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RESUMO

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) resulta da destruicdo das células beta pancreaticas por um
processo imunoldgico, podendo evoluir com complicacdes renais. Tanto fatores genéticos
como ambientais estdo envolvidos na patogenia do DML1, e a deficiéncia de vitamina D surge
como uma candidata dentre os fatores de risco para desenvolvimento tanto do diabetes,
quanto da nefropatia diabéetica. O objetivo deste estudo foi avaliar a existéncia de uma
associagdo entre niveis reduzidos de vitamina D, com a presenca e o grau de nefropatia
diabética em pacientes com DM1. Adicionalmente, nosso estudo visou estabelecer a
prevaléncia de hipovitaminose D em controles da nossa regiao, e determinar se esta difere dos
pacientes com DM1. Realizou-se um estudo transversal, entre novembro de 2013 e dezembro
de 2014, no qual foram analisados os niveis de 25-hidroxivitama D ou calcidiol [25(OH)D] e
albuminuria em 37 pacientes com DML e niveis de creatinina normais, e em 36 individuos
controles. Os pacientes com DM1 e hipovitaminose D apresentaram niveis de albuminuria
mais elevados quando comparados com aqueles com niveis normais de vitamina D (logio
albuminaria = 1,92 versus 1,44; p < 0,05). Quando separamos o0 grupo com DM1 de acordo
com o estégio da nefropatia diabética em pacientes com normoalbumindria, microalbuminuria
e macroalbumindria, encontramos niveis menores de 25(OH)D nos ultimos, quando
comparados aos dois primeiros (26,7 + 6,2; 24,8 £+ 7 e 159 + 7,6 ng/mL; p < 0,05,
respectivamente). Ainda no grupo com DML, encontramos correlacBes entre os niveis de
vitamina D com os niveis de albuminuria e com os estagios de nefropatia diabética (r = -0,5; p
< 001 er = -04; p < 005, respectivamente). Adicionalmente, a prevaléncia de
hipovitaminose D entre os individuos controles foi bastante elevada (78%), e ndo houve
diferenca em relacdo aos pacientes com DML, cuja prevaléncia foi de 73%. Os pacientes com
DML1, quando comparados ao grupo controle, também ndo apresentaram diferenca entre os
niveis médios de 25(0OH)D (24,2 + 7,4 versus 25,8 £ 11,2 ng/mL, NS). Nossos dados sugerem
uma associacdo entre niveis reduzidos de vitamina D e a presenca e gravidade da nefropatia
diabética. Adicionalmente, os pacientes com diabetes mellitus tipo 1, quando comparados aos
individuos controles normais em nossa regido, ndo diferiram nos niveis médios e no status
dos niveis de 25(0OH)D.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipol; Albumindria; Vitamina D; 25(OH)D.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus type 1 (DM1) results from destruction of the pancreatic beta cells by an
immunological process, which may progress to kidney complications. Both genetic and
environmental factors are involved in the pathogenesis of type 1 diabetes, and vitamin D
deficiency appears as a candidate among the risk factors for developing both diabetes and
diabetic nephropathy. The objective of this study was to evaluate the existence of an
association between low levels of vitamin D with the presence and degree of diabetic
nephropathy in patients with type 1 diabetes. Additionally, our study aimed to establish the
prevalence of vitamin D deficiency in normal individuals of our region and determine if it
differs from DM1 patients. A cross-sectional study, between November 2013 and December
2014, in which levels of 25 (OH) D and albuminuria were analyzed in 37 patients with DM1,
normal creatinine levels and 36 control subjects. The patients with DM1 and hypovitaminosis
D had higher levels of albuminuria compared with those with normal vitamin D levels
(albuminuria = log10 1.92 vs. 1.44; p <0.05). When the group of patients was separeted
according to the stage of diabetic nephropathy in those with normoalbuminuria,
microalbuminuria, and macroalbuminuria, we found lower levels of 25(OH)D in the latter
when compared to the first two groups (26.7 £ 6.2, 24.8 and 159 £ 7 + 7.6 ng / mL; p <0.05,
respectively). In DM1 group, we found correlations between vitamin D levels with the levels
of albuminuria and diabetic nephropathy stages (r= -0.5, p<0.01 r= -0.4; p <0.05,
respectively). Additionally, the prevalence of vitamin D deficiency among control subjects
was quite high (78%), and there was no difference compared to patients with DM1, whose
prevalence was 73%. Patients with type 1 diabetes when compared to control group also
showed no difference regarding the average levels of 25(OH)D (24.2 £ 7.4 versus 25.8 + 11.2
ng / mL, NS). Our data suggest an association between reduced levels of vitamin D and the
presence and severity of diabetic nephropathy. In addition, patients with type 1 diabetes
mellitus, when compared to normal control subjects in our region did not differ in average and
status of 25(OH)D levels.

Keywords: Type 1 Diabetes Mellitus; Albuminuria; Vitamin D; 25(OH)D.
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1. INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS TIPO 1

O Diabetes Mellitus (DM) corresponde a um grupo heterogéneo de disturbios do
metabolismo da glicose (ADA, 2011). E caracterizado pela hiperglicemia cronica decorrente
de alteracbes no metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras, em fungdo da secre¢do
insuficiente e/ou ausente de insulina, assim como, por defeitos da sua acdo nos tecidos-alvos
como o figado, o tecido adiposo e muscular (DELLA MANNA, 2007). Atualmente, a
classificacdo do DM é baseada em sua etiologia e inclui quatro classes: Diabetes Mellitus tipo
1 (DM1), Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de DM e DM gestacional.
Além desses, existem dois grupos que séo glicemia de jejum alterada, e a tolerancia a glicose
diminuida considerados fatores de risco para o desenvolvimento do DM e de doencas
cardiovasculares (ADA, 2013; SBD, 2014). O DM 1 resulta da destruicdo das células beta
pancreaticas por um processo imunolégico. Em 2014, segundo dados da IDF (International
Diabetes Federation), havia 387 milhdes de diabéticos, 497.100 DM 1, com uma incidéncia
de 79.000 casos em criangas em 2013, uma prevaléncia de 8,3% com previsdo de aumento em
205 milhdes (55%) em 2035, sendo a doenca enddcrina mais comum em individuos jovens,
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, representando cerca de 10% de todos os
casos de diabetes (ADA, 2011).

Atualmente, o diagndstico de DM pode ser realizado através de quatro maneiras: 1°
Sintomas classicos de hiperglicemia, acrescidos de glicemia casual > 200 mg/dL, realizada a
qualquer hora do dia, independente do horario das refeicdes; 2° Glicemia de jejum > 126
mg/dL; 3° Glicemia > 200 mg/dL 2 horas apds sobrecarga oral de 75 g de glicose; 4°
Hemoglobina glicada (HbAlc) > 6,5%. Na auséncia de hiperglicemia inequivoca, os testes
devem ser repetidos em outra ocasido para confirmagdo do diagnoéstico. (ADA, 2015).

Existem 4 estdgios no desenvolvimento da doenca: susceptibilidade genética,
processo autoimune, pré-diabetes e diabetes (BUSTA; ALFONSO; PORETSKY, 2011). O
DML1 apresenta intensa associacdo a determinados genes do sistema antigeno leucocitério

humano (HLA, do inglés Human Leukocyte Antigen), e outros genes que podem suscitar o
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desenvolvimento da doenca ou proteger contra ela (SBD, 2014). Alguns hapl6tipos
conhecidos estdo relacionados com maior ou menor prevaléncia de DM1. O HLA DR4-DQ8
ou haplétipos DR3-DQ2 sdo detectados em mais de 90% dos pacientes com DM1
(DEVENDRA; EISENBARTH, 2003). Barret et al. (2009) encontraram 40 locus associados
com aumento de incidéncia para DML1. Individuos com suscetibilidades genéticas séo
afetados por um fator ambiental que funciona como um gatilho, iniciando eventos que
levardo a destruicdo das células pancreaticas. No pancreas, ocorre maior acao de interferon e
ativacdo de células do Complexo de Histocompatibilidade Maior (MHC, do ingés Major
Histocompatibility Complex) de classe I, que favorece o ataque das células beta por linfdcitos
T CD8" autorreativos e liberam antigenos de células beta que sdo levados as células
apresentadoras de antigenos e transferidos para os linfonodos pancreéaticos. Enquanto isso, na
periferia, o gatilho ambiental que causou a alteragdo metabdlica para iniciar as reacdes
inflamatorias, mantém os estimulos favorecendo respostas do efetor do linfocito T e a
conversdo de linfocitos B em plasmacitos, produzindo anticorpos anti-insulina. Linfocitos T
CD8" séo estimulados a proliferar e migrar para o pancreas levando a mais destruicio
celular, liberacdo de antigenos e potencializando a destruicdo de células beta, reduzindo
drasticamente o nimero de ilhotas.

