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RESUMO

MOREIRA, Carolina Ferraz Figueiredo. Influéncia da suplementacdo de vitamina D e do
polimorfismo Fok-1 no controle glicémico de criancas e adolescentes com Diabetes Mellitus
tipo 1. 2024. Tese (Doutorado em Ciéncias Nutricionais) — Instituto de Nutricdo Josué de Castro,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. 2024.

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é caracterizado pela deficiéncia absoluta de insulina e é a
endocrinopatia mais prevalente em criangas e adolescentes, sendo que o Brasil apresenta a terceira
maior incidéncia. As estratégias terapéuticas sdo baseadas na monitorizacdo da glicemia,
insulinizacdo, orientagdo nutricional, pratica de atividade fisica e apoio psicossocial. No contexto
das intervencdes adjuvantes, o potencial terapéutico da vitamina D vem sendo estudado, todavia sdo
escassos 0s estudos que avaliam a frequéncia e os fatores associados a deficiéncia de vitamina D
(DVD) em criangas e adolescentes com DM1, bem como ainda sdo contraditérios os resultados
acerca do efeito da suplementacdo de vitamina D no controle glicémico. Este estudo teve como
objetivo descrever a frequéncia e avaliar os fatores associados a DVD em criancas e adolescentes
com DML1, bem como avaliar o efeito da suplementacdo de vitamina D na corre¢do da DVD e no
controle glicémico. Trata-se de um ensaio clinico controlado com participantes de 7 a 16 anos e
diagndstico de DM1 ha pelo menos 1 ano. Os participantes foram classificados com DVD quando
25-hidroxi vitamina D (25(OH)D) era inferior a 30 ng/mL, sendo alocados no grupo intervencéo.
Neste grupo, foi prescrita suplementacdo oral com colecalciferol na dosagem de 2000 Ul/dia, por 12
semanas. Foram coletados dados socio-demograficos, clinicos, laboratoriais, de estilo de vida,
antropomeétricos e o polimorfismo Fok-I (rs2228570). As varidveis categoricas foram descritas por
meio de frequéncias e as continuas por média e desvio padrdo. Foi elaborado modelo de regressdo
logistica multipla para identificar os fatores associados a DVD e modelo de regressao linear
multipla para identificar os fatores associados a concentracdo sérica de 25(OH)D e a hemoglobina
glicada apos a intervencdo. Os dados foram analisados no software SPSS Statistics, verséo 26.0. A
avaliagdo do efeito da intervencdo foi feita a partir do célculo do Delta Glass, por meio do uso do
software STATA, versdo 18. Foram estabelecidos intervalos de confianca (IC) a 95% e o nivel de
significancia adotado foi de 5%. Foram avaliadas 143 criangas e adolescentes com média de idade
de 11,5 + 2,2 anos, sendo 51% do sexo feminino (n = 73). A frequéncia de DVD foi de 79% (n =
113) e a média de 25(0OH)D foi de 19,2 + 6,1 ng/mL dentre aqueles com DVD. A frequéncia do
genotipo AA do polimorfismo Fok-I (rs2228570) foi de 8,2%. N&o foi observada diferenca entre 0s
participantes com e sem DVD com relacdo a presenca do polimorfismo Fok-1 (rs2228570) (p =
0,256). Os fatores associados a DVD foram: menor nivel de atividade fisica (OR 2,9; IC 1,1-7,6; p



= 0,031), pior controle glicémico (OR 5,0; IC 1,9-13,2; p = 0,001) e excesso de peso (OR 3,6; IC
1,1-11,1; p = 0,029). Durante a suplementacdo, ocorreram dez perdas de seguimento no grupo
intervencdo. Apos a suplementacdo, a média de 25(OH)D aumentou para 30,9 + 10,1 ng/mL no
grupo intervencdo (n = 103). O efeito da intervencdo sobre a 25(OH)D foi muito grande (Delta
Glass = 1,2; IC 0,8/-1,4), porém foi muito pequeno sobre o controle glicémico (Delta Glass = 0,1;
IC -0,2/0,4). A concentragdo sérica de 25(OH)D apds a suplementacdo apresentou associacdo
inversa com a dose de insulina (B = -4,6; 1C -8,1/-1,1; p = 0,010) e com o indice de Massa Corporal
(B =-0,3; IC -0,6/-0,01; p = 0,059). Néo foi observada associacdo com o controle glicémico (B = -
0,8; IC -1,6/0,1; p = 0,067) e com o polimorfismo Fok-1 (rs2228570) (B = 2,4; IC -1,6/6,5; p =
0,235). A hemoglobina glicada apds a intervencao apresentou associagdo inversa com o baixo nivel
de atividade fisica (B = 0,2; IC 0,1/0,7; p = 0,004). Com base nos resultados encontrados,
identificou-se elevada frequéncia de DVD em criancas e adolescentes com DM1 e os fatores
associados foram: menor nivel de atividade fisica, pior controle glicémico e excesso de peso. O
esquema de suplementacao proposto mostrou-se eficaz para corre¢do da DVD, porém o efeito sobre
o controle glicémico foi muito pequeno. Observou-se menor concentracéo sérica de 25(0OH)D apo6s
a suplementacdo nos participantes com excesso de peso e naqueles tratados com maior dose de
insulina. Sugere-se 0 monitoramento da concentracdo sérica de 25(0OH)D em criancas e
adolescentes com DM1, especialmente naqueles com fatores de risco, com consequente
suplementacdo caso necessario, e o estimulo a préaticas alimentares saudaveis e a exercicios fisicos

rotineiros.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 1, vitamina D, criancas, adolescentes, fatores de risco, estilo

de vida, suplementacao nutricional, controle glicémico.



ABSTRACT

MOREIRA, Carolina Ferraz Figueiredo. Influence of vitamin D supplementation and Fok-I
polymorphism on glycemic control in children and adolescents with Type | Diabetes Mellitus.
2024. Thesis (PhD degree in Nutritional Sciences) — Josué de Castro Institute of Nutrition, Federal

University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is characterized by absolute insulin deficiency and is the most
prevalent endocrinopathy in children and adolescents, and Brazil has the third highest incidence.
Therapeutic strategies are based on blood glucose monitoring, insulinization, nutritional care,
physical activity, and psychosocial support. Regarding adjuvant interventions, the therapeutic
potential of vitamin D has been studied. However, few studies evaluate the frequency and factors
associated with vitamin D deficiency (VDD) in children and adolescents with T1DM, and the
results on the effect of vitamin D supplementation on glycemic control are still contradictory. This
study aimed to evaluate the frequency and factors associated with VDD in children and adolescents
with T1DM, as well as evaluate the effect of vitamin D supplementation on VDD and glycemic
control. This is a controlled clinical trial with participants aged 7 to 16 years and diagnosed with
T1DM for at least 1 year. Participants were classified with VDD when 25-hydroxy vitamin D
(25(OH)D) was less than 30 ng/mL, and allocated in the intervention group. In this group, oral
supplementation with cholecalciferol was prescribed at a dosage of 2000 IU/day for 12 weeks.
Socio-demographic, clinical, laboratory, lifestyle, anthropometric data, and the Fok-I polymorphism
(rs2228570) were collected. Categorical variables were described using frequencies and continuous
variables using mean and standard deviation. A multiple logistic regression model was developed to
identify factors associated with VDD and a multiple linear regression model was developed to
identify factors associated with 25(OH)D and glycated hemoglobin after the intervention. Data were
analyzed using SPSS Statistics software, version 26.0. The intervention effect was assessed using
Delta Glass, which was calculated in STATA software, version 18. Confidence intervals (CI) were
established at 95% and the significance level adopted was 5%. 143 children and adolescents were
evaluated, with a mean age of 11.5 £ 2.2 years, 51% were female (n = 73). The frequency of VDD
was 79% (n = 113) and the mean 25(OH)D was 19.2 + 6.1 ng/mL among those with VDD. The
frequency of genotype AA of the Fok-I polymorphism (rs2228570) was 8.2%. No difference was
observed between participants with and without VDD regarding the presence of the Fok-I
polymorphism (rs2228570) (p = 0.256). The factors associated with VDD were: lower level of
physical activity (OR 2.9; Cl 1.1-7.6; p = 0.031), worse glycemic control (OR 5.0; CI 1.9-13.2; p =
0.001), and overweight (OR 3.6; CI 1.1-11.1; p = 0.029). During supplementation, there were ten



follow-up losses in the intervention group. After supplementation, 25(OH)D increased to 30.9 +
10.1 ng/mL in the intervention group (n = 103). The intervention effect on 25(OH)D was very large
(Delta Glass = 1.2; CI 0.8/-1.4), but it was very small on glycemic control (Delta Glass = 0.1; CI -
0.2/0.4). 25(0OH)D after supplementation was inversely associated with insulin dose (p = -4.6; CI -
8.1/-1.1; p = 0.010) and Body Mass Index (p = -0.3; CI -0.6/-0.01; p = 0.059). No association was
observed with glycemic control (B = -0.8; IC -1.6/0.1; p = 0.067) and Fok-lI polymorphism
(rs2228570) (B = 2.4; IC -1 .6/6.5; p = 0.235). Glycated hemoglobin after the intervention was
inversely associated with a low level of physical activity (= 0.2; CI1 0.1/0.7; p = 0.004). Based on
the results found, a high frequency of VDD was identified in children and adolescents with TILDM
and the associated factors were: lower level of physical activity, worse glycemic control, and excess
weight. The prescribed supplementation proved to be effective for VDD but the effect on glycemic
control was very small. A lower serum concentration of 25(OH)D was observed after
supplementation in participants with overweight and in those treated with a higher dose of insulin. It
is suggested to monitor 25(OH)D in children and adolescents with TLDM, especially those with risk
factors, with consequent supplementation if necessary, and to encourage healthy eating practices

and routine physical exercise.

Keywords: type 1 diabetes mellitus, vitamin D, children, adolescents, risk factors, lifestyle, dietary

supplement, glycemic control.
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APRESENTACAO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é a endocrinopatia mais prevalente em criancas e
adolescentes, acometendo 1,52 milhdes de individuos com até 20 anos de idade. Um dos principais
pilares do tratamento do DM1 é o cuidado nutricional, o qual influencia diretamente no controle
glicémico. Na auséncia de um bom controle glicémico, podem surgir complica¢Ges crénicas micro e
macrovasculares, as quais interferem na qualidade de vida.

Alguns estudos vém demonstrando que a vitamina D, além do seu papel no metabolismo
0sseo, também apresenta funcdo imunomoduladora, podendo exercer papel no DM1, tanto na
reducdo do risco de desenvolvimento, quanto sendo um potencial adjuvante terapéutico. Todavia, a
deficiéncia de vitamina D (DVD) é considerada um problema de salude mundial, inclusive em
criancas.

Na literatura, sdo escassos 0s estudos que avaliam a frequéncia e os fatores associados a
DVD em criangas e adolescentes com DM1. Além disto, existem trabalhos que avaliaram o efeito
da suplementacdo de vitamina D no controle glicémico desta populacdo, porém os resultados ainda
sdo contraditorios. Neste contexto, tornam-se essenciais 0s trabalhos que objetivem estudar a
relacdo entre a DVD e o DM1 em criancas e adolescentes.

Ao longo dos meus 15 anos de carreira, trabalhei com o publico infanto-juvenil em
diferentes momentos, mas nos Ultimos trés anos e meio trabalho exclusivamente com este publico,
no Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG), da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ), onde este estudo foi desenvolvido. Fui estagiaria neste mesmo hospital em
2008 e fiz mestrado também na &rea de micronutrientes. Como nutricionista, valorizo cada vez mais
0 papel da profisséo no crescimento e desenvolvimento adequados de criancas e adolescentes.

Ao pensar no doutorado, tendo em vista que o IPPMG ¢ referéncia na assisténcia de criancas
e adolescentes com DM1 e que minha orientadora tem vasta experiéncia pratica e em pesquisa nesta
area, optamos por estudar a tematica. Ingressei no doutorado em 2020 com intuito de aprofundar
meus estudos e me capacitar como pesquisadora em um local de exceléncia e junto ao Nucleo de
Estudos em Nutri¢do e Pediatria (NutPed).

O objetivo desta tese foi identificar a frequéncia e os fatores associados a DVD em criangas
e adolescentes com DM1, bem como avaliar o efeito da suplementacéo de vitamina D no controle
glicémico. Este estudo serd capaz auxiliar no entendimento do papel da vitamina D na saude de
criangas e adolescentes com DML1, contribuindo para um cuidado nutricional cada vez mais
individualizado. Este estudo recebeu fomento da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio

de Janeiro, sendo agraciado com o edital Emergentes (processo n° 250357/2019).



Os resultados desta tese serdo apresentados no formato de dois artigos. O primeiro foi
intitulado como “Prevalence of and factors associated with vitamin D deficiency in children and
adolescents with type 1 diabetes mellitus: baseline data from a clinical trial at a reference center in
Rio de Janeiro, Brazil” e submetido ao peridédico Nutrition. O segundo artigo foi intitulado como
“Efeito da suplementacdo de vitamina D no controle glicémico de criangas e adolescentes com
DM1: dados de um ensaio clinico controlado” e ser& submetido ao periédico European Journal of
Clinical Nutrition.



SUMARIO

L. INTRODUGAO . ...ttt sttt s st 15
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Diabetes Mellitus

2.1.1 DefiniGa0 € ClaSSITICAGAD. ........eiveiuiiteiiieiieiiee ettt 17
2.1.2 DIAGNOSTICO. ...ttt bttt b bbb e b e bt b et b et et e bt et e e e st ebe b e e b b 18
2.2 Diabetes Mellitus tipo 1

2.2.1 Epidemiologia € fiSIOPAtOIOQIA........c.civeiireieiiece e 18
A N L 11 11 (o TSSO PUROPROTRTPP 20
2.2.3 CONLIOle GIICEMICO. .. ..eiiiei ittt bbbt 21
2.3 Vitamina D

2.3.1 Aspectos metabdlicos e epidemiolOgICOS.........cuciuviiiiieieee e 22
2.3.2 Pontos de corte para 25(0OH)D e esquemas de tratamento de DVD.........ccccccevcvevviieneene s 24
2.3.3 Fatores assoCiados @ DVD.........ccvoiiioieiiie sttt re e e 25
2.4 Associacao entre Diabetes Mellitus tipo 1 e vitamina D

2.4.1 Papel imunomodulador da VItamina D............cccciveiiiiiiieie e 27
2.4.2 Polimorfismo FOK-T (FS2228570).......ccueiiiiiieieieiie ettt 27
2.4.3 Suplementacéo de vitamina D e controle gliCEMICO..........ccoeiiiiiiiiniece e, 29
B JUSTIFICATIVA ettt bttt s e b et ettt bt neeteneenes 31
4. PERGUNTAS DE ESTUDO E HIPOTESE.......oiieiieeeceeeeeeeeveseee s esessenasnes e, 32
5. OBJETIVOS

5.1 ODJETIVO GEIaAL......ooiiiieeiii bbbttt bbbt 33
5.2 Objetivos especificos

oI R AN 1 T o I OSSR USOTSRPP 33
5.2.2 ATTIZO 2.ttt h R Rt b b bbbt Rttt ettt bt ne e 33
6. CASUISTICA E METODOS

6.1 Desenho € 10Cal dO BSTUO. ..........oiiiiiiiee et 34
I o] o1 | F- ot To TSRS 34
(RS I O] [=] = o [0 0 = To [0 1< J SRS 35
6.4 Variaveis

6.4.1 Dad0S DIOGUIMICOS. ......ccviiiiiie ettt e s be e re e steersesbeenteeneenre s 36
6.4.2 POlimorfisSmo FOK-1 (FS2228570).....c..ccuiiieieeiieie sttt st 37
6.4.3 Dados socio-demogréaficos e de acompanhamento ambulatorial..............ccccccevveviiieiieivenene. 38

R ANV L= Vo To R L o] oTo] =] 1 [0 VUSSR 38



6.4.5 Nivel de exposicao a luz solar e de atividade fiSICa..........ccveieerieeieiieres e 38
6.4.6 AdeSE0 & SUPIEMENTAGAD. ... ...eeeuiitiiieeierte ettt et sb ettt 38
6.5 Analises estatisticas

TR T80 I A 1 T o I SR RTS 39
TR TZ A A 1T o SRS 39
5.6 ASPDECTOS BLICOS. ... e.eeeeeieteiteiete ettt b ettt b bbbt e et b bbbt e b b e st b bt b e b e e b e 40
T.RESULTADOS. ...ttt ettt et e e et e e s a e e e s sbe e e aab e e e aaeeeanaeeaseeeanneees 41
78 o o T TSRS 42
A 2 [ o TS 59
8. CONCLUSAOD.......ocoiiriiiie ettt 84
9. CONSIDERAQ@ES FINAILS e s e e e e e 85
REFERENCIAS. ...ttt 86
APENDICES

Apéndice 1 — Termo de Consentimento Livre e ESClarecido...........ccocovvviiiiiiiininieeeee, 91
Apéndice 2 — Termo de ASSENTIMENTO.........oiiiiiiiiiiieieee et e e 93
Apéndice 3 — Instrumento de Coleta de DadOS..........ccecieiieiiiieiiece e 95
Apéndice 4 — OrientaCao NULFICIONAL.............coueiiiiiie e 97
Apéndice 5 — Cartdo de Controle da SUPIEMENTAGED............ceiviiriiieiee e 98
ANEXOS

Anexo 1 — Protocolo de extragdo de SAliVa...........cccveiiiiiiiciccie e 99
Anexo 2 — International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)..........cccoviviiiiiiiiiiiienne 100
Anexo 3 — Aprovacio pelo Comité de Etica em PESQUISAL..........ceveevveereeereeereeeeseeiereese e eseeeeeean, 101

Anexo 4 — Aprovacdo pelo Registro Brasileiro de Ensaios ClHNICOS.........cccoeveveieieieieeieieienns 102



15

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) corresponde a um grupo de doencas metabolicas caracterizadas
por hiperglicemia, a qual pode ser resultado de defeitos na secre¢do e/ou na acdo da insulina (ADA,
2024). Dentre os diferentes tipos de DM, o diabetes mellitus tipo 1 (DM1) representa a
endocrinopatia mais prevalente em criancas e adolescentes (IDF, 2022). E uma doenca auto-imune
cronica mediada por células T que acomete o pancreas e que se caracteriza pela destruicdo
apoptética das células beta das ilhotas de Langerhans, as quais sdo responsaveis pela produgédo e
secrecdo de insulina, resultando em deficiéncia absoluta deste hormdnio (SBD, 2023; VAN
BELLE, COPPIETERS & VON HERRATH, 2011).

O tratamento do DM1 é baseado em um conjunto de pilares que inclui: aplicacao de insulina
exdgena, monitoramento da glicemia, cuidado nutricional, atividade fisica, educacdo, atengdo
psicossocial e participacdo conjunta da familia e do paciente (ADA, 2024). O cuidado nutricional é
baseado em préticas alimentares saudaveis e na ingestdo adequada de carboidratos, tendo em vista
que este macronutriente influencia diretamente na glicose pds-prandial. Na auséncia de um bom
controle glicémico, podem surgir complicages crdnicas micro e macrovasculares relacionadas a
doenca (SBD, 2023).

Com relacdo ao cuidado nutricional, estudos tém demonstrado evidéncias que apoiam um
possivel fator protetor da vitamina D no DM1 (INFANTE et al., 2019; RAK & BRONKOWSKA,
2018). Classicamente, a vitamina D esta associada ao metabolismo 6sseo e sabe-se que sua
deficiéncia é considerada um problema de saide mundial, podendo provocar atraso no crescimento
e raquitismo em criangas (HOLICK, 2017; HOLICK, 2007). Existem alguns fatores de risco
associados a deficiéncia de vitamina D (DVD), como por exemplo: pele mais escura, uso de
protetor solar, exposicdo solar insuficiente, estacbes do ano com menor incidéncia solar, latitudes
maiores, consumo insuficiente e uso de vestimentas longas ou que cobrem a cabe¢ca (ANTONUCCI
etal., 2018; WACKER & HOLICK, 2013).

A explicacdo para possivel associagdo entre a vitamina D e 0 DM1 pode pautar-se no fato de
que o receptor de vitamina D (Vitamin D Receptor, VDR) esta presente nas células beta-
pancreaticas, em orgaos-alvo de acdo da insulina e nas células do sistema imune. O VDR ¢ um fator
de transcri¢do dependente de ligante localizado no nucleo celular, o qual, quando em complexo com
a vitamina D, é capaz de regular a expressao de genes (MITRI & PITTAS, 2014, CHAKHTOURA
& AZAR, 2013). Neste contexto, estudos vém demonstrando que varia¢des do gene do VDR podem
estar associadas ao controle glicémico de criancas e adolescentes com DM1 (INFANTE et al.,
2019; RAK & BRONKOWSKA, 2018). O gene do VDR pode apresentar quatro polimorfismos de
nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism, SNP), os quais podem alterar sua funcéo.
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Especificamente o polimorfismo Fok-1 (rs2228570), é o Unico capaz de gerar uma proteina com trés
aminoacidos a menos (UITTERLINDEN et al., 2004).

Existem poucos estudos na literatura que avaliam o efeito da suplementacéo de vitamina D
na hemoglobina glicada (HbA1c) de criancas e adolescentes com DM1, todavia os resultados ainda
séo contraditérios (NASCIMENTO et al., 2022). Também séo escassos 0s trabalhos que avaliam a
frequéncia e os fatores associados a DVD neste publico. Diante de tais evidéncias, torna-se
fundamental o desenvolvimento de trabalhos que objetivem estudar a frequéncia e os fatores de
risco para DVD em criangas e adolescentes com DM1, bem como avaliar o efeito da suplementacéo

de vitamina D no controle glicémico deste publico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diabetes Mellitus

2.1.1 Definicéao e classificacao

O indicador clinico do DM é a hiperglicemia, a qual ocorre em consequéncia da auséncia de
insulina ou da incapacidade das células de responderem a mesma. A insulina é um horménio
essencial produzido pelas células beta-pancreaticas, que age permitindo a entrada de glicose nas
células, podendo ser convertida em energia ou estocada. E importante destacar que a hiperglicemia
persistente esta associada a complicacBes crénicas micro e macrovasculares, ao aumento de morbi-
mortalidade e a reducdo da qualidade de vida. Estima-se que 537 milhdes de pessoas no mundo
convivem com DM (IDF, 2021).

