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RESUMO

Ponto de Partida: A Vitamina D; pode ter um potencial terapéutico em varias doengas,

incluindo a esclerose multipla. Para uma eficacia terapéutica podem ser necessdrias doses
elevadas de Vitamina D;; até o momento a tolerabilidade — para o presente contexto, a
tolerabilidade fica definida como a concentracdo de soro de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D]
gue ndo causar hipercalcemia — mantém-se mal caracterizada

Objetivo: O objetivo do estudo foi caracterizar a resposta calcémica a concentracées
especificas de soro de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D].

Modelo: Num protocolo de 28 semanas, foram dados a 12 doentes em fase ativa de
Esclerose Multipla 1200mg Ca/d elementar, juntamente com doses progressivamente mais
elevadas de Vitamina D3: de 700 a 7000ug/semana (de 28 000 a 280 000 Ul/semana).

Resultados: Concentra¢des médias do soro de 25(0OH)D (xDS) foram inicialmente 78 + 35
nmol/L e aumentaram para 386 + 157 nmol/L (P <0.001). As concentracdes de soro de célcio e
o rdcio urinario de calcio para creatinina nem aumentou os valores médios nem excedeu os
valores de referéncia em nenhum dos participantes (2.1-2.6 nmol/L e <1.0, respetivamente).
De acordo com as medidas estatisticas repetidas de Bonferroni, as enzimas do figado, soro de
creatinina, eletrdlitos, soro de proteina e o hormonio da paratireoide ndo sofreram alteragoes;
no entanto, de acordo com o teste t pareado, o horménio da paratireoide desceu
significativamente. A progressdo da doenca e a sua atividade ndo foram afetadas, mas o
numero de lesGes realcadas por gadolinio, por paciente (avaliadas por tomografia magnética),
diminuiram da média inicial de 1.75 para 0.83 (P = 0.03), no final do estudo.

Conclusdes: As concentragdes de soro 25(0OH)D, aumentaram duas vezes mais na faixa
fisiolégica nestes pacientes sem que tenha sido suscitada hipercalcemia ou hipercalciuria. Os
dados suportam a viabilidade de doses farmacolédgicas de Vitamina D; para investigacdo
clinica; fornecem também evidéncia objetiva de que a ingestdo além do limite superior atual é
segura por larga margem.



INTRODUCAO

A seguranca da Vitamina D continua controversa, principalmente no Reino Unido, onde o
nivel de orientacdo — limite de seguranca publicamente declarado — é extraordinariamente
conservador: 25 pg/d (1000 UI/d)*2. No Canadé e nos Estados Unidos, o limite méaximo de
ingestdo (LM) de Vitamina D é de 50 pg/d (2000 Ul/d)>. Estes valores foram obtidos através da
determinacdo de uma ingestdo determinada pelo ajustamento por baixo da divisdo do Nivel-
de-Efeitos-Adversos-Ndo-Observéaveis (NEANO) por um fator de incerteza (FI) *. Provas
resultantes de estudos realizados desde que o LM foi definido sugerem que este é muito baixo.
Ingestdes de 100 pg/d (4000 Ul/d)’e 250 pg/d (10 000 UI/d)® provaram-se seguras. Na
verdade, estudos de prevencao de fraturas sugerem que a concentracao desejada de soro 25-
hidroxivitamina D [25(0OH)D] exceda 75nmol/L’®. Para obter e manter estas concentracdes ao
longo do ano, muitos adultos requerem ingestdes >20-25 pg/d (800-1000 UI/d)™*.

Ha muito interesse em torno do papel da Vitamina D3, tanto na salide como na doenga. A
légica do tratamento por Vitamina D3 na Esclerose Multipla (EM) é que os metabdlitos desta
vitamina funcionam como moduladores paracrinos imunitarios*, diminuindo a proliferagdo de
linfécitos pro-inflamatdrios T e a produgdo de citocinas, sendo que ambos contribuem para a
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patogénese de EM . No modelo de EM nos camundongos, a encefalomielite alérgica

experimental (EAE), o tratamento com 1,25-dihidroxivitamina D; [1,25(0OH)2D3] (a forma ativa
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de Vitamina D) preveniu a EAE em camundongos assintomaticos e diminuiu a gravidade da

161718 Em pacientes com insuficiéncia cardiaca

doenca em camundongos com EAE ativa
congestiva, o tratamento com Vitamina D; (50 pg/d ou 2000Ul/d) afetou os perfis de
citoquinas ** em niveis que seria desejivel nos pacientes com EM. As flutuacdes sazonais de
lesGes realcadas por gadolinio, determinadas por ressonancias magnéticas (RM) tendem a ser
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menores quando os niveis do soro de 25(0OH)D sdo maiores “ . Juntos, os dados sugerem que

a Vitamina D; tem um papel ativo na regulacdo da atividade clinica da doenca.