No momento em que o numero de células beta funcionais decai para 10-30% pode-se
diagnosticar o DM1 (VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011). O processo de
destruicdo de células beta pancreaticas pode ocorrer por mecanismos autoimunes, porém,
existem casos em gue ndo ha evidéncias de tais processos, sendo, portanto, referidos como
forma idiopéatica do DM1. Os marcadores de autoimunidade utilizados no diagnéstico séo os
auto-anticorpos anti-insulina, anti-decarboxilase do &cido glutdmico (Anti-GADG65, do inglés
Anti-Glutamic Acid Decarboxylase 65), anti-tirosina fosfatases (Anti-1A-2 e Anti-1A-2b, do
inglés Tyrosine Phosphatase-related Islet Antigen 2 and 2b) e anti-transportador de zinco
(Anti-Znt8). Esses anticorpos podem estar presentes meses ou anos antes do diagndstico
clinico, ou seja, na fase pré-clinica da doenca e em ate 90% dos individuos quando se detecta
hiperglicemia. Além do componente autoimune, as células T apresentam grande participacao
no processo imune do DM1, levando a destruicdo das ilhotas pancreaticas.

A prevaléncia e a incidéncia do DM1 variam entre as diversas areas geograficas, com
maior incidéncia nos paises escandinavos e menor no Japdo. No Brasil, a ocorréncia é de 8 a

cada 100.000 individuos com menos de 20 de idade, segundo publicagdo do Atlas da
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International Diabetes Federation (IDF, 2014). Dados epidemioldgicos sugerem que sua
incidéncia estd aumentando mundialmente em cerca de 3% ao ano, sendo que em algumas
areas, esse crescimento é maior em criangas com menos de 5 anos de idade, podendo estar
relacionado a diversos fatores ambientais, como por exemplo as infec¢bes virais (Ibidem,
2014). Admite-se que tanto fatores genéticos como ambientais estdo envolvidos na patogenia
do DM1, a deficiéncia de vitamina D surge como uma candidata dentre os fatores ambientais
devido ao seu efeito modulador do sistema imunoldgico, e ao seu envolvimento na regulacéo
da diferenciacdo e proliferacdo celular (LUONG; NGUYEN; NGUYEN, 2005), esta
relaciona-se com outras doencas autoimunes como esclerose mdaltipla, doenca de Crohn e
artrite reumatdide (PONSONBY; LUCAS; VAN DER MEI, 2005; LEE et al., 2011;
ANANTHAKRISHNAN et al., 2012; MOWRY et al., 2012).

1.2 AVITAMINA D

A vitamina D funciona como um pré-hormonio e pode ser sintetizada na pele a partir
da exposicdo a luz solar, onde os raios UVB convertem a molécula de 7-deidrocolesterol,
presente na membrana plasmatica dos queratindcitos da camada basal da epiderme,
originando o colecalciferol. Uma outra parte da vitamina D pode ser adquirida a partir de
fontes alimentares, embora ela ndo ocorra naturalmente nos alimentos comumente ingeridos
na nossa dieta (HOLLIS, 2005). As duas principais formas de vitamina D sdo a vitamina D,
ou ergocalciferol, e a vitamina D3 ou colecalciferol. A vitamina D que vem da pele ou da dieta
é biologicamente inerte e requer uma primeira hidroxilacdo no figado pela 25-hidroxilase,
sendo transformada na 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] ou calcidiol que circula ligada as
proteinas transportadoras de vitamina D como a proteina ligadora de vitamina D (DBP, do
inglés Vitamin D Binding Protein) e a albumina. O calcidiol ainda requer mais uma
hidroxilacdo a nivel renal pela la-hidroxilase (CYP27B1), para formar a 1,25-
diidroxivitamina D [1,25(OH),D], a forma biologicamente ativa da vitamina D, também
denominada de calcitriol (Figura 1). A 1,25(0OH),D circula em concentragdes inferiores as da
25(OH)D, por ter uma afinidade muito maior pelo receptor, sendo a forma biologicamente

mais potente (ALVES, et al.; 2013). Varios tecidos e células possuem atividade lo-
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hidroxilase, sendo independentes da hidroxilacdo renal. A 1,25(0OH),D pode ser responsavel
pela regulacdo de mais de 200 genes que podem justificar muitos dos beneficios pleiotrépicos
na saude que estdo associados a vitamina D (Ibidem, 2013) e interage com elementos de
resposta a esta vitamina para influenciar a transcricdo génica, e afetar varias atividades
bioldgicas (HOLICK, 2011).

Raio Solar UVB  pgle

ﬁ-dehidrocolesterol |

Ingestao Alimentar

Figado
Colecalciferol (D3)
| Colecalciferol (D3) | Ergocalciferol (D2)
Rins
|25-Hidroxivitamina D ‘ |1,25-dihidroxivitamina D

Figura 1 - Sintese de 1,25-dihidroxivitamina D
Fonte: Elaborado pelo autor.

A 25(0H)D é considerada o melhor marcador para avaliar os niveis de vitamina D em
um individuo, pois reflete os niveis circulantes dessa vitamina e possui um longo tempo de
meia-vida na circulacdo, aproximadamente 3 semanas (ZERWEKH, 2008). A concentracao
de 25(OH)D também indica a disponibilidade de substrato para a producédo tecidual local, e
acdo autdcrina/parécrina de 1,25(0OH),D. Em contraste, a 1,25(OH),D possui um curto tempo
de meia-vida (aproximadamente 4 horas), sendo fortemente controlada por mecanismos
fisiolégicos diversos, além de ser influenciada por diversos fatores (prolactina, estradiol,
testosterona, prostaglandinas, bifosfonatos, corticosterdides, cetoconazol, heparina e
diuréticos tiazidicos) (HOLICK et al., 2011; EPSTEIN, 2005 apud FARREL, 2013).

Existe grande dificuldade técnica na dosagem da 25(OH)D pela sua natureza
hidrofobica, sua ligagdo a DBP, e a presenca de duas formas de origens diferentes, a
25(0OH)D; e a 25(0OH)D3 (HOLLIS; HORST, 2007). Varios testes diagndsticos podem dosar

0s niveis séricos de 25(0OH)D, entre eles a cromatografia liquida de alta performance (HPLC,



18

do inglés High Performance Liquide Chromatography), a cromatografia liquida associada a
espectrofotometria de massa (LC-MS/MS, do inglés Liquid Chromatography—Mass
Spectrometry), o radioimunoensaio e a quimioluminescéncia. O HPLC é um método
trabalhoso e muitas vezes de dificil implementacdo (PREMAOR; FURLANETTO, 2006). A
LC-MS/MS, um método promissor em relagdo a acuracia, consegue mensurar a 25(0OH)D, e a
25(0OH)D3, porém é de alto custo, demorado e ndo acessivel a todos os laboratorios
(SNELLMAN et al., 2010). A dosagem por radioimunoensaio ou por quimioluminescéncia
sdo os menos dispendiosos e oferecem como resultado a 25(OH)D total, sendo confiaveis e
largamente utilizados na pratica clinica (CASTRO, 2011). Uma queda de 30% em 1995, para
15% em 2011 foi observada na variabilidade interlaboratorial dos testes, em geral para
dosagem de 25(0OH)D (CARTER, 2012). Este fato tem gerado uma boa perspectiva na
investigacdo sobre a atividade desta vitamina.