A classificacdo do DM baseia-se em sua etiologia e sdo descritas na literatura as seguintes
categorias: tipo 1 — causado pela destruicdo auto-imune das células beta-pancreaticas, o que gera
deficiéncia absoluta de insulina com consequente dependéncia de insulina exdgena, e inclui
diabetes auto-imune latente do adulto; tipo 2 — est associado a resisténcia a acdo da insulina, além
de ocorrer perda progressiva de secrecdo deste hormdnio; gestacional — DM diagnosticado no
segundo ou no terceiro trimestre de gravidez, sem diagnostico prévio da doenca; e tipos especificos
em decorréncia de outras causas como, por exemplo, sindromes monogénicas (como diabetes
neonatal e diabetes do jovem com inicio na maturidade), doencas que acometem o pancreas
exocrino (como fibrose cistica e pancreatite) e diabetes induzida por drogas (como glicocorticoides)
(ADA, 2024; SKYLER et al., 2017).

E importante destacar que, em razdo dos gastos com insulina exdgena e com outros
medicamentos, 0 DML1 representa uma importante carga financeira para os individuos portadores
desta doenca e para suas familias, bem como para os sistemas publicos de saiude (SBD, 2023). De
acordo com o International Diabetes Federation, os gastos mundiais em decorréncia do diabetes em
adultos entre 20 e 79 anos de idade cresceram de 232 bilhdes de dolares em 2007 para 966 bilhdes
de dolares em 2021 e estima-se que estes gastos continuem aumentando, atingindo o valor de 1,05
trilhdo de dolares em 2045. Especificamente no Brasil, estima-se que os gastos com diabetes
tenham alcangado o valor de 42,9 bilhGes de ddlares em 2021, ficando atras apenas dos Estados
Unidos e da China (IDF, 2021).
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2.1.2 Diagnostico

Os exames que podem ser utilizados para o diagnostico do DM sdo: glicemia em jejum de
no minimo 8 horas; Teste Oral de Toleréncia a Glicose (TOTG), no qual coleta-se uma amostra de
sangue em jejum para determinacdo da glicemia, posteriormente deve-se ingerir 1,75 g/kg de
glicose dissolvida em agua, até a quantidade maxima de 75 g, e coleta-se outra amostra de sangue
apos 2 horas da sobrecarga oral; e HbAlc (ADA, 2024; SBD, 2023).

A HbALC oferece vantagem por refletir os niveis glicémicos dos ultimos 3 meses,
aproximadamente, por sofrer menor variabilidade e por independer do estado de jejum. Ressalta-se
que a HbAlc é uma medida indireta da glicemia, sofrendo interferéncia em algumas situacoes,
como anemias, hemoglobinopatias e uremia, sendo preferivel utilizar a dosagem de glicemia direta
nestes casos. Outros fatores, como idade e etnia, também podem interferir no resultado da HbAlc.
Quanto ao TOTG, € importante destacar que este pode ser a Unica alteracdo detectavel no inicio do
DML, refletindo o comeco da perda de secrecédo de insulina (ADA, 2024; SBD, 2023).

Os valores de diagndstico de DM sdo: glicemia de jejum > 126 mg/dL, glicemia apos 2
horas de sobrecarga oral > 200 mg/dL; e HbAlc > 6,5% (Tabela 1). Destaca-se que a confirmacao
do diagndstico requer repeticdo dos exames alterados em segunda amostra de sangue. Pacientes
com sintomas classicos de hiperglicemia, tais como poliuria, polidipsia, polifagia e emagrecimento,
devem ser submetidos a dosagem de glicemia casual, ndo havendo necessidade de confirmacao por
meio de segunda dosagem, caso se verifique glicemia > 200 mg/dL (ADA, 2024; SBD, 2023).

Tabela 1. Critérios laboratoriais para o diagnostico de Diabetes Mellitus (ADA, 2024; SBD, 2023).

Glicemia de jejum TOTG HbA1c Glicemia casual
> 126 mg/dL > 200 mg/dL apds 2 >6,5% >200 mg/dL com sintomas
horas de sobrecarga oral classicos de hiperglicemia

TOTG - Teste Oral de Tolerancia a Glicose; HbAlc — hemoglobina glicada.

2.2 Diabetes Mellitus tipo 1

2.2.1 Epidemiologia e fisiopatologia

O DML ¢é a forma mais comum de diabetes em criangas e adolescentes, correspondendo a
90% dos casos, afeta igualmente ambos 0s sexos e é uma das doengas cronicas mais comuns na
infancia. Todavia, outros tipos de diabetes também ocorrem nesta faixa etaria, como o Diabetes
Mellitus tipo 2 e 0 monogénico, além de também ser uma doenca que pode ser diagnosticada em
idade mais avancada. A incidéncia e a prevaléncia de DM1 vém aumentando, em funcdo da

elevacdo da incidéncia em varios paises, bem como da reducdo da mortalidade, respectivamente.
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Destaca-se que a incidéncia aumenta cerca de 3% ao ano, sobretudo na populacdo abaixo de 5 anos
de idade, e é muito variavel nas diferentes regides do mundo. Ja a prevaléncia corresponde a 5 a
10% de todos os casos de diabetes (IDF, 2021; SBD, 2023).

Estima-se que 1,52 milhdes de individuos com até 20 anos de idade tém DM1 em todo o
mundo e que em torno de 201,000 casos foram diagnosticados em 2022. A india tem a maior
prevaléncia de DM1 nesta faixa etaria (282,832 casos), seguida pelos Estados Unidos (170,408
casos) e pelo Brasil (112,240 casos). O Brasil também estd em terceiro lugar com relagdo a
incidéncia, a qual apresenta valor de 8.900 casos por ano, enquanto na india e nos Estados Unidos
este valor € de 24,000 e 18,200 casos por ano, respectivamente (IDF, 2022; IDF, 2021).

Embora a fisiopatologia do DM1 ndo seja totalmente conhecida, envolve além de
predisposicdo genética, fatores ambientais que funcionam como gatilho para desencadear a resposta
auto-imune, tanto de forma isolada, quanto em combinagdo. Dentre as exposi¢cdes ambientais
associadas ao DM1, podem ser citadas: infeccdes virais, microbiota intestinal, excesso de peso,
rapido crescimento, deficiéncias nutricionais, exposi¢do precoce ao gluten e ao leite de vaca e
estresse psicolégico. Acredita-se que tais fatores podem produzir exaustdo das células beta-
pancredticas e faléncia por destruicdo auto-imune secundaria (SBD, 2023; REWERS &
LUDVIGSSON, 2016).

O DM1 subdivide-se em tipo 1A e tipo 1B (idiopéatico), a depender da presenca ou da
auséncia de autoanticorpos circulantes, respectivamente. O primeiro tipo € a forma mais frequente e
é confirmado pela positividade de um ou mais autoanticorpos. Os marcadores conhecidos de
autoimunidade sdo: anticorpo anti-ilhota, autoanticorpo anti-insulina, anticorpo anti-descarboxilase
do &cido glutamico, anticorpo anti-tirosina-fosfatase e anticorpo anti-transportador de zinco. Sabe-
se que quanto maior a variedade de autoanticorpos e mais elevada a sua concentragdo, maior a
chance de o individuo desenvolver a doenga (ADA, 2024; SBD, 2023).

O inicio do DM1 é, em geral, abrupto, sendo a cetoacidose diabética a primeira
manifestacdo da doenga em um terco dos casos e, frequentemente, é isto que ocorre com criangas e
adolescentes. Todavia, alguns individuos mantém hiperglicemia de jejum modesta, a qual pode
rapidamente se tornar grave e/ou desencadear cetoacidose em fungdo de uma situacéo de estresse
metabolico (ADA, 2024; SBD, 2023).

E importante destacar também que trés estagios caracterizam o DM1, sendo que o primeiro é
definido pela presenca de dois ou mais marcadores autoimunes, porém o individuo ainda é
normoglicémico e ndo apresenta sintomas. Geralmente, esses autoanticorpos precedem a
hiperglicemia por meses a anos, durante um estagio pré-diabético. JA& no segundo estagio, a

disglicemia pode ser observada, enquanto no Gltimo, a glicemia ja se torna bastante elevada e, por
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conseguinte, o individuo apresenta sintomas (Tabela 2). Nesta fase, hd pouca ou nenhuma secrecao
de insulina, o que pode ser identificado pela baixa concentracdo sérica de peptideo-C ou até mesmo
pode estar indetectavel. O peptideo-C é considerado o marcador de funcionamento das células beta-
pancredticas. Além disto, a taxa de destruicdo das células beta-pancredticas é bastante variavel,

sendo normalmente mais acelerada em criancas (ADA, 2024; SBD, 2023).

Tabela 2. Estagios do DML e suas caracteristicas (ADA, 2024; SBD, 2023).

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
Autoanticorpos Sim Sim Sim
Glicemia de Disglicemia: glicemia de jejum entre Hiperglicemia evidente e de inicio

Niveis glicémicos

para diagnéstico jejum, TOTG e 100 e 125mg/dL, TOTG entre 140 e recente: glicemia de jejum > 126mg/dL,

HbAlc normais.  199mg/dL ou HbAlc entre 5,7 € 6,4%. TOTG > 200mg/dL, ou HbAlc > 6,5%.
Sintomas Nao Nao Sim

DML — diabetes mellitus tipo 1; TOTG — teste oral de tolerancia a glicose; HbAlc — hemoglobina glicada.

2.2.2 Tratamento

O tratamento do DM1 evoluiu muito nas ultimas décadas e dentre os estudos que muito
contribuiram, destaca-se o Diabetes Control and Complications Trial (DCCT). Este estudo teve
como objetivo comparar o tratamento convencional com o intensivo sobre o controle glicémico e
sobre o aparecimento precoce e/ou progressdo de complicaces micro e macrovasculares. Os
resultados demonstraram que as concentracfes de HbAlc e a média das glicemias capilares foram
significativamente menores no grupo submetido a terapia intensiva. O tratamento intensivo também
se mostrou mais eficaz para o retardo do aparecimento precoce e/ou da progressdo de complicacfes
micro e macrovasculares (DCCT, 1993).

Sabe-se que, na auséncia de um bom controle glicémico, podem ser necessarios cuidados
para tratar as complicacGes crbnicas micro e macrovasculares comumente associadas ao DM1,
como por exemplo: neuropatia, nefropatia, retinopatia, doenca cardiovascular e, inclusive, podendo
levar a amputacdo de membros inferiores. O DM1 também pode resultar em complica¢fes agudas,
tais como cetoacidose e hipoglicemia (SBD, 2023).

Atualmente, dentre as principais diretrizes para um bom controle glicémico, destacam-se:
intensificacdo do tratamento insulinico, com maior nimero de aplicagcdes e uso de esquemas que
combinam diferentes analogos de insulina; monitoramento mais frequente da glicemia; evolugéo da
terapia nutricional, por meio do método de contagem de carboidratos; incentivo a pratica de
atividade fisica; educacdo em DM1 da infancia até a adolescéncia; atencdo psicossocial; e
participacao conjunta da familia e do paciente nas tarefas relacionadas ao controle da doenca. Alem

disto, também deve-se destacar que, especificamente no caso de criancas e adolescentes, 0
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tratamento do DM1 também deve objetivar o crescimento e o desenvolvimento adequados (ADA,
2024).

Mais detalhadamente, o tratamento medicamentoso do DML corresponde a aplicagdo de
insulina exdgena, sendo utilizados diferentes tipos e esquemas, e tem por objetivo atingir o perfil
mais proximo possivel do fisiolégico. Também pode ser instituido o tratamento intensivo com o uso
de bombas de infusdo de insulina, o qual tenta simular o padrdo de secrecdo enddgeno,
possibilitando maior flexibilidade e reduzindo a variabilidade glicémica quando corretamente
utilizada (SBD, 2023).

Com relacdo ao monitoramento da glicemia, a medida de glicemia capilar ainda é
considerada uma ferramenta essencial para a maioria dos pacientes com DM1. A recomendacéo é
fazer ao menos quatro glicemias capilares pré-prandiais por dia, permitindo o ajuste das doses de
insulina. Opg¢des mais modernas, como a monitorizacdo continua por meio da utilizacdo de
sensores, permitem melhor visualizacdo das variacdes glicémicas, facilitando o ajuste da terapia
(SBD, 2023). Todavia, estas tecnologias mais modernas estdo disponiveis apenas para uma pequena
parcela de pacientes.

O cuidado nutricional de criangas e adolescentes com DM1 deve priorizar 0 consumo de
carboidratos complexos e instituir o equilibrio na distribuicdo de macronutrientes, propiciando uma
alimentacdo de qualidade e individualizada. Um método que vem demonstrando bons resultados no
controle glicémico é a contagem de carboidratos, a qual considera a quantidade deste
macronutriente que é consumida por refeicdo, permitindo que a dose de insulina seja feita com
maior precisdo (SBD, 2023; WIYONO et al., 2023).

Outro importante pilar do tratamento do DML1 é a pratica regular de atividade fisica, a qual
auxilia no aspecto emocional, no bem-estar fisico e na melhora do equilibrio metabdlico. Sabe-se
que durante a atividade fisica, um paciente adequadamente insulinizado reduz seus niveis
glicémicos devido a facilitacdo da entrada de glicose na célula muscular (SBD, 2023; ABSIL et al.,
2019).

2.2.3 Controle glicémico

Na prética clinica, o controle glicémico pode ser obtido tanto a partir da dosagem de HbAlc
e da auto-monitorizacdo da glicemia capilar, quanto da monitorizacdo continua da glicose por meio
da utilizacdo de sensores. Sabe-se que a HbAlc € considerada o exame padrdo-ouro para identificar
a eficacia da intervencéo terapéutica no controle metabolico do individuo com DML e apresenta um
forte valor preditivo para as complicacOes relacionadas a doenca. Sua dosagem deve ser realizada a

cada 3 meses para identificar se os alvos glicémicos estdo sendo atingidos. Esta frequéncia pode
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variar, dependendo da situacéo clinica do paciente e do regime de tratamento. Por exemplo, no caso
de pacientes instaveis ou monitorados intensivamente ou aqueles que nédo atingem o alvo glicémico,
deve-se fazer a dosagem de HbAlc mais frequentemente (ADA, 2024).

E importante ressaltar que o alvo de HbAlc deve ser individualizado e rediscutido ao longo
do tempo, sendo que valores inferiores a 7% sdo indicados para maioria das criancas e adolescentes.
Ressalta-se que alvos menos rigidos (< 7,5%) podem ser apropriados para pacientes que nao
conseguem lidar com sintomas de hipoglicemia ou que apresentem hipoglicemia assintomatica;
para pacientes que ndo tem acesso a analogos de insulina ou a terapias mais avangadas ou a
monitorizacdo continua de glicose; ou para pacientes que ndo conseguem checar a glicemia
regularmente. Alvos menos rigorosos ainda (< 8%) podem ser indicados para pacientes com
historico de hipoglicemia severa ou com expectativa de vida limitada ou quando os prejuizos do
tratamento sdo maiores que os beneficios. Por outro lado, alvos mais rigorosos (< 6,5%) podem ser
propostos para pacientes selecionados, caso 0s mesmos consigam ser atingidos sem hipoglicemia
significativa e sem impactos negativos no bem estar (ADA, 2024). A Tabela 3 demonstra as metas
para controle glicémico em criangas e adolescentes com DM1, considerando outros parametros,
além da HbAlc (SBD, 2023).

Tabela 3. Metas para controle glicémico em criancas e adolescentes com DML1 (SBD, 2023).

HbAlc Glicemiade Glicemia Glicemiaao Temponoalvo  Tempoem Tempo em
jejume pré-  poés-prandial deitar glicémico (70 a hipoglicemia  hipoglicemia
prandial (2 horas) 180mg/dL)* (< 70mg/dL)* (< 54mg/dL)*
<7,0% 70-130 mg/dL <180 mg/dL  90-150 mg/dL > 70% < 4% <1%

DML - diabetes mellitus tipo 1; HbAlc — hemoglobina glicada.
*Disponivel apenas para quem faz monitorizagéo continua da glicose.

2.3 Vitamina D

2.3.1 Aspectos metabolicos e epidemiologicos

A vitamina D, também conhecida como calciferol, corresponde a um grupo de seco-
esterdides lipossollveis e existe em duas formas principais: vitamina D2 ou ergocalciferol,
proveniente de leveduras e fungos, e vitamina D3 ou colecalciferol, de fontes animais. A vitamina D
também pode ser sintetizada na pele a partir do colesterol, quando 0 mesmo é exposto a fotons de
luz ultravioleta B, formando o 7-dehidrocolesterol (RAK & BRONKOWSKA, 2018; HOLICK,
2006; DE LUCA, 2004). Posteriormente, esta forma inativa de vitamina D é transportada para o
figado, onde é hidrolisada a 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) ou calcidiol. Em seguida, nos rins, o

calcidiol é hidroxilado a sua forma biologicamente mais ativa, denominada 1,25-dihidroxivitamina
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D ou calcitriol (HOLICK & CHEN, 2008). A Figura 1 demonstra resumidamente como ocorre a
sintese de vitamina D. E importante destacar que, para avaliacdo do status de vitamina D na préatica
clinica, recomenda-se mensurar a concentracao sérica de 25(0OH)D, tendo em vista sua maior meia
vida (RAK & BRONKOWSKA, 2018).

Radiacao 333323
ultravioleta 222228

A
3/ F Pele
=4 1
= 1
Conversao do e 3 —
7-deidrocolesterol <
em vitamina D3
12 hidroxilagao Figado
Conversao de
vitamina D3 em )
25-hidroxivitamina D3 {’, b

2° hidroxilagao

Conversao da 25-hidroxivitamina D3 em
1,25-dihidroxivitamina D3 (forma ativa)

Figura 1. Representacdo esquematica da sintese de vitamina D (CARDOSO et al., 2020).

De acordo com o Institute of Medicine, a recomendacdo de ingestdo de vitamina D para
individuos entre 12 meses e 70 anos de idade é de 600 Ul/dia (IOM, 2011). As principais fontes
desta vitamina sdo peixes de agua salgada, Oleos de peixe, ovos, leite e derivados (Tabela 4),
todavia a sintese que ocorre na pele é responsavel por atingir mais de 80% da recomendacao
(ZHANG & NAUGHTON, 2010). Para que haja sintese suficiente de vitamina D, recomenda-se
exposicao a luz solar de pelo menos 5 a 10 minutos, nos bracos e nas pernas, entre as 10 horas da
manhd e as 3 horas da tarde (HOLICK, 2006).

Tabela 4. Principais fontes nutricionais de vitamina D (ZHANG & NAUGHTON, 2010).

Alimento Teor de vitamina D (Ul)
Salméo selvagem, fresco (100 g) 600 — 1000
Salmao de cativeiro, fresco (100 g) 100 — 250
Sardinha, enlatada (100 g) 300
Atum, enlatado (100 g) 230
Oleo de figado de bacalhau (1 colher de sopa) 400 — 1000
Cogumelo shitake, fresco (100 g) 100

Cogumelo shitake, seco (100 g) 1600
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Gema de ovo (1 unidade) 20
Manteiga fortificada (100 g) 50

Leite fortificado (236 mL) 100
logurte fortificado (236 mL) 100
Férmulas infantis fortificadas (236 mL) 100

Ul — Unidades Internacionais

Em criancas, a DVD leva ao atraso no crescimento e ao raquitismo. Ja em adultos, resulta
em osteomal&cia, hiperparatiroidismo secundario, osteopenia e osteoporose (HOLICK, 2007). A
DVD pode ser considerada um problema de satde mundial, tanto em adultos, quanto em criancas, e
a prevaléncia pode variar de 31 a 98%, dependendo do pais (HOLICK, 2017). Um estudo com 2171
criancas e adolescentes de 3 a 15 anos de idade, realizado em oito paises europeus, identificou 63%
de DVD e 33% de insuficiéncia (WOLTERS et al., 2022). No Brasil, o Estudo de Riscos
Cardiovasculares em Adolescentes avaliou 1152 adolescentes de 12 a 17 anos de idade de quatro
cidades e identificou que 42% apresentava insuficiéncia de vitamina D, enquanto 21% tinham DVD
(OLIVEIRA et al., 2020). Considerando a DVD na populacdo com DM1, uma meta-analise
conduzida por Liu et al. (2015) identificou que a 25(OH)D é significativamente menor em criancas

com a doenca, quando comparadas com controles saudaveis.

2.3.2 Pontos de corte para 25(OH)D e esquemas de tratamento de DVD

N&o existe um consenso na literatura para a avaliacdo do status de 25(OH)D em criancas e
adolescentes (Tabela 5). Uma das recomendacBes mais utilizadas é da Endocrine Society, a qual
afirma que hd DVD quando os valores de 25(0OH)D estdo abaixo de 20 ng/mL; insuficiéncia, entre
21 e 29 ng/mL,; e suficiéncia, quando os valores estdo acima de 30 ng/mL (HOLICK et al., 2011).
Ja a American Academy of Pediatrics sugere que ha DVD quando os valores estdo abaixo de 15
ng/mL; insuficiéncia, entre 16 e 20 ng/mL; e suficiéncia quando acima de 21 ng/mL (MISRA et al.,
2008). Qutra diretriz que também é utilizada ¢ a do Global Consensus Recommendations on
Prevention and Management of Nutritional Rickets, o qual recomenda o ponto de corte de 12 ng/mL
para DVD; insuficiéncia, entre 12 e 20 ng/mL; e suficiéncia quando acima de 20 ng/mL (MUNNS
et al., 2016). Mais recentemente, a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia e a
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial recomendaram que é desejavel que
a 25(0OH)D esteja acima de 20 ng/mL para populacdo saudavel e entre 30 e 60 ng/mL para grupos
de risco, incluindo pacientes com DM (MOREIRA et al., 2020).

