
2009 Majak 54 criangas asmaticas Randomizado duplo cego, A IT com CTCVO parece prejudicar
alérgicas a acaros Placebo a inducdo de linfocitos T reguladores,
3 grupos: prejudicando a imunoterapia.
IT + Placebo Este efeito ndo se observa no grupo CTC+VD.
IT + CTCVO A VD parece anular esta influéncia negativa

IT + CTCVO + VD

do CTC sobre a IT

VD= vitamina D, UV= ultravioleta, RN= recém-nascido, NK= natural killer, DA= dermatite atépica, SCORAD= escore de dermatite atopica, ATAQ=
questionario de avaliacdo de tratamento da asma, BP= broncoprovocagéo, dexa= dexametasona, CTC= corticoide, CTCVO= corticoide via oral,
CTCI= corticoide inalatério, IT= imunoterapia.
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Tabela 2 - Artigos originais utilizados nesta revisdao (continuagdo)

Ano 1° autor Populagao Método Resultados
2009 Brehm 616 criangas IgE sérica, funcdo pulmonar, Baixos niveis de VD estdo associados
crises de asma, 5(0OH)D a mais hospitalizagGes, maior resposta
ao broncodilatador e maiores niveis de IgE
2010 Gorman Ratos Lavado bronco alveolar 1,25(0H)2D3 aumenta a capacidade
do linfécito T CD4+, CD25+ em suprimir
a resposta TH2
2010 Camargo 922 RN Sangue do corddo, Niveis de 25(0OH)D no corddo tiveram relagdo
questionario, follow up inversa com risco de infecgdo respiratoria
e sibilancia na infancia
2010 Sutherland 54 adultos 25(0H)D, fungao pulmonar, Em asmaticos, maiores concentragdes
asmaticos BP, resposta a dexa (MKP-1) de VD estdo associados com melhora da fungdo
pulmonar, menor hiperresponsividade e
melhor resposta aos CTC
2010 Vassalo 1.002 criangas Revisdo de prontuarios Alergia alimentar é mais comum em criangas
de individuos com reagdo de Boston nascidas no outono e inverno
alérgica alimentar
2010 Nwaru 931 criangas Coorte, follow up Consumo de frutas citricas na gestagéo pode
aumentar risco de sensibilizagdo da prole,
enquanto a suplementagdo com VD pode ter
efeito benéfico
2010 Brehm 1.024 criangas 25(0H)D3 sérica, Insuficiéncia de VD é comum em asmaticos
asmaticas e clinica americanos e prediz o aumento do numero
de exacerbagbes de asma no periodo de 4 anos.
Suficiéncia de VD confere protegdo contra
exacerbagdes graves
2010 Urashima 234 criangas Randomizado duplo-cego, Suplementagdo de VD durante o inverno
com placebo pode reduzir a incidéncia de Influenza A
2011 Hughes 353 adultos Enquete e laboratorio A relagdo inversa entre diagndstico de asma
e latitude ndo é decorrente da exposigao a
radiagdo UV mas pode ser explicado por outros
fatores como a temperatura.
Oleo de figado de bacalhau antes dos 15 anos
estd associado com maior frequéncia de asma
e rinite
2011 Ehlayel 976 criancas Caso-controle, clinica Asmaticos tém menores niveis de VD.
e laboratorio Deficiéncia de VD é maior entre individuos com
asma, DA, rinite, urticaria e alergia alimentar
2011 Sharief 6.590 adultos Enquete e laboratério Deficiéncia (< 15 ng/mL) 25(0OH)D esta

e criangas

associada a maior sensibilizacdo IgE mediada
em criangas e adolescentes

VD= vitamina D, UV= ultravioleta, RN= recém-nascido, NK= natural killer, DA= dermatite atépica, SCORAD= escore de dermatite atopica, ATAQ=
questionario de avaliacdo de tratamento da asma, BP= broncoprovocagdo, dexa= dexametasona, CTC= corticoide, CTCVO= corticoide via oral,
CTCI= corticoide inalatério, IT= imunoterapia.
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Tabela 2 - Artigos originais utilizados nesta revisao (continuagdo)
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Ano 1° autor Populagao Método Resultados
2011 Majak 48 criancas Prospectivo, ATAQ, Asmaticos recebendo CTCI tiveram queda
VEF,, 25(0OH)D sérica dos niveis de VD em 6 meses

Asmaticos recebendo CTCI + VD tiveram
menos exacerbagdes e discreto aumento
dos niveis de VD

2011 El-shazly 16 adultos Cultura de células NK NK produz menos IL8 na presencga
de vtamina D3

2011 Peroni 37 criangas SCORAD Altos niveis de VD estdo associados
a menor SCORAD na DA

2011 Hartmann Ratos Cultura de linfécitos B Calcitriol e outro agonista do VDR

diminui intensamente a produgao
de IgE por Linfécitos B periféricos

VD= vitamina D, UV= ultravioleta, RN= recém-nascido, NK= natural killer, DA= dermatite atdpica, SCORAD= escore de dermatite atopica, ATAQ=
questionario de avaliagdo de tratamento da asma, BP= broncoprovocagdo, dexa= dexametasona, CTC= corticoide, CTCVO= corticoide via oral,

CTCI= corticoide inalatério, IT= imunoterapia.