A vitamina D é bastante conhecida pela sua funcdo no desenvolvimento e na
conservacao do tecido 6sseo, bem como pela manutencdo da homeostase normal do calcio e
do fosforo. Dessa forma, o nivel 6timo de vitamina D seria aquele necessario para manter o
paratorménio (PTH) em niveis adequados, visto que a deficiéncia de vitamina D leva a
diminuicdo do célcio sérico, o qual, em consequéncia, estimula as glandulas paratiredides a
liberar o PTH a fim de elevar a reabsorc¢ao renal e dssea do calcio (SCHUCH et al., 2009).

Cerca de um bilhdo de pessoas tém deficiéncia de vitamina D, a qual pode ser
resultante de limitada exposic¢do solar, uso de protetores solares e vestimentas com pouca
exposicdo, envelhecimento e sindromes de méa absorcdo, assim como baixa ingestdo de
produtos que contenham vitamina D (MACHADO et al., 2014). Nos dias atuais, o0 conceito de
acdo ideal da vitamina D consiste em manter niveis constantes de 25(OH)D acima de 30
ng/mL. Devido a variabilidade existente entre os ensaios laboratoriais e pontos de corte,
garantiria este objetivo, sem risco de toxicidade, manter os niveis da 25(OH)D em pelo menos
40 ng/mL. De acordo com a Endocrine Society, em 2011, consideramos niveis normais acima
de 30 ng/mL. E considerado insuficiéncia quando os valores estdo entre 20 e 30 ng/mL. Ja
deficiéncia é considerada quando os valores estdo abaixo de 20 ng/mL (HOLLICK, 2011).
Niveis acima de 50 ng/mL (>125nm/L) sdo considerados nocivos, levando a astenia, anorexia,
nauseas, vomitos, desidratacéo e hipercalcemia (INSTITUTE OF MEDICINE). Os resultados

dos valores de vitamina D podem ser expressos em nanograma por mililitro (ng/mL), ou
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nanomol por litro (nmol/L), multiplicando-se o valor expresso em ng/mL por 2,5 para obter o

correspondente em nmol/L.

1.3 VITAMINA D E DIABETES MELLITUS TIPO 1

O papel da vitamina D na manutencdo da homeostase do calcio e fosforo é
reconhecido ha décadas. No entanto, a descoberta de receptores de vitamina D em varios
tecidos, assim como a capacidade destes para transformar 25(OH)D no metabdlito mais ativo
1,25(0H),D, parece guiar esta molécula para um futuro promissor. Niveis baixos de vitamina
D possuem efeito negativo na funcdo das células-beta pancreaticas, e a administracdo de
doses regulares de vitamina D nos primeiros anos de vida pode diminuir o risco de
desenvolvimento de DM1. Em um estudo de coorte, onde participaram 10.366 criancas, foi
observado que a suplementa¢do com 2.000 Ul de vitamina D, quando comparada com doses
mais baixas, diminuiu em 78% o risco de desenvolvimento de DM1. Uma meta-analise de 4
estudos, totalizando 1.429 casos e 5.026 controles, demonstrou uma reducao de 29% no risco
de desenvolvimento de DM1 nas criangas suplementadas com vitamina D, ao se comparar
com criancas que ndo a receberam (HYPPONEN et al., 2001; ZIPITIS, 2008 apud ALVES et
al., 2013).

Foi relatada uma associacéo inversa entre o status de vitamina D e a prevaléncia de
hiperglicemia, DM2 ou intolerancia a glicose (MACHADO et al., 2014) e a presenca de
receptores para vitamina D nas células pancreaticas (BLAND et al., 2004). A conversdo da
vitamina D em seu composto ativo pode ocorrer dentro da célula beta pancreética pela acdo de
uma 25(OH)D-1alfa-hidroxilase (CYP27B1) propria (BLAND et al., 2004). Indiretamente a
vitamina D, pela via regulada do célcio, afetaria a secre¢do de insulina célcio-dependente.
Atribuiu-se a vitamina D um importante papel na prevencdo de morte de células das ilhotas
pancreaticas, na sobrevivéncia de enxertos de células das ilhotas, e consequentemente na
producdo da insulina (RIACHY et al., 2006). Ainda mostra-se associagdo entre a deficiéncia
de vitamina D e outros tradicionais fatores de risco cardiovasculares como hipertenséo,
resisténcia a insulina, diabetes e dislipidemia (FORMAN et al., 2007; PITTAS et al., 2010).
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1.4 NEFROPATIA DIABETICA E DIABETES MELLITUS TIPO 1

A nefropatia diabética € uma das complica¢cdes microvasculares mais comuns do DM,
afetando a qualidade de vida e sobrevivéncia dos pacientes, sendo a maior causa de
morbidade e mortalidade, principalmente relacionada a doenca cardiovascular entre adultos
jovens com DM1 (HAFEZ et al., 2015).

A hipertensdo arterial sisttmica e o diabetes mellitus de qualquer tipo representam a
principal causa de insuficiéncia renal crénica no Brasil e no mundo (LUCENA et al., 2013;
SBN, 2015). O glomérulo é o principal local do rim afetado na nefropatia diabética. O
acometimento glomerular no DML1 inicia-se apds 5 a 10 anos de doenca, tendo maior
incidéncia apds 15 anos. Histologicamente, observamos no inicio do envolvimento renal
espessamento da membrana basal do capilar glomerular, discreto aumento da matriz
mesangial e, posteriormente, glomeruloesclerose, sendo esta caracterizada por esclerose
intercapilar difusa, ou esclerose intercapilar nodular da matriz mesangial (conhecida como
lesdo de Kimmestiel-Wilson). Esta Ultima € a lesdo mais caracteristica da nefropatia diabética,
embora ndo seja a mais comum e nem patognomonica (GROSS et al., 2005; BROWNLEE;
AIELLO; COOPER, 2008).

A nefropatia diabética é caracterizada por deposicdo excessiva de proteinas da matriz
extracelular nos glomérulos. O fator de crescimento transformador B (TGF-B, do inglés
Transforming Growth Factor B) é o principal mediador do acimulo de proteinas da matriz
extracelular na nefropatia diabética, por meio da up-regulation dos genes TGF-# que
codificam tais proteinas, assim como down-regulation dos genes para as enzimas que
degradam as proteinas da matriz extracelular. Clinicamente a nefropatia diabética caracteriza-
se por proteindria, hipertensdo arterial e uremia progressiva (DRONOVALLI; DUKA,;
BAKRIS, 2008). Os mecanismos fisiopatoldgicos da nefropatia diabética ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Sabe-se que ocorrem alteragbes na morfologia, na
hemodinamica glomerular e na composicdo quimica dos componentes glomerulares. A
glicacdo ndo enzimatica e a alteragdo na via dos polidis estdo entre os mecanismos de lesdo
renal relacionados a hiperglicemia crénica. Os produtos de glicacdo ndo enzimética podem
causar alteracdes quali-quantitativas nos componentes da matriz extracelular, colaborando

para a ocorréncia final de oclusdo glomerular. Na via dos polidis, a glicose é reduzida a
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sorbitol sob a a¢éo da aldose redutase. O excesso de sorbitol causaria danos celular a partir de
mecanismos como estresse hiperosmostico celular, reducdo de mioinositol intracelular, além
de reducio da atividade da ATPase Na'/K'-dependente (GROSS et al., 2005;
DRONOVALLI; DUKA; BAKRIS, 2008; FUKAMI et al., 2009).