Também ndo ha& concordancia quanto ao melhor esquema de tratamento para DVD em

criancas e adolescentes (Tabela 6). A Endocrine Society sugere que individuos com até 18 anos de
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idade sejam suplementados com doses de 2.000 Ul/dia ou 50.000 Ul/semana, por no minimo 6
semanas (HOLICK et al., 2011). J4 o Global Consensus Recommendations on Prevention and
Management of Nutritional Rickets propde a suplementacdo por 12 semanas com doses de 2.000
Ul/dia para menores de 1 ano de idade; de 3.000 a 6.000 Ul/dia para pacientes entre 1 e 12 anos; e
de 6.000 Ul/dia para maiores de 12 anos (MUNNS et al., 2016).

Tabela 5. Avaliacdo do status de 25(OH)D em ng/mL, de acordo com as principais recomendacdes.

Endocrine Society American Academy of Global Consensus SBEM/SBPCML
(HOLICK et al., 2011) Pediatrics Recommendations (MOREIRA et al., 2020)
(MISRA etal., 2008)  (MUNNS et al., 2016)
Suficiéncia > 30 >21 > 20 > 20 p/ populacdo em geral

> 30 p/ grupos de risco,
inclusive diabetes
Insuficiéncia 21-29 16 -20 12-20 -
Deficiéncia <20 <15 <12 < 20 p/ populagdo em geral
< 30 p/ grupos de risco,

inclusive diabetes

25(OH)D - 25-hidroxivitamina D; SBEM/SBPCML - Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia e a

Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial

Tabela 6. Esquemas de tratamento de DVD, de acordo com as principais recomendaces.

Faixa etaria Dose diaria Dose semanal
Endocrine Society (HOLICK et al., 2011)
<18 anos 2000 Ul, no minimo 6 semanas 50.000 Ul, no minimo 6 semanas

Global Consensus Recommendations (MUNNS et al., 2016)

<lano 2000 Ul, por 12 semanas -
lal2anos 3000-6000 Ul, por 12 semanas -
> 12 anos 6000 Ul, por 12 semanas -

DVD — deficiéncia de vitamina D; Ul — Unidades Internacionais

2.3.3 Fatores associados a DVD

Existem alguns fatores de risco bem conhecidos por causar DVD, destacando-se as seguintes
situacOes: a pele mais escura tem grande quantidade de melanina, o que reduz a capacidade de
sintetizar vitamina D; o protetor solar é capaz de absorver a radiagéo ultravioleta B, impedindo que
a mesma alcance a pele; a exposicao solar antes das 10 horas da manha ou apos as 15 horas ou no
inverno resulta em pouca producgéo de vitamina D; e as pessoas que moram em latitudes maiores,

que fazem uso de vestimentas longas, que costumam cobrir a cabeca ou que sdo acamadas,
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geralmente, ndo sintetizam esta vitamina em quantidade adequada (ANTONUCCI et al., 2018;
WACKER & HOLICK, 2013).

Especificamente nos primeiros anos de vida, a exposicao solar insuficiente € um importante
fator de risco para DVD. J& na adolescéncia, o consumo frequente de alimentos ultraprocessados,
associado ao baixo consumo de alimentos fonte de vitamina D, é considerado um fator de risco
relevante (ANTONUCCI et al., 2018; MISRA et al., 2008). A obesidade também pode ser
considerada uma das causas de DVD, pois o tecido adiposo em excesso é capaz de sequestrar a
vitamina D, reduzindo sua circulacdo (WORTSMAN et al., 2000).

Algumas doencas também podem estar associadas a DVD, incluindo aquelas que acometem
orgdos fundamentais para ativacdo da vitamina D, como insuficiéncia hepatica e renal, e doencas
que interferem na absorc¢do de lipidios, como doenca celiaca, fibrose cistica, doenca inflamatoria
intestinal, sindrome do intestino curto e alergias alimentares (ANTONUCCI et al., 2018; HOLICK
et al., 2011). O uso cronico de certos medicamentos também pode interferir no metabolismo de
vitamina D, como anticonvulsivantes, glicocorticoides e antifungicos (ROBIEN et al., 2013). Além
disto, devem ser considerados também os fatores genéticos, tendo em vista que VArios
polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism, SNP) de genes relacionados a
vitamina D tém sido associados a deficiéncia da mesma (ANTONUCCI et al., 2018; AHN et al.,
2010).

Sao escassos 0s estudos encontrados na literatura que avaliam os fatores associados a DVD
em criancas e adolescentes com DM1. Um trabalho realizado nos Emirados Arabes com 148
pacientes de 4 a 19 anos de idade com DML observou que a DVD foi significativamente maior nos
participantes com obesidade, no sexo feminino e em adolescentes (MAJEED, SIDDIQUI &
LESSAN, 2023). Bouichrat et al. (2023), ao estudarem 147 individuos com DM1 com idade até 19
anos no Marrocos, identificaram associagéo inversa entre HbAlc e 25(OH)D.

Trabalhos a respeito de fatores associados a DVD na populacdo em geral sdo mais comuns.
Um estudo 2171 criangas e adolescentes europeus de 3 a 15 anos de idade, identificou que a
radiacdo ultravioleta e o consumo alimentar de vitamina D s&o importantes fatores determinantes da
DVD. Estes autores também observaram que 0s participantes que permaneceram ao ar livre
brincando, ou simplesmente expostos ao sol, por uma hora a mais por dia, teriam 21% mais chance
de ndo apresentar DVD (WOLTERS et al., 2022). Oliveira et al. (2020), ao avaliarem 1152
adolescentes brasileiros de 12 a 17 anos de idade, observaram que a DVD tem associac¢do positiva
com sexo feminino, latitude, estacdo do ano (inverno ou primavera) e cor da pele (ndo brancos) e

que a ingestdo adequada de vitamina D demonstrou ser um fator protetor contra a DVD. Foi
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identificado tambem que os adolescentes do sexo masculino e com obesidade tem duas vezes mais

chance de apresentar DVD.

2.4 Associagéo entre Diabetes Mellitus tipo 1 e vitamina D

2.4.1 Papel imunomodulador da vitamina D

Além dos efeitos ja conhecidos no metabolismo 6sseo, a vitamina D também vem sendo
estudada com relacdo ao seu efeito imunomodulador, o qual € baseado na sua habilidade de
modificar a transcri¢do de genes. Sabe-se que o VDR ja foi identificado em quase todas as células
do sistema imune, incluindo células apresentadoras de antigeno e linfocitos T. Além disto, as
células do sistema imune expressam a enzima responsavel pela sintese de vitamina D e sdo capazes
de secretar calcitriol, sob estimulos imunoldgicos especificos. Neste contexto, a vitamina D é capaz
de induzir toleréncia imunoldgica, de exercer efeito anti-inflamatoério e de agir tanto na imunidade
inata, quanto na adaptativa. Tais efeitos sugerem que a vitamina D pode apresentar papel importante
nas doencas autoimunes, incluindo o DML, tanto na reducdo do risco de desenvolvimento, quanto
sendo um potencial adjuvante terapéutico (INFANTE et al.,, 2019; RAK & BRONKOWSKA,
2018).

De forma mais detalhada, o calcitriol interfere na maturacdo das células dendriticas, levando
a formac&o de células com maior tolerancia. O calcitriol também induz a maturagdo de mondcitos a
macrofagos, porém reduz sua habilidade em apresentar antigenos para os linfécitos T. Tais efeitos
levam a anergia destas células, gerando as seguintes consequéncias: inibicdo e/ou prejuizo da
proliferacdo de linfocitos B, da diferenciacdo destes em células plasmaticas, da formacdo de
linfocitos B de memoria e da producdo de imunoglobulinas, incluindo autoanticorpos. Além disto, o
calcitriol também estimula as células imunes a secretarem citocinas anti-inflamat6rias, como
interleucina 4 (IL-4), IL-10 e fator de crescimento transformador beta; e reduz a producdo de
citocinas pré-inflamatorias, como IL-1, IL-2, IL-6, 1L-12, IL-17, IL-22, fator de necrose tumoral
alfa e interferon gama (INFANTE et al., 2019; RAK & BRONKOWSKA, 2018).

2.4.2 Polimorfismo Fok-1 (rs2228570)

Dentre as alteracdes que podem ocorrer na sequéncia de DNA (&cido desoxirribonucléico),
podem ser citados os polimorfismos, os quais diferem das mutac¢fes por serem mais frequentes, com
incidéncia superior a 1% na populacdo. Estes podem exercer efeito modesto no perfil fenotipico, o
que é dependente da exposicdo a fatores ambientais. Dentre os polimorfismos, destacam-se 0s
SNPs, caracterizados pela conversdo de uma Unica base de nucleotideo em outra (Figura 2)
(SCHORK, 2000).
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Figura 2. Representacdo esquematica de um polimorfismo de nucleotideo unico (single nucleotide
polymorphism, SNP) (adaptado de SHASTRY, 2007).

Existem quatro SNPs comumente identificados no gene do VDR (Figura 3), que se localiza
no cromossomo 12q13-14: Bsm-1, Apa-l, Tag-l1 e Fok-1 (NEJENTSEV, COOPER & GODFREY,
2004; UITTERLINDEN et al., 2004). O Fok-I (rs2228570) é capaz de gerar um codon alternativo
na regido 5° do éxon 2, sendo o Unico capaz de gerar dois diferentes sitios de iniciacdo de traducéo.
Isto é consequéncia da conversdo de uma tiamina em citosina no primeiro codon de iniciacao,
gerando proteinas de VDR com quantidades diferentes de aminoacidos. Quando a iniciacdo da
traducdo ocorre no primeiro sitio, é gerada uma proteina de VDR composta por 427 amino&cidos.
Quando a traducdo se inicia no segundo sitio, forma-se uma proteina com trés aminoécidos a menos
(NEYESTANI et al., 2013).
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Figura 3. Diagrama esquematico do gene do receptor de vitamina D e seus polimorfismos
(ZMUDA, CAULEY & FERRELL, 2000).

Um estudo realizado na Arabia Saudita com 100 criangas com DM1 demonstrou que estas
apresentavam uma frequéncia significativamente maior do gendtipo heterozigoto do polimorfismo
Fok-I (rs2228570), quando em comparacdo com controles saudaveis (ALI et al., 2018). Panierakis
et al. (2009), ao avaliar o polimorfismo Fok-I (rs2228570) em 100 individuos gregos com DM1 e
idade meédia 14,4 anos, demonstraram que a distribui¢cdo do genétipo do VDR e a frequéncia dos
alelos foi significativamente diferente do observado nos controles saudaveis.

N&o foram encontrados estudos que associassem a suplementacdo de vitamina D com o
polimorfismo Fok-1 (rs2228570) em criancas e adolescentes com DM1. Um ensaio clinico

randomizado controlado desenvolvido no Ird com 140 adultos com DM tipo 2 orientou o consumo
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de duas garrafas de uma bebida a base de iogurte/dia, fortificada com 500 Ul de vitamina D por
garrafa, por 12 semanas. Ao observar o efeito sobre a concentracdo sérica de 25(OH)D, os autores
identificaram que os diferentes gendtipos do polimorfismo Fok-l (rs2228570) modulavam a
resposta a suplementacdo de vitamina D (NEYESTANI et al., 2013).

2.4.3 Suplementacao de vitamina D e controle glicémico

Alguns estudos encontrados na literatura avaliaram o efeito da suplementacéo de vitamina D
sobre o controle glicEmico de criancas e adolescentes com DM1 (Tabela 7). Panjiyar et al. (2018),
ao estudarem 72 criancgas de 6 a 12 anos, observaram reducdo significativa da glicemia de jejum, da
glicemia média, da HbAlc e da insulina média total didria, ap6s a suplementacdo oral de
colecalciferol na dosagem de 3000 Ul/dia, por um ano. Sharma et al. (2017), ao avaliarem 52
criangas e adolescentes entre 1 e 18 anos, ndo observaram diferenca significativa para HbAlc e para
requerimento de insulina no grupo intervencao, o qual foi suplementado com colecalciferol oral por
6 meses (1-3 anos: 60.000 Ul/més; 4-8 anos: 90.000 Ul/ més; e 9-18 anos: 120.000 UI/més).

Nwosu & Maranda (2014), ao estudarem 88 criancas e adolescentes de 3 a 18 anos,
identificaram que ndo houve reducdo significativa da HbAlc apds a intervencdo para 0S
participantes com DM1, sendo este efeito observado apenas nos participantes com DM tipo 2. Neste
estudo, foi feita a suplementacdo com ergocalciferol ou colecalciferol oral por 12 a 16 semanas,
quando a dosagem era de até 4000 Ul/dia, ou por 8 semanas, quando a dosagem era de 7000 Ul/dia.
Ja Ataie-Jafari et al. (2013), aos estudarem 54 criangas e adolescentes de 8 a 15 anos, ndo
identificaram efeito significativo na HbAlc, porém houve reducdo da dose diaria de insulina no

grupo intervencao, o qual recebeu 0,25 pg/dia de alfalcidol oral por 6 meses.
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Tabela 7. Principais resultados de estudos envolvendo suplementacdo de vitamina D e controle glicémico

em criancas e adolescentes com DML1.

Autores Populagéo Tratamento Principais resultados
Panjiyar et al., 2018 n=72 Colecalciferol oral, por um ano Reducdo significativa da glicemia de
6 a 12 anos 3000 Ul/dia jejum, glicemia média, HbA1c e insulina
média total diéria ap6s a intervencao.
Sharma et al., 2017 n=52 Colecalciferol oral, por 6 meses Sem diferenca estatistica entre a HbAlc e
1al8anos 1-3 anos: 60.000 Ul/més 0 requerimento de insulina entre 0s
4-8 anos: 90.000 UI/ més grupos.
9-18 anos:120.000 Ul/més
Nwosu & Maranda, 2014 n=288 Ergocalciferol ou colecalciferol oral N&o houve reducdo significativa de
3al8anos < 1000 Ul/dia (12 a 16 semanas) HbA1c ap6s a intervengdo em criancas e
1000-2000 Ul/dia (12 a 16 semanas) adolescentes com DML, apenas para
4000 Ul/dia (12 a 16 semanas) aqueles com diabetes mellitus tipo 2.
7000 Ul/dia (8 semanas)
Ataie-Jafari et al., 2013 n=>54 Alfacalcidol oral, por 6 meses Sem efeito na HbAlc, porém houve
8 a 15 anos 0,25 pg/dia reducdo da dose diéria de insulina no

grupo intervencao.

DML - Diabetes Mellitus tipo 1; Ul — Unidades Internacionais; HbAlc — hemoglobina glicada

Conforme observado nos estudos citados, o efeito da suplementacéo de vitamina D sobre o

controle glicémico de criancas e adolescentes com DM1 ainda é contraditorio. Isto pode se justificar
pelo pequeno tamanho amostral dos estudos e pela falta de padronizacdo dos esquemas de
suplementacdo propostos, considerando dosagem, tempo e forma farmacéutica. De acordo com
revisdo sistematica publicada por Nascimento et al. (2022), sdo necessarios mais estudos, sobretudo
ensaios clinicos de boa qualidade metodol6gica, para que conclusdes mais assertivas possam ser
obtidas acerca do tema.

Segundo a American Diabetes Association, ndo existem evidéncias cientificas suficientes
para prescricdo de vitaminas em pessoas com diabetes que ndo apresentem deficiéncias nutricionais
subjacentes e, portanto, ndo sdo recomendadas apenas para melhoria do controle glicémico (ADA,
2024). Corroborando com a associa¢do americana, a Sociedade Brasileira de Diabetes afirma que ha
escassez de estudos que avaliam o efeito da suplementacéo de vitamina D no controle glicémico, no
requerimento de insulina e na concentracdo sérica de 25(OH)D em individuos com DML,
impedindo que a suplementacédo de vitamina D seja recomendada para este fim (SBD, 2024).
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3. JUSTIFICATIVA

O DM1 é uma doenca que vem afetando um numero cada vez maior de individuos,
principalmente criangas e adolescentes. Sabe-se também do impacto negativo que esta doenca pode
causar na saude, tendo em vista que pode ocasionar complicagbes agudas e crbnicas, em
consequéncia de um mau controle glicémico. Classicamente, o cuidado nutricional do paciente com
DM1 é focado na distribuicdo e na qualidade dos macronutrientes, no entanto, alguns estudos tém
demonstrado que alguns micronutrientes também tém seu papel.

Neste contexto, estudos tém evidenciado que a vitamina D, além de seu papel no
metabolismo 6sseo, seria capaz de exercer outras funcbes, como por exemplo, um possivel efeito no
controle glicémico de pacientes com DML1. Tal fato torna-se ainda mais relevante ao considerar a
alta prevaléncia de DVD. Entretanto, sabe-se também das controvérsias que existem na literatura
com relacdo aos pontos de corte para deficiéncia desta vitamina e quanto aos esquemas de
suplementacdo propostos. Além disto, sdo escassos 0s estudos que avaliam a frequéncia e os fatores
associados a DVD em criancas e adolescentes com DM1, o que dificulta o diagnéstico e o
tratamento adequado da DVD nesta populagéo.

Uma das justificativas para o possivel efeito que a vitamina D pode exercer no DM1 é que o
VDR atua nas células do sistema imune e nas dos érgdos-alvo de acdo da insulina. Todavia, o gene
que codifica 0 VDR pode apresentar variacdes genéticas como os SNPs, 0s quais podem afetar a
acdo do receptor. Neste sentido, tem sido estudada a associagdo do polimorfismo Fok-1 (rs2228570)
com o controle glicémico de pacientes com o0 DM1.

Considerando tais fatos, torna-se fundamental o desenvolvimento de estudos que objetivem
avaliar o efeito da suplementacdo de vitamina D no controle glicémico de criancas e adolescentes
com DM1, com ou sem o polimorfismo Fok-1 (rs2228570). Tendo em vista que, na literatura, nao
foram encontrados estudos que avaliem o assunto de forma tdo completa e que dados parciais ainda
sdo inconclusivos, 0 presente estudo torna-se inedito e de extrema relevancia para tracar um
panorama da DVD em criancgas e adolescentes com DM1, além avaliar o efeito de um esquema de
suplementacio na corregdo da DVD nesta populacdo. E importante ressaltar também que estudos
como este, que consideram a interacdo entre os genes e o ambiente, tem se mostrado bastante atuais

e capazes de, no futuro, impactar na conduta clinica.
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4. PERGUNTAS DE ESTUDO E HIPOTESE

As perguntas de estudo sao:

- Qual a frequéncia e os fatores associados @ DVD em criangas e adolescentes com DM1?

- Qual o efeito da suplementacdo de vitamina D no controle glicémico de criangas e
adolescentes com DML, a depender ou ndo do polimorfismo Fok-1 (rs2228570)?

- O esquema de suplementacéo proposto é eficaz para corre¢do da DVD?

A hipotese deste estudo é que a suplementacdo de vitamina D é capaz de melhorar o controle
glicémico de criancas e adolescentes com DM1 e com DVD e que este efeito € dependente do
polimorfismo Fok-I (rs2228570). Acredita-se também que o esquema de suplementacédo proposto é

capaz de corrigir a DVD.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da suplementagédo de vitamina D e do polimorfismo Fok-I (rs2228570) no

controle glicémico de criancas e adolescentes com DM1.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Artigo 1

- Estimar a frequéncia da DVD.

- Identificar a frequéncia do geno6tipo do polimorfismo Fok-1 (rs2228570).

- Analisar a relacdo da 25(OH)D sérica com o polimorfismo Fok-I (rs2228570).

- Avaliar os fatores sociodemogréficos, clinicos, de estilo de vida, bioquimicos e antropométricos

associados a DVD.

5.2.2 Artigo 2

- Verificar o efeito do esquema de suplementacdo proposto na correcdo da DVD e no controle
glicémico.

- ldentificar a associacdo dos fatores sociodemogréaficos, clinicos, de estilo de vida, bioguimicos,
antropomeétricos e do polimorfismo Fok-I (rs2228570) com a concentracdo sérica de 25(0OH)D apo6s
a suplementacéo.
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6. CASUISTICA E METODOS

6.1 Desenho e local do estudo

Trata-se de um ensaio clinico controlado. A pesquisa foi realizada no Ambulatério de
Diabetes Mellitus do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG), da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), no periodo de marco de 2021 a outubro de 2023. O
IPPMG caracteriza-se por ser uma instituicdo de pesquisa, ensino, extensdo e assisténcia em salde,
criada com o objetivo de promover a salde e a qualidade de vida de criancas e adolescentes, além
de contribuir para a qualificacdo profissional. O Ambulatério de Diabetes do IPPMG ¢€ referéncia
para o tratamento de DM1 em criancas e adolescentes do Estado do Rio de Janeiro. A equipe é
caracterizada pela multiprofissionalidade e as consultas s&o integradas, sendo realizadas por

médicos, nutricionistas, psicologos, assistentes sociais e enfermeiros.

6.2 Populacao

O diagnostico de DM1 foi feito com bases nos critérios estabelecidos pela American
Diabetes Association (ADA, 2024). Todos os pacientes eram tratados com multiplas doses diarias
de insulina e por meio do método de contagem de carboidratos. Os critérios de elegibilidade
utilizados foram: ter idade entre 7 (permitir o envolvimento do proprio participante no estudo) e 16
anos (idade maxima de acompanhamento no ambulatério) e ter diagnéstico de DM1 ha pelo menos
1 ano. Ja os critérios de exclusdo foram: apresentar outras doencas autoimunes, anemia falciforme,
doenca renal ou hepatica, sindromes genéticas, ma absorcéo intestinal ou hemoglobinopatias;
utilizar corticdides ou drogas que afetassem o metabolismo de vitamina D; e ter feito uso de
suplementacdo de vitamina D nos ultimos seis meses. Os participantes que ndo possuiam DVD
foram alocados no grupo controle, enquanto os que apresentaram DVD foram alocados no grupo
intervencao.