O uso terapéutico de doses farmacoldgicas de Vitamina D;na EM, ou em qualquer outra

222324 Como tal, realizamos

doenca, requer estudos de tolerabilidade; mas continuam em falta
uma fase | do ensaio para caracterizar a tolerabilidade as concentrag¢des do soro de 25(0OH)D, a

guando da administracdo de doses farmacoldgicas de Vitamina D; a doentes com EM.

O propdsito primdrio deste estudo era mostrar a tolerabilidade a altas concentragbes de
soro de 25(0OH)D, para eficacia futura de estudos de Vitamina D no tratamento de EM. A
toxicidade conhecida da Vitamina D diz respeito apenas ao metabolismo de célcio. Enquanto
grupo, os doentes de EM ndo tém uma anormalidade primaria no osso nem homeostase
mineral.

SUJEITOS E METODOS
Sujeitos

Entre Dezembro de 2003 e Janeiro de 2005 inscrevemos 12 pacientes com EM definida
clinicamente como recorrente-remissiva (RR) ou EM secundaria progressiva (SP) determinada
segundo os critérios de McDonald et al *°. Todos os sujeitos eram pacientes da MS Clinic no
Hospital de St Michael’s (Toronto, Canada). O critério de inclusdo incluia valores da Expanded
Disability Status Scale (EDSS) entre 0 e 7 e lesdes realgadas por gadolinio encontradas no
cérebro através de RM =1. Os pacientes foram autorizados a continuar usando 1 de 4 destas
drogas modificadoras da doenca, caso ja estivessem a fazer essa terapia: Avonex; Biogen Idec,
Cambridge, MA; Rebif; Serono, Rockland, MA; Betaseron; Berlex, Montville, NJ; or Copaxone;
Teva, North Wales, PA. Critérios para exclusdo incluiam histdria de pedras ou disfuncao renais,
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doenga cardiaca ou doenga granulomatosa (incluindo sarcoidose, tuberculose, silicose,
cronicas ou ativo infecGes fungicas, ou linfoma).

Autorizacao escrita foi obtida de cada sujeito. Esse estudo foi aprovado pelo St Michael's
Hospital Research Ethics Board.

Medidas Resultantes

Depois de constatada a presenca, através de RM, de lesGes realcadas por gadolinio, os
pacientes com exames positivos foram submetidos a um exame neuroldgico basico com
contagem da EDSS (medida da incapacidade causada pela EM em que 8 sistemas funcionais
sdo pontuados) e do indice de deambulagdo [o (ID) é uma caminhada de cerca de 7,5m ao
longo da qual é medida a incapacidade causada pela EM)]. Rastreamos 24 pacientes, para
identificar 12 com a doenca ativa. Todos estes testes, incluindo a RM, foram repetidos a
quando da finaliza¢do do ensaio.

Foram feitas analises bioquimicas séricas na triagem e a cada visita para: calcio, 25(0OH)D,
hormonio da paratireoide (PTH) e fungao renal (creatinina). Como complemento aos testes de
seguranca foram regularmente medidos os eletrdlitos e a funcdo das enzimas do figado [ie,
amilase, alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (APT) e fosfatase alcalina (FAL)].
Para cada teste de urina, uma amostra aleatdria de urina foi obtida na noite anterior e outra
na manha de cada visita. As propor¢Ges de calcio a creatinina (Ca:Cr) foram calculadas com
base nas concentragdes molares de calcio e creatinina. A média de cada par de rdacios é
apresentada na sec¢do de Resultados.

PTH foi medido utilizando o analisador Immulite 2000 (DPC, Los Angeles, CA). Um kit de
radioimunoensaios foi utilizados para medir as concentracées do soro de 25(0OH)D (DiaSorin,
Stillwater, MN). Outros soros e analises de urina bioquimica foram medidos no analisador
Synchron LX-20 (Beckman, Fullerton, CA), no laboratério clinico do Hospital de St Michael’s.

A toxicidade da Vitamina D; manifesta-se por hipercalcemia ou hipercalcitria e pode ser
detectada monitorando a urina e as concentragdes de soro de célcio. Para o presente estudo, a
toxicidade de Vitamina D; foi definida como sendo a presenca de hipercalcemia; ie, soro total
de célcio > 2.75 mmol/L, em uma ocasido, concentracdo molar urinaria de Ca:Cr > 1.0 em mais
que uma ocasidao. Exames de RM nuclear foram quantificados através da utilizacdo de
ferramentas incorporadas no software MAGICWEB MRI (Siemens Medical Solutions, Malvern,
PA).

Intervencgdes

A suplementacdo de Vitamina D; comecou em 700ug/semana (28 000 Ul/semana) e subiu
para 7000ug/semana (280 000 Ul/semana), de acordo com o horario da Tabela 1.