Avaliagdo realizada com mais de 14.000 individuos, por
determinacdo de niveis séricos de VD e fungdo pulmonar,
demonstrou que maiores concentrages da vitamina estao
relacionadas a maior volume expiratdrio forgado no primeiro
segundo e capacidade vital forcada. Neste grupo, se encon-
trou menores niveis séricos de VD em negros ndo hispanicos,
méxico-americanos e fumantes!3,

O segmento de uma coorte pediatrica, de casos e con-
troles, com quase mil asmaticos, mostrou que estes tém
niveis inferiores de VD4,

Alguns mecanismos de acdao da VD sobre as doencas
alérgicas tém sido propostos. Em experimento com cobaias
knock out para o gene do VDR se observou o desenvolvi-
mento acelerado de mastdcitos e que a interagdo VD-VDR
exerce fungdo importante na diferenciagdo, maturagdao e
fungdo deste tipo celular!s,

A VD estimula as células T regulatérias a produzir mais
IL-10 inibindo o perfil Th2 e parece reverter o defeito de
producdo de IL-10 em asmaticos resistentes ao tratamento
com corticoides (CTC).

E proposto que em individuos que tem baixa exposicdo
solar, dieta inadequada, ou pertencem a populagao de risco
para deficiéncia de VD, exista um meio com menor con-
centracao de IL-10, o que leva a maior inflamacao da via
aérea, e, além disto, resisténcia aos CTC3. Niveis baixos de
VD estimulam a proliferacdo do musculo liso bronquial e a
liberacdo de citocinas proinflamatdrias, levando a obstrucdo
e hiperresponsividade brénquica3 (Figura 1).

O momento em que ocorre a exposicao VD (ou falta
dela) parece ter importantes implicagbes sobre a forma
como células do sistema imunoldgico respondem. Linfécitos
T naive do cordao umbilical, podem se comportar de maneira
diferente das células T adultas do sangue periférico a esta
exposigao.

Uma coorte composta por 1.194 duplas de mdes com
seus filhos avaliou a ingestdo materna de VD durante a
gravidez, a partir de questionario validado de frequéncia e
habito alimentar. O resultado observado foi maior incidéncia
de sibilancia recorrente aos trés anos nos filhos de mulheres
que referiram dieta mais pobre nesta vitaminal®.

Na avaliacdo de 616 criangas asmaticas da Costa Rica,
comparou-se niveis séricos de VD, marcadores de alergia e
gravidade da asma. Niveis elevados de VD, se associam a
menor eosinofilia periférica, menor IgE total, menor papula
no prick test e menor indice de internamentos e uso de CTC
nas crises!’. Entre os individuos estudados, 28% tinham
niveis subo6timos de VD. Contudo, ainda que a exposicdo
seja supostamente intensa na Costa Rica, devido a sua
localizacdo geografica, a pele bronzeada, do individuo que
tem exposicdo solar constante, pode dificultar a produgao
cuténea da vitamina.

Seguindo a tendéncia, uma coorte da Nova Zelandia,
acompanhada desde 1997, avaliou amostras de sangue do
corddo umbilical, armazenadas no momento do parto, tam-
bém demonstrou efeito benéfico da VD sobre a asma em
criangas. Neste grupo existe associacdo entre maiores niveis
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Células dentriticas
LT Regs

Inflamacao
\ Resisténcia aos CTC

Deficiéncia de VD' ISy Disfuncao muscular

da via aérea

Obstrucao da via aérea
hiper-responsividade

Figura 1 - Hipdtese demonstrando os varios possiveis efeitos da deficiéncia de VD na patogénese
da asma (Adaptado de Sandhu et al., 20103)

de VD no corddo com menor risco de infecgdes respiratérias
aos trés meses de idade, e menor risco de sibilancia aos 15
meses, 3 e 5 anos!8,

Por outro lado, avaliagdo similar em adolescentes, con-
cluiu que a suplementagdo com dleo de figado de bacalhau
(fonte de VD) antes dos 15 anos, esta associada com maior
frequéncia de asma e rinitel9,

Ainda que niveis de VD no corddo possam explicar o risco
de sibiladncia alguns anos mais tarde, os niveis maternos de
VD durante a gestagdo podem alterar o desenvolvimento
do sistema imunoldgico intradtero ou ainda, nos primeiros
meses de vida3.

Existe um crescente interesse nas agoes da VD sobre o
sistema imunoldgico e as doencas alérgicas. Em uma rapida
pesquisa no banco de dados MEDLINE®, com os termos vita-
min D + asthma, foram encontrados 225 artigos publicados
no dia da pesquisa (15/11/2011) e houve um aumento nos
ultimos anos, e pode ser observado na Figura 2.

Dermatite atopica

A dieta materna pobre em VD, esta associada com
maior prevaléncia de eczema em sua prole23. J& a maior
ingestdo de vitamina D3 no primeiro ano de vida da crian-
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80 4 Termos pesquisados: Vitamin D + Asthma
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Figura 2 - Artigos publicados, por ano, disponiveis no banco de
dados Medline®, até o dia 1/12/2011

ca foi associada com maior frequéncia do diagndstico de
atopia aos 6 anos de vida?4.

Na avaliagdo dos niveis séricos de VD em individuos
com dermatite atépica (DA), encontrou-se que, maiores
indices no SCORAD, ou seja, maior intensidade de sinto-
mas, estdo associados a menores concentragdes de dita
vitamina (Figura 3)25.
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Figura 3 - Niveis séricos de vitamina D (VD) em relagdo aos
niveis do SCORAD. As linhas horizontais indicam os
valores médios de cada grupo (Adaptado de Peroni et

al, 201122)