Para o calculo amostral do Artigo 1, foi considerado um poder do teste de 80%, erro
amostral de 5% e prevaléncia de aproximadamente 80% de DVD, dentre criancas e adolescentes
com DM1 (CALMARZA et al., 2022), sendo obtido um nimero minimo de 136 participantes. Para
0 Artigo 2, considerou-se poder de 80%, erro alfa de 0,05, mono-caudal, e melhora de
aproximadamente 12% na glicemia de jejum apos a suplementagdo de vitamina D (PANJIYAR et
al., 2018), sendo obtido o0 nimero minimo de 44 participantes. Assumiu-se um percentual de perda
de 20%, totalizando um tamanho amostral final de 53 participantes, sendo 27 em cada grupo de
estudo. Utilizou-se o software ClimCal.com para a definicdo do calculo amostral. A Figura 4

demonstra como foram obtidos os tamanhos amostrais dos Artigos 1 e 2.
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‘ Avaliagio de elegibilidade (n = 377) |

—{ Nio atenderam aos critérios de inclusdo (n=224) |

‘ Elegiveis (a = 153) |

—‘ Nio aceitaram participar do estudo (n=73) |

‘ Incluidos (n = 150) |

00 ~nRw

Acompanhamento irregular no ambulatério (n = 3)
Nio desejou permanecer no estudo (n=1)
Confirmagie de outro diagnéstico (n=1)

‘ Efetivamente analisados (n = 143) |

| Controle (n = 30) | | Intervengdo (n=113) ‘

Descontinuaram o estudo (n = 6)
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Figura 4. Fluxograma dos tamanhos amostrais dos Artigos 1 e 2.

6.3 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada por equipe previamente treinada. Em cada turno de
atendimento, foram consultados os prontuarios para identificar se o paciente atendia aos critérios de
elegibilidade. Uma vez elegivel, os pesquisadores abordavam o participante e o seu responsavel
legal apresentando a pesquisa. ApOs a concordancia em participar, era feita a leitura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1) e do Termo de Assentimento (Apéndice 2) e
solicitada a assinatura do responsavel legal e do participante, respectivamente. Ambos o0s
documentos foram emitidos em duas vias de igual teor, permanecendo uma com o pesquisador e
outra com o participante. Foram preenchidos formularios especificos com os dados coletados
(Apéndice 3).

Todo o material que foi utilizado era descartavel e a coleta foi feita por um profissional
capacitado. Foi feita a comunicagdo dos resultados dos exames aos participantes, bem como todos
foram orientados com relacéo aos alimentos fonte de vitamina D e sobre a importancia da exposi¢éo
solar (Apéndice 4). Este estudo foi dividido em trés etapas: a primeira correspondeu a captacao dos
participantes; a segunda foi referente a alocacdo nos grupos intervencao ou controle; e a terceira

ocorreu 12 semanas apds a segunda (Figura 5).
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Captacéo
Dados sociodemograficos
Dados clinicos
Dados antropométricos
Nivel de exposicdo a luz solar
Nivel de atividade fisica
Analise do polimorfismo Fok-I

U

Alocacdo nos grupos intervencéo ou controle,
conforme 25(OH)D sérica
Dados laboratoriais/estacdo do ano
Fornecimento de suplementagéo (grupo intervencao)
Orientacdo sobre fontes de vitamina D

U

Etapa final (12 semanas apés alocagao)
Dados laboratoriais
Adesdo a suplementacdo
indice de massa corporal

Figura 5. Descri¢do das etapas do estudo e do momento de coleta das varidveis (25(OH)D — 25

hidroxi vitamina D).

6.4 Variaveis

6.4.1 Dados bioquimicos

A concentracdo sérica de 25(OH)D foram obtidos por imunoensaio quimioluminescente
pelo kit comercial DiaSorin. Os participantes foram classificados com DVD quando a 25(OH)D era
a inferior 30 ng/mL (MOREIRA et al., 2020). Para estes participantes, a suplementacdo oral com
colecalciferol foi prescrita na dosagem de 2000 Ul/dia, por 12 semanas (HOLICK et al., 2011)
(Tabela 8). Todo o tratamento com suplemento comercial sob a forma de comprimidos foi fornecido
pela equipe de pesquisadores. Para garantir a assisténcia aos participantes, foram fornecidos
telefones dos pesquisadores responsaveis. Em caso de efeito adverso, 0s pesquisadores se

comprometeram em suspender a suplementacéo e informar o Comité de Etica.
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Tabela 8. Concentracdo sérica de 25(OH)D para 0s grupos intervencdo e controle e esquema de
suplementacdo proposto (MOREIRA et al., 2020; HOLICK et al., 2011).

25(OH)D sérica Suplementacéo
Controle > 30 ng/ml -
Intervencao < 30 ng/ml 2000 Ul de colecalciferol oral/dia, por 12 semanas

25(0OH)D - 25 hidroxivitamina D; Ul — Unidades Internacionais

O controle glicémico foi avaliado segundo o valor de HbAlc (%) por meio do método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi utilizado o teste Endpoint, Sistema VITROS 5600,
4600, 5,1, FS, sendo considerado bom controle glicémico quando inferior a 7,5% (ADA, 2024).
Também foram realizadas outras dosagens bioquimicas, incluindo paratorménio (PTH), célcio total,
fésforo sérico e fosfatase alcalina. Estas dosagens foram feitas de acordo com as metodologias de
rotina utilizadas no IPPMG/UFRJ.

6.4.2 Polimorfismo Fok-1 (rs2228570)

A andlise do polimorfismo Fok-1 (rs2228570) foi realizada no Laboratério de Bioquimica
Nutricional do Instituto de Nutricdo Josué de Castro da UFRJ, em parceria com o Laboratdrio de
Genética Humana da Fundacdo Oswaldo Cruz. Foi feita a coleta de saliva dos participantes, apds
bochecho com 5 mL de agua destilada por 60 segundos. A saliva foi coletada em um tubo falcon de
15 mL, onde foram adicionados 3 mL de solu¢do TNE (17 mM Tris/HCI [pH8, 0], 50 mM NaCl e 7
mM EDTA). A extracdo do DNA foi feita em até 15 dias apds a coleta da saliva por meio do
protocolo descrito por Aidar & Line (2007), com modificacdes (Anexo 1).

O polimorfismo Fok-I (rs2228570) foi detectado a partir do DNA extraido, utilizando-se o
ensaio de genotipagem TagMan, de acordo com o protocolo fornecido pela Thermo Fisher. A
genotipagem foi realizada a partir do ensaio de discriminacgdo alélica, utilizando o sistema de Real
Time Polymerase Chain Reaction (PCR em tempo real) StepOne Plus®© e os gen6tipos foram lidos
por meio de software automatizado (SDS 2.3, Applied Biosystems, Foster City, CA). As reac0es
ocorreram em volumes de 5 pL, contendo 1 pl de DNA (20-40 ng), 2,5 pl de MasterMix
genotyping, 0,125 pl de sonda TagMan e 1,375 pl de agua MilliQ. Adotou-se o protocolo de
amplificagdo de 95 °C por 10 minutos, seguido por 50 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por
1 minuto e meio. Os participantes foram classificados de acordo com a presenga (AA) ou auséncia
(GG e AG) do polimorfismo Fok-I (rs2228570) e de acordo com a presenca ou auséncia do alelo
mutado A (AA, AG e GG).



38

6.4.3 Dados sécio-demograficos e de acompanhamento ambulatorial

Foram coletados o0s seguintes dados socio-demograficos: idade, sexo, condicdes de
saneamento da moradia, nivel de escolaridade dos pais, composicao familiar, cor da pele (por auto-
declaragdo) e estacdo do ano. Foram coletados os seguintes dados de acompanhamento

ambulatorial: tempo e idade ao diagnéstico de DM1 e dose de insulina/kg peso ideal.

6.4.4 Avaliacao antropométrica

O Indice de Massa Corporal/idade (IMC/idade) e a estatura/idade foram utilizados para
avaliacdo do estado nutricional. O IMC foi calculado a partir do peso (kg), dividido pelo quadrado
da estatura (m). Para aferi¢do do peso, foi utilizada balanca digital com capacidade maxima de 150
kg e precisdo de 0,1 kg. A estatura foi aferida em estadiometro com precisao de 0,1 cm (LOHMAN,
ROCHE & MARTORELL, 1988). Foi utilizado o software WHO AnthroPlus (versdo 1.0.4) para o
calculo do escore-z, tendo como referéncia o padrdo de crescimento proposto pela Organizacao
Mundial da Saude (WHO, 2009; ONIS et al., 2007). O IMCl/idade foi classificado da seguinte
forma: magreza, abaixo de -2 escore-z; eutrofia, entre -2 e +1 escore-z; sobrepeso, entre +1 e +2
escore-z; obesidade, entre +2 e +3 escore-z; e obesidade grave, acima de +3 escore-z. A
estatura/idade foi classificada da seguinte forma: estatura adequada para idade, entre -2 e +3 escore-
z; baixa estatura para idade, entre -2 e -3 escore-z; e muito baixa estatura para idade, abaixo de -3
escore-z (WHO, 1995).

6.4.5 Nivel de exposicdo a luz solar e de atividade fisica

O nivel de exposicdo a luz solar foi considerado adequado quando o participante foi exposto
diretamente a luz solar por pelo menos 5 a 10 minutos, nos bracos e nas pernas, entre as 10 horas da
manha e as 3 horas da tarde (HOLICK, 2006). O nivel de atividade fisica foi avaliado por meio do
International Physical Activity Questionnaire — IPAQ, sendo a anéalise estimada com base nas
atividades realizadas no lar, em momentos de lazer e de exercicios fisicos, além da locomocdo. Foi
questionada a duracdo e a frequéncia dessas atividades (Anexo 2) (RUIZ-ROSO et al., 2020;
CRAIG et al., 2003). Os participantes foram agrupados em duas categorias: ativos (muito ativos e
ativos) e sedentarios (irregularmente ativos e sedentarios) (USP, 2023).

6.4.6 Adesédo a suplementacdo
A adesdo a suplementacdo foi avaliada no primeiro e no segundo més por meio de contato
telefénico e, ao final do estudo, foi realizada a contagem dos comprimidos restantes. Foi fornecido

um cartdo de controle da suplementacdo para que os participantes preenchessem ao longo das 12
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semanas (Apéndice 5). Com bases nestas informacdes, os participantes foram classificados em boa

ou ma adeséo.

6.5 Analises estatisticas

Foi feita a analise de distribuicdo dos dados por meio do teste de Kolmogorov Smirnov,
sendo a amostra definida como normal. As variaveis categoricas foram descritas por meio de
frequéncias relativas e absolutas e as continuas por meio de média e desvio padrdo (DP). Para a
comparacdo das variaveis quantitativas, foi utilizado o teste t de Student. Para comparacdo das

proporcGes, foram utilizados o teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher.

6.5.1 Artigo 1

A regressdo logistica simples foi utilizada para estimar o odds ratio (OR) bruto, com o
respectivo IC de 95%. Na avaliacdo binaria foram testadas as seguintes variaveis: sexo, idade,
tempo de diagnostico de DML, escolaridade dos pais, nivel de atividade fisica, nivel de exposicédo a
luz solar, estacdo do ano, cor da pele, excesso de peso, controle glicémico, célcio total, PTH,
fésforo sérico, fosfatase alcalina e polimorfismo Fok-1. As variaveis que apresentaram significancia
estatistica de até 0,20 foram mantidas para analise posterior. Modelos de regressdo logistica
multipla foram testados pelo método stepwise até a obtencdo de um modelo final. A relevancia
epidemioldgica das variaveis também foi considerada.

O software STATA, versdao 18 (StataCorp, College Station, EUA), foi utilizado para
elaborar as curvas de densidade para analisar as concentracbes de 25(OH)D de acordo com as
varidveis que apresentaram significancia estatistica no modelo de regressdo logistica multipla
ajustado. Os demais dados foram analisados no software SPSS Statistics, versédo 26.0 (IBM, Nova
York, EUA), com nivel de significancia de 5%.

6.5.2 Artigo 2

Para avaliar a variacdo nos dados laboratoriais, antes e apds a intervencao, foi utilizado o
teste t pareado. Foram feitos dois modelos de regressdo linear multipla, um para cada desfecho
(HbA1lc e 25(0OH)D). Estes modelos foram elaborados conforme plausibilidade biologica e tedrica
(SILVERIO et al., 2019) e ajustados segundo idade, sexo e tempo de diagndstico de DM1, sendo
estimados os coeficientes B e seus respectivos IC de 95%. Os dados foram analisados no software
SPSS Statistics, versdo 26.0 (IBM, Nova York, EUA), com nivel de significancia de 5%. A
avaliacdo do tamanho do efeito da intervencdo foi feita a partir do calculo do Delta Glass e seus IC
de 95%, por meio do uso do software STATA, versdo 18 (StataCorp, College Station, EUA). O
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tamanho do efeito foi classificado da seguinte forma: 0,1 = muito pequeno; 0,2 = pequeno; 0,5 =
médio; 0,8 = grande; 1,2 = muito grande; e 2,0 = enorme (SAWILOWSKY, 2009).

6.6 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPPMG/UFRJ (parecer CAAE
n° 3.570.197 — Anexo 3) e esta de acordo com os principios éticos contidos na resolucdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012) e suas complementares. O estudo também consta no
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (RBR-5x82zr — Anexo 4).
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7. RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo apresentados no formato de dois artigos. O Artigo 1 foi
submetido ao periodico Nutrition e estd de acordo com o checklist proposto pela iniciativa
Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology — STROBE (MALTA et al.,
2010). O Artigo 2 sera submetido ao periédico European Journal of Clinical Nutrition e esta de
acordo com o checklist proposto pela ferramenta Consolidated Standards of Reporting Trials —
CONSORT (MOHER et al., 2010).

Artigo 1 — Prevalence of and factors associated with vitamin D deficiency in children and
adolescents with type 1 diabetes mellitus: baseline data from a clinical trial at a reference center in

Rio de Janeiro, Brazil.

Artigo 2 — Efeito da suplementacéo de vitamina D no controle glicémico de criancgas e adolescentes

com DM1: dados de um ensaio clinico controlado.
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7.1 Artigo 1

Prevalence of and factors associated with vitamin D deficiency in children and adolescents
with type 1 diabetes mellitus: baseline data from a clinical trial at a reference center in Rio de

Janeiro, Brazil.

Abstract

Objective: To describe the prevalence of and factors associated with vitamin D deficiency (VDD)
in children and adolescents with type 1 diabetes mellitus (TIDM). Methods: This is a cross-
sectional study with baseline data from a controlled clinical trial. Participants were between 7 and
16 years old, diagnosed with T1DM for at least one year, and classified as having VDD when 25-
hydroxy vitamin D (25(0OH)D) was less than 30 ng/mL. The following data were collected:
sociodemographic, clinical, laboratory, lifestyle, anthropometric, and Fok-I polymorphism
(rs2228570). A multiple logistic regression model was developed. The significance level used was
5%. Results: 143 children and adolescents were enrolled: 51% female and a mean age of 11.5 £ 2.2
years old. The prevalence of VDD was 79% and the mean 25(OH)D of the participants with VDD
was 19.2 + 6.1 ng/mL. The factors associated with VDD were: low level of physical activity (OR
2.9; Cl 1.1-7.6; p = 0.031); poor glycemic control (OR 5.0; CI 1.9-13.2; p = 0.001); and excess
weight (OR 3.6; Cl 1.1-11.1; p = 0.029). Conclusion: A high prevalence of VDD was observed and
some lifestyle and clinical variables were found to be risk factors. Recommendations for children
and adolescents with TIDM include monitoring their 25(OH)D and encouraging healthy eating

practices and routine physical exercise.

Keywords: type 1 diabetes mellitus, vitamin D, children, adolescents, risk factors, lifestyle

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) consists of a group of metabolic diseases characterized by
hyperglycemia, which may be the result of defects in insulin secretion and/or action. Type 1
diabetes mellitus (T1DM) is the most common form of diabetes in childhood and adolescence and
is one of the most common chronic diseases in this age group™?. It is estimated that 1.52 million
individuals up to 20 years of age have T1DM worldwide and that around 201.000 cases were
diagnosed in 2022 in this age group. Brazil has the third highest prevalence of TIDM in children
and adolescents in the world (112.240 cases) and is also the country with the third highest incidence
of the disease (8,900/year)®*.
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Studies have demonstrated a possible protective factor of some micronutrients in TIDM.
Vitamin D is known to affect bone metabolism, but its immunomodulatory effect has also been
studied. Vitamin D receptor (VDR) has been identified in almost all cells of the immune system and
these cells express the enzyme responsible for vitamin D synthesis. In this context, vitamin D can
induce immunological tolerance, exert anti-inflammatory effects, and act on both innate and
adaptive immunity. These effects suggest that vitamin D may play an important role in autoimmune
diseases, including T1DM, both reducing the risk of their development and as a potential
therapeutic adjuvant®®.

Vitamin D deficiency (VDD) is considered a global health problem, affecting both adults
and children. Its prevalence varies from 31% to 98%, depending on the country’. As for VDD in
children with TIDM, a meta-analysis found that vitamin D is significantly lower in these patients
compared to healthy controls®. Besides leading to growth retardation, rickets, and osteoporosis,
VDD could also be associated with other diseases such as asthma, atopic dermatitis, inflammatory
bowel disease, cardiovascular diseases, metabolic syndrome, non-alcoholic fatty liver disease, and
some types of cancer®.

The risk factors commonly associated with VDD are: darker skin, sunscreen use, insufficient
sun exposure, seasons with less sunlight, higher latitudes, wearing long clothing and head
coverings, insufficient dietary consumption, obesity, and sedentary lifestyle®*!. In addition, genetic
factors must also be considered, given that several single nucleotide polymorphisms (SNP) of genes
related to vitamin D have been associated with VDD®'2, There are four SNPs commonly identified
in the VDR gene, but the Fok-1 polymorphism (rs2228570) is the only one capable of generating a
protein with three fewer amino acids®®.

In the literature, some studies evaluate the factors associated with VDD in healthy
populations'*°, but they are scarce in children and adolescents with TIDM. Therefore, considering
the prevalence of TIDM and VDD, their great impact on childhood and adolescence, and the fact
that vitamin D can play an important role in TLDM, the objective of this article was to describe the
prevalence of VDD in children and adolescents with TLDM treated at a reference center in Rio de
Janeiro, Brazil, and evaluate the sociodemographic, clinical, laboratory, lifestyle, and
anthropometric factors associated with it in this population.

2. Methods
2.1 Study design and location
This is a cross-sectional study with baseline data from a controlled clinical trial. The

research was carried out at the Diabetes Mellitus Outpatient Clinic of the Martagdo Gesteira
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Institute of Childcare and Pediatrics (IPPMG), linked to the Federal University of Rio de Janeiro
(UFRJ), from March 2021 to July 2023. IPPMG engages in research, teaching, extension, and
healthcare and was founded to promote improved health and quality of life for children and
adolescents and contribute to professional development. The diabetes outpatient clinic at IPPMG is
a reference for the treatment of TLDM in children and adolescents in the state of Rio de Janeiro. It
has a multidisciplinary team, with integrated consultations carried out by doctors, dietitians,

psychologists, social workers, and nurses.

2.2 Population and eligibility criteria

The diagnosis of TIDM was based on the criteria established by the American Diabetes
Association®. All patients were treated with multiple daily doses of insulin and used carbohydrate
counting. The eligibility criteria were: age between 7 and 16 years old; and at least one year since
diagnosis of TIDM. The exclusion criteria were: have other autoimmune diseases, sickle cell
anemia, kidney or liver diseases, genetic syndromes, intestinal malabsorption or
hemoglobinopathies; use of corticosteroids or drugs that affect vitamin D metabolism; and vitamin

D supplementation in the previous six months.

2.3 Definition of sample size

For the sample calculation, it was used a test power of 80%, a sampling error of 5%, and a
prevalence of approximately 80% of VDD, among children and adolescents with T1DM?,
obtaining a minimum of 136 participants. The ClimCal.com software was used to define the sample

size.

2.4 Dependent variable

Blood samples were collected, and the serum was extracted and stored at -20°C until
analysis. Serum concentrations of 25-hydroxy vitamin D (25(OH)D) were obtained by
chemiluminescent immunoassay using the DiaSorin commercial kit and LIAISON® XL 10050
(DiaSorin S.p.A., Saluggia, Vercelli, Italy). VDD was defined as 25(OH)D below 30 ng/mL, as
proposed for risk groups, including patients with TIDM?’.

2.5 Independent variables
Data were collected using a questionnaire developed by the authors, which was administered
by a trained team. Some variables were collected from medical records and others were answered

by participants with the help of their legal guardians if necessary.
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2.5.1 Socio-demographic data

The following socio-demographic data were collected: sex, age (child — 7 to 10 years old,;
adolescent — 11 to 16 years old), household size (up to 3 people; 4 or more people), household
sanitation (adequate; inadequate), parents’ schooling (< 12 years; > 12 years), declared skin color
(white; non-white), and season of 25(OH)D determination (Summer/Autumn — January to June;

Spring/Winter — July to December).

2.5.2 Clinical and lifestyle data

Time since T1DM diagnosis (years) and age at TIDM diagnosis (years) were collected.
Exposure to sunlight was considered adequate if the participant was exposed directly to sunlight on
their arms and legs for at least 5 to 10 minutes between 10 am and 3 pm*8, Physical activity was
assessed by the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ). Participants were divided
into two categories: active (very active and active) and sedentary (irregularly active and
sedentary)?.