Tabela 1
Visita Estudo Etapa do Estudo Suplementacao
(no 12 dia da semana) Vitamina D; Célcio (mg/d)
pg/semana Ul/semana

1 1-2 semanas 0 0 1200
2 3-4 semanas 700 28 000 1200
3 5-10 semanas 1400 56 000 1200
4 11-16 semanas 2800 112 000 1200




5 17-22 semanas 5600 224 000 1200
6 23-28 semanas 7000 280 000 1200
7 =3 meses depois - - -

(Sumplementagdo com
Vitamina D e Célcio
foi descontinuada ao
fim de 28 semanas)

A Vitamina D; foi dada uma vez por semana, oralmente, numa dose de etanol, misturada
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com uma bebida %', Aos participantes foi dado um suplemento de 1200mg de Célcio/d em pé

para ser tomado oralmente ao longo do estudo.

A suplementagcdo com Vitamina D; foi iniciada depois de 2 semanas a fazer o Calcio
sozinho. A primeira dose, 700ug/semana, foi dada apenas durante 2 semanas para descartar
qualquer possivel hipersensibilidade a Vitamina Dj;; todas as subsequentes doses foram
administradas ao longo de 6 semanas antes da dose ser aumentada.

Materiais

A graduacdo-US Pharmacopoeia (USP) de Vitamina D; (colecalciferol) foi comprada em
forma cristalina na Sigma (St. Louis) e dissolvida em uma graduac¢do-USP de etanol. Os
espectros de absor¢do ultravioleta obtidos num espectrofotdmetro de arranjo de diodos
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) foram, como descrito anteriormente®®, utilizados para a
medicdo da concentragcdo molar de Vitamina D; (que foi feita usando um coeficiente de
extincdo de 18 300 UA mol™ L™). O controle de qualidade de cada lote de Vitamina D; foi feito
antes da administracdo e novamente no final do estudo. As doses de Vitamina D3, para serem
tomadas uma vez por semana, foram preparadas com uma concentracdo de 700ug/mL (28 000
Ul/mL. Em doses mais elevadas, os participantes tomaram doses multiplas-milimétricas de
700pg/mL de Vitamina D; (por exemplo, os participantes tomaram doses de 4ml de 700ug/mL
de Vitamina D; 1 vez por semana). A absorvidade ultravioleta a 265nm, foi de 31.7UA/cm
comprimento do caminho. Foi fornecido fosfato de cdlcio em pd para os sujeitos misturarem
com a comida ou bebida; isto significava 1200mg de Calcio elementar/d.

Andlise Estatistica

Para analise estatistica e apresentacdo grafica do resultado foi utilizado o software SPSS
(versdo 12.0; SPSS Inc, Chicago, IL). Estatisticas descritivas, testes t pareados e comparagdes
classificadas por Wilcoxon (Wilcoxon’s sign-rank) foram utilizadas para analisar os resultados.
Para repetir medigoes [por exemplo, o soro de 25(0OH)D na linha de base e comparado com as
visitas 1-7], testes t pareados foram usados em conjungdo com testes de significancia
ajustados Holm-Bonferroni. Sdo dados valores da média £DP.

RESULTADOS
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As caracteristicas demograficas dos pacientes no inicio deste estudo sdo as mostradas na
Tabela 2%

Tabela 2
Homens (n = 5) Mulheres (n =7) Global (n=12)
Média de Idade (y) 38.0+6.0 39.3+10.2 38.8+8.4
(x = DS)

Média EDSS 43+27 39.3+10.2 40+23
EMR (n) 4 3 7

EMSP (n) 1 4 5

DMD (n) 2 3 5

As concentragGes médias de soro 25(0OH)D, de calcio, de HPT e de creatinina, bem como a
urina Ca:Cr, de inicio do estudo e de final, sdo apresentadas na Tabela 3:

Tabela 3

Efeitos do Protocolo Completo da Suplementagdo feita com Vitamina Dzcom Medidas Bioquimicas: Comparagdo dos
Valores de Inicio do Estudo com os Valores apds 28 semanas de Tratamento com Vitamina D5 (100-1000 },lg/d)30

Sujeitos Soro Soro de Urina Ca:Cr HPT Creatinina
25(0OH)D Calcio

n nmol/L mmol/L pmol/L mmol/L

Inicio 12 78.2 % 2.36* 0.42 2.75 % 69.08 +
353, 0.09° 0.31° 1.54° 22.75°

Fim do 12 385.5+ 2.23 % 0.47 = 1.81+ 70.42
estudo 157.0° 0.43° 0.28° 1.15° 15.23°
Valores de <250 2.1-2.6 <1.0 1.3-54 50-110
Referéncia®

Testes t pareados, feitos em cada ponto de acompanhamento, indicam que ndao houve
mudanca significativa nas concentracdes de célcio, tendo como base os valores das mesmas
pré-tratamento de 28 semanas de doses crescentes de Vitamina Ds;. Nenhum dos pacientes
desenvolveu hipercalcemia. As concentra¢des de soro de calcio permaneceram dentro do
intervalo de referéncia (2.1-2.6 mmol/L). De igual modo, também n3o houve alteracdo
significativa na urina Ca:Cr. A urina Ca:Cr ndo ultrapassou 1.0 para nenhum dos participantes
durante o esquema de escalonamento de dose (Figura 1).