Um dos mecanismos de atuacdo da VD na DA esta rela-
cionado com a producédo e funcionamento das catelicidinas.
Estas pertencem a familia de peptideos antimicrobianos?3 e
estdo envolvidas na respostaimunoldgica aos virus, bactérias
efungos?425. Também agem sinergicamente com mediadores
inflamatorios enddgenos para incrementar a indugdo de efe-
tores inflamatdrios especificos de varias outras vias26. Como
resultado, as catelicidinas podem aumentar a migragao celular
e secrecdo de quimocinas e outras moléculas sinalizadoras
das células ativadas?3.27. Na pele saudavel e integra, a pro-
ducdo de catelicidina acontece em pequenas quantidades. A
lesdo ou infecgao tissular estimulam a atividade da 1-alfa-
hidroxilase (CYP27B1) de mondcitos e queratindcitos a ativar
mais VD localmente, o que estimula a expressao e atividade
das catelecidinas (Figura 4)28:29, Varios grupos de pesquisa
tem comprovando esta influéncia da vitamina D3 sobre a
producdo de catelecidinas pelos queratinocitos30.31,

Devido aos potenciais efeitos da VD em suprimir a resposta
inflamatoria e aumentar a atividade dos peptideos antimi-
crobianos, sua suplementacdo pode ser uma intervencgao Gtil
no tratamento da dermatite atdpica32.

Alergia alimentar e anafilaxia

Na alergia alimentar, a hipétese de maiores niveis de VD
estarem associados a menores indices de alergias, ndo encon-
tra respaldo. A exemplo, existem relatos que, em comunidades
agricolas alem&s com menor suplementagédo alimentarde VD,
existe menor prevaléncia de doengas alérgicas. Tal argumento

foi reforcado com a observacdo do aumento da frequéncia
de diagnéstico de alergias na Baviera apds 1960. A época,
implantou-se um programa de suplementagao alimentar de
VD no pais, visando combater o raquitismo?33.

Em coorte de recém nascidos, que receberam suplemen-
tagao de VD nos primeiros meses de vida, observou-se risco
aumentado de desenvolver alergia alimentar34.

Porém, alguns autores afirmam que é possivel que a cor-
recdo da deficiéncia de VD possa estimular a imunidade da
mucosa intestinal, promover uma ecologia microbiana mais
saudavel e também a aumentar a toleréncia aos alérgenos
em individuos com alergia alimentar35.

Quanto a anafilaxia, numa tentativa de explicar sua
associagdo com os niveis séricos de VD, um grupo avaliou
as taxas regionais de prescricdbes de um auto injetor de
adrenalina (EpiPen) no ano de 2004 em todos estados dos
EUA. Com o numero médio de prescricdes por habitante
notou-se que em estados da regidao nordeste (Connecticut,
Rhode Island, Massachusetts, Vermont, New Hampshire,)
ocorrem as maiores frequéncias, com 8-12 prescrigdes para
cada 1.000 habitantes. Enquanto isto, nos estados do sul e
na Califérnia e Mississippi, se prescreveram 3 receitas para
cada grupo de 1.000 habitantes.

Este estudo demonstrou um gradiente norte-sul para a
prescricdo destes dispositivos nos Estados Unidos e serviu
de base para formular-se a hipotese de que onde mais se
prescreveu EpiPen, ocorre menor exposigdo solar, e que
tal fato poderia estar relacionado com maior incidéncia de
anafilaxia36.
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Adaptado de Schauber et al., 200728,

Imunoterapia

Poucos estudos relacionam VD com imunoterapia. Um
deles avaliou a influéncia dos CTC orais e da VD sobre os
primeiros efeitos clinicos e imunoldgicos da imunoterapia (IT).
Asmaticos sensiveis a acaros foram divididos em grupos e
recebiam os medicamentos 3 a 4 horas antes da dose de IT,
na fase deinducdo. Apds 12 meses de IT subcuténea, a média
didria da dose CTC inalado, foi reduzida em 25% no grupo
de que recebia apenas CTC ao contrario do grupo controle
em que houve 50% redugao da dose de CTC.

A intervencdo com CTC pode dificultar a indugdo de
linfécitos T reguladores. Tal efeito ndo observado em no
grupo que recebeu CTC associado a VD. Assim, postula-se
que a VD anula a influencia negativa do CTC sobre a IT,
aumentando a expressdo de citocinas regulatdrias, como
IL-10 e TGF-beta3”.

VD e o sistema imunolégico

A VD pode exercer sua fungdo em varios sistemas, visto
que seu receptor foi localizado em varios tecidos do organis-

mo, incluindo as células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) células dendriticas e linfocitos T38:39,

A forma hormonal da vitamina D3, a 1,25 (OH) 2D3,
inibe a linfocina promotora de crescimento (IL-2), que é
produzida pelos linfécitos T humanos ativados in vitro pelo
mitdgeno fitohemaglutinina4®. Tem sido observado que esta
vitamina diminui a proliferagdo de linfocitos Th1 e Th2, reduz
a produgdo de intérferon gama, IL-5 e aumenta a produgdo
de IL-441,

A VD tem feitos inibitdrios sobre os LT naive na producado
de IFN-gama induzido por IL-12, assim como a producgao de
IL-4 e IL-13 induzida por IL-442, Com isto, em individuos com
deficiéncia de VD, existe favorecimento a predominancia da
resposta Th1l e que em individuos com altos niveis de vitami-
na D, além de ocorrer a supressao dos efeitos Th1, também
pode ocorrer o incremento das respostas Th243.

Em modelos murinos de inflamagdo eosinofilica pulmo-
nar, quando os animais sao tratados precocemente com VD,
ocorre a proliferacdo de células T induzida por alérgenos e no
lavado broncoalveolar, observa-se recrutamento deficiente de
eosindfilos, diminuindo a resposta inflamatéria alérgica®4.
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No entanto, estes resultados varidaveis podem estar re-
lacionados com a dose de VD, com os niveis séricos desta
vitamina, com o momento em que ocorre a exposicao (LT
naive, LT maduros).