The Fok-1 polymorphism (rs2228570) analysis was based on DNA (deoxyribonucleic acid)
extracted from saliva samples?!. Genotyping was performed by the allelic discrimination assay,
using a StepOnePlus™ Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR) system. Genotypes were
defined using automated software (SDS 2.3, Applied Biosystems, Foster City, CA). Participants
were classified according to the presence (AA) or absence (GG and AG) of the Fok-1 polymorphism
(rs2228570).

2.5.3 Laboratory data

The following analyses were carried out following the standard methodologies routinely
used in the IPPMG laboratory: parathyroid hormone (PTH, in pg/mL); total calcium (in mg/dl);
serum phosphorus (in mg/dl); and alkaline phosphatase (in 1U/L). HbAlc was assessed by high-
performance liquid chromatography (HPLC). HbAlc below 7.5% was the cutoff point for good
glycemic control®.

2.5.4 Anthropometric data

Weight was obtained using a digital scale with a 150 kg maximum capacity and 0.1 kg
accuracy. Height was obtained using a stadiometer with 0.1 cm accuracy. Body mass index (BMl,
in kg/m?) was calculated®?. BMI/age was used to assess nutritional status®>. WHO AnthroPlus was
used to calculate the z-score?*. The participants were classified as having excess weight if the z-

score was greater than +12°,
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2.6 Statistical analysis

In the descriptive analysis, categorical variables were expressed as absolute frequency (n)
and percentage (%). The normality of continuous variables was verified by the Kolmogorov-
Smirnov test, with the sample defined as normal. Student’s t-test was used to compare means and
the chi-squared test was used to identify the association between the independent variables and
VDD.

Simple logistic regression was used to estimate the crude odds ratio (OR), with respective
95% confidence interval (CI). Variables that presented statistical significance of up to 0.20 were
kept for subsequent analysis. In the binary assessment, the following variables were tested: sex, age,
time since TIDM diagnosis, parents’ schooling, physical activity, exposure to sunlight, season of
25(OH)D determination, skin color, excess weight, glycemic control, total calcium, PTH, serum
phosphorus, alkaline phosphatase, and the Fok-1 polymorphism. Multiple logistic regression models
were tested by the stepwise method until a final model was obtained. The epidemiological relevance
of the variables was also considered when deciding whether to maintain them in the adjusted model.
Data were analyzed using SPSS Statistics 26.0 (IBM, New York, USA), with a 5% significance
level. Stata 18 (StataCorp, College Station, USA) was used to prepare the density curves to analyze
the 25(OH)D concentrations according to the variables that presented statistical significance in the

multiple logistic regression model.

2.7 Ethical considerations

The study was approved by the IPPMG/UFRJ Research Ethics Committee (#3.570.197) and
complied with Brazilian legislation on ethics in research with human participants, specifically
National Health Council resolution #466/12%" and related legislation. The larger study is also
included in the Brazilian Clinical Trials Registry (RBR-5x82zr). Whenever a patient met the
eligibility criteria, the researchers approached the patients and their legal guardians to present the
research. When they agreed to participate in the study, they read and signed the Informed assent

form and the Informed consent form by the participant and legal guardian, respectively.

3. Results

Of the 377 children and adolescents with T1DM evaluated for eligibility, 143 were
effectively included in the analyses (Figure 1). The mean age was 11.5 £ 2.2 years old; the mean
time since T1DM diagnosis was 5.9 + 4.6 years; and the age at diagnosis was 6.1 + 2.9 years old.
The majority were female (51%, n = 73), and 62.9% were classified as normal weight (n = 90),
26.6% as overweight (n = 38), 9.8% as obesity (n = 14), and 0.7% as severe obesity (n = 1). The
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mean 25(0OH)D was 22.8 = 9.6 ng/mL and 79% (n = 113) of the participants were classified as
having VDD.

The only variables for which there was a significant difference between the participants with
and without VDD were 25(0OH)D, HbA1C, physical activity, and nutritional status. Mean 25(0OH)D
was 19.2 £ 6.1 ng/mL (n = 113) in the participants with VDD and 36.2 + 8.7 ng/mL (n = 30) in
those without VDD (p < 0.001). Mean HbA1C was 8.2 £ 1.2% (n = 113) in the participants with
VDD and 7.7 £ 1.0% (n = 30) in those without VDD (p = 0.046). HbA1C levels were adequate in
19.5% (n = 22) of the participants with VDD and 46.7% (n = 14) of those without VDD (p = 0.040)
(Table 1).

Regarding physical activity, 55.8% (n = 63) of the participants with VDD were classified as
sedentary, and 33.3% (n = 10) of those without VDD (p = 0.039). Regarding nutritional status, the
mean BMI/age z-score was 0.7 + 1.1 (n = 113) for the participants with VDD and 0.3 £ 0.9 (n = 30)
for the participants without VDD (p = 0.040). There was a noticeable, but not statistically
significant, difference between the groups in terms of BMI categories: 40.7% (n = 46) of the
participants with VDD had excess weight, and 23.3% (n = 7) of those without VDD (p = 0.092)
(Table 1).

According to the results of the simple logistic regression, the following variables were
selected to be used in the adjusted model: physical activity, HbAlc, serum phosphorus, and
BMl/age. In the final multiple logistic regression model, it was observed that children and
adolescents with lower levels of physical activity (OR 2.9; CI 1.1-7.6; p = 0.031), poorer glycemic
control (OR 5.0; CI 1.9-13, 2; p = 0.001), and excess weight (OR 3.6; Cl 1.1-11.1; p = 0.029) were
more likely to have VDD (Table 2). The distribution curve of 25(OH)D was skewed, with an
elongated tail on the right side (Figure 2), reinforcing the results obtained by multiple logistic

regression.

4. Discussion

An important finding of this study was the high prevalence of VDD in children and
adolescents with TIDM. Variables related to lifestyle and clinical aspects (glycemic control,
physical activity, and excess weight) were found to be risk factors for VDD.

Few studies were found on the prevalence of VDD in children and adolescents with T1DM,
none of which were conducted in Brazil. In Morocco, Bouichrat et al.?’, studying 147 individuals
aged up to 19 years old with T1LDM, observed 25.9% of VDD (25(0OH)D < 10 ng/mL) and 71.4% of
vitamin D insufficiency (25(OH)D: 10-30 ng/mL). A study carried out in the United States with 88
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children and adolescents aged 3 to 18 years old with T1DM found that 37.5% had VDD (25(0OH)D
< 20 ng/mL)%,

A high prevalence of VDD can also be found in the general population. A study with 2171
children and adolescents aged 3 to 15 years old, carried out in eight European countries, identified
63% of VDD (25(0OH)D < 20 ng/mL) and 33% of vitamin D insufficiency (25(OH)D: 20-30
ng/mL)*. In Brazil, an investigation of 1152 adolescents aged 12 to 17 years old in four Brazilian
cities, including Rio de Janeiro, found that 21% had VDD (25(0OH)D < 20 ng/mL) and 42% had
vitamin D insufficiency (25(OH)D: 21-29 ng/mL)®.

The high prevalence of VDD in children and adolescents with TIDM may be explained by
the effect that this vitamin can have on the immune system, pancreas, and insulin target organs.
This could be because VDR is present in all these cells. The functions that vitamin D could exert,
include: control of insulin synthesis and secretion; prevention of death of beta-pancreatic cells;
increased insulin sensitivity in target organs; and protection of beta-pancreatic cells against immune
attacks?%-3L,

As for the criteria for assessing 25(OH)D status in children and adolescents, there is no
consensus in the literature, so the use of different cutoff points may generate divergences in the
reported prevalence of VDD. The most widely used recommendation for a healthy population is
from the Endocrine Society, which classifies VDD as 25(OH)D below 20 ng/mL; vitamin D
insufficiency as 21-29 ng/mL; and vitamin D sufficiency as above 30 ng/mL32. The Brazilian
Society of Endocrinology and Metabolism and the Brazilian Society of Clinical
Pathology/Laboratory Medicine recommend 25(OH)D above 20 ng/mL for healthy populations and
30-60 ng/mL for risk groups, including individuals with TADM?Y'. The criteria used in the present
study was based on the latter cutoff point.

Much has been discussed regarding the factors associated with VDD. Of the different
variables evaluated, the one that stands out is the association with low levels of physical activity.
This finding corroborates with Wolters et al.'*, who found that healthy European children and
adolescents who played outdoors or were simply exposed to the sun for one more hour per day were
21% more likely not to have VDD. A sedentary lifestyle is generally considered to be a risk factor
for VDD, as it is characterized by too much screen time and not enough time spent in outdoor
activities®. In this respect, it is important to highlight that part of the data of the present study was
collected during the COVID-19 pandemic, when lockdowns designed to curb the spread of the virus
resulted in reduced levels of physical activity, as observed in a study with adolescents from

different countries, including Brazil*3.
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Excess weight was also associated with VDD in most of the research found in the literature.
A study carried out in the United Arab Emirates with 148 children and adolescents aged 4 to 19
years old with TLDM observed that VDD was significantly higher in the participants with obesity®*.
De Oliveira et al.’® found that Brazilian male adolescents with obesity were twice as likely to have
VDD. However, this association was not observed in European children and adolescents'*. Excess
weight is one of the causes of VDD, as excess adipose tissue can sequester vitamin D, reducing its
circulation™,

Regarding glycemic control, there are contradictory reports in the literature as to whether it
is associated with VDD in children and adolescents with TLDM. An inverse association between
HbA1c and 25(0OH)D was observed in Moroccan children and adolescents with TIDM?. However,
a study carried out in Turkey with 120 children and adolescents with TIDM (mean age 12.7 years)
found no association between these parameters®.

A key point of connection between VDD, excess weight, and poor glycemic control in
children and adolescents with T1DM is the pro-inflammatory condition that is typical of the
pathogenesis of T1DM. In immune and beta-pancreatic cells, 25(OH)D participates in the
production and secretion of both anti-inflammatory and pro-inflammatory cytokines>®=°,
Furthermore, the pro-inflammatory condition could be exacerbated by excess weight, since
adipocytes are also secretors of pro-inflammatory cytokines. Excess weight is also associated with
greater insulin resistance in target organs, which in turn could worsen glycemic control®’*, Some
studies found in the literature evaluated the effect of vitamin D supplementation on the glycemic
control of children and adolescents with TIDM?3%40 However, a systematic review found no
consistent evidence that vitamin D supplementation might be an adjuvant in the treatment of
T1DM?®,

One of the differences of the present study was the analysis of Fok-l1 polymorphism
(rs2228570), which was not found to be associated with VDD. This analysis investigated the
potential interaction between gene and environment; however, there is still no consensus in the
literature regarding the association of this polymorphism with VDD in children and adolescents
with TIDM. For example, a study in Pakistan with 44 children with T1DM also failed to identify
such an association®!. However, research carried out in Egypt with 132 children with TIDM did
find an association between the Fok-l polymorphism (rs2228570) and VDD*?. Nonetheless, several
SNPs in genes related to vitamin D have been associated with VDD®.

Other factors associated with VDD have been identified in the literature. In a study in the
United Arab Emirates, 25(0OH)D was significantly lower in adolescents than in children with

T1DM, and VDD was more common among the female participants®. A study with healthy
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European children and adolescents found that ultraviolet radiation and vitamin D intake were
important determining factors of VDD, In research with healthy children and adolescents in
Brazil, a positive association was found between VDD and female sex, latitude, season (Winter or
Spring), and skin color (non-white), and that adequate vitamin D intake was a protective factor
against VDD,

As far as this study’s strengths are concerned, it is the first to ever investigate the prevalence
of VDD in Brazilian children and adolescents with TIDM and the factors associated with it. The
factors evaluated were also quite diverse and this study was carried out in the largest reference
center for children and adolescents with TIDM in the state of Rio de Janeiro, Brazil. Furthermore,
the study was conducted with a larger sample size, than other studies. As for its limitations, these
include the lack of information on the dietary intake of vitamin D and the fact that other

polymorphisms in genes related to vitamin D were not evaluated.

5. Conclusion

Given the high prevalence of VDD in children and adolescents with TIDM, the monitoring
of 25(OH)D in this risk group is recommended, as the development of studies that evaluate vitamin
D supplementation as a potential adjuvant in its treatment. Furthermore, the results also highlight
the need to encourage children and adolescents with TIDM to adopt healthier habits, including
healthy eating practices and routine physical exercise, which could positively impact the quality of

life and contribute to their adequate growth and development.
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Figure 1 — Flowchart of the participants selected for the study.
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Table 1 — Characteristics of children and adolescents with TIDM, with VDD (25(OH)D < 30
ng/mL) and without VDD (25(OH)D > 30ng/mL) attended at a reference center in Rio de Janeiro,

Brazil.

Variables With VDD (n=113) Without VDD (n=30)
Meanzstandard Meanzstandard p
deviation/%(n) deviation/%(n)

Socio-demographic data
Sex
Female 52.2 (59) 46.7 (14) 0.682
Male 47.8 (54) 53.3 (16)
Age group 11421 11.8+2.5 0.383
Child (7 to 10 years old) 27.4 (31) 30.0(9) 0.821
Adolescent (11 to 16 years old) 72.6 (82) 70.0 (21)
Household size 3.9+1.4 3.6x0.7 0.400
Up to 3 people 38.1 (43) 36.7 (11) 1.000
4 or more people 61.9 (70) 63.3 (19)
Household sanitation
Adequate 94.7 (107) 93.3 (28) 0.674
Inadequate 5.3 (6) 6.7 (2)
Parents’ schooling
< 12 years 31.9 (36) 23.3(7) 0.502
> 12 years 68.1 (77) 76.7 (23)
Skin color
White 31.9(36) 20.0 (6) 0.262
Non-white 68.1 (77) 80.0 (24)
Season of 25(OH)D determination
Summer/Autumn (January to June) 38.1 (43) 50.0 (15) 0.296
Spring/Winter (July to December) 61.9 (70) 50.0 (15)
Clinical and lifestyle data
Time since TLDM diagnosis (years) 5.9+4.9 5.8£3.6 0.890
Exposure to sunlight*
Adequate 44.5 (49) 50.0 (15) 0.681
Inadequate 55.5 (61) 50.0 (15)
Physical activity
Active 44.2 (50) 66.7 (20) 0.039
Sedentary 55.8 (63) 33.3(10)
Fok-1 polymorphism*
Yes (AA) 7.7 (8) 10.0 (3) 0.256
No (GG and AG) 92.3 (96) 90.0 (27)
Laboratory data
25(0H)D (ng/mL) 19.246.1 36.2+8.6 <0.001
HbAlc 8.2+1.2 7.7£1.0 0.046
Adequate (< 7.5%) 19.5(22) 46.7 (14) 0.040
High (= 7.5%) 80.5 (91) 53.3 (16)
PTH (pg/mL)* 23.5+14.9 23.5+13.2 0.992
Total calcium (mg/dl)* 9.8+0.4 9.6+1.1 0.211
Serum phosphorus (mg/dl)* 5.2+0.8 4.9+0.5 0.185
Alkaline phosphatase (1U/L)* 298.1+178.7 297.3£162.7 0.985
Anthropometric data
Weight (kg) 44.2+13.4 44.6+13.1 0.877
Height (cm) 147.5+13.3 151.8+14.8 0.132
BMI (kg/m?) 19.943.5 18.9+3.4 0.196
BMl/age 0.7£1.1 0.320.9 0.040
Without excess weight (< z-score +1) 59.3 (67) 76.7 (23) 0.092
With excess weight (> z-score + 1) 40.7 (46) 23.3(7)

T1DM — type 1 diabetes mellitus; VDD — vitamin D deficiency; HbAlc — glycated hemoglobin; 25(0OH)D — 25-
hydroxy vitamin D; PTH — parathyroid hormone; BMI — Body mass index

*Missing data: exposure to sunlight (n = 3); PTH (n = 14); total calcium (n = 15); serum phosphorus (n = 8);
alkaline phosphatase (n = 9); Fok-I polymorphism (n = 9).



Table 2 — Final multiple logistic regression model of variables associated
with VDD (25(OH)D < 30 ng/mL) in children and adolescents with
T1DM attended at a reference center in Rio de Janeiro, Brazil.

Variables Crude model Adjusted model*
OR Cl p OR Cl p

Physical activity (n=143)
Active Ref
Sedentary 25 1159 0032 29 11-76 0.031
HbAlc (n = 143)
Adequate Ref
High 3.6 15-85 0.003 50 1.9-13.2 0.001

Serum phosphorus (n=135) 0.7 04-1.2 0.185 0.6 0.3-1.2 0.156
BMl/age (n = 143)

Without excess weight Ref

With excess weight 23 0.9-57 0.08 36 1.1-11.1 0.029

OR - odds ratio; CI — confidence interval; Ref — reference; TIDM — type 1 diabetes
mellitus; 25(OH)D — 25-hydroxy vitamin D; HbAlc — glycated hemoglobin; BMI —
Body mass index.

*Model adjustment variables: parents’ schooling (<12 years; >12 years) and age group

(child — 7 to 10 years old; adolescent — 11 to 16 years old).
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Figure 2 — Density curves of 25-hydroxy vitamin D (25(OH)D) among children and adolescents

with type 1 diabetes mellitus attended at a reference center in Rio de Janeiro, Brazil, according to

physical activity (A), Body mass index/age (BMl/age) (B), and glycated hemoglobin (HbA1c) (C).
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7.2 Artigo 2

Efeito da suplementagdo de vitamina D no controle glicémico de criangas e adolescentes com
DML1: dados de um ensaio clinico controlado

Resumo

Introducéo: O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é a endocrinopatia mais prevalente em criangas e
adolescentes e a deficiéncia de vitamina D (DVD) pode ser considerada um problema de salde
mundial, especialmente nesta populacdo. O potencial adjuvante terapéutico da vitamina D no DM1
vem sendo estudado, todavia os resultados ainda sdo contraditorios. Objetivo: Avaliar o efeito da
suplementacdo de vitamina D na correcdo da DVD e no controle glicémico de criancas e
adolescentes com DM1. Métodos: Trata-se de um ensaio clinico controlado com criancas e
adolescentes de 7 a 16 anos e com diagnéstico de DM1 ha pelo menos um ano. Os participantes
com DVD (25-hidroxi vitamina D — 25(OH)D < 30 ng/mL) foram alocados no grupo intervencéo,
sendo prescrita suplementacéo oral com colecalciferol na dosagem de 2000 Ul/dia, por 12 semanas.
Foram coletados dados socio-demograficos, clinicos, laboratoriais, de estilo de vida,
antropométricos e o polimorfismo Fok-1 (rs2228570). Foram elaborados modelos de regressdo
linear multipla e o nivel de significancia adotado foi de 5%. A avaliacdo do efeito da intervencao foi
feita por meio do Delta Glass. Resultados: Dos 133 participantes, 77,4% foram alocados no grupo
intervencdo (n = 103). A concentracdo sérica de 25(OH)D aumentou de 19,2 + 6,2 para 30,9 + 10,1
ng/mL apos a suplementacdo. O efeito da intervencdo sobre a 25(OH)D foi muito grande (Delta
Glass = 1,2; IC 0,8/-1,4), porém foi muito pequeno sobre o controle glicémico (Delta Glass = 0,1;
IC -0,2/0,4). Apbs a suplementacdo, a concentracdo sérica de 25(OH)D apresentou associacdo
inversa com a dose de insulina (B = -4,6; 1C -8,1/-1,1; p = 0,010) e com o indice de Massa Corporal
(B =-0,3; IC -0,6/-0,01; p = 0,059). Concluséo: O esquema de suplementacdo prescrito mostrou-se
eficaz para corregdo da DVD em criancas e adolescentes com DM1. Observou-se menor
concentracdo sérica de 25(OH)D apos a suplementacdo nos participantes com excesso de peso e

naqueles tratados com maior dose de insulina.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 1, vitamina D, criangas, adolescentes, suplementacédo

nutricional, controle glicémico.
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1. Introducéo

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) € a forma mais comum de diabetes em criangas e
adolescentes e uma das doengas crénicas mais comuns nesta faixa etaria (ADA, 2024; SBD, 2023).
Estima-se que 1,52 milhdes de individuos com até 20 anos de idade ttm DM1 em todo o mundo
(IDF, 2022). O tratamento do DM1 ¢ baseado em alguns pilares, destacando-se a insulinizacéo, o
monitoramento da glicemia, o cuidado nutricional e a pratica de atividade fisica. O cuidado
nutricional é caracterizado por uma alimentagdo individualizada, equilibrada e de qualidade, que
objetiva um bom controle glicémico e, por conseguinte, a prevencdo das complicagbes cronicas
micro e macrovasculares (SBD, 2023).

No contexto do cuidado nutricional para pacientes com DM1, estudos tém demonstrado um
possivel fator protetor da vitamina D na reducéo do risco de desenvolvimento da doenca e como um
potencial adjuvante terapéutico (INFANTE et al., 2019; RAK & BRONKOWSKA, 2018). Tal fato
torna-se ainda mais relevante tendo em vista que a deficiéncia de vitamina D (DVD) é considerada
um problema de saide mundial, sendo que a prevaléncia pode variar de 31 a 98% (HOLICK, 2017).
Especificamente em criancas com DM1, uma meta-anélise identificou que a vitamina D é
significativamente menor nestes pacientes, quando comparados com controles saudaveis (LIU et al.,
2015). Todavia, ainda existem controvérsias na literatura com relacdo aos pontos de corte para
definicdo de DVD em criancas e adolescentes, bem como para 0os esquemas de suplementacao
propostos (NASCIMENTO et al., 2022).