Figura 1

Concentragdes de soro de calcio e urina Ca:Cr, em resposta a suplementagao oral com Vitamina Ds. As
caixas representam o intervalo de 50% do centro da popula¢cdo da amostra; as pontas, os valores mais
altos e mais baixos; a linha grossa, a média dos valores. o, discrepantes. As medi¢cdes de Calcio
representam as concentracées do mesmo, duas semanas depois de iniciada a suplementacdo somente
com Calcio (1200 mg/d). A suplementa¢do com Vitamina D; foi tomada 6 semanas em cada dose,
depois da primeira; esta, a primeira, a 700pg/semana (28 000 Ul/semana), foi tomada pelos
participantes do estudo apenas durante 2 semanas. Ndo foram observados efeitos estatisticamente

» Expanded Disability Status Scale (EDSS); Esclerose Multipla Remissiva (EMR); Esclerose Multipla
Secundaria Progressiva (EMSP); Droga Modificadora da Doenga (DMD)

30 25(0OH)D, 25-hidroxivitamina D; HPT, hormonio da paratireoide. Os valores em uma coluna com letras
sobrescritos diferentes sdo significativamente diferentes, P < 0.001 (testes t pareados com corregdes
ajustadas Holm-Bonferroni).

3! % + DP(todos esses valores)

A distribuicdo normal, conforme obtida no laboratério clinico do Hospital St Michael’s (Toronto,
Canada).



significantes entre os pontos de tempo. Ndo houve ocorréncia de hipercalcemia (soro de calcio > 2.6
mmol/L) ou hipercalcitria (racio de urina Ca:Cr > 1.0).

1,00 T

O
|

=
]
]

;

;

Urinary calcium:creatinine

(=]
]
1

.00

2.5

ra
F-N
1

na
ha

1
—

Serum caleium (mmol/L
I o]
i (]
]

n
-t
1

I L I I I 1 I
Baseline Calclum T00 1400 2800 5600 TOOD

Vitamin D, dose schedule (pg/wk)

Em um paciente, a urina Ca:Cr atingiu 1.0 em 2 ocasides separadas, no inicio e no final do
estudo. Em ambas as instancias, o paciente voltou uma semana depois para repetir as
medicGes de urina Ca:Cr; de ambas as vezes, o elevado réacio ja ndo existia. As concentracdes
de soro de 25(OH)D aumentaram consideravelmente a partir dos valores da linha de base
médias de 78.2 + 35.3 nmol/L para 385.5 + 157.0 nmol/L, no final do ensaio (P < 0.001) (Figura
2).

Figura 2

Concentragdes do soro de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], correspondendo a suplementacdo oral com
Vitamina Ds. As caixas representam o intervalo de 50% do centro da populagdo da amostra; as pontas,
os valores mais altos e mais baixos; a linha grossa, a média dos valores. o, discrepantes. As medi¢Oes de
Calcio representam as concentracGes de 25(0H)D, duas semanas depois de iniciada a suplementacdo
somente com Calcio (1200 mg/d). A suplementa¢do com Vitamina D; foi tomada 6 semanas em cada
dose, depois da primeira; esta, a primeira, a 700ug/semana (28 000 Ul/semana), foi tomada pelos
participantes do estudo apenas durante 2 semanas. A cada visita durante o estudo, as concentragGes




de 25(OH)D eram comparadas com as do inicio da amostra, utilizando testes t pareados com correc¢des
ajustadas Holm-Bonferroni. *Significa diferencas em relagao ao inicio, P <0.001.
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Concentrag¢oes de PTH no fim do ensaio eram mais baixas que no inicio, mas a diferenca
ndo foi estatisticamente significativa, de acordo com o método estatistico apropriado para
comparacoes post hoc entre medidas repetidas (Figura 3).

Figura 3
Resposta das concentragdes de hormdnio da paratireoide (PTH) as doses orais de Vitamina D3. As caixas
representam o intervalo de 50% do centro da popula¢do da amostra; as pontas, os valores mais altos e
mais baixos; a linha grossa, a média dos valores. o, discrepantes. As medi¢Ges de Calcio representam as
concentragGes de HPT duas semanas depois de iniciada a suplementagdo somente com Calcio (1200
mg/d). A suplementacdo com Vitamina D; foi tomada 6 semanas em cada dose, depois da primeira;
esta, a primeira, a 700pg/semana (28 000 Ul/semana), foi tomada pelos participantes do estudo
apenas durante 2 semanas.
8.0—
6.0~ » "
— o
=l
= Q
2 o
o s ]
S
- —
= 4.0
o
=
-
(.
@
w
2.0
0.0+
1 | 1 | | 1 |
Baseline Calcium 700 1400 2800 5600 7000
Vitamin D, dose schedule (pg/wk)

Conforme esperado, os valores iniciais e finais de PTH foram significativamente
diferentes, de acordo com os testes t pareados (P = 0.02). As concentracdes de soro de
creatinina, um reflexo das fungdes renais, mantiveram-se estaveis e dentro da média ao longo
de todo o estudo e em todos os participantes.