Conclusao

A associagdo entre niveis de vitamina D e doencgas
alérgicas parece promissora e requer mais pesquisas. Ja
estdo estabelecidos, niveis adequados de ingestdo suple-
mentar de VD para todos os grupos da populagdo, a fim
de evitar a deficiéncia e insuficiéncia vitaminica. Existe
efeito benéfico da suplementagdo de VD em gestantes,
com relagdo a presenca de sintomas respiratdrios em seus
filhos. Porém, ainda é controvertido o uso de VD suple-
mentar para o tratamento das alergias.

Niveis baixos de VD estdo frequentemente associados a
habitos de vida ocidentais, que por sua vez, se relacionam
epidemiologicamente com a asma e outras alergias, podendo
assim, gerar um viés na interpretagdo dos dados.

Estudos sobre a suplementagdo de VD, tanto para a
prevengdo primaria de alergias, quanto para a modificagdo
da doenca existente, principalmente enfocando seu meca-
nismo de acdo no sistema imunolégico estdao em andamento
e ajudardo a compreender melhor as doencas alérgicas.
Além disto, a possibilidade de alteragées ou mutacdes nos
receptores de VD que prejudiquem a interacdo das células
com a vitamina, pode ter implicagdes tanto na instalagdo
de doencga alérgica, quanto no seu tratamento.
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RESUMO

Introducéo: para explicar o padrao de prevaléncia de asma e alergias, formulou-se
a hipotese de que baixos niveis séricos de Vitamina D (VD) estariam relacionados a
maior incidéncia destas doencas. Este estudo verifica a relacdo entre niveis séricos
de VD e asma, necessidade de corticoterapia inalatéria (CTCI), fungdo pulmonar,
testes alérgicos cutaneos e IgE. Métodos: estudo transversal com criancas entre 7
e 14 anos, divididas em 2 grupos: Asmaticos, usando CTCI; asméticos sem CTCI.
Dados clinicos, espirométricos e testes alérgicos foram registrados. Foram
determinados os niveis séricos de VD, IgE total e especifica a alérgenos comuns,
calcio, fosforo, fosfatase alcalina e paratormdnio e cortisol. Resultados: 60 criancas
foram avaliadas. A média de idade foi 10,8 (+ 2,1 anos), 65% do género masculino,
todos provenientes de Curitiba. 38 no grupo de asmaticos com CTCI, 22 sem CTCI.
8 asmaticos atingiram critérios de obesidade. Deficiéncia ou insuficiéncia de VD foi
diagnosticada em 98%, com niveis de VD de 17,9 + 5,6 e 16,6 + 4,8 ng/mL em
pacientes com e sem uso de corticoide, respectivamente (p = 1,0). Nao houve
correlacdo entre os niveis de VD com funcdo pulmonar, testes alérgicos, IgE.
Conclusao: baixos niveis de vitamina D ocorreram em quase todos os asmaticos
avaliados. Nado houve relacdo entre niveis de VD com a necessidade do uso de
corticoterapia inalatoria para o controle da asma, com fungdo pulmonar, com

resultados dos testes alérgicos nem com valores de IgE total ou especificas.

Palavras-chave: Asma; Vitamina D; Alergia, IgE, espirometria.



ABSTRACT

Background: as an attempt to explain the prevalence pattern of asthma and
allergies, it was hypothesized that low serum vitamin D levels (VD) were related to
higher incidence of these diseases. This study assesses the relationship between
serum VD levels with asthma, need of inhaled corticosteroids (ICS), pulmonary
function tests, skin prick tests and IgE. Methods: cross-sectional study with children
between 7 and 14 years, divided into two groups: Asthmatics using ICS; asthmatic
without ICS. Clinical data, pulmonary function and prick test results were recorded.
VD, total and specific IgE to common allergens, calcium, phosphorus, alkaline
phosphatase, PTH and cortisol levels were determined. Results: 60 children were
evaluated. The mean age was 10.8 (+ 2.1 years), 65% male, all from Curitiba. 38 in
the group of asthmatics with ICT and 22 without ICT. 8 asthmatics reached obesity
criteria.VD deficiency or insufficiency was diagnosed in 98%, with VD levels of 17.9 £
5.6 and 16.6 + 4.8 ng/mL in patients with and without use of ICS, respectively (p =
1.0). There was no correlation between VD levels and pulmonary function, skin prick
test and IgE. Conclusion: low serum vitamin D levels occurred in almost all evaluated
asthmatics. There was no relation between VD levels with the need to use inhaled
corticosteroids for asthma control, pulmonary function, with results of skin prick tests
or with values of total and specific IgE.

Keywords: Asthma; Vitamin D; allergy, spirometry, IgE



Introducéo: Na tentativa de explicar o padrédo de prevaléncia da asma e de outras
doencas alérgicas, a hipétese da higiene sugere que estas ocorrem devido a menor
exposicdo as infec¢cdes nos primeiros anos de vida, em familias pequenas de
paises ocidentais. Este padréo de exposicao levaria a falha no desenvolvimento da
resposta TH1 e, desta forma, ao predominio da resposta imunolégica TH2.

Entretanto, estudos mostram que a hipétese da higiene ndo explica todos os
aspectos epidemiologicos da asma, como a relagdo da asma com obesidade, a
grande prevaléncia de asma em centros urbanos pobres e ao incremento na
frequéncia de doencas autoimunes mediadas pela resposta TH1".

Na tentativa de explicar estes fatos, formulou-se a hipotese de que tais
doencas estariam ligadas aos niveis séricos de Vitamina D (VD). Em populacdes
mais prosperas e ocidentalizadas, € maior a permanéncia em ambientes fechados,
com menor exposi¢ao a luz solar, e assim, € maior a frequéncia de hipovitaminose
D. Esta deficiéncia pode estar relacionada a maior incidéncia de asma e outras
doencas alérgicas 2.