A vitamina D é capaz de exercer papel no DM1 por meio da interacdo gene-ambiente e
estudos vem demonstrando que ha potencial para intervengdes imunomoduladoras. Isto se justifica
pelo fato de que o receptor de vitamina D (Vitamin D Receptor, VDR) esta presente nas células
beta-pancreaticas, em 6rgaos-alvo de acdo da insulina e nas células do sistema imune (INFANTE et
al., 2019; RAK & BRONKOWSKA, 2018). O gene do VDR pode apresentar quatro polimorfismos
de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism, SNP), os quais podem alterar sua funcéo.
Especificamente o polimorfismo Fok-1 (rs2228570), é o Unico capaz de gerar uma proteina com trés
aminoacidos a menos (UITTERLINDEN et al., 2004).

Na literatura, existem poucos estudos que avaliaram o efeito da suplementacéo de vitamina
D sobre o controle glicémico de criangas e adolescentes com DM1 e os resultados ainda sdo
contraditorios (PANJIYAR et al., 2018; SHARMA et al., 2017; NWOSU & MARANDA, 2014).
Logo, sdo necessarios mais ensaios clinicos de boa qualidade metodoldgica, para que conclusfes
mais assertivas possam ser obtidas (NASCIMENTO et al., 2022). Sobre este assunto, a Sociedade
Brasileira de Diabetes afirma que ainda ndo h& recomendacdo para a suplementagédo de vitamina D

com o objetivo de melhorar o controle glicémico de individuos com DM1 (SBD, 2024). A
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American Diabetes Association também afirma que ndo existem evidéncias cientificas suficientes
até 0 momento para prescricdo de vitaminas em pessoas com diabetes que ndo apresentem
deficiéncias nutricionais subjacentes (ADA, 2024).

Portanto, considerando que a vitamina D pode apresentar potencial adjuvante terapéutico no
DM1 e que os resultados encontrados na literatura a respeito do controle glicémico ainda sdo
contraditérios, o objetivo deste artigo foi avaliar o efeito da suplementacdo de vitamina D na
correcdo da DVD e no controle glicémico de criangas e adolescentes com DM1 atendidos em um
centro de referéncia no Rio de Janeiro, Brasil. Também objetivou-se identificar a associa¢do dos
fatores sociodemograficos, clinicos, de estilo de vida, bioquimicos, antropométricos e do

polimorfismo Fok-1 (rs2228570) com a concentracdo sérica de vitamina D ap0s a suplementacao.

2. Métodos
2.1 Desenho e local do estudo

Trata-se de um ensaio clinico controlado. A pesquisa foi realizada no Ambulatério de
Diabetes Mellitus do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG), da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), no periodo de mar¢o de 2021 a outubro de 2023. O
IPPMG caracteriza-se por ser uma instituicdo de pesquisa, ensino, extensao e assisténcia, criada
com o objetivo de promover a salde e a qualidade de vida de criancas e adolescentes, além de
também contribuir para a qualificacdo profissional. O Ambulatério de Diabetes Mellitus do IPPMG
é referéncia para o tratamento de DM1 em criancas e adolescentes no Estado do Rio de Janeiro. A
equipe é caracterizada pela multiprofissionalidade, sendo as consultas integradas realizadas por

médicos, nutricionistas, psicologos, assistentes sociais e enfermeiros.

2.2 Populagéo e critérios de elegibilidade

O diagndstico de DM1 foi feito com bases nos critérios estabelecidos pela American
Diabetes Association (ADA, 2024). Os critérios de elegibilidade foram: ter idade entre 7 e 16 anos e
ter diagnostico de DM1 ha pelo menos 1 ano. Ja os critérios de exclusdo foram: apresentar outras
doencas autoimunes, anemia falciforme, doenga renal ou hepética, sindromes genéticas, méa
absorcdo intestinal ou hemoglobinopatias; utilizar corticoides ou drogas que afetassem o

metabolismo de vitamina D; e ter feito uso de suplementacao de vitamina D nos ultimos seis meses.

2.3 Defini¢éo do tamanho amostral
Para o calculo amostral, utilizou-se o software ClimCal.com, considerando poder de 80%,

erro alfa de 0,05, mono-caudal, e melhora de aproximadamente 12% na glicemia de jejum apds a
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suplementacdo de vitamina D (PANJIYAR et al., 2018), sendo obtido o nimero minimo de 44
participantes. Assumiu-se um percentual de perda de 20%, totalizando um tamanho amostral final

de 53 participantes, sendo 27 em cada grupo de estudo.

2.4 Coleta de dados

A equipe responsavel pela coleta de dados foi previamente treinada e um questionario foi
desenvolvido pelos pesquisadores. Algumas variaveis foram coletadas a partir dos prontuérios e
outras foram respondidas pelos participantes e pelos seus responsaveis legais, quando necessario.
Este estudo foi dividido em trés etapas: a primeira correspondeu a captacdo dos participantes; a
segunda foi referente a alocagdo nos grupos intervencdo ou controle; e a terceira ocorreu 12

semanas apos a segunda (Figura 1).

2.5 Intervencéo

Os participantes foram classificados com DVD quando 25-hidroxi vitamina D (25(OH)D)
era inferior a 30 ng/mL, assim como proposto por Moreira et al. (2020) para grupos de risco,
incluindo pacientes com DMJ1. Estes participantes foram alocados no grupo intervencdo e a
suplementacdo oral com colecalciferol foi prescrita na dosagem de 2000 Ul/dia, por 12 semanas
(HOLICK et al., 2011). Todo o tratamento com suplemento comercial sob a forma de comprimidos
foi fornecido pelos pesquisadores. Os demais participantes foram alocados no grupo controle. Foi
feita a comunicacédo dos resultados dos exames aos participantes, bem como todos foram orientados

com relacdo aos alimentos fonte de vitamina D e a importancia da exposic¢éo solar (Figura 1).

2.6 Desfechos

O controle glicémico foi avaliado segundo o valor de hemoglobina glicada (HbAlc) por
meio do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi utilizado o teste Endpoint, Sistema
VITROS 5600, 4600, 5,1, FS, sendo considerado bom controle glicémico quando o valor da HbAlc
era inferior a 7,5% (ADA, 2024). As concentracfes séricas de 25(OH)D foram obtidas por
imunoensaio quimioluminescente pelo kit comercial DiaSorin e por meio do uso do aparelho
LIAISON® XL 10050 (DiaSorin S.p.A., Saluggia, Vercelli, Italia).

2.7 Covariaveis
2.7.1 Dados sociodemograficos
Foram coletados os seguintes dados sociodemograficos: sexo, idade (7 a 16 anos), nimero

de pessoas na familia, condi¢bes de saneamento da moradia (adequada; inadequada), nivel de
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escolaridade dos pais (< 12 anos; > 12 anos), cor da pele por auto-declaragéo (branco; ndo branco) e
estacdo do ano correspondente a concentracdo sérica basal de 25(OH)D (verdo + outono — janeiro a

junho; primavera + inverno — julho a dezembro).

2.7.2 Dados clinicos e de estilo de vida

Dentre as variaveis clinicas, foram coletados: tempo e idade de diagnostico de DM1 (em
anos) e dose de insulina (Ul)/kg peso ideal. A andlise do polimorfismo Fok-1 (rs2228570) foi feita a
partir da coleta de saliva, com posterior extracdo do DNA (acido desoxirribonucléico) (AIDAR &
LINE, 2007). A genotipagem foi realizada a partir do ensaio de discriminacédo alélica, utilizando o
sistema de Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR em tempo real) StepOne Plus©. Os
genotipos foram lidos por intermédio de software automatizado (SDS 2.3, Applied Biosystems,
Foster City, CA). Os participantes foram classificados de acordo com a presenca (AA) ou auséncia
(GG e AG) do polimorfismo Fok-I (rs2228570) e de acordo com a presenca ou auséncia do alelo
mutado A (AA, AG e GG).

O nivel de exposicdo a luz solar foi considerado adequado quando o participante foi exposto
diretamente a luz solar por pelo menos 5 a 10 minutos, nos bracos e nas pernas, entre as 10 horas da
manhd e as 3 horas da tarde (HOLICK, 2006). O nivel de atividade fisica foi avaliado por meio do
International Physical Activity Questionnaire — IPAQ (CRAIG et al., 2003). Os participantes foram
agrupados em duas categorias: ativos (muito ativos e ativos) e sedentarios (irregularmente ativos e
sedentérios) (USP, 2023).

2.7.3 Outras dosagens bioguimicas
As seguintes analises laboratoriais foram feitas a partir de metodologias utilizadas
rotineiramente no IPPMG/UFRJ: paratorménio (PTH, em pg/mL); calcio total (em mg/dl); fésforo

sérico (em mg/dl); e fosfatase alcalina (em UI/L).

2.7.4 Dados antropométricos

O peso foi aferido utilizando uma balanga digital com capacidade de 150kg e precisdo de
0,1kg. A estatura foi aferida utilizando um estadidmetro com precisédo de 0,1cm. Foi calculado o
indice de Massa Corporal (IMC, em kg/m?) (LOHMAN, ROCHE & MARTORELL, 1988). Foi
utilizado o software WHO AnthroPlus (versdo 1.0.4) para o célculo do escore-z, tendo como
referéncia o padrdo de crescimento proposto pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2009;
ONIS et al., 2007). O IMC/idade foi classificado da seguinte forma: magreza, abaixo de -2 escore-

z; eutrofia, entre -2 e +1 escore-z; sobrepeso, entre +1 e +2 escore-z; obesidade, entre +2 e +3
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escore-z; e obesidade grave, acima de +3 escore-z. A estatura/idade foi classificada da seguinte
forma: estatura adequada para idade, entre -2 e +3 escore-z; baixa estatura para idade, entre -2 e -3

escore-z; e muito baixa estatura para idade, abaixo de -3 escore-z (WHO, 1995).

2.7.5 Adesdo a suplementacao

A adesdo a suplementacao foi avaliada no primeiro e no segundo més por meio de contato
telefonico e, ao final do estudo, foi realizada a contagem dos comprimidos restantes. Foi também
fornecido um cartéo de controle da suplementacéo para que os participantes preenchessem ao longo
das 12 semanas. Com bases nestas informacdes, os participantes foram classificados em boa ou méa

adesdo.

2.8 Anélise estatistica

Foi feita a analise de distribuicdo dos dados por meio do teste de Kolmogorov Smirnov,
sendo a amostra definida como normal. As variaveis categoricas foram descritas por meio de
frequéncias relativas e absolutas e as continuas por meio de média e desvio padrdo (DP). Para a
comparacdo das variaveis quantitativas, foi utilizado o teste t de Student. Para comparacdo das
proporcGes, foram utilizados o teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher.

Para avaliar a variacdo nos dados laboratoriais, antes e apds a intervencao, foi utilizado o
teste t pareado. Foram feitos dois modelos de regressao linear multipla, um para cada desfecho
(HbAlc e 25(0OH)D). Estes modelos foram elaborados conforme plausibilidade biolégica e teorica
(SILVERIO et al., 2019) e ajustados segundo idade, sexo e tempo de diagndstico de DM1, sendo
estimados os coeficientes B e seus respectivos IC de 95%. Os dados foram analisados no software
SPSS Statistics, versdao 26.0 (IBM, Nova York, EUA), com nivel de significancia de 5%. A
avaliacdo do tamanho do efeito da intervencdo foi feita a partir do calculo do Delta Glass e seus IC
de 95%, por meio do uso do software STATA, versdo 18 (StataCorp, College Station, EUA). O
tamanho do efeito foi classificado da seguinte forma: 0,1 = muito pequeno; 0,2 = pequeno; 0,5 =
médio; 0,8 = grande; 1,2 = muito grande; e 2,0 = enorme (SAWILOWSKY, 2009).

2.9 Questoes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPPMG/UFRJ (parecer CAAE
n° 3.570.197) e esta de acordo com os principios éticos contidos na resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (BRASIL, 2012) e suas complementares. O estudo também consta no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos (RBR-5x82zr). Uma vez elegivel, os pesquisadores abordavam o

participante e o seu responsavel legal apresentando a pesquisa. ApGs a concordancia em participar,
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eram assinados o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o0 Termo de Assentimento pelo

responsavel legal e pelo participante, respectivamente.

3. Resultados

Dentre as 377 criancas e adolescentes com DM1 elegiveis para o estudo, 143 foram
incluidas, sendo que 79,0% (n = 113) apresentou DVD (25(OH)D < 30 ng/mL) e foi alocado no
grupo intervencdo. Ao longo das 12 semanas de suplementacdo, foram identificadas 10 perdas de
seguimento neste grupo (n = 103). N&o foram verificadas perdas de seguimento no grupo controle
(n = 30) (Figura 2). Nao foram relatados efeitos adversos decorrentes da suplementacéo.

De forma geral, a idade foi de 11,4 + 2,2 anos e 51,1% dos participantes era do sexo
feminino. O tempo de diagndstico e a idade ao diagndstico de DM1 foram, respectivamente, de 5,9
+ 4,8 e 6,0 + 3,0 anos (Tabela 1). A concentracdo sérica de 25(OH)D e de HbA1c no baseline foi de
23,0 £ 9,9 ng/mL e de 8,1 £ 1,1%, respectivamente (n = 133). Observou-se que 62,4% da amostra
apresentava eutrofia (n = 83); 27,8%, sobrepeso (n = 37); 9,0%, obesidade (n = 12); e 0,8%,
obesidade grave (n = 1). Somente um participante apresentou baixa estatura/idade (0,8%). Todos 0s
participantes eram tratados por meio do método de contagem de carboidratos.

Com relacdo aos parametros sociodemograficos, clinicos, de estilo de vida e
antropomeétricos e ao polimorfismo Fok-1 (rs2228570), ndo foram observadas diferencas entre 0s
grupos. Verificou-se que os participantes sedentarios (p = 0,061) e com excesso de peso (p = 0,087)
tém uma tendéncia para apresentar DVD (Tabela 1). Para o grupo controle no baseline, a
concentracdo sérica de 25(OH)D e de HbAlc foi de 36,2 = 8,6 ng/mL e de 7,7 £ 1,0%,
respectivamente (n = 30), enquanto no grupo intervencao estes valores foram de 19,2 + 6,2 ng/mL e
de 8,1 + 1,1%, respectivamente (n = 103) (Tabela 2). Verificou-se também que a HbAlc foi
considerada adequada em 46,7% (n = 14) dos participantes do grupo controle, enquanto no grupo
intervencdo este valor foi de 20,4% (n = 21) (p = 0,008).

A Tabela 2 e a Figura 3 apresentam a comparacdo dos dados laboratoriais para 0s grupos
controle e intervencdo, apos 12 semanas. Houve aumento significativo da concentracdo sérica de
25(OH)D no grupo intervencdo (p < 0,001), que alcancou valor de 30,9 = 10,1 ng/mL (n = 103).
Houve correcdo da DVD em 49,5% dos participantes (n = 51), enquanto 50,5% permaneceu
deficiente (n = 52). Com relacdo a adesdo a suplementacdo, 84,5% dos participantes apresentaram
boa adeséo (n = 87); 6,8%, ma adesdo (n = 7); e para 8,7%, ndo foi possivel a avaliacdo deste
parametro (n = 9). Houve também aumento significativo para fosfatase alcalina (p = 0,010) no
grupo intervencdo. Nao foi observada diferenca para HbA1C. No grupo controle, verificou-se

reducdo significativa da concentracao sérica de 25(OH)D, atingindo valor de 30,5 + 7,0 ng/mL (n =
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30; p = 0,004). Neste grupo, metade dos participantes apresentou aumento da 25(OH)D (n = 15),
enquanto metade apresentou reducdo (n = 15). Na Tabela 3, é possivel observar que o tamanho do
efeito na concentracdo sérica de 25(OH)D foi grande no grupo controle e muito grande no grupo
intervencdo. Para as demais varidveis laboratoriais, o efeito foi considerado médio, pequeno ou
muito pequeno.

O modelo de regressao linear multipla ajustado demonstrou que maior dose de insulina (f =
-4,6; 1C -8,1/-1,1; p = 0,010) e que IMC elevado (p = -0,3; IC -0,6/-0,01; p = 0,059) estavam
associados & menor concentracdo sérica de 25(OH)D ap6s 12 semanas de suplementacdo. N&o foi
verificada associacdo com a HbA1C e com polimorfismo Fok-I (rs2228570) (Tabela 4). Com
relacdo a HbA1C apds as 12 semanas, 0 modelo de regressdo linear maltipla ajustado demonstrou

associagdo inversa com baixo nivel de atividade fisica (f = 0,2; IC 0,1/0,7; p = 0,004) (Tabela 5).

4. Discusséo

Um dos principais resultados encontrados neste estudo foi que a suplementacdo com
colecalciferol na dosagem de 2000 Ul/dia, por 12 semanas, foi eficaz para corre¢do da DVD em
criangas e adolescentes com DM1. Né&o foi observado efeito sobre o controle glicémico, todavia a
concentracdo sérica de 25(OH)D apo6s a suplementacdo apresentou associacdo inversa com a dose
de insulina e com o IMC.

S&0 escassos 0s estudos sobre a suplementacdo de vitamina D em criancas e adolescentes
com DM1, sendo que ndo foram encontrados trabalhos desenvolvidos no Brasil. Um estudo
realizado na India com 72 criancas com DM1 de 6 a 12 anos de idade identificou diferenca
significativa entre o grupo intervencdo e o controle para 25(OH)D, ap6s a suplementacdo oral de
colecalciferol na dosagem de 3000 Ul/dia, por um ano (PANJIYAR et al., 2018). Outro estudo
também feito na india com 52 criancas e adolescentes com DM1 entre 1 e 18 anos de idade
observou aumento significativo da 25(OH)D no grupo intervencdo, apds suplementacdo com
colecalciferol oral por 6 meses (1-3 anos: 60.000 Ul/més; 4-8 anos: 90.000 Ul/ més; e 9-18 anos:
120.000 Ul/més) (SHARMA et al., 2017).

Na literatura, também podem ser encontrados estudos a respeito do efeito da suplementacéo
de vitamina D na populagdo em geral. Um ensaio clinico randomizado desenvolvido na Mongolia
com 8851 criancgas e adolescentes de 6 a 13 anos de idade identificou que a suplementacdo oral de
colecalciferol na dosagem de 14000 Ul/semana por 3 anos foi eficaz para corrigir a DVD
(GANMAA et al., 2023). Outro estudo randomizado desenvolvido no México com 222 criangas de
12 a 30 meses de idade testou o efeito de diferentes esquemas de suplementacéo oral: ergocalciferol

nas dosagens de 400 e 800 Ul/dia; e colecalciferol na dosagem 1000 Ul/dia. Os suplementos foram
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fornecidos para cinco dias por semana, durante trés meses. Os autores observaram que houve
reducdo da prevaléncia de DVD e que o colecalciferol na dosagem de 1000 Ul/dia foi o esquema
mais eficaz (FLORES-ALDANA et al., 2023).

Na literatura, ndo ha um consenso com relagdo aos esquemas de tratamento para DVD em
criancas e adolescentes. O presente estudo baseou-se na recomendacéo da Endocrine Society, a qual
sugere que individuos com idade de até 18 anos sejam suplementados com doses de 2.000 Ul/dia ou
50.000 Ul/semana, por no minimo 6 semanas (HOLICK et al., 2011). J& o Global Consensus
Recommendations on Prevention and Management of Nutritional Rickets propde a suplementagédo
por 12 semanas com doses de 2.000 Ul/dia para menores de 1 ano; de 3.000 a 6.000 Ul/dia, entre 1
e 12 anos; e de 6.000 Ul/dia para maiores de 12 anos (MUNNS et al., 2016). Uma meta-analise
avaliou diferentes esquemas de suplementacdo oral de vitamina D em criangas com até cinco anos
de idade e identificou que houve pouco ou nenhum efeito sobre o crescimento linear. Os autores
justificaram seus resultados com base no pequeno tamanho amostral, na heterogeneidade das
amostras e dos esquemas de suplementacdo propostos, considerando dosagem, tempo e forma
farmacéutica, e no risco de viés dos estudos avaliados (HUEY et al., 2020).

O efeito da suplementagdo de vitamina D no controle glicémico de criancas e adolescentes
com DM1 foi considerado muito pequeno. Apos a suplementacéo, foi observada associagdo inversa
da concentracdo sérica de 25(OH)D com a dose de insulina. De acordo com estudo desenvolvido
por Fortins et al. (2019) com criangas e adolescentes brasileiros com DM1, a dose de insulina pode
ser considerada um fator preditor do controle glicémico.

Os estudos encontrados na literatura a respeito do tema apresentam resultados
contraditérios. Um trabalho desenvolvido nos Estados Unidos, com 88 criancas e adolescentes com
DM1 de 3 a 18 anos de idade, verificou que ndo houve reducdo significativa da HbAlc apos a
suplementacdo com colecalciferol oral por 12 a 16 semanas, quando a dosagem era de até 4000
Ul/dia, ou por 8 semanas, quando a dosagem era de 7000 Ul/dia (NWOSU & MARANDA, 2014).
Sharma et al. (2017) também ndo observaram diferenca significativa para a HbAlc e para o
requerimento de insulina apos a suplementacédo de vitamina D. Por outro lado, Panjiyar et al. (2018)
identificaram reducédo significativa da glicemia de jejum, da glicemia média, da HbAlc e da
insulina média total diaria no grupo intervencéo.