As alteragfes hemodindmicas e estruturais estdo intimamente relacionadas no
desenvolvimento da nefropatia diabética. Atualmente, sugere-se que a hiperglicemia leva a
um aumento na formacéo de espécies reativas de oxigénio, o qual seria um evento precoce no
surgimento das complicacfes diabéticas. Uma variedade de fatores de crescimento e citocinas
sdo entdo, induzidas através de vias complexas de transducdo de sinais que envolvem a
proteina C quinase, proteinas quinase mitogénio-ativadas, e o fator de transcricdo NF-kappap.
Hiperglicemia, produtos finais de glicacdo avancada e espécies reativas ao oxigénio agem
conjuntamente induzindo fatores de crescimento e citocinas. Entre eles, o fator de crescimento
transformador B ¢ especialmente importante no desenvolvimento da hipertrofia renal e
acumulo de componentes da matriz extracelular (DEFRONZO, 1995; BROWNLEE;
AIELLO; COOPER, 2008; DRONOVALLI; DUKA; BAKRIS, 2008).

A ativacdo do sistema renina-angiotensina pela hiperglicemia, estresse mecanico e
proteindria, com aumento na formacdo local de angiotensina Il, causa varias mudancas
fisiopatologicas associadas & nefropatia diabética. De fato, tem sido demonstrado que a
angiotensina Il esta envolvida na maioria dos processos fisiopatoldgicos relacionados ao
desenvolvimento da nefropatia diabética como as alteracdes hemodinamicas, hipertrofia,
acumulo de matriz extracelular, inducdo de fator de crescimento/citocina, formacdo de
espécies reativas ao oxigénio, danos de poddcitos, proteindria, além de inflamacdo intersticial.
Dessa forma, o bloqueio dos efeitos deletérios da angiotensina Il tem fundamental
importancia no tratamento e prevencdo da nefropatia diabética. Além disso, os fatores de
crescimento do endotélio vascular e seus receptores parecem também participar ativamente na
patogénese desta doenca (SKYLER, 2001; BROWNLEE; AIELLO; COOPER, 2008;
DRONOVALLI; DUKA; BAKRIS, 2008).

Adicionalmente, fatores genéticos e ambientais contribuem para o desenvolvimento da
nefropatia diabética. O controle glicémico inadequado é o principal fator de risco para o
surgimento de microalbuminuria persistente, macroalouminuria e insuficiéncia renal croénica
terminal. O tempo de duracdo do DM também € considerado na génese da nefropatia

diabética, apesar de raramente surgir apos 30 anos de doenga. A hipertensdo arterial também
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tem importancia no surgimento da microalbumindria, sendo fundamental para a progresséo da
nefropatia clinica e a reducdo no ritmo de filtracdo glomerular (DEFRONZO, 1995; DAVID;
BROSH; RAVID-SAFRAN, 1998; MURUSSI et al., 2003). Além disso, o desenvolvimento
puberal, duracdo do DM e historia de hipertensdo materna foram os principais fatores de risco
para o surgimento da nefropatia diabética em criangas e adolescentes com DM tipo 1(GECER
STUDY GROUP, 2000). Tabagismo e hipercolesterolemia também séo considerados fatores
de risco ambientais (DEFRONZO, 1995; DAVID; BROSH; RAVID-SAFRAN, 1998;
MURUSSI et al., 2003; CHUAHIRUN; WESSON, 2002) e os dados sobre obesidade séo
mais contraditérios (MURUSSI et al., 2003).
A hipétese de que fatores genéticos podem contribuir para o surgimento da nefropatia
diabética é apoiada por alguns fatos:
a) Sao afetados 30 a 40% dos pacientes com DM (GROSS et al., 2005);
b) Existe uma tendéncia a agregacdo familiar na nefropatia diabética (SEAQUIST et
al., 1989);

c) Pacientes cujos pais tenham hipertensao arterial ou nefropatia diabética tém risco
maior (NELSON et al., 2011);

d) Alguns grupos étnicos ndo europeus como os indios Pimma, africanos, hispanicos
e nativos americanos estdo sob maior risco de desenvolver nefropatia diabética
(MURUSSI et al., 2003; BRORSSON; POCIOT, 2011).

Diversos polimorfismos genéticos tém sido avaliados em relacdo a predisposicédo para
nefropatia diabética. O mais estudado é o gene da enzima conversora da angiotensina (ACE),
apresentando um polimorfismo do tipo inser¢do/delecdo no intron (KUNZ et al., 1998). Além
disso, os polimorfismos do gene da TGF-B; parecem contribuir para predisposicdo genética a
nefropatia diabética do DM tipo 1 (PATEL et al., 2005).

Para o diagndstico de nefropatia diabética sdo utilizados parametros como
microalbumindria e diminuicdo na taxa de filtracdo glomerular (TFG) (GROSS et al., 2005).
Com base nos valores crescentes de albumina presentes na urina, a nefropatia diabética,
historicamente, foi classificada em fases — normoalbumindria, microalbumindria e
macroalbuminuria (Ibidem, 2005). Cerca de um terco dos portadores de DM1 podem
desenvolver microalbumindria, e 15 a 20% desenvolvem macroalbumindria em 20 anos do
diagnostico da doenga (HOVIND et al., 2004).

A nefropatia diabética divide-se em 5 estagios, sendo estes:



23

a) Estdgio 1 ou fase inicial, caracterizado por hiperfiltracdo glomerular e hipertrofia
renal.

b) Estagio 2 ou fase silenciosa, sendo marcado por microalbumindria transitéria apds
exercicio extenuante.

c) Estagio 3 ou nefropatia incipiente, onde ocorre microalbuminuria persistente (> 30 a <
300 mg/24h ou > 30 e < 300 mg/g de creatinina).

d) A nefropatia clinica ocorre no estagio 4, caracterizado por macroalbumintria (> 300
mg/24h ou > 300 mg/g de creatinina), diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular e
hipertenséo arterial.

e) No estagio 5 ou doenga renal terminal, proteindria, hipertensdo arterial, clearance de
creatinina < 10 mL/min e/ou creatinina > 10 mg/dL estdo presentes (NATIONAL
KIDNEY FOUNDATION, 2002; VILAR, 2013).

A microalbumindria persistente € a caracteristica da nefropatia diabética incipiente,
representando um estagio precoce desta doenca renal e um fator de risco para o
desenvolvimento de nefropatia diabética clinica, a qual é caracterizada pela presenca de
macroalbuminuria. A microalbumindria, portanto, ja estaria associada com lesdes renais
estruturais iniciais (PARVING; OSTERBY; RITZ, 2000).

A albumindria patoldgica constitui a consequéncia de dano glomerular difuso induzido
pelo diabetes. Entretanto, o tubulo-intersticio renal desenvolve um importante papel na génese
da nefropatia diabética, como consequéncia de uma exposicao persistente a uma variedade de
fatores metabdlicos e hemodinamicos que levariam a dano renal, combinado ao DM1 de
longa duracdo (BOLIGNANO et al., 2009).

Em pacientes DM1, o rastreamento da nefropatia diabética deve ser iniciado 5 anos
apos o diagnostico da doenga. Apos esse periodo, a albumindria deve ser utilizada anualmente
como teste de rastreamento (ADA, 2013).
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1.5 VITAMINA D E NEFROPATIA DIABETICA

A deficiéncia de vitamina D esté associada com maior excre¢do urinaria de albumina,
bem como um aumento na prevaléncia de doenca cardiovascular, mortalidade em pacientes
com doenca renal cronica e na populacdo geral que apresenta niveis diminuidos desta
vitamina (DE BOER et al., 2007; MEHROTRA; KERMAH; SALUSKY, 2009).