A VD, um horménio obtido em grande parte da sintese cutanea dependente
da interacdo com a radiacdo UV, exerce funcbes em uma grande variedade de
tecidos, uma vez que seus receptores foram encontrados em diversos sistemas do
organismo “*. Alteracdes dos niveis séricos de VD tem sido associados ao
diagnéstico de asma, exacerbacdes de asma e gravidade das crises ?, gravidade da
dermatite atépica ° e a frequéncia de anafilaxia ®. Algumas explicacdes para tais
efeitos foram estudadas, entretanto, a exata relacao da vitamina D com as doencas
alérgicas permanece desconhecida ’.

Os objetivos deste estudo séo identificar os niveis séricos de VD criancas

entre 7 e 14 anos, com diagndstico de asma, acompanhadas em ambulatorio



especializado, e também, verificar a correlagdo destes niveis com a necessidade de
corticoterapia para o controle da doenca, com os resultados de funcao pulmonar, de

testes alérgicos e de niveis séricos de IgE total e especificas.



Métodos: Estudo observacional analitico transversal, com coleta de dados
prospectiva, realizado pela analise dos dados clinicos de pacientes de 7 a 14 anos,
em acompanhamento por asma em ambulatério especializado assim como da
analise bioquimica dos casos, realizado de Abril & Novembro de 2011 .

A amostra foi dividida em 2 grupos: 1) pacientes com diagnéstico de asma
persistente, em uso de corticoide inalatorio, em dose diaria = 400 ug de
beclometasona ou o equivalente em outras formulagfes, por periodo superior a 1
ano; 2) pacientes’ com diagndstico de asma intermitente, sem necessidade de
corticoide inalatorio para controle.

Critérios de inclusdo: criancas com idade de 7 a 14 anos, selecionadas por
conveniéncia, em acompanhamento por asma no ambulatério do Servigo de Alergia
do HC-UFPR, cujos pais concordaram com sua participacdo no estudo. A vontade
da crianca foi respeitada e o termo de assentimento foi obtido quando necesséario.
Critérios de exclusao: Foram excluidos individuos com diagnosticos de doencas
cronicas associadas como nefropatia e doencas reumaticas e aqueles que
solicitaram retirada do termo de consentimento.

Procedimentos: ap6s o preenchimento do termo de consentimento, e de
assentimento quando aplicavell, foi realizada a coleta de dados clinicos(incluindo
resultados de testes alérgicos e de provas de funcdo pulmonar) e a coleta de
amostra de sangue. Os dados foram coletados dos prontuarios padronizados do
servico de Alergia Pediatrica, que minimiza a discrepancia dos dados avaliados
durante a consulta.

Dados pessoais como data de nascimento, género e procedéncia, historia

familiar de doencas alérgicas, peso, estatura, indice de massa corporal (IMC),



diagnosticos e medicamentos em uso foram registrados. Também foram analisados
os resultados dos testes alérgicos e espirometrias.

Foram considerados obesos aqueles com IMC superior ao escore Z +2, de
acordo com a idade e género, conforme a classificagcdo da OMS de 2007.

Os diagnosticos de asma foram realizados utilizando-se os critérios propostos
pelo GINA, assim como os tratamentos instituidos. Diagnosticos de urticéria,
dermatite atopica, rinoconjuntivite e outras alergias foram estabelecidos de acordo
com os protocolos disponiveis atualmente.

A histéria familiar foi considerada positiva na presenca de relato consistente
de dermatite atdpica, urticaria, asma ou rinite.

O teste alérgico é realizado rotineiramente nos pacientes e consta das
seguintes substancias: Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, Lolium
perenne, epitélio de cédo, epitélio de gato, Blattella germanica, além de controles
positivo (histamina) e negativo (solucdo salina). Os resultados sdo medidos em
milimetros, considerando-se 0s 2 maiores eixos das papulas. Consideram-se
positivos aqueles em que o valor médio dos eixos medidos superarem em 3 ou mais
milimetros o resultado obtido para este calculo obtido no local do controle negativo.

Os dados de funcao pulmonar, realizadas rotineiramente, foram obtidos dos
prontuarios. As espirometrias sao realizadas pelo Servico de Pneumologia do HC-
UFPR. Considerou-se normal o VEF1% e CVF acima de 80% com relacdo ao
predito para cada sujeito do exame. A prova broncodilatadora é considerada positiva
em individuos com espirometria normal quando ocorre variagdo no VEF1% superior
a 10% com relacdo ao valor obtido antes do uso do salbutamol. Para aqueles com
diagnostico de distarbio ventilatério obstrutivo, considera-se positiva quando a

variacéo é de 7% e de 200 mL.



Avaliagdo bioquimica: foram coletados 10 mL de amostra sanguinea de cada
individuo. Apés retracdo do codgulo e centrifugacdo, o soro foi dividido em
aliquotas, armazenadas a —70°C, até o momento das analises laboratoriais.

Analises bioquimicas, obedeceram 0s metodos padronizados: célcio e
fosforo:  colorimétrico/automatizado; fosfatase alcalina, enzimético; PTH,
eletroquimioluminescéncia; cortisol basal e 25(OH)Vitamina D, quimioluminescéncia;
IgE especifica para Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis e Lolium
perenne, ImmunoCAP e IgE total, imunol6égico ndo competitivo.

Anélise Estatistica: os dados obtidos foram armazenados em planilha eletrénica
Microsoft Excel® e posteriormente processados estatisticamente com o software
Action®.