Sabe-se também que inGmeros fatores sdo capazes de determinar um bom controle
glicémico, como, por exemplo: tratamento insulinico intensivo; monitoramento frequente da
glicemia; terapia nutricional adequada; pratica regular de atividade fisica; atividades educativas a
respeito do DM1; atencdo psicossocial; e participacdo conjunta da familia e do paciente nas tarefas

relacionadas ao controle da doenga (ADA, 2024).
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Neste contexto, é importante ressaltar a excelente qualidade da assisténcia multiprofissional
prestada as criancas e aos adolescentes com DML na institui¢cdo onde este estudo foi desenvolvido e
isto se reflete nos valores de HbAlc que estes pacientes apresentam, 0s quais sdo bem inferiores aos
dados obtidos em um estudo multicéntrico nacional (GOMES et al., 2012). Um dos pilares do
tratamento destes pacientes € 0 método de contagem de carboidratos, o qual é utilizado por todos 0s
participantes deste estudo e ja demonstrou estar inversamente associado a HbAlc em criangas e
adolescentes com DM1 (FILHO et al., 2023; FORTINS et al., 2019). Este método é uma ferramenta
de planejamento dietético para pacientes com DM1 que permite maior autonomia e flexibilidade
nas escolhas alimentares. Na contagem de carboidratos, a dose de insulina € calculada com base na
quantidade de carboidrato consumido em cada refeicdo e na razdo insulina/carboidrato (WI'YONO
et al., 2023; SBD, 2023).

Outro achado importante deste estudo foi a associacdo inversa entre o nivel de atividade
fisica e o controle glicémico. Na literatura, podem ser encontrados estudos com resultados
semelhantes. Um trabalho desenvolvido com 45 adolescentes com DM1 identificou que os
participantes que praticavam mais atividade fisica de intensidade moderada a vigorosa
apresentavam melhor controle glicémico (LIMA et al., 2017). Ja um estudo desenvolvido com 50
criancas e adolescentes brasileiros com DM1 demonstrou que os participantes mais ativos eram
aqueles que apresentavam melhor controle glicémico (MICULIS, CAMPOS & BOGUSZWESKI,
2015). Sabe-se que a prética regular de atividade fisica é recomendada para 0 manejo do DM1,
tendo em vista que é capaz de melhorar a sensibilidade a insulina, reduzindo a necessidade de
insulina exdgena (ABSIL et al., 2019).

Outro aspecto que necessita ser discutido é o ponto de corte utilizado para alocar os
participantes nos grupos intervencdo ou controle. Apds as 12 semanas de suplementagdo, quase
metade dos participantes do grupo intervencao deixou de apresentar DVD e a maioria das criangas e
adolescentes deste grupo conseguiu atingir valores de 25(OH)D acima de 20 ng/mL. No grupo
controle, apesar de haver reducdo significativa da 25(OH)D e de que metade dos participantes
apresentou diminuicdo deste parametro, tal resultado pode ser considerado sem efeito clinico, tendo
em vista que a 25(OH)D média permaneceu acima de 30 ng/mL e somente um participante
apresentou valor inferior a 20 ng/mL. Outros estudos encontrados na literatura também avaliaram a
25(0OH)D sob a dtica do ponto de corte. Panjiyar et al. (2018) verificaram que a média da
concentragdo serica de 25(OH)D permaneceu superior a 30 ng/mL no grupo intervencdo durante
todo o periodo de suplementacdo. Sharma et al. (2017) observaram que a media da concentragdo

sérica de 25(OH)D ficou acima de 20 ng/mL apds a suplementacéo.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Miculis+CP&cauthor_id=24508755
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N&o existe um consenso na literatura com relacdo ao ponto de corte de 25(OH)D em
criancas e adolescentes. No presente estudo, foi utilizada a recomendacédo da Sociedade Brasileira
de Endocrinologia e Metabologia e da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial, a qual afirma que € desejadvel que a 25(OH)D esteja acima de 20 ng/mL para
populacdo saudavel e entre 30 e 60 ng/mL para grupos de risco, incluindo individuos com DM1
(MOREIRA et al., 2020). A recomendacdo mais utilizada internacionalmente para populacéo
saudavel ¢é a da Endocrine Society, a qual afirma que ha DVD quando os valores de 25(OH)D estéo
abaixo de 20 ng/mL; insuficiéncia, entre 21 a 29 ng/mL; e suficiéncia, quando os valores estdo
acima de 30 ng/mL (HOLICK et al., 2011).

Outro achado encontrado neste estudo foi a associacdo inversa entre a 25(OH)D apos a
suplementacdo com o IMC. O IMC elevado também esteve associado a baixa concentracdo sérica
de 25(0OH)D em outros estudos encontrados na literatura. Um trabalho realizado nos Emirados
Arabes com 148 criancas e adolescentes com DM1 de 4 a 19 anos de idade observou que a
25(0OH)D foi significativamente menor nos participantes com obesidade (MAJEED, SIDDIQUI &
LESSAN, 2023). Um estudo realizado em Bangladesh com 60 criancgas e adolescentes com DM1 e
média de idade de 13 anos verificou que o IMC era significativamente maior nos participantes com
DVD (ZABEEN et al., 2021).

A associacdo da DVD com excesso de peso € caracterizada por um efeito negativo mutuo.
Por um lado, a obesidade promove o acumulo de formas inativas de vitamina D e consequente
reducdo da sua biodisponibilidade, tendo em vista que o tecido adiposo em excesso é capaz de
sequestrar a vitamina D. Por outro lado, a DVD ¢é capaz de reduzir a secrecdo de insulina e a
sensibilidade a mesma nos 6rgédos alvo, podendo estar associada a piora do controle glicémico e a
sindrome metabdlica (FIAMENGHI & MELLO, 2021). Uma meta-analise, que incluiu estudos com
criancas e adolescentes, identificou que a DVD foi mais frequente em individuos obesos e que esta
associacdo existia independente da idade, da latitude e dos pontos de corte para definicdo de DVD
(PEREIRA-SANTOS et al., 2015).

Também foi observado um aumento significativo da fosfatase alcalina no grupo intervencéo
apos a suplementacio de vitamina D. Em um estudo realizado na india, nfo foi observada diferenca
significativa para fosfatase alcalina apds a suplementacdo de vitamina D em criangas com DM1
(PANJIYAR et al., 2018). Hipoteticamente, espera-se que ocorra reducdo da fosfatase alcalina
quando ocorre aumento da 25(OH)D, todavia esta enzima também esta associada ao
desenvolvimento fisiolégico e a doencas Osseas e hepatobiliares. Sabe-se que crescimento,

mudancas no metabolismo 0sseo ou no sistema hepatobiliar resultam em variabilidade na atividade
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da fosfatase alcalina, principalmente, na primeira infancia e na puberdade (ZIERK et al., 2017;
SBP, 2016).

Um dos diferenciais do presente estudo foi a anélise do polimorfismo Fok-1 (rs2228570),
todavia ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos com relacdo a presenca deste
polimorfismo e do alelo mutado A. Ainda ndo ha um consenso na literatura a respeito da associacao
deste polimorfismo com a DVD. Um estudo com 44 criancas com DM1 no Paquistdo nao
identificou esta associacdo (NASREEN et al., 2016). Por outro lado, um estudo realizado no Egito
com 132 criangas com DML identificou que o polimorfismo Fok-I (rs2228570) estava associado a
DVD (HAMED et al., 2013). Sabe-se que varios SNPs de genes relacionados ao metabolismo de
vitamina D tém sido associados a deficiéncia da mesma (ANTONUCCI et al., 2018).

Também ndo foi verificada associagdo do polimorfismo Fok-I (rs2228570) com a 25(OH)D
ap6s a suplementacdo. N&o foram encontrados estudos que associassem a suplementacdo de
vitamina D com este polimorfismo em criancas e adolescentes com DM1. Um ensaio clinico
randomizado controlado com 140 adultos com diabetes mellitus tipo 2 no Ird orientou 0s
participantes a consumir duas garrafas de 250 mL de uma bebida a base de iogurte/dia, fortificada
com 500 Ul de vitamina D por garrafa, por 12 semanas. Ao observar o efeito sobre a 25(OH)D, 0s
autores identificaram que os diferentes genétipos do polimorfismo Fok-1 (rs2228570) modulavam a
resposta a suplementacdo de vitamina D (NEYESTANI et al.,, 2013). Um ensaio clinico
randomizado desenvolvido no Brasil com 56 adolescentes gravidas, que foram suplementadas com
600 mg de carbonato de célcio + 200 Ul de colecalciferol por dia, identificou que a suplementacao
foi capaz de interagir com dois polimorfismos da regido promotora do gene do VDR, minimizando
a perda 6ssea no pés-parto (NORMANDO et al., 2016).

Considerando os pontos fortes deste estudo, destaca-se o ineditismo de um ensaio clinico
controlado de boa qualidade metodolégica a respeito da suplementacdo de vitamina D em criancas e
adolescentes brasileiros com DM1. Além disto, este estudo foi desenvolvido no maior centro de
referéncia para criancas e adolescentes com DM1 no Estado do Rio de Janeiro, Brasil, e com um
tamanho amostral expressivo, quando em comparacdo com outros estudos. Dentre as limitacdes,
destaca-se a auséncia de informacgdo sobre o consumo alimentar de vitamina D, de avaliacdo de
outros polimorfismos relacionados ao metabolismo de vitamina D e de outros esquemas de

suplementacéo.

5. Concluséo
A suplementacdo de colecalciferol oral na dosagem de 2000 Ul/dia, por 12 semanas,

mostrou-se eficaz para correcdo da DVD em criancas e adolescentes com DM1 e, portanto, pode ser
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recomendada para este fim. Apesar do possivel potencial adjuvante terapéutico da vitamina D no
DM1, este estudo identificou efeito muito pequeno da intervencdo no controle glicémico. Apos a
suplementacdo, foi observada associacao inversa da concentracao sérica de 25(OH)D com a dose de
insulina, a qual pode ser considerada um fator preditor do controle glicémico. Neste contexto,
sugere-se que mais estudos sejam desenvolvidos com diferentes esquemas de suplementacao. Além
disto, criancas e adolescentes com DM1 e com excesso de peso ou sedentarios tém uma tendéncia
para apresentar DVD e devem ser prioridade para o rastreio da concentracdo sérica de 25(OH)D e

consequente suplementagdo, caso necessario.
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Figura 1. Descricdo das etapas do estudo e do momento de coleta das varidveis (25(OH)D — 25

hidroxi vitamina D).
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Figura 2. Fluxograma das etapas do ensaio clinico controlado.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais de criangas e adolescentes com DM1 e de acordo com 0s grupos controle
(25(OH)D > 30ng/mL) e intervencdo (25(OH)D < 30 ng/mL) antes da suplementacéo.

Variaveis Geral (n=133) Controle (n =30) Intervencdo (n = 103)
MédiatDP/ MédiaxDP/ MédiatDP/ p
%(n) %!(n) %(n)
Dados sociodemograficos
Sexo
Feminino 51,1 (68) 46,7 (14) 52,4 (54) 0,679
Masculino 48,9 (65) 53,3 (16) 47,6 (49)
Idade (anos) 11,4422 11,8+2,5 11,3+2,1 0,268
Numero de pessoas na familia* 6,9+6,8 6,2+6,1 7,1£7,0 0,510
Condicdes de saneamento da moradia
Adequada 94,0 (125) 93,3 (28) 94,2 (97) 1,000
Inadequada 6,0 (8) 6,7 (2) 5,8 (6)
Escolaridade dos pais
<12 anos 30,1 (40) 23,3 (7) 32,0 (33) 0,498
> 12 anos 69,9 (93) 76,7 (23) 68,0 (70)
Cor da pele
Branco 28,6 (38) 20 (6) 31,1 (32) 0,262
N&o-branco 71,4 (95) 80 (24) 68,9 (71)
Estacéo do ano
Verdo + outono (janeiro a junho) 39,8 (53) 50,0 (15) 36,9 (38) 0,210
Primavera + inverno (julho a dezembro) 60,2 (80) 50,0 (15) 63,1 (65)
Dados clinicos e de estilo de vida
Tempo de diagnéstico de DM1 (anos) 5,9+4,8 5,8+3,6 5,9+5,1 0,926
Idade ao diagndstico de DM1 (anos) 6,0+3,0 6,1+3,2 6,0+2,9 0,826
Dose de insulina (Ul/kg peso ideal) 0,96+0,4 0,95+0,4 0,99+0,4 0,564
Nivel de exposicdo a luz solar*
Adequado 45,4 (59) 50,0 (15) 44,0 (44) 0,677
Inadequado 54,6 (71) 50,0 (15) 56,0 (56)
Nivel de atividade fisica
Ativo 50,4 (67) 66,7 (20) 45,6 (47) 0,061
Sedentario 49,6 (66) 33,3 (10) 54,4 (56)
Presenca do polimorfismo Fok-I1*
Sim (AA) 8,7 (11) 10,0 (3) 8,3(8) 0,722
Nao (AG e GG) 91,3 (115) 90,0 (27) 91,7 (88)
Presenca do alelo mutado A*
AA 8,7 (11) 10,0 (3) 8,3(8) 0,3822
AG 42,1 (53) 36,7 (11) 43,8 (42)
GG 49,2 (62) 53,3 (16) 47,9 (46)
Dados antropométricos
Peso (kg) 44,1+133 44,6+13,1 43,9+13,4 0,812
Estatura (cm) 148,2+13,8 151,8+14,8 147,2+13,4 0,108
Estatura/idade
Estatura adequada (> -2 escore-z) 99,2 (132) 100,0 (30) 99,0 (102) 1,000
Baixa estatura (< -2 escore-z) 0,8 (1) - 1,0 (1)
IMC (kg/m?) 19,7435 18,9+3,4 19,9435 0,200
IMCl/idade
Sem excesso de peso (< escore-z + 1) 62,4 (83) 76,7 (23) 58,3 (60) 0,087
Com excesso de peso (> escore-z + 1) 37,6 (50) 23,3 (7) 41,7 (43)

DM1 — diabetes mellitus tipo 1; 25(OH)D — 25-hidroxi vitamina D; IMC — indice de Massa Corporal; DP — desvio padrao.

*Dados faltantes: nimero de pessoas na familia (n = 1); nivel de exposicdo a luz solar (n = 3); presenca do polimorfismo Fok-I (n
=7); presenca do alelo mutado A (n =7).

Variaveis continuas foram comparadas pelo teste-T; variaveis categoricas, pelo qui-quadrado.

aTeste exato de Fisher.



Tabela 2. Comparacgéo dos dados laboratoriais de criancas e adolescentes com DM1 no baseline e ap6s 12 semanas nos grupos controle
(25(OH)D > 30ng/mL) e intervencdo (25(OH)D < 30 ng/mL).

Variaveis Controle Intervencéo
Baseline Apos 12 semanas t (o)° Baseline Apos 12 semanas t (o)"
Média+DP Média+DP P Média+DP MédiatDP P
25 (OH)D (ng/mL) 30 36,2+8,6 30,5+7,0 3,2(0,004) | 103 19,246,2 30,9+10,1 -11,2 (<0,001)
HbA1C (%) 30 7,7£1,0 8,115 -1,3(0,193) | 103 8,111 8,314 -1,4 (0,171)
PTH (pg/mL) 24 23,2+138 23,5+11,7 -0,1(0,897) | 81 22,3+12,7 20,6+10,8 1,3 (0,212)
Calcio total (mg/dL) 23 9,6+1,2 9,9+0,4 -1,1(0,283) | 80 9,8+0,4 9,8+0,5 0,9 (0,348)
Fosforo sérico (mg/dL) 28 5,0+0,5 4,9+0,5 0,8 (0,411) 89 5,2+0,8 5,1+0,7 0,6 (0,572)
Fosfatase alcalina (UI/L) 26 303,2+167,4 309,0+211,0 -0,4 (0,715) | 83  303,3+195,0 347,2+240,7 -0,3 (0,010)

DML — diabetes mellitus tipo 1; 25(OH)D — 25-hidroxi vitamina D; PTH — paratorménio; HbA1C — hemoglobina glicada; DP — desvio padréo.

*Teste t pareado.
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Figura 3. Representacdo grafica dos dados laboratoriais de criancas e adolescentes com diabetes
mellitus tipo 1 no baseline e ap6s 12 semanas nos grupos controle (25(OH)D > 30ng/mL) e
intervencdo (25(OH)D < 30 ng/mL) (25(0OH)D — 25-hidroxi vitamina D; PTH — paratormonio;
HbA1C — hemoglobina glicada).



Tabela 3. Tamanho do efeito sobre as variaveis laboratoriais no baseline e apés 12 semanas nos grupos
controle (25(0OH)D > 30ng/mL) e intervengéo (25(OH)D < 30 ng/mL).

Variaveis Controle Intervencéo

Delta Glass (IC 95%)* Classificagdo Delta Glass (IC 95%)*  Classificacdo
25 (OH)D (ng/mL) -0,8 (-1,4 a-0,3) Grande 1,2(0,8a1,4) Muito grande
HbA1C (%) 0,2(-0,3a0,7) Pequeno 0,1(-0,2a0,4) Muito pequeno
PTH (pg/mL) -0,1(-0,5a0,5) Muito pequeno -0,2(-0,5a0,1) Pequeno
Célcio total (mg/dL) 0,5(-0,1a1,1) Medio -0,1(-0,3a0,2) Muito pequeno
Fésforo sérico (mg/dL) -0,2(-0,8a0,3) Pequeno -0,1(-0,4a0,2) Muito pequeno
Fosfatase alcalina (UI/L) 0,1(-0,5a0,6) Muito pequeno 0,2(-0,1a0,4) Pequeno

IC — intervalo de confianga; 25(OH)D — 25-hidroxi vitamina D; HbA1C — hemoglobina glicada; PTH — paratorménio.
*Baseado na diferenca dos valores (ap6s 12 semanas — baseline).
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Tabela 4. Modelo de regressédo linear maltipla ajustado das variaveis
associadas ao desfecho concentracdo sérica de 25(OH)D apds 12

semanas de suplementagdo em criangas e adolescentes com DM1.

Variaveis Efeitos ajustados

B IC 95% p
Presenca do polimorfismo Fok-I 2,4 -1,6; 6,5 0,235
Dose de insulina (Ul/kg peso ideal) -4,6 -8,1;-1,1 0,010
HbAlc (%) -0,8 -1,6;0,1 0,067
Sedentario* -1,3 -3,7; 1,2 0,305
IMC (kg/m?) -0,3 -0,6; -0,01 0,059
Grupo intervencdo** 16,4 13,5; -19,2 <0,001

25(0OH)D — 25-hidroxi vitamina D; DM1 — diabetes mellitus tipo 1; B — coeficiente de
regressdo; IC — intervalo de confianga; HbAlc — hemoglobina glicada; IMC — indice
de Massa Corporal.

*Referéncia: ativo.

**Referéncia: grupo controle.

Variaveis controladas no modelo: idade, sexo e tempo de diagnostico de DM1.
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Tabela 5. Modelo de regressdo linear multipla ajustado das
variaveis associadas ao desfecho HbAL1C apds 12 semanas de

suplementacdo em criangas e adolescentes com DM1.

Variaveis Efeitos ajustados
B IC 95% p
Dose de insulina (Ul/kg peso ideal) 0,1 -0,6; 0,9 0,745
25(0OH)D (ng/mL) -0,02 -0,04;0,01 0,249
Sedentario* 0,2 0,1;0,7 0,004
IMC (kg/m?) -0,1 -0,1; 0,6 0,802
Grupo intervencdo** -04 -1,0;-0,2 0,198

HbAlc — hemoglobina glicada; DM1 — diabetes mellitus tipo 1; B —
coeficiente de regressdo; IC — intervalo de confianga; 25(OH)D — 25-
hidroxi vitamina D; IMC — indice de Massa Corporal.

*Referéncia: ativo.

**Referéncia: grupo controle.

Variaveis controladas no modelo: idade, sexo e tempo de diagnéstico de
DML1.
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8. CONCLUSAO

Este estudo identificou importantes resultados, como a elevada frequéncia de DVD em
criancas e adolescentes com DM1. Com relagdo aos fatores associados, observou-se que 0s
participantes com menor nivel de atividade fisica, com pior controle glicémico e com excesso de
peso tiveram mais chance de apresentar DVD. Logo, variaveis relacionadas ao estilo de vida e a
aspectos clinicos podem ser consideradas como fatores de risco para DVD nesta populacdo e os
pacientes que apresentarem tais fatores devem ser prioridade para o rastreio da concentracdo sérica
de 25(OH)D e consequente suplementacéo, caso necessario. N&do foi identificada associacdo entre o
polimorfismo Fok-1 (rs2228570) e a DVD.

Com relacdo ao esquema de suplementacéo proposto, verificou-se que o colecalciferol oral
na dosagem de 2000 Ul/dia, por 12 semanas, foi eficaz para correcdo da DVD em criangas e
adolescentes com DM1. Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos com relacdo a
presenca do polimorfismo Fok-1 (rs2228570) e do alelo mutado A. Quanto aos fatores associados a
25(0OH)D apods a suplementacdo, verificou-se associacdo inversa com o IMC e com a dose de
insulina, podendo entdo serem considerados como fatores de risco para baixa concentracdo sérica de
25(0OH) apos a intervencdo. Nédo foi verificada associacdo do polimorfismo Fok-1 (rs2228570) e do
controle glicémico com a concentracéo sérica de 25(OH)D apds a suplementacéo.

Neste contexto, os resultados demonstraram a necessidade de discutir o cuidado nutricional
e o controle glicémico de criancas e adolescentes com DM1 de forma mais ampla, com foco

também na deficiéncia de micronutrientes, como a vitamina D.



85

9. CONSIDERACOES FINAIS

A relacgéo entre o cuidado nutricional e o controle glicEmico em criangas e adolescentes com
DM1 é uma questdo bem documentada na literatura. Sabe-se que a DVD é uma condigdo clinica
muito prevalente, inclusive nesta populacdo, e nestes casos o cuidado nutricional também é
essencial. Portanto, estratégias que visem uma adequada assisténcia nutricional as criancas e aos
adolescentes com DM1 devem ser estimuladas, incluindo as demandas de micronutrientes.

Dada a magnitude que a DVD apresentou, sugere-se 0 monitoramento da concentragéo
sérica de 25(0OH)D em criangas e adolescentes com DM1. Além disto, os resultados também
evidenciaram a necessidade de estimular esta populacdo a ter melhores habitos de estilo de vida,
incluindo préticas alimentares saudaveis e exercicios fisicos rotineiros, o que poderia impactar
positivamente na qualidade de vida destes pacientes, bem como contribuir para o crescimento e
desenvolvimento adequados.