As células tubulares proximais dos rins reciclam a 25-hidroxivitamina D, a partir do
ultrafiltrado glomerular, de volta para a circulacdo, ajudando assim a manter 0s niveis séricos
de 25(OH)D requeridos para a producdo extrarrenal de calcitriol. Em pacientes com doenca
renal crénica terminal (DRCT), tantos os niveis de 25(0OH)D quanto de 1,25(OH),D estéo
reduzidos. Isso se explica pelo fato de que, durante o curso da doenca renal, ha uma
diminuicdo da biodisponibilidade da 25(OH)D (DUSSO; TOKUMOTO, 2011). A diminuicédo
da taxa de filtracdo glomerular limita o fornecimento de 25(OH)D para a enzima l1-o-
hidroxilase no tubulo proximal, com queda na capacidade de producéo renal de 1,25(OH).D.
Adicionalmente, a medida que cai a taxa de filtracdo glomerular, ocorre uma diminuicdo da
proteina de ligacdo da 25(OH)D no tdbulo proximal, reduzindo desta maneira, a reabsor¢ao
tubular da 25(OH)D, provocando a queda tanto da forma ativa quanto da forma inativa da
vitamina D (TAKEMOTO et al., 2003; DUSSO; TOKUMOTO, 2011). Em analises de
pacientes com doenca renal cronica, baixas concentracbes de calcitriol estiveram
correlacionadas com maiores riscos de diabetes, maior relagdo albumindria/creatindria e
menor taxa de filtracdo glomerular (LEVIN et al., 2007).

Taxas elevadas de angiotensina Il sdo encontradas em rins lesados, e tem sido
proposto que a mesma esteja envolvida como principal controladora no mecanismo que leva a
destruicdo do rim. A angiotensina Il aumenta os niveis de fator de crescimento transformador
B (TGF-B), que estimula as proteinas da matriz extracelular, além de levar a apoptose de
poddcitos. Tem sido observado, em diferentes modelos de doenca renal, a supresséo de TGF-
B pelos compostos de vitamina D, alem de MAD 3 (Mothers against decapentaplegic
homolog 3), uma proteina que forma complexos necessarios para a transcricdo de genes da
matriz extracelular e outros genes envolvidos no estresse oxidativo (FLANDERS, 2004; HE
etal., 2011).
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Os niveis de vitamina D também se correlacionam com microalbuminudria em
populacbes ndo diabéticas (FISCELLA; WINTERS; OGEDEGBE, 2011). Existem poucas
evidéncias demonstrando que a deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D em diabéticos
estaria associada com microalbuminuria (VERROTTI et al., 1999; DIAZ et al., 2009) e com
macroalbumindria (ENGELEN et al., 2015), sendo que 0os mecanismos que contribuiriam para
esta associagdo permanecem em discussdo (THRAILKILL et al., 2011), tornando importante
a necessidade de maiores estudos para avaliar a existéncia ou ndo entre associacdo da
nefropatia diabética em seus estagios iniciais com baixos niveis de vitamina D. O calcitriol,
ativador natural do receptor de vitamina D, é produzido pelo rim, mas as concentraces
plasméticas diminuem conforme reduz a taxa de filtracdo glomerular. Em uma analise
multivariada dos pacientes com doenca renal crénica, menores concentracfes de calcitriol
estdo fortemente correlacionadas com maior risco de diabetes, maior relagdo
albumina/creatinina urinaria e niveis mais baixos de TFG (LEVIN et al., 2007). Em modelos
pré-clinicos, o paricalcitol, ativador seletivo do receptor da vitamina D, reduziu a albumindria
e retardou a progressdo da lesdo renal, com pouco efeito sobre os metabolitos minerais
(MIZOBUCHI et al., 2007). A auséncia do receptor de vitamina D em ratos diabéticos foi
associada com albuminuria grave, esclerose glomerular aumentada com espessamento da
membrana basal e supressdo dos poddcitos (ZHANG et al., 2008).

Resultados de estudos experimentais sugerem que a vitamina D poderia levar a
renoprotecdo pela supressdo da transcricdo da renina, efeitos antiproliferativos, fibroticos ou
uma combinacdo destes (MIZOBUCHI et al., 2007). Em modelos com e sem diabetes, a
ativacdo do receptor da vitamina D suprimiu o fator de crescimento transformador B e
infiltracdo de macrdfagos, e substancialmente, reduziu a glomerulosclerose (TAN; LI; LIU,
2006). Possiveis mecanismos nefroprotetores desta vitamina incluiriam a supressdo do
sistema renina-angiotensina e efeitos sinérgicos com o bloqueador do receptor de angiotensina
(DE BOER et al., 2012).

O aumento da incidéncia de DM1 tanto em paises em desenvolvimento, como o
Brasil, quanto em paises desenvolvidos é preocupante, pois 0 DM1 impacta negativamente na
gualidade e expectativa de vida, primariamente devido a morbidade e mortalidade das suas
complicagdes cronicas microvasculares - retinopatia, nefropatia e neuropatia diabética - e
macrovasculares (WALSH; BORCH-JONHSEN; ORCHARD, 2004; DELLA MANA, 2007;
GOMES et al., 2012; SBD, 2014). Portanto, medidas que pudessem prevenir a ocorréncia
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destas complicacbes poderiam trazer grandes beneficios tanto para a salde e qualidade de
vida dos pacientes, quanto para a economia de um pais.

Em um estudo com 227 pacientes com DM1 acompanhados durante 26 anos,
Joergensen et al. (2011) encontraram que a deficiéncia severa de vitamina D, no periodo do
diagnéstico do diabetes, ndo foi o fator preditivo para o surgimento da nefropatia diabética.
Estes autores avaliaram os niveis de vitamina D enquanto os pacientes com DM1 ainda
apresentavam normoalbuminuria. De maneira diferente, De Boer et al. (2012) mostraram que
niveis baixos de vitamina D foram associados ao risco de desenvolver microalbumindria. Ou
seja, os dois principais estudos que tentaram associar a hipovitaminose D com o aparecimento
da nefropatia diabética em seus estagios iniciais mostraram resultados antagonicos,
provavelmente influenciados pelas metodologias utilizadas.

Existe uma grande dificuldade ao se avaliar o significado da possivel relacdo entre
niveis reduzidos de vitamina D e nefropatia diabética. O fato de a lesdo renal em si causar
reducéo dos niveis de vitamina D detectéveis a partir de uma TFG < 45 mL/min/1,73m?, torna
dificil estabelecer se a hipovitaminose D seria um fator ambiental precipitante da nefropatia
diabética, ou apenas uma consequéncia da progressdo desta. Com este fim, seria importante
estabelecer a existéncia de uma relacdo direta entre niveis baixos de vitamina D e a presenca
de nefropatia diabética em pacientes DM1, principalmente nos casos iniciais, ou seja,
naqueles com nefropatia diabética incipiente (com microalbumindria persistente) e com
funcdo renal normal, nos quais o tratamento padrdo consegue estabilizar o quadro renal
(PLUM; ZELLA, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a existéncia de uma associa¢do entre niveis reduzidos de 25(OH)D com a
presenca e o grau de nefropatia diabética em pacientes com DM1.

2.2 ESPECIFICOS

1. Caracterizar a presenca de niveis reduzidos da 25(OH)D no estdgio inicial de
nefropatia diabética (microalbumindria persistente).

2. Estabelecer se os pacientes com diabetes mellitus tipo 1 apresentam niveis reduzidos
de vitamina D quando comparados a amostra da populacdo normal.

3. Determinar a prevaléncia de hipovitaminose D em controles normais da nossa

populagéo.
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3. METODO

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Transversal.

3.2 PERIODO DO ESTUDO

De novembro de 2013 a dezembro de 2014.

3.3 POPULACAO ESTUDADA

Este estudo incluiu 37 portadores de diabetes mellitus tipo 1 (grupo 1), recrutados do
servico ambulatorial de endocrinologia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
(HUJBB). Adicionalmente, foi avaliado um grupo controle composto por 36 voluntarios da

populagdo normal (grupo 2).