Os testes estatisticos foram escolhidos de acordo com o tipo de distribuicao
das variaveis continuas estudadas, simétricas ou assimétricas, numero de grupos e
seu carater de independéncia. Assim, o teste paramétrico empregado foi o Teste t
de Student e ndo paramétrico foi o teste de Mann—Whitney—Wilcoxon.

Os valores de p maiores que 0,05 obtidos pelos testes utilizados foram
considerados nao significativos, e, portanto, de aceitacdo da hipétese zero ou nula
de cada teste, determinando igualdade entre os grupos ou medidas avaliadas.

Relacbes univariadas entre niveis séricos de 25-hidroxivitamina D e
caracteristicas demograficas dos pacientes foram determinadas usando o
coeficiente de correlacdo de Spearman, uma vez que este ndo € exigente quanto a
normalidade de distribuicdo dos dados.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para cada uma das variaveis

continuas a fim de estabelecer a normalidade da distribuicdo da amostra.



Etica em Pesquisa: o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas da UFPR Os termos de consentimento e
assentimento livre e esclarecido foram avaliados e aprovados pelo comité antes de

sua utilizagao.



Resultados: foram envolvidos 91 pacientes no estudo. Apos as exclusdes ocorridas
por inadequagdo da amostra para avaliacdo laboratorial ou retirada do TCLE,
restaram 60 individuos, divididos em 2 grupos.

Caracteristicas da amostra: entre os 60 participantes avaliados, 39 (65%) eram do
género masculino e 21 (35%) do género feminino. A idade dos participantes variou
de 7,0 aos 14,7 anos com média de 10,8 (+ 2,1 anos).

Quando avaliados individualmente, os grupos de asmaticos em uso de

corticoide inalatorio, asméaticos sem uso de corticoide inalatorio apresentaram
similaridades. Todos os participantes foram provenientes do municipio de Curitiba e
regido metropolitana. Geograficamente, Curitiba localiza-se a -25° de latitude e -49°
de longitude.
Caracteristicas clinicas dos asmaticos: entre os 60 individuos incluidos neste
grupo, 22 (36,6%) nao utilizavam corticoide inalatério para o controle da asma e 38
(63,4%) faziam uso da medicacdo. Mais de 90% dos individuos do grupo de
asmaticos tinham diagnéstico de rinite alérgica (97% entre os que fazem uso de
CTCI). A frequéncia do diagnédstico de conjuntivite alérgica, dermatite atdpica e
outras alergias como urticaria e alergia alimentar podem ser observadas na Tabela
1. Quase trés quartos dos asmaticos apresentavam historia familiar consistente para
rinite, asma ou dermatite atopica. Notou-se a presenca de fumantes nos lares
daqueles pacientes que utilizavam medicamento para controle da asma (28,9%)
assim como nos lares dos que néo o faziam (40,9%).

A frequéncia de internagcdes dos asmaticos em uso de CTCI foi
significativamente superior a do grupo sem tratamento. Os testes de funcao

pulmonar foram realizados em 50 asmaticos.



O indice de massa corporal (IMC) médio entre meninos foi 18,2 + 3,0 Kg/m2
e entre meninas foi 18,6 + 3,5 Kg/m2. Oito criangas atingiram critério de obesidade
(OMS, 2007), com IMC acima do segundo desvio padrao para o escore Z.
Resultados dos exames bioquimicos: os niveis de vitamina D utilizados como
referéncia vigentes a época da realizacdo do estudo foram os seguintes: Niveis
inferiores a 30 ng/mL: insuficiéncia; inferiores a 15 ng/mL, deficiéncia; acima de 30
ng/mL, normalidade. Quase 98% dos individuos testados estavam com niveis
inadequados de VD. Entretanto, ndo houve associacdo entre niveis de VD e 0 uso
de CTCI (p=1,0) e ndo houve diferenca nos niveis séricos de VD entre 0s grupos.
Os resultados dos testes laboratoriais realizados para todos os asmaticos avaliados
estao dispostos na Tabela 2.

Considerou-se normal o nivel de cortisol entre 5,5 e 30 ug/dL, conforme o
método utilizado (Quimioluminescéncia). Baixos niveis de cortisol foram observados
em 17 asmaticos (28,3%), destes 8 sem uso de CTCI e 9 utilizando o tratamento.
Né&o foi observada associagdo entre os niveis de cortisol e o uso de CTCI (p=0,37) e
0s niveis séricos foram similares (p=0,37).

Os niveis de PTH s&o considerados normais entre 15,0 a 65,0 pg/mL de
acordo com o método empregado (Eletroquimioluminescéncia). Nao foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos (p=0,65).

Os niveis normais de calcio e fésforo considerados foram de 8,5 a 10,5 mg/dL
e 4,0 a 7,0 mg/dL respectivamente, pelo método colorimétrico automatizado. Assim
como os anteriores, ndo houve diferenca estatistica entre os resultados observados
(p=0,11 e 0,20, respectivamente).

Niveis entre 110 e 340 U/L foram considerados normais para fosfatase

alcalina. Nao houve diferenca entre as médias encontradas nos grupos (p=0,85).



Os resultados da IgE total e das especificas para Dermatophagoides
pteronyssinus, Blomia tropicalis e Lolium perenne realizadas podem ser observados
na Tabela 3. Por fins estatisticos os valores de IgE total superiores a 5000 Ul/mL
foram arredondados para 5001 Ul/mL e sequéncia unitéria superior. Os valores de
IgE especifica acima de 100 KU/L, pela mesma razdo, foram arredondados para
101 KU/L e sequéncia. Observou-se diferenca significativa apenas para os niveis de
IgE total (p=0,01).