Proteinas séricas, eletrélitos, ureia e fungdao das enzimas do figado também foram
medidas. Todos os valores se mantiveram dentro dos valores médios clinicos de referéncia e
nao houve diferencas significativas entre os valores comparativos dos testes t pareados entre
os valores iniciais e os valores depois da ultima dose de Vitamina D3 (7000 pg/semana ou 280
000 Ul/semana).
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N3do foram observados efeitos clinicos adversos em nenhum dos pacientes ao longo das
28 semanas do estudo. RM do cérebro, com e sem contraste de gadolinio, foram feitas a cada
paciente no inicio e fim do estudo para assegurar que as doses de Vitamina D, juntamente
com o Calcio, ndo resultavam num agravamento da doenga na forma de novas ou no
alargamento de lesGes realgcadas por gadolinio. Na base, cada RM mostrou =1 lesdes realgadas
por gadolinio como critério de inclusdo (média: 1; alcance: 1-6). A média, em cada MR, do
numero de lesGes realgadas por gadolinio, novas ou alargadas, manteve-se inalterada depois
da terapia de 28 semanas (média: 1; alcance: 0-2). Em 4 pacientes que de inicio apresentavam
lesGes realgadas por gadolinio, estas desapareceram completamente no final do estudo. Os
restantes 8 pacientes tinham lesdes realcadas por gadolinio, mas o nimero de lesGes por
paciente diminuiu. A média de lesdes realcadas por gadolinio no final do estudo nos 12
pacientes era menor (0.83 + 0.72) que no inicio do estudo (1.75 + 1.42) (P = 0.03, Teste de
Postos Sinalizados de Wilcoxon).

As recaidas foram monitoradas até 12 meses antes da inscricdo, durantes as 28 semanas
do estudo e até os 4 meses seguintes ao final do estudo. 8 pacientes tiveram um total de 11
recaidas antes do inicio do ensaio. 9 durante as 28 semanas do estudo; 4 dessas 9 foram num
Unico paciente. As recaidas foram tratadas como o neurologista achou conveniente. Em um
caso, foi utilizada pulsoterapia esteroide. 7 participantes ndo tiveram qualquer recaida durante
o estudo ou no acompanhamento (num total de 10 meses). Ndo houve diferenca estatistica
relevante entre taxas de recaidas anualizadas no inicio e no fim do estudo.

A progressdo da doenca foi feita através de medicGes de EDSS e Al, na base e no fim do
estudo. A EDSS manteve-se inalterada em 4 pacientes. Ndo houve alteragdes significativas seja
tanto na EDSS como na Al.

DISCUSSAO

O presente protocolo foi desenhado para testar a tolerabilidade das concentracGes
especificas 25(0OH)D atingidas — e ndo os efeitos a longo prazo das doses de Vitamina D;
usadas. Apesar da Vitamina D por si s6 ser eliminada da circulagdo em 2 ou 3 dias, os seus
efeitos na concentracdo de soro de 25(0OH)D apresenta uma semi-vida que é da ordem de 2
meses, o que torna a realizacdo completa de um platd na concentracio de 25(OH)D
impraticavel para um estudo desta natureza®**".

Preocupacgdes sobre a seguranca de Vitamina D e Calcio foram levantadas recentemente,
porque o estudo da Women's Health Initiative mostrou uma maior taxa de risco em 17% para
calculos renais, em mulheres que aleatoriamente receberam Célcio e Vitamina D, quando
comparadas com as que receberam placebos®. A dose de Vitamina D usada nesse estudo foi
de 10pg/d (400 Ul/d), que é demasiado pequena para produzir uma alteragdo convincente no
soro de 25(OH)D. Mais, a ingestdo média inicial de Calcio no estudo foi de 1100mg/d, sobre o
qual adicionaram 1200mg/d de Célcio. No estudo da Women's Health Initiative o aumento do
risco de pedras nos rins foi atribuido a ingestdo de célcio perto de 2500 mg/d e ndo a Vitamina

* Vieth R. “Vitamin D supplementation, 25-hydroxyvitamin D concentrations, and safety”. Am J Clin
Nutr, 1999; 69: 842-56.

** Vieth R. “The pharmacology of vitamin D, including fortification strategies”. In: Feldman D, Glorieux F,
Pike JW, eds. Vitamin D. New York, NY: Elsevier, 2005:995-1015.

*> Wactawski-Wende J, Kotchen JM, Anderson GL, et al. “Calcium plus vitamin D supplementation and
the risk of colorectal cancer”. N Engl J Med 2006; 354: 684—-96.
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D. Na verdade, com ingestdo de valores de Cdlcio mais baixos, Calcio e Vitamina D sdo
associados com um menor risco de formacdo de pedra nos rins>®.