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

1. Pacientes com diagndstico de diabetes mellitus 1;
2. ldade igual ou superior a 18 anos;

3. Niveis séricos normais de creatinina;
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4. Os pacientes que aceitaram as condi¢fes do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) antes de qualquer
procedimento;

5. O grupo controle, semelhante ao grupo de casos, foi composto por maiores de 18
anos, com niveis sericos normais de creatinina, sem doengas conhecidas ou uso de
medicacdes, exceto anticoncepcionais orais, e que assinaram o TCLE antes de

qualquer procedimento do estudo.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Gestantes e/ou lactantes;

Individuos com histéria prévia de doenca hepatica;

Individuos em uso de vitamina D/calcio nos ultimos 6 meses;
Historia prévia e concomitante de doengas do metabolismo dsseo;
Presenca de hiper ou hipotireoidismo descompensado;

Pacientes que realizassem terapia renal de substituicéo;

N o g~ wDdh e

Agqueles que ndo aceitassem as condi¢Oes da pesquisa.

3.6 COLETA DE DADOS

Inicialmente, um total de 37 pacientes com diabetes mellitus tipo 1 e 36 individuos
controles foram avaliados utilizando-se os seguintes parametros clinicos: peso, altura, indice
de Massa Corpérea (IMC), idade cronoldgica e pressdo arterial sistélica e diastolica. Valores
de IMC < 18,5 kg/m2 foram considerados como baixo peso, entre 18,6 e 24,9 kg/m2? como
normais, entre 25-29,9 kg/m? como sobrepeso ¢ > 30 kg/m? como obesidade (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1995). Foram considerados hipertensos individuos com pressao
arterial sistolica > 140 mmHg ou pressdo arterial diastolica > 90 mmHg (JAMES et al., 2014).
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Os pacientes diabéticos (grupo 1) foram submetidos aos seguintes exames
laboratoriais: hemograma, uréia, creatinina, alanina transaminase (ALT), aspartato
transaminase (AST), fosfatase alcalina, gama GT, proteinas totais e fragdes, bilirrubina total e
fracdes, sodio, potassio, calcio, fésforo, magnésio, zinco, HbAlc, 25(OH)D, TSH, T4 livre,
colesterol total e fracGes, triglicerideos, glicemia de jejum e microalbumindria em trés
amostras de urina isolada ou em urina de 24 horas. Por sua vez, 0s pacientes do grupo
controle foram submetidos a coleta de: hemograma, uréia, creatinina, ALT, AST, fosfatase
alcalina, gama GT, proteinas totais e fracdes, bilirrubina total e fracbes, sodio, potassio,
calcio, fésforo, magnésio, zinco, HbAlc e 25(0OH)D. O colesterol total e fracdes,
triglicerideos e glicemia de jejum foram dosados através do  método
colorimétrico/automatizado.

A HbA1c foi dosada pelo método HPLC (PIMAZONI NETTO et al., 2009). Os niveis
de 25(0OH)D foram mensurados pelos métodos de quimioluminescéncia (WAGNER,;
HEATHER; REINHOLD, 2009), sendo classificados de acordo com o0s seus niveis em:
deficiéncia (< 20,0 ng/mL), insuficiéncia (20,0 a 29,9 ng/mL) e normais (> 30,0 ng/mL).
Dosou-se também a creatinina sérica (método cinético/automatizado), sendo calculada a TFG
pela formula de CKD-EPI (ANEXO A) (LEVEY et al., 2009). O TSH e T4 livre foram
dosados por quimioluminescéncia.

Foram graduados em estagios os niveis de nefropatia através da albumindria e da TFG.
Quanto a TFG, classificamos em estagio 1 quando a TFG for > 90 mL/min/1,73m* na
presenca de albumindria, estigio 2 de 60-89 mL/min/1,73m? estagio 3 de 59-30
mL/min/1,73m?, estagio 4 de 15-29 mL/min/1,73m? e estagio 5 quando a TFG for menor que
15 mL/min/1,73m? (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002). Quanto a albumindria, os
pacientes do grupo 1 foram classificados de acordo com o resultado em: normoalbumindria (<
30 mg/24h ou < 30mg/g de creatinina), microalbuminuria (> 30 mg/24h e < 300 mg/24h ou >
30 e < 300 mg/g de creatinina) e macroalbumindria (> 300 mg/24h ou > 300 mg/g de
creatinina), sendo esta realizada por imunoturbidimetria (ADA, 2011).

O trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do HUIJBB (APENDICE B).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis categoricas foram descritas como frequéncia (porcentagem), as variaveis
numéricas com distribuigdo normal foram descritas como média e desvio padrdo, as demais
como mediana. Testes Qui-Quadrado e Fisher foram utilizados para comparacédo das variaveis
categoricas. Os testes t-Student e Man-Whitney foram utilizados para comparar dois grupos
com variaveis numéricas com e sem distribuicdo normal respectivamente. Para estabelecer
correlacBes entre variaveis, foram utilizados os testes de Pearson e Spearman. O teste de
analise de variancia (ANOVA) comparou mais de dois grupos com variaveis numeéricas e
distribuicdo normal, e o teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar mais de dois grupos
de variaveis numéricas sem distribui¢cdo normal.

Para fins estatisticos, padronizou-se em relacdo ao estagio de nefropatia que para 0s
pacientes com normoalbuminuria, microalbuminuria, macroalbuminaria foram atribuidos os
numerais 1, 2 e 3 respectivamente. Do mesmo modo, em relacdo aos niveis de vitamina D,
para 0s pacientes normais, insuficientes e deficientes, foram atribuidos os numerais 1, 2 e 3
respectivamente.

Adicionalmente, os valores de albuminuria foram convertidos em log de base 10
(logio) para melhor analise dos dados. Foi criado um modelo de regressdo linear simples
utilizando a albumindria como variavel dependente e a vitamina D como variavel
independente. N6s utilizamos o modelo de regressao (backward stepwise) com a albumindria
como variavel dependente e a idade, sexo, IMC, PAS, PAD, 25(0OH)D, HbAlc e DDML1 para
definir quais dessas variaveis seriam preditoras de maneira significativa. Apos isso, foi
realizado um modelo de regressao linear multipla utilizando novamente a alouminaria como
variavel dependente para verificar se a combinagdo das variaveis incluidas, selecionadas a
partir do modelo anterior, poderia trazer um incremento adicional ao valor preditivo da
excrecdo de albumina quando comparado ao modelo de regresséo linear simples.

Interferéncias foram representadas por teste de hipotese com um nivel de significancia

bilateral de 0,05. Todas as informacdes foram armazenadas e processadas com softwares®.

! SigmaStat 3.5 (Jandel Scientific Corporation, Chicago, lllinois) e Statistical Package for Social Sciences (SPSS
21.0)(IBM).
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4. RESULTADOS

As caracteristicas clinicas dos pacientes com DM1 e controle encontram-se na Tabela

1. Quanto a prevaléncia de hipertensao arterial sisttmica, 81% dos pacientes com DM1 eram

hipertensos, enquanto que 19% eram normotensos. As caracteristicas laboratoriais dos

pacientes com DML e do grupo controle sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1 e do grupo controle.

Sexo Idade DDM1* PAS** PAD*** IMC****
(M/F) (anos) (anos) (mmHg) (mmHg) (Kg/m?)
DM1
(N=37) 13/24 288+7,9 132+6,6 120,3+13,6 76,1+£9,6 24,2+39
controles o917 252:30 . 1191+123 740£79  267+58
(N= 36)
D NS NS - NS NS p<0,05

*DDM1 = Duragdo do Diabetes Mellitus; **PAS = Pressdo Arterial Sistlica; ***PAD = Pressdo Arterial
Diastolica; ****IMC = Indice de Massa Corporea.

Tabela 2 - Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1 e do grupo controle.