Associacdo entre os niveis de vitamina D com os demais exames
laboratoriais, VEF1% e testes alérgicos: quando foi avaliada a correlacdo dos
niveis séricos de vitamina D com ao outros exames laboratoriais realizados nos 60
asmaticos, e também com os valores de VEF1% e numero de alérgenos positivos
obtidos pelo TCA (realizados respectivamente em 47 e 60 dos asmaticos), ndo se
encontrou coeficiente de correlagdo significativo pelo teste de Spearman. Os
resultados estdo dispostos na Tabela 4. O teste de correlagdo de Pearson foi
aplicado as variaveis com distribuicdo normal e ndo mostrou associagéo significativa

em nenhum caso.



Discusséo: Deficiéncia ou insuficiéncia de VD foi verificada em quase 98% dos
individuos avaliados. Nao houve relacdo entre os niveis de VD com o0 uso de
corticosteréide inalatério. Nado h& correlagdo entre os valores de VD com as
variaveis laboratoriais, testes alérgicos. Existem relatos na literatura de associacdo
inversa entre niveis de VD e valores de VEF1% 2, entretanto, neste grupo, esta
associagao nao foi observada.

Niveis séricos mais baixos de VD, foram relacionados com maior frequéncia
de doenca alérgica ou asma. Ainda que se utilizem como artificio neste grupo,
valores de referéncia menos rigorosos, que consideram suficientes valores
superiores a 20 ng/dL °, mais de trés quartos dos sujeitos avaliados n&o atingem
valores adequados da vitamina.

A ocorréncia de hipovitaminose D é relatada amplamente mesmo entre
individuos saudaveis '°>**. Uma explicacéo possivel para os baixos niveis séricos de
VD encontrados nos estudos pode ser a inadequacao dos valores de referéncia
utilizados **. Inicialmente, a determinacéo dos valores de referéncia foi baseada em
individuos considerados saudaveis que tinham pouca exposicdo solar’®. E evidente
gue este método € pouco acurado, visto que hoje, sabe-se que os niveis da VD
estdo relacionados com exposicao solar, dieta, latitude de residéncia, cor da pele

16

estilo de vida e idade Estes fatos determinaram a necessidade de

estabelecerem-se novos valores de referéncia. Assim, o nivel sérico de VD que se
associa & incidéncia de doencas, foi fixado em 30ng/dL ***7.
A VD é um hormoénio e sua acdo esta relacionada com diversos sistemas, é

possivel que variagbes das concentracdes sanguineas desta vitamina influenciem

0s niveis de outros hormonios.



O achado de niveis séricos baixos de cortisol ocorreu em 17 (20%) dos
asmaticos, entretanto, a frequéncia foi similar entre os que faziam uso e os néo
usuéarios de CTCI. Assim, ndo é possivel afirmar que tais niveis se devem ao
medicamento.

Talvez, a utilizacdo de corticosterdide tdpico nasal para o controle da rinite
(presente em aproximadamente 90% deste grupo) esteja relacionado com tal
resultado. Outra hipotese € a prescricdo de corticGide para tratamento de doencas
agudas ou crises, que pode ter ocorrido em outros centros, e desta forma, ndo estao
registrados no prontudrio, e podem ter sido omitidos ou esquecidos ou ainda, ou
ainda, ser desconhecido pelos entrevistados.

Testes da funcdo do eixo hipotalamo-hipofisario, que avaliam a producéo
basal de cortisol, indicam que a absorcdo dos corticoides intranasais pode ocorrer,

e, em variados graus, suprimir a producdo endégena de cortisol 2

Ainda que esta
supressdo seja considerada um marcador biolégico da atividade sistémica dos
corticéides, ndo indica disfuncado adrenal clinica. Com isto, tem-se sugerido que
doses pequenas ou moderadas de corticoide tdpico nasal, tenham efeitos sobre o
eixo hipotalamo hipofisario, sem repercutir clinicamente *°.

Alteracbes dos niveis de célcio, fosforo, fosfatase alcalina e PTH foram pouco
frequentes e ocorreram em numero semelhante de asmaticos com e sem tratamento
com CTCI.

Niveis elevados de IgE total, IgE especifica para Dermatophagoides
pteronyssinus e Blomia tropicalis foram encontrados. Tal achado esta de acordo
com os resultados relatados por outros autores 2°.

Niveis séricos de IgE estdo inversamente associados aos niveis séricos de

VD 21-23'



Assim como acontece na vigéncia de baixos niveis de VD %%

a
sensibilizacdo aos alérgenos domiciliares como os &caros da poeira é frequente em
criancas asmaticas 2°. A exposicdo natural aos alérgenos leva ao incremento da
reacdo inflamatéria e aumento da responsividade brénquica %, bem como o
aumento da contagem de eosinéfilos no lavado bronco-alveolar ?’, da mesma forma
que a hipovitaminose D %,

Embora a VD se relacione com a asma de forma similar & IgE, faltam estudos
experimentais que demonstrem como ocorre realmente esta interacao.

Algumas limitacdes a serem consideradas incluem, o possivel uso néo
reportado de corticosterdide no grupo de asmaticos sem prescricdo de
corticosterdéide inalatério para controle da doenca.

Um estudo de intervencdo com o grupo de asmaticos, pode demonstrar se
existe diminuicdo da necessidade de corticoide para o controle da doenca apés
suplementacdo de VD. Atualmente, alguns estudos estdo em andamento e devem
responder a questdes sobre doses adequadas de VD para o tratamento de doencas
alérgicas, efeitos na prole de maes que receberam suplementacdo da vitamina
durante a gestacdo, efeitos dos polimorfismos no desenvolvimento de doencas

alérgicas, entre outros. Estes estudos podem ser consultados no endereco

eletrébnico http://www.clinicaltrials.gov.