As concentragdes circulantes 25(0OH)D que tém manifestado toxicidade de forma
convincente, como hipercalcemia, e aumentado o calcio urindrio, ultrapassam 700

373839 para os doentes no presente estudo com EM e nenhum disturbio subjacente do

nmol/L
metabolismo dsseo ou mineral, as concentracdes de soro de 25(0OH)D foram em média de 386
nmol/L e ndo houve qualquer sinal prejudicial do metabolismo do célcio. Apesar de ser bem
sabido que a Vitamina D aumenta a absor¢do intestinal de Cdlcio, esse efeito esta sujeito a
regulacio fisioldgica®™. Concentrag¢des de 25(0H)D acima de 80nmol/L n3o tém qualquer efeito
adicional sobre a absor¢do intestinal do Célcio*. Em adultos, o balanco de Calcio é
essencialmente neutro; portanto, a excrecao de Calcio urinario aproxima da absorg¢do de Calcio
liguido a partir do intestino. Os valores constantes de célcio urinario mostrados na Figura 1 sdo
consistentes com os descobertos por Heaney e outros*’: A absor¢do de calcio atinge um

patamar quando a concentragdo de 25(OH)D ultrapassa as 80nmol/L.

Tem sido tomado como axioma ha ja algum tempo que a suplementa¢do com vitamina D;
pode beneficiar pacientes com EM e, potencialmente, uma variedade de doencas
autoimunes®. Goldberg e outros™ trataram 10 pacientes de EM com 125pg/d (5000 Ul/d) de
Vitamina D; sob a forma de dleo de figado de bacalhau. Encontraram uma diminuicdo
significativa no nimero de recaidas. Outros avaliaram os efeitos de 25pg/d (1000 Ul/d) de
Vitamina D; sobre os perfis de citocinas em pacientes com EM e encontraram concentracdes
mais elevadas de fator de crescimento anti-inflamatérias do tumor (31 com menores
concentragdes de interleucina-2 inflamatéria®. O uso de 2.5pg/d do hormonio calcitriol
[1,25(0OH),D] durante 48 semanas produziu um resultado semelhante ao encontrado por
Goldberg et al — uma diminui¢do de 27% na taxa de recaidas, durante o periodo do estudo™.
Uma limitagdo chave no desenho de todos estes estudos é que as doses de Vitamina D; foram
escolhidas arbitrariamente. A razdo para o uso da vitamina D; é o de aumentar a concentracdo
de 25(0OH)D, que serve como substrato para a producdo extrarenal e autécrina da 1,25(0H)2D,

% curhan GC, Willett WC, Knight EL, Stampfer MJ. “Dietary factors and the risk of incident kidney stones
in younger women: Nurses' Health Study II”. Arch Intern Med 2004; 164: 885-91.

* Rizzoli R, Stoermann C, Ammann P, Bonjour JP. “Hypercalcemia and hyperosteolysis in vitamin D
intoxication: effects of clodronate therapy”. Bone 1994; 15: 193-8.

3 pettifor JM, Bikle DD, Cavaleros M, Zachen D, Kamdar MC, Ross FP. “Serum levels of free 1,25-
dihydroxyvitamin D in vitamin D toxicity”. Ann Intern Med 1995; 122: 511-3.

* vieth R, Pinto T, Reen BS, Wong MM. “Vitamin D poisoning by table sugar”. Lancet 2002; 359: 672.

a0 Heaney RP, Dowell MS, Hale CA, Bendich A. “Calcium absorption varies within the reference range for
serum 25-hydroxyvitamin D”. J Am Coll Nutr 2003; 22: 142-6.

o Heaney RP. “The vitamin D requirement in health and disease”. ) Steroid Biochem Mol Biol 2005; 97:
13-9.

2 Heaney RP, Dowell MS, Hale CA, Bendich A. “Calcium absorption varies within the reference range for
serum 25-hydroxyvitamin D”. ) Am Coll Nutr 2003; 22: 142-6.

* Cantorna MT, Mahon BD. “Mounting evidence for vitamin D as an environmental factor affecting
autoimmune disease prevalence”. Exp Biol Med (Maywood) 2004; 229: 1136-42.

* Gold berg P, Fleming MC, Picard EH. “Multiple sclerosis: decreased relapse rate through dietary
supplementation with calcium, magnesium and vitamin D”. Med Hypotheses 1986; 21: 193—-200.