HbAlc Vitamina D TFG Microalbumindria  Microalbuminuria
(%) (ng/mL) (mL/min/1,73m?) (mg/24h) (logyomg/24h)*
DM1
(N=37) 10,3+3,2 242+74 95+ 20 236,2 + 690,7 1,78 + 0,36
Controles 55,03  258+112 92+ 11 i i
(N: 36) b - i) 1 -_— 1 -_—
p p <0,05 NS NS - -

* = logyo = transformacédo dos valores de microalbumindria para log;y; TFG = Taxa de Filtragdo Glomerular;
HbAlc = Hemoglobina glicada.
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Os pacientes com DM1 também ndo diferiram dos controles quando foi avaliado o
numero de pacientes nos diferentes estagios de acordo com os niveis de vitamina D (Figura
2).

Em relacdo ao estagio de nefropatia diabética, foi encontrado que 8 pacientes (21,6%)
apresentaram normoalbumindria, 25 pacientes (67,6%) apresentaram microalbumindria e 4
pacientes (10,8%) apresentavam macroalbumindria. Os valores médios de microalbuminuria,
transformados em logig, Nos pacientes com DML e niveis normais e reduzidos de vitamina D

sdo comparados na Tabela 3.
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Figura 2 - Status de acordo com os niveis de vitamina D em pacientes com DM1 e no grupo controle.

Tabela 3 - Logyg da albuminuria e niveis de vitamina D nos pacientes com DM1.

Niveis de vitamina D (ng/mL)

Normal Alterado

Logealbumindria 1,44 0,08 1,92 £ 0,50*

*=p < 0,05 versus normal



34

Os niveis de vitamina D nos diferentes estagios de nefropatia diabética séo mostrados
na Tabela 4. Ao comparar o0s niveis de vitamina D dos pacientes portadores de DM1, observa-
se que s6 ndo ha diferenca significante entre aqueles com normoalbuminuria versus

microalbumindria.

Tabela 4 - Niveis de vitamina D e estagios de nefropatia em pacientes com DML1.

Estagios de nefropatia

Normoalbuminuria Microalbuminudria Macroalbuminuria
(mg/24h) (mg/24h) (mg/24h)

Vitamina D (ng/mL) 26,7 +£6,.2" 24,8 +7,0" 15,9 +7,6°

Na andlise, letras diferentes representam diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05).

Adicionalmente foi encontrada correlacao significante entre os niveis de vitamina D e

os niveis de albumindria (transformados em logio) nos pacientes com DM1 (Figura 3).

40 -
* r=-0,5
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®
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Figura 3- Correlagdo entre os niveis de vitamina D e albumindria nos pacientes com DM1.

Quando avaliamos os niveis de vitamina D em relacdo ao grau de nefropatia diabética,

encontramos uma queda progressiva destes niveis a medida que a nefropatia se agrava (Figura
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4). Quando foram analisados os niveis de albuminudria de acordo com o status dos niveis de
vitamina D encontramos comportamentos semelhantes (Figura 5). Adicionalmente, ndo houve
correlacéo entre os niveis de vitamina D e a TFG nos pacientes com DML1.

Nosso modelo de regressdo linear simples com a albumindria como variavel
dependente, e a vitamina D como variavel independente mostrou um r?= 0,2 com p < 0,01. O
coeficiente b; (gradiente de inclinacdo) foi igual a -43. Isto sugere que a cada elevagédo de 1
ng/mL de vitamina D, ocorreria uma reducdo de 43 mg/g de creatinina na excrecao urinaria de
albumindria.

O modelo de regressdo (backward stepwise) encontrou que os niveis de vitamina D,
HblAc e DDM foram preditores independentes da excrecdo urinaria de albumina. Quando
incluimos estas trés variaveis como preditoras em um modelo de regressdo linear maltipla,
encontramos um incremento no valor preditivo da excrecdo urinaria de albumina quando

comparado & utilizacdo dos niveis de 25(OH)D isoladamente (> = 0,34 e p < 0,01).

] r= -0,4
35 p <0,05
] [ |
30 H
~ 1
£ 25 I -_—
g
A 20 -
©
£ 15 ] —
g .
> 10 -
5 1
0 ] T I Tr
0 Normoalbuminuria Microalbuminuria Macroalbuminuria

Estagios de nefropatia
W Média dos niveis de vitamina D nos pacientes com normoalbuminuria.
® Média dos niveis de vitamina D nos pacientes com microalbumindria.
Média dos niveis de vitamina D nos pacientes com macroalbumindria.

Figura 4 - Correlagéo entre os niveis de vitamina D e o grau de nefropatia diabética.
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r=05
p<0,01
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0 Normal Insuficiente Deficiente
Status dos niveis de vitamina D

B Média dos niveis de albumindria nos pacientes com niveis de vitamina D normal.

@ Média dos niveis de albumindria nos pacientes com niveis de vitamina D insuficiente.

A Média dos niveis de albumindria nos pacientes com niveis de vitamina D deficiente.

Figura 5 - Correlagéo entre os niveis de albuminuria e o status dos niveis de vitamina D em pacientes
com DM1.
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5. DISCUSSAO

Nossos dados sugerem uma associacdo entre niveis reduzidos de vitamina D e a
presenca e gravidade da nefropatia diabética. Existem poucos estudos (VERROTI et al., 1999;
JOERGENSEN, et al., 2011; DE BOER et al., 2012; ENGELEN et al., 2015) avaliando os
niveis de vitamina D nos estagios precoces da nefropatia diabética, e sua associacdo com a
presenca de microalbumindria e estes apresentam resultados conflitantes. Joergensen et al.
(2011) avaliaram a vitamina D como preditor da progressdo do estado de normoalbumindria
para microalbuminuria em pacientes com diabetes tipo 1. Para este fim, mediram os niveis de
vitamina D antes do desenvolvimento de microalbuminuria e acompanharam esses pacientes
por cerca de 26 anos. Neste periodo, 81% dos pacientes desenvolveram microalbumindria e
esta ndo foi associada a niveis reduzidos de vitamina D. De maneira diferente, Verroti et al.
(1999) compararam os niveis de vitamina D e excrecdo urinaria de albumina em 3 grupos (22
pacientes com DM1e normoalbumindria, 24 pacientes com DM1 e microalbuminuria e 24
controles). Seus achados apontaram niveis menores de 25(OH)D nos pacientes com
microalbumindria quando comparados aos outros grupos. De Boer et al. (2012) testaram
associacfes entre metabolitos circulantes de vitamina D e microalbumindria em pacientes
com DML1. Estes encontraram que pacientes com baixas concentracdes plasmaticas de
vitamina D (abaixo de 20 ng/mL) apresentaram um aumento de 65% no risco de desenvolver
microalbumindria, quando comparados com aqueles com niveis > 30 ng/mL. Nossos achados
reforcam os dados descritos por Verroti et al. (1999) e De Boer (2012). Apesar de nédo
encontrarmos diferenca entre os niveis médios de 25(OH)D entre pacientes com DM1 normo
e microalbumindricos, nosso estudo demonstrou boa correlacéo entre a reducdo dos niveis de
vitamina D com a evolucdo dos estagios de nefropatia diabética. Adicionalmente, nossos
dados mostram a falta de associacdo entre os niveis de vitamina D com a funcdo renal
avaliada pela TFG, sendo similares aos dados descritos por De Boer et al. (2012).

Em nosso estudo, a prevaléncia de hipovitaminose D entre os individuos controles foi
bastante elevada (78%), e ndo houve diferenca em relacdo aos pacientes com DM1, cuja
prevaléncia foi de 73%. Nao foi encontrada diferenca entre as médias de 25(OH)D e o status

dos niveis de vitamina D entre os dois grupos. Pozzilli et al. (2005) demonstraram altas taxas
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de deficiéncia de vitamina D em pacientes com DM1 recém diagnosticado, quando
comparados a individuos controles em uma cidade ensolarada da Italia na regido do Lazio.
Paralelamente, Feng et al. (2015) ao realizarem uma meta analise revisando 13 artigos e
estudando pacientes adultos portadores de DM1, com uma amostra total de 3494
participantes, onde 1790 eram controles saudaveis e 1704 apresentavam DM1, conseguiram
ratificar os dados anteriores. Na meta analise encontrou-se que a 25(OH)D sérica dos
diabéticos era mais baixa que a do grupo controle, com 0s niveis séricos de vitamina D de
2,61 ng/mL menores em média.