Além disto, o esquema de suplementacdo proposto pode ser recomendado para correcdo da
DVD em criangas e adolescentes com DM1. Apesar do potencial adjuvante terapéutico da vitamina
D no DML1, o efeito da intervencgdo sobre o controle glicémico foi considerado muito pequeno. Apos
a suplementacdo, foi observado que excesso de peso e maior dose de insulina, um dos fatores
preditores do controle glicémico, estavam associados a menor concentracao sérica de 25(0OH)D.

Trabalhos futuros s@o recomendados, incluindo aqueles que objetivem estudar o consumo
alimentar de vitamina D e avaliar outros polimorfismos de genes relacionados ao metabolismo de
vitamina D em criancas e adolescentes com DM1. Também sdo necessarios estudos que avaliem o

efeito de diferentes esquemas de suplementacdo sobre o controle glicémico desta populacéo.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) senhor(a) estd sendo convidado para participar da pesquisa intitulada “Deficiéncia de vitamina D em criangas e
adolescentes com Diabetes Mellitus Tipo 1: influéncia da suplementacdo de vitamina D e do polimorfismo Fok-I no
controle glicémico”. Antes de decidir se participara, é importante que o(a) senhor(a) entenda porqué o estudo esta sendo
feito e 0 que ele envolverd. Reserve um tempo para ler cuidadosamente as informacGes a seguir e discuta-as com sua
familia, amigos e profissionais de salde, se desejar. Faca perguntas se algo ndo estiver claro ou se quiser mais informagoes.
Né&o tenha pressa de decidir se deseja ou ndo participar deste estudo.

O objetivo dessa pesquisa € avaliar o efeito da suplementacdo de vitamina D e de uma possivel alteragdo no gene no
controle glicémico de criancas e adolescentes com Diabetes Mellitus tipo 1. Caso o(a) senhor(a) concorde em participar
deste projeto, os pesquisadores irdo coletar algumas informac6es: idade da crianca ou adolescente, sexo, condi¢fes de
saneamento da moradia, nivel de escolaridade dos pais, composicao familiar, nimero de pessoas na residéncia, situacéo
marital, cor da pele, tempo e idade de diagndstico do diabetes, regime e dose de insulina’kg peso ideal, método dietético
utilizado, peso, estatura, circunferéncia da cintura e do pescogo, nivel de exposi¢do a luz solar e de atividade fisica. Caso
esses dados ndo estejam disponiveis no prontuario, essas informagdes serdo perguntadas diretamente a vocé. Sinta-se livre
para ndo responder se quiser. O consumo alimentar de seu filho(a) sera avaliado por meio de dois recordatérios de 24 horas.
Também serdo avaliados exames de rotina a partir de uma amostra de sangue e o polimorfismo Fok-l1 em uma amostra de
saliva. Caso a crianca ou adolescente apresente deficiéncia de vitamina D, serd proposta a suplementagdo desta vitamina por
12 semanas e, ao final do tratamento, a hemoglobina glicada e a vitamina D serdo novamente avaliadas em uma amostra de
sangue. Todo o material usado para a retirada do sangue e da saliva sera descartavel e a coleta sera feita por técnico treinado
e capacitado, para evitar hematomas ou qualquer desconforto. Ressalto que este material sera utilizado apenas na pesquisa
em questdo e que a coleta de sangue ocorrera no mesmo dia que seu filho(a) for agendado para exames de rotina. A amostra
de saliva serd encaminhada em um tubo plastico dentro de um isopor para o Laborat6rio de Bioquimica Nutricional do
Instituto de Nutricdo da Univerdade Federal do Rio de Janeiro.

O beneficio principal de sua participacdo € que, no futuro, os resultados alcangcados com essa pesquisa contribuam
para entender melhor qual o papel da vitamina D e do polimorfismo Fok-I no controle glicémico de criangas e adolescentes
com Diabetes Mellitus tipo 1. Esclarecemos que o risco decorrente da participacdo de seu filho(a) no estudo pode ser
associado ao uso incorreto do suplemento de vitamina D, que, se for ingerido acima da dose prescrita, pode ocasionar boca
seca, dor de cabeca, muita sede ou muita vontade de urinar, perda de apetite, enj6o, vémitos, cansaco, aumento da pressao
arterial, dor muscular, coceira, perda de peso, confusdo mental, descoordenacdo motora, distlrbios psiquicos, coma,
insuficiéncia renal e arritmias cardiacas. Para minimizar tal risco, vocé sera orientado cuidadosamente pelo nutricionista e
pelo médico, quanto a dose indicada para o seu filho(a), que sera dentro da dose segura recomendada. Além disto, faremos o
agendamento de suas consultas com o nutricionista com pequeno intervalo entre elas e forneceremos os telefones de
nutricionistas da equipe para vocé contactar em caso de necessidade, fora dos horarios da consulta do seu filho(a).

Todas as informagdes a seu respeito e de seu filho(a) serdo confidenciais e o(a) senhor(a) ndo sera identificado em
nenhum momento, de tal forma que sua privacidade e identidade serdo preservadas. E necessario esclarecer também que néo

havera para o(a) senhor(a) quaisquer custos ou forma de pagamento pela participagdo na pesquisa. E importante que o(a)
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senhor(a) saiba que sua participacdo nessa pesquisa é completamente voluntéria e que ndo sofrerd nenhuma penalidade caso
ndo concorde em participar. Além disto, vocé poderad recusar-se a autorizar o uso das informacdes oferecidas pelo(a)
senhor(a) a essa pesquisa, e interromper sua participacdo a qualquer momento sem penalidades. Em caso de o(a) senhor(a)
decidir interromper sua participacdo na pesquisa, a equipe de pesquisadores envolvidos nesse projeto deve ser comunicada e
a utilizacdo dos seus dados sera imediatamente interrompida, sendo o seu questionario desconsiderado.

Este projeto foi elaborado de acordo com os aspectos éticos previstos na Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional
de Saude, sendo previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, com parecer de nimero 3.570.197.

A pessoa responsavel por obter este Termo de Consentimento Ihe explicou claramente o contetdo destas informagGes
e se colocou a disposicdo para responder as suas perguntas, sempre que tiver novas davidas. O(a) senhor(a) também tem a
liberdade de consultar outros investigadores envolvidos neste projeto quando sentir necessario. Neste caso, por favor, ligue
para 0S contatos a seguir: Patricia de Carvalho Padilha (pesquisadora), telefones (21) 3938-6432/ (21) 99996-4771 ou
Carolina Ferraz Figueiredo Moreira (pesquisadora), telefones (21) 3938-0415/ (21) 996960876. Também ha a possibilidade
de entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagio Gesteira: Rua
Bruno Lobo, numero 50, Ilha do Funddo, Rio de Janeiro/RJ, telefone (21) 3938-3842.

Esse documento que vocé acabou de ler serd emitido em duas vias exatamente iguais, uma via desse documento ficard

com vocé e a outra ficard com o responsavel pela pesquisa.

CONSENTIMENTO
Li as informacGes acima e entendi o propo6sito deste projeto, assim como os beneficios e riscos potenciais da minha
participacdo no mesmo. Ficou claro que minha participacdo € isenta de despesas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e
todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para minha participacdo nesta
pesquisa.

Nome do responsavel legal:

Assinatura do responsavel legal
Data: [/ [/

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao paciente indicado acima e/ou
pessoa autorizada para consentir pelo mesmo. Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste participante da pesquisa.

Responsavel pela obtencdo do Termo:

Assinatura do Responsavel pela obtencdo do Termo
Data: /[
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APENDICE 2

TERMO DE ASSENTIMENTO

Ol4, vocé esté sendo convidado para participar da pesquisa que se chama: “Deficiéncia de vitamina D em criancas e
adolescentes com Diabetes Mellitus Tipo 1: influéncia da suplementagdo de vitamina D e do polimorfismo Fok-l no
controle glicémico”. Antes de decidir se ird participar, € importante que vocé entenda por que o estudo esta sendo feito e 0
que ele envolvera. Reserve um tempo para ler com cuidado todas as informacGes da pesquisa e peca ajuda a sua familia, se
for necessario. Vocé pode fazer perguntas se ndo entender alguma parte ou se quiser saber mais detalhes. Nao tenha pressa
de decidir se quer ou ndo participar deste estudo.

O objetivo dessa pesquisa € avaliar a relacdo entre a vitamina D e uma possivel modificacdo em um dos seus genes
com o controle da sua glicose. Se vocé decidir que vai participar deste projeto, 0s pesquisadores irdo coletar algumas
informacdes: sua idade e sexo, condi¢Oes de saneamento da sua casa (se tem &gua encanada, esgoto e energia elétrica), até
qual série seus pais estudaram, como sua familia é formada, quantas pessoas moram na sua casa, se seus pais sdo casados,
cor da sua pele, tempo e idade de diagnéstico do diabetes, regime e dose de insulina, método dietético utilizado (tradicional
ou contagem de carboidratos), peso, altura, quanto mede a sua cintura e 0 seu pescogo, quanto vocé se expde ao sol e
quanto vocé faz de atividade fisica. Se essas informacdes ndo estiverem no seu prontuario, vamos perguntar para vocé ou
para 0s seus pais. Se vocé ndo quiser responder, ndo tem problema. Perguntaremos tudo o que vocé comeu e bebeu durante
dois dias. Também precisaremos de alguns resultados do seu exame de sangue de rotina. Iremos pegar também um pouco
da sua saliva para saber se vocé tem ou ndo algo que chamamos de polimorfismo Fok-I. Se vocé tiver pouca vitamina D no
Seu sangue, iremos prescrever um suplemento dessa vitamina por 12 semanas. Depois de tomar o suplemento, faremos um
novo exame de sangue para ver se seu controle da glicose e sua vitamina D melhoraram. Figue tranquilo(a) que todo o
material usado para a retirada do seu sangue e da sua saliva sera descartavel e a coleta sera feita por um técnico treinado,
para gue vocé ndo sinta nenhum desconforto. As informagfes que conseguirmos com o0 Seu sangue e a sua saliva serdo
usadas apenas nesta pesquisa e a coleta do seu sangue sera no mesmo dia que vocé for agendado(a) para exames que vocé
normalmente ja faz. A sua saliva sera levada em um tubo de pléstico dentro de um isopor para o Laboratério de
Bioquimica Nutricional do Instituto de Nutricdo da Univerdade Federal do Rio de Janeiro.

O principal ganho que nds teremos com a sua participacdo é que, no futuro, os resultados dessa pesquisa irdo nos
ajudar a entender como a vitamina D e o polimorfismo Fok-I podem fazer a diferenca no controle da glicose de outras
criangas e adolescentes com a mesma doenga que vocé. Esperamos que vocé ndo sinta nada de ruim ao usar o suplemento
de vitamina D, a ndo ser que vocé tome mais do que o foi prescrito. Fale com seus pais, caso vocé sinta alguns desses
sintomas: boca seca, dor de cabeca, muita sede ou muita vontade de fazer xixi, pouca fome, enjoo, vémitos, cansaco,
aumento da pressdo, dor nos musculos, coceira, perda de peso, confusdo mental, dificuldade em realizar os movimentos,
disturbios psiquicos, coma, funcionamento ruim dos rins e alteracdo da frequéncia do coracdo. Para que estes sintomas néo
aparecam, vocé e seus pais serdo orientados pelo nutricionista e pelo médico quanto & dose certa a ser tomada. Além disto,
suas consultas com o nutricionista serdo agendadas com pequeno intervalo entre elas e vocé e seus pais terdo os telefones
de nutricionistas da equipe para ligar em caso de necessidade, fora dos horérios das consultas.

Fique tranquilo(a) que todas as informagdes sobre vocé e sua familia ficardo em segredo e que seus pais ndo terdo
nenhum gasto por causa desta pesquisa, nem qualquer forma de pagamento pela participacdo. Vocé so precisa participar
desta pesquisa se quiser e, se vocé ndo quiser, ndo tem problema, ninguém vai brigar com vocé por causa disso. Se em

algum momento, vocé ou sua familia ndo quiserem mais participar, também néo tem problema. Se isso acontecer, ndo
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vamos mais usar suas informag6es. Se vocé desistir de participar, fale com 0s seus pais e peca para eles nos avisarem.
Vocés serdo retirados da pesquisa ha mesma hora.

Este projeto foi elaborado de acordo com o0s aspectos éticos previstos na Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Sadde, sendo previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, com parecer de nimero 3.570.197.

Tenha certeza que a pessoa responsavel por obter este Termo de Assentimento lhe explicou todas as informacdes de
forma clara e respondeu todas as suas perguntas. Vocé tem a liberdade de perguntar para outros pesquisadores que
também participam deste projeto, quando sentir necessario. Se ainda ficar alguma davida ou se vocé quiser fazer qualquer
pergunta sobre a pesquisa, por favor, ligue para: Patricia de Carvalho Padilha (pesquisadora), telefones (21) 3938-6432/
(21) 99996-4771 ou Carolina Ferraz Figueiredo Moreira (pesquisadora), telefones (21) 3938-0415/ (21) 996960876.
Também ha a possibilidade de entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Puericultura e
Pediatria Martagdo Gesteira: Rua Bruno Lobo, nimero 50, Ilha do Fundéo, Rio de Janeiro/RJ, telefone (21) 3938-3842.

Esse documento que vocé acabou de ler serd emitido em duas vias iguais, uma via desse documento ficara com

vocé e a outra ficard com o responsavel pela pesquisa.

ASSENTIMENTO
Eu, por intermédio deste, concordo em participar da pesquisa.

Nome do Participante:

Assinatura do Participante
Data: [/ [

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao paciente indicado acima
e/ou pessoa autorizada para consentir pelo mesmo. Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Assentimento

deste participante da pesquisa.

Responsavel pela obtencdo do Termo:

Assinatura do Responsavel pela obtencdo do Termo
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APENDICE 3

Instrumento de Coleta de Dados

NUmero de registro na pesquisa: (1) Caso (2) Controle
Data: Estacéo do Ano:
NuUmero do prontuério: Telefones:

1) Dados sociodemograficos:

Data de Nascimento:

Idade: (anos e meses)  Sexo: (1) Feminino  (2) Masculino

CondicGes de saneamento: (1) Adequada (2) Inadequada

Escolaridade dos pais: (1) Analfabeto(a) (2) Fundamental incompleto (3) Fundamental completo
(4) Médio incompleto  (5) Médio completo (6) Superior incompleto
(7) Superior completo

N° de pessoas na residéncia: Composicédo familiar:

Situagdo marital: (1) Casado(a)/vive com companheiro(a) (2) Vive sem companheiro(a)
Cor da pele: (1) Branco (2) Negro (3) Pardo (4) indio

2) Dados do acompanhamento ambulatorial:

Tempo de diagnostico: (anos e meses) ldade de diagndstico: (anos e meses)
Regime de insulina: (1) A¢do rapida (2) Acdo ultra-rapida (3) Acdo intermedidria

Dose de insulina/kg peso ideal:
VET prescrito (kcal): CHO prescrito (9):

3) Estado nutricional:

Peso (kg)
Estatura (m)
IMC (kg/m?)
Perimetro da cintura (cm)
Perimetro do pescoco (cm)
Relacéo cintura/estatura

4) Nivel de exposicao a luz solar:
1° encontro — (1) Adequado (2) Inadequado
3%encontro — (1) Adequado (2) Inadequado



5) Dosagens:

Polimorfismo Fok-I: (1) Sim (2) Néo

HbAlc

25(0H)D

PTH

Célcio total

Fosforo sérico

Fosfatase alcalina

Colesterol total

LDL

HDL

Triglicerideos

6) Adesdo a suplementacédo:

1° més (por telefone): (1) Sim (2) Néao
2° més (por telefone): (1) Sim (2) Nao

3°més (presencial): (1) Sim (2) Nao

(comprimidos restantes)



APENDICE 4
Orientacéo Nutricional

Instiinas oo Pecdinivia | 1PHG

Ve e s fremea b b 0 ot

MINHA VITAMINA D

Nome: Pl

Data: / /L

ORIENTAGOES PARA MANTER OS NiVEIS DE VITAMINA D:

/Consumir diariamente alimentos fontes de vitamina D, como por
exemplo:

Leite logurte Queijos Ovos

z
=i ==X

Manteiga Sardinha

/Reah'zar exposi¢do solar de 5 a 10 minutos por dia, entre 10 e I5h,
expondo bragos e pernas sem protetor solar.

/Procure sempre realizar atividades ao ar livre.

Assinatura e carimbo
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APENDICE 5

Cartao de Controle da Suplementacdo

P
' Universicade Federal doRiode Janiro
MINHA VITAMINA [Z/z

g

A Atencdo! Trazer no dia da consulta: 1) Capsulas de vitamina D (caso sobre alguma)
2) Cartelas vazias
3) Este cartdo



ANEXO 1

Protocolo de extracdo de saliva
(AIDAR & LINE, 2007)

Coleta

1) Os individuos devem fazer bochecho com a solucéo de 5 ml (agua destilada ou MilliQ) por 60
segundos, passando a lingua na mucosa oral e nos dentes.

2) O liquido deve ser coletado em um tubo falcon de 15 ml

3) Adicionar 3 ml de solucdo TNE (diluido em 66% de etanol). Inverter o tubo falcon cuidadosamente

Extracéo

1° dia

1) Centrifugar os tubos por 10 min a 3000 rpm (temperatura ambiente).
2) Descartar o sobrenadante (cuidado para ndo descartar o pellet)

3) Adicionar 1ml de TNE e inverter o tubo cuidadosamente (lavar o pellet)
4) Centrifugar os tubos por 2000 rpm por 5 minutos

5) Descartar o sobrenadante (cuidado para ndo descartar o pellet)

6) Vortexar o pellet por 5 segundos

7) Adicionar 1,3 ml de solucdo lise e 10ul de proteinase K (20mg/ml)
8) Vortexar a mistura por 5 segundos em velocidade média

9) Transferir a mistura para um tubo de 2 ml

10) Incubar overnight a 55°C

2° dia

1) Adicionar 500 ul de uma solucéo contendo acetato de amoénio (8M) e EDTA (1mM)
2) Vorterxar em velocidade rapida por 5 segundos

3) Centrifugar a 170009 por 10 minutos

4) Preparar dois novos tubos de 2 ml e adicionar 540 pl de isopropanol (2-propanol)
5) Adicionar 900 pl do sobrenadante em cada tubo

6) Inverter o tubo 20 vezes gentilmente para misturar a amostra

7) Centrifugar a 170009 por 5 minutos

8) Descartar o sobrenadante

9) Inverter o tubo em um papel absorvente e deixar secar por 10 minutos

10) Adicionar 2 ml de etanol 70%

11) Inverter varias vezes para lavar o pellet

12) Centrifugar a 17000g por 5 minutos

13) Descartar o sobrenadante

14) Inverter os tubos em papel absorvente por 60 minutos

15) Ressuspender o DNA em 200 pl de TE

16) Deixar no banho a 37°C por 60 minutos

Solucbes

TNE (17 mM Tris/HCI [pH8, 0], 50 MM NaCl e 7 mM EDTA)
Solucéo de lise — (10 mM Tris [pH 8,0], 0,5% SDS, 5 mM EDTA)
TE (10 mM Tris [pH 8,0] e 1 mM EDTA)
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ANEXO 2

International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)

Com o objetivo de avaliar a sua atividade fisica diaria nos Gltimos sete dias, pedimos gque vocé preencha o
questionario abaixo. Para responder as questdes, lembre que:
v atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande esforgo fisico e que
fazem respirar MUITO mais forte que o normal.
v atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforco fisico e que fazem
respirar UM POUCO mais forte que o normal.

Para responder as perguntas, considerar somente atividades realizadas por _pelo menos 10 minutos
continuos de cada vez.

la Em quantos dias da Gltima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10 minutos continuos em
casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como
forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos, quanto tempo no total vocé
gastou caminhando por dia?

horas: minutos:

2a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo menos 10
minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dangar, fazer ginastica aerdbica leve,
jogar vélei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como
varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente sua respiragéo ou
batimentos do coragio (POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA () Nenhum

2b Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos, quanto
tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: minutos:

3a Em quantos dias da Gltima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10
minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerébica, jogar futebol, pedalar rapido na
bicicleta, jogar basquete, fazer servigos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim,
carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiragdo ou batimentos do
coracéo.

dias por SEMANA () Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos, quanto
tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:

Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no trabalho, na escola
ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto
descansa, fazendo licdo de casa, visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. N&o inclua o
tempo gasto sentando durante o transporte em 6nibus, trem, metré ou carro.

4a Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?

horas minutos
4b Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana?
horas minutos

(CRAIG et al., 2003)



ANEXO 3

Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

Pesquisador ' | )

Cadastros

DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

— DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA
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Titulo da Pesquisa: DEFICIENCIA DE VITAMINA D EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO I: INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA D

E DO POLIMORFISMO FOK-l NO CONTROLE GLICEMICO
Pesquisador Responsavel: Patricia de Carvalno Padilha
Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nio necessita de analise ética por parte da CONEP:)
Versdo: 1
CAAE: 20524719.3.0000.5264
Submetido em: 10/09/2019
Instituigdo Proponente: Instituto de Puericultura e Pediatria Martagao Gesteira - RJ
Situagdo da Versdo do Projeto: Aprovado
Localizagdo atual da Versdo de Projeto: Pesquisador Responsavel
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
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ANEXO 4

Aprovacdo pelo Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos

@ReBEC

Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos

Registro Visualizar

Procurar nos estudos

Estudo publicado

RBR-5x82zr Vitamin D deficiency in children and adolescents with Type | Diabetes Mellitus: influence of vitamin D
supplementation...

Data de registro: 30/04,/2020 {dd/mm/yyyy)

Ultima data de aprovago: 30/04/2020 dd/mm/yyyy)