*> Mahon BD, Gordon SA, Cruz J, Cosman F, Cantorna MT. “Cytokine profile in patients with multiple
sclerosis following vitamin D supplementation”. ) Neuroimmunol 2003; 134: 128-32.

o Wingerchuk DM, Lesaux J, Rice GP, Kremenchutzky M, Ebers GC. “A pilot study of oral calcitriol (1,25-
dihydroxyvitamin D3) forrelapsing-remitting multiple sclerosis”. ) Neurol Neurosurg Psychiatry 2005; 76:
1294-6.
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sem afetar o plasma 1,25(0OH)2D concentracdo. Na verdade, um ensaio clinico prévio* e
estudos em ratos*®, ambos feitos pelo nosso grupo, chegaram & conclusdo que a
suplementacdo com Vitamina D tende a baixar a concentracdo do soro 1,25(OH),D. No
presente estudo ndo medimos 1,25(0H),D, porque o foco estava nos parametros clinicos de
tolerabilidade.

Como ensaio de Fase |, este estudo ndo foi desenhado para detectar alteragdes nos
resultados clinicos nos pacientes. Foi sim para comprovar apenas a comprova¢do de que a
tolerabilidade do consumo elevado de vitamina D3 ndo é relevante para pacientes com EM. Os
testes clinicos dos sujeitos no presente estudo ndo encontraram nenhum aumento
estatisticamente significativo na taxa de reincidéncia anual, pontuacdo, deficiéncia ou indice
ambulatorial. Também estabeleceu, através de RM, que o consumo elevado de vitamina D3
ndo conduz a um aumento de lesdes realgadas por gadolinio. Na realidade, o nimero total de
lesGes por paciente diminuiu significativamente desde o inicio até ao final do ensaio. No
contexto da EM, a exigéncia de uma lesdo ativa no inicio do estudo para inclusdo no mesmo
poderia explicar, em parte, a redug¢do no nimero de lesdes realgadas por gadolinio naRM e a
falta de agravamento da taxa de recidivas (que nao foi um critério de inclusdo). A regressdo
para a média, por causa de os critérios de inclusdo, poderia ser responsdvel pela mudanca
desejavel clinica durante o estudo. Ndo seria natural que a EDSS mudasse ao longo de um
estudo de curta duragdo, como este; o ruido é a melhor explicacdo para todas as alteragdes
(quer agravamento ou melhoria) na EDSS que foram vistas.

A nossa razao para estudar doses mais elevadas de vitamina D; é o de melhorar a
producdo paracrina de 1,25(0H)2D. Os mecanismos pelos quais 25(0OH)D poderia afetar o
cérebro e a fungdo imune tém sido demonstrados em estudos laboratoriais. A 25-
hidroxivitamina e D-1-a-hidroxilase foram encontradas no fluido cerebrospinal®. A atividade
extrarenal 1-hidroxilase-a segue uma cinética de primeira ordem da reacdo in vivo, de modo
que um maior fornecimento de substrato deve aumentar a produgdo de 1,25(0H)2D>°. O
receptor Vitamina D (RVD) foi encontrado no sistema nervoso central®’. A 1,25(0H)2D
estimula a producdo de neurotrofinas®® e suprime a neurotoxicidade®®. Logo, um fornecimento
adequado de substrato para a produgdo paracrina e a utilizacdo da 1,25(0OH)2D no sistema
nervoso central, pode melhorar a regulacdo imune de uma doencga autoimune, tal como a EM.

* Vieth R, Kimball S, Hu A, Walfish PG. “Randomized comparison of the effects of the vitamin D3
adequate intake versus 100 mcg (4000 IU) per day on biochemical responses and the wellbeing of
patients”. Nutr J 2004; 3: 8.

8 vieth R, Milojevic S, Peltekova V. “Improved cholecalciferol nutrition in rats is noncalcemic, suppresses
parathyroid hormone and increases responsiveness to 1, 25-dihydroxycholecalciferol”. ) Nutr 2000; 130:
578-84.

“ Balabanova S, Richter HP, Antoniadis G, et al. “25-Hydroxyvitamin D, 24, 25-dihydroxyvitamin D and
1,25-dihydroxyvitamin D in human cerebrospinal fluid”. Klin Wochenschr 1984; 62: 1086—90.

*% vieth R, McCarten K, Norwich KH. “Role of 25-hydroxyvitamin D3 dose in determining rat 1,25-
dihydroxyvitamin D3 production”. Am J Physiol 1990; 258: E780-9.

> Zehnder D, Bland R, Williams MC, et al. “Extrarenal expression of 25-hydroxyvitamin D(3)-1alpha-
hydroxylase”. ) Clin Endocrinol Metab 2001; 86: 888—94.

> Eyles DW, Smith S, Kinobe R, Hewison M, McGrath JJ. “Distribution of the vitamin D receptor and 1
alpha-hydroxylase in human brain”. ) Chem Neuroanat 2005; 29: 21-30.

> Riaz S, Malcangio M, Miller M, Tomlinson DR. “A vitamin D(3) derivative (CB1093) induces nerve
growth factor and prevents neurotrophic deficits in streptozotocin-diabetic rats”. Diabetologia 1999; 42:
1308-13.