Uma vez que a hipovitaminose D vem sendo relacionada a maior frequéncia
de asma e outras doencas alérgicas, pode haver envolvimento do receptor desta
vitamina no mecanismo da doenca. E possivel que polimorfismos ou mutacées do
gene do receptor de VD, capazes de modificar a interacdo celular com a vitamina,
estejam associados com a prevaléncia de asma, e, talvez, com a dificuldade de

controle da doenca.


http://www.clinicaltrials.gov/

Concluindo, baixos niveis de vitamina D ocorreram em quase todos o0s
asmaticos avaliados. Nao se observou correlacao significativa entre os niveis de VD
com a necessidade do uso de corticoterapia inalatéria para o controle da asma, com
resultados de funcdo pulmonar, com resultados dos testes alérgicos nem com

valores de IgE total ou especificas.
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TABELA 1 — CARACTERISTICAS CLINICAS DO GRUPO DE ASMATICOS

VARIAVEL SEM CORTICOIDE (22) COM CORTICOIDE (38)
N % n % p*

Rinite 20 90,9 37 97,4 0,54
Conjuntivite 15 68,2 22 0,58
DA 3 13,6 5 57,9 1,00
Outras alergias 2 9,1 2 153’32 0,61
Hx Familiar 16 72,7 27 71:,1 1,00
Hx Tabagismo 9 40,9 11 28.9 0,40
InternacGes 4 18,2 17 44,7 0,05
TCA 22 100 36 94,7 0,52
DVO 3\19 15,8 7\31 22,6 0,72
PBD 2\19 21,1 11\31 35,5 0,35
VEF1% (Mediana) 102 98
Tempo de doenca (Média) 9,10 8,71
Desvio padréo 2,23 2,47

NOTA: * Teste exato de Fisher; DA, dermatite atdpica; Hx, histéria; TCA, teste cutdneo alérgico;
DVO, disturbio ventilatério obstrutivo; PBD, proba broncodilatadora
FONTE: O autor (2012)



TABELA 2 — RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS POR GRUPOS

ASMA
EXAME NIVEIS | Sem Corticéide (22) | Com Corticéide (38) p
n ‘ % n ‘ %
25(0OH)VD <10 (d) 1 4,5 3 7.9 1,00+
(ng/mL) 10-30 (i) 21 95,5 34 89,5
>30 (n) 0 0 1 2,6
Média 16,6 £ 4,8 17,9+5,6 0,34*
Cortisol <5,5 8 36,4 9 23,7 0,37+
Matinal 5,5-30 (n) 14 63,6 29 76,3
(ug/dL) >30 0 0 0 0
Mediana 6,3 6,8 0,37**
PTH <15 1 4,5 0 0 0,45+
(pg/mL) 15-65 (n) 20 90,9 37 97,4
>65 1 4,5 1 2,6
Média 340+12/4 32,6 +£11,2 0,65*
Célcio <8,5 5 22,7 4 10,5 0,26+
(mg/dL) 8,5-10,5 (n) 17 77,3 34 89,5
>10,5 0 0 0 0
Mediana 9,1 9,3 0,11**
Fésforo <4 3 13,6 6 15,8 1,00+
(mg/dL) 4-7 (n) 19 86,4 32 84,2
>7 0 0 0
Média 44+04 4,6 £0,6 0,20**
FAL <110 0 0 4 1 0,28+
(U/L) 110-340 22 100 33 86,8
>340 0 0 1 0,2
Média 198,5 + 45,6 195,6 + 67,7 0,85*

NOTA: DP, desvio padrdo; n, normalidade; i, insuficiéncia; d, deficiéncia.*,

Mann-Whitney-Wilcoxon; +, teste de Fisher.
FONTE: O autor (2012)

teste t de Student; **



TABELA 3 - VALORES DA MEDIANA DA IGE EM KUI/L POR GRUPO

SEM CORTICOIDE (n=22) | COM CORTICOIDE (n=38)

p*
IgE n (amplitude) n (amplitude)
IgE DP 97,0 (100,9) 101,0 (100,8) 0,47
IgE BT 15,9 (101,0) 21,6 (100,5) 0,36
IgE Lol 0,1 (9,8) 0,3 (58,8) 0,25
IgE Total 628,5 (3664,8) 1104,0 (4839,0) 0,01

NOTA: IgE total em Ul/mL. IgEs especificas em KU/L. DP:Dermatophagoides pteronyssinus; BT:
Blomia tropicalis; Lol: Lolium perenne; *: Mann-Whitney-Wilcoxon
FONTE: O autor (2012)



TABELA 4 — CORRELAQAO'ENTRE OS NIVEIS DE VD (EM
ng/mL) E VARIAVEIS LABORATORIAIS, VEF1%
OU NUMERO DE TCA POSITIVOS

VARIAVEL p (RHO DE SPEARMAN) p
Célcio (mg/dL) -0,04 0,71
Fosforo (mg/dL) 0,02 0,85
Cortisol (ug/dL) 0,17 0,17
PTH (pg/mL) -0,21 0,09
FAL (U/L) -0,15 0,22
IgE DP (KU/L) 0,12 0,32
IgE BT (KU/L) -0,19 0,14
IgE Lol (KUI/L) -0,08 0,49
IgE Tot (Ul/mL) 0,00 0,98
VEF1% (n=47) 0,13 0,39
nTCA+ (n=60) -0,14 0,27

NOTA: DP:Dermatophagoides pteronyssinus; BT: Blomia
tropicalis; Lol: Lolium perenne.
FONTE: O autor (2012)