>* Kalueff AV, Eremin KO, Tuohimaa P. “Mechanisms of neuroprotective action of vitamin d(3)".
Biochemistry (Mosc) 2004; 69: 738-41.
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As presentes descobertas devem facilitar as investigacdes de outros com altas doses de
vitamina D;.Além disso, os dados atuais justificam uma revisdo da UL ou o nivel de orientac¢do
para a vitamina D>°. N3o ha prova de que os adultos com EM s3o diferentes dos adultos
sauddveis, no que diz respeito a sua tolerdncia de vitamina D; sua doenca é devido a uma
resposta inflamatéria. Os niveis de concentracdo de soro de 25(OH)D representam as
contribuicGes de sintese cutanea e a ingestdo de fontes alimentares de vitamina D. Com 15
minutos de exposi¢cdo de corpo inteiro ao meio-dia durante o Verdo, adultos de raga branca
podem produzir vitamina D equivalente a um consumo de 250 pg (10 000 UI)**. Uma
publicacdo recente ndo apresentou provas de toxicidade resultante da ingestdo de tais
tomas,”’ nem foi determinada a concentracdo de soro 25(0OH)D que é tdxica, embora se
acredite ser a partir de 250 nmol/L. Por conseguinte, é razoavel esperar que a ingestdo oral de
vitamina D;, que produz concentragdes de soro de 25(OH)D, tais como os obtidos com a
exposicdo ao sol, ndo ird causar hipercalcemia ou hipercalciuria. Isso é o que mostramos nesta
pequena populacdo de pacientes, cuja concentragdo de 25(0OH)D no inicio do estudo ja foi
relativamente alta. O nosso objetivo ndo foi determinar a seguranga a longo prazo das doses
de vitamina D3, por si s6, mas para avaliar a seguranca resultante das concentra¢des do soro
de 25(0OH)D. Um tratamento mais prolongado com 7000ug/semana (280 000 Ul/semana) ira
produzir concentracdes mais elevadas de 25(0OH)D do que foram observadas aqui. Se
aplicarmos a estimativa de Heany et al*® que um aumento na toma de 1 -Hg/d aumenta o soro
de 25(OH)D em 0,7nmol/L, em seguida, o aumento médio final de 25(OH)D observado aqui,
isto é 308nmol/L, representa um platd na concentracdo de 25(OH)D equivalente ao que
resulta a partir da ingestdo de Vitamina D; a longo prazo de 440pug/d (17 600 Ul/d).

Em resumo, demonstramos que as concentra¢des de soro de 25(OH)D, num alcance de
400 nmol/L, podem ser alcancadas sem causar hipercalcemia ou hipercalcitria, e ndo causam
efeitos clinicos ou paraclinicos adversos. Estes resultados sdo animadores para ensaios clinicos
em EM a uma escala maior e em outras condi¢Ges médicas, que possam responder a vitamina
D. O uso generalizado de suplementos de vitamina D [25 pg (1.000 Ul)/d] tem sido
aconselhado como uma maneira simples de melhorar muitos aspetos da saude publica®®.
Uma vez que, no Reino Unido, o nivel de orientagdo para a vitamina D permanece em 25 pg/d
(1000 Ul/d), o publico britdnico pode nio ser capaz de se beneficiar do aconselhamento. O
presente estudo fornece uma confirmacgdo objetiva de que a recente proposta Hathcock et al é
apropriada, ou seja: a UL de 250 pg/d (10 000 Ul/d) para a ingestdo de vitamina D pode ser
justificada®.

> Vieth R. “Critique of the considerations for establishing the tolerable upper intake level for vitamin D:
critical need for revision upwards”. J Nutr 2006; 136: 1117-22.

>® Vieth R. “The pharmacology of vitamin D, including fortification strategies”. In: Feldman D, Glorieux F,
Pike JW, eds. Vitamin D. New York, NY: Elsevier, 2005:995-1015.

>’ Hathcock JN, Shao A, Vieth R, Heaney R. “A risk assessment for vitamin D”. Am J Clin Nutr 2007; 85: 6—
18.

> Heaney RP, Davies KM, Chen TC, Holick MF, Barger-Lux MJ. “Human serum 25-hydroxycholecalciferol
response to extended oral dosing with cholecalciferol”. Am J Clin Nutr 2003; 77: 204-10.

> Dawson-Hughes B, Heaney RP, Holick MF, Lips P, Meunier PJ, Vieth R. “Estimates of optimal vitamin D
status”. Osteoporos Int 2005; 16: 713-6.

% Bischoff-Ferrari HA, Giovannucci E, Willett WC, Dietrich T, Dawson-Hughes B. “Estimation of optimal
serum concentrations of 25-hydroxyvitamin D for multiple health outcomes”. Am J Clin Nutr 2006; 84:
18-28.

® Hathcock JN, Shao A, Vieth R, Heaney R. “A risk assessment for vitamin D”. Am J Clin Nutr 2007; 85: 6—
18.
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