Nossos individuos controles apresentaram niveis médios de IMC na faixa considerada
sobrepeso, com niveis mais elevados quando comparados aos pacientes com DM1. Tem sido
reportado que o excesso de peso esta associado a hipovitaminose D (MCGILL et al., 2008),
portanto, isso ndo poderia justificar o fato de ndo termos encontrado diferencas nos niveis de
vitamina D entre os dois grupos. Atualmente, ndo temos grandes estudos para determinar a
prevaléncia de hipovitaminose D no Brasil. Dados da cidade de Recife indicam baixos niveis
de vitamina D em mulheres pds-menopausadas (43%) (MACHADO et al., 2014), enquanto
Linhares et al. (1984) ao avaliarem 226 criancas desta mesma populacédo e regido geografica,
ndo encontraram nenhum caso de deficiéncia da vitamina D. Ao contrario, em estudo com
102 idosos ndo institucionalizados de Porto Alegre, onde o clima é mais frio, a prevaléncia de
hipovitaminose D foi considerada mais alta (87,5%) (SCALCO et al., 2008). Nossa regido €
guente, Umida e ensolarada, entretanto, nosso grupo controle reside na regido urbana da
capital (Belém), a qual é uma cidade néo litoranea e com alta densidade de vegetacdo. Além
disso, nossa populacdo tem como habito se proteger do sol. Estes fatores podem ter
influenciado nossos resultados e levado a alta prevaléncia de hipovitaminose D em nosso
grupo controle.

Tem sido reportado o envolvimento da hipovitaminose D no desenvolvimento do
diabetes (MACHADO et al., 2014). Entretanto, ndo € conhecido se a deficiéncia de vitamina
D poderia ser um fator ambiental envolvido na fisiopatologia e na evolucdo da nefropatia
diabética. Receptores para vitamina D (VDR) estdo presentes nos rins (DUSSO, 2012). Zhang
et al., em 2008, demonstraram que a inativacdo do VDR levou ao desenvolvimento de
nefropatia diabética mais grave em ratos, sugerindo um papel renoprotetor da vitamina D
contra a leséo renal, ao regular o sistema renina-angiotensina e outros genes envolvidos na

injaria renal. Em seu estudo, utilizaram ratos diabéticos separando-os em grupos com VDR
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presente e ausente, e os acompanhou por 19 semanas. Apds 5 semanas, ambos 0s grupos
desenvolveram albuminuria, entretanto, esta foi mais precoce e significativa no grupo dos
animais com VDR ausente. Além disso, conforme ocorria o envelhecimento desses animais, a
excrecdo urindria de albumina tendia a ser maior no grupo com auséncia do receptor de
vitamina D. N&o é conhecido se a reposicdo e/ou suplementacdo de vitamina D, per se, nos
pacientes com microalbuminuria em fase inicial, pode reverter o quadro, interferindo na
evolucdo da nefropatia diabética. O estudo VITAL (DE ZEEUW et al., 2010) mostrou que o
tratamento por 24 semanas, com 2 ug de paracalcitol (andlogo de vitamina D), em pacientes
com DM tipo 2 e nefropatia diabética levou a uma significativa reducdo de excrecdo da
albuminadria residual. Em contrapartida, reducdo significativa ndo foi demonstrada nos
individuos em uso de 1 ug diaria, assim como naqueles em uso de placebo. Entretanto, ndo
existem estudos apontando qual seria o nivel ideal de suplementacdo e ndo é conhecido se a
elevacdo dos niveis de vitamina D para valores constantes (> 30 ng, por um periodo
prolongado), independente da variabilidade do ensaio, poderia ajudar a elucidar se esta teria
um possivel efeito terapéutico na nefropatia diabética em seus estagios iniciais.

Um fator ndo analisado, e que poderia levantar hipdteses quanto ao papel da vitamina
D na nefropatia diabética, € a perda de proteinas transportadoras de vitamina D nestes
pacientes. Thrailkill et al. (2011) analisaram a perda renal de DBP em pacientes diabéticos e
encontraram aumento na perda desta proteina na urina com um acréscimo maior nos
albumindricos, sugerindo que este mecanismo colaboraria com a hipovitaminose D. Neste
sentindo, pode-se levantar a questdo se a perda desta proteina na urina tratar-se-ia de um
marcador de risco da les&o renal ou um fator causal. Nossos dados de regress@o sugerem um
mecanismo de agdo direta da vitamina D sobre a excrecéo urinaria de albumina independente
do controle glicémico do diabetes.

Um desenho interessante que poderia avaliar o papel da vitamina D como fator
ambiental da nefropatia diabética, seria um estudo de coorte, com pacientes
normoalbumindricos, acompanhados seriadamente, com avaliacdo dos niveis séricos de
vitamina D para observar o desenvolvimento de nefropatia nesses pacientes. Contudo, esse
seria um estudo eticamente inviavel devido a necessidade de repor a deficiéncia de vitamina
D quando detectada. Dessa forma, a maneira mais proxima de responder a essa questdo seria
através do tratamento de individuos com microalbuminudria recém diagnosticada, mesmo na

auséncia da hipovitaminose D, na intencdo de manter niveis dessa vitamina acima de 30
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ng/mL para verificar a possibilidade de reversdo do quadro. Caso essa hipdtese fosse
confirmada, um grande passo seria dado com a utilizagdo da vitamina D no tratamento dos
estagios iniciais de nefropatia diabética.

Entre as deficiéncias do nosso estudo, encontra-se o baixo numero de pacientes
normoalbumindricos quando comparados com aqueles portadores de microalbumindria (8
versus 25). Este fato, associado a grande variabilidade dos niveis de albumindria nos
pacientes com DM1, pode ter sido responsavel por ndo termos encontrado diferenca entre 0s
niveis médios de 25(OH)D nestes dois grupos.

A aplicabilidade clinica do nosso estudo seria o estabelecimento de uma associacao
entre a hipovitaminose D e a nefropatia diabética. Isto possibilitaria o surgimento de novos
protocolos, 0s quais poderiam estabelecer se a reposi¢do ou suplementacdo desta vitamina
poderia ser Util no tratamento desta patologia de alta taxa de mortalidade que acomete nossos
pacientes com diabetes mellitus tipo 1.

Nosso trabalho foi um estudo piloto transversal, a partir do qual estamos
desenvolvendo um protocolo de reposicdo e suplementacdo, com doses mais altas de vitamina

D, em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 e microalbuminuria.
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6. CONCLUSAO

1. Nossos dados sugerem uma associacdo entre niveis reduzidos de vitamina D, a
presenca e o0 estagio da nefropatia diabética.

2. Os pacientes com diabetes mellitus tipo 1, quando comparados a individuos
controles normais em nossa regido, nao apresentam diferencas entre os niveis
meédios de 25(OH)D e no status dos niveis de 25(OH)D.

3. A prevaléncia de hipovitaminose D em adultos jovens na nossa regido foi de 78%.
Adicionalmente, a frequéncia dos diferentes status de acordo com o nivel de

25(0OH)D neste grupo foi de: normal = 22%, insuficiente = 44%, deficiente = 34%.
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ANEXO A - EQUACAO CKD-EPI

CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration).
Adaptado para o portugués de Levey et al. (2009).

TFG (mL/min/1.73 m?) = 141 x min (Cr/k, 1)* x max (Cr/k, 1) +?® x 0,993 ' x 1018
[mulher] x 1,159 [negro]

TFG: taxa de filtracdo glomerular; Cr: creatinina sérica; k € 0,7 para mulheres e 0,9 para
homens; o é -0,329 para mulheres e -0,411 para homens; min indica 0 minimo de creatinina

sérica ou 1; max indica 0 maximo de creatinina sérica ou 1.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (VERSAO 1.1)

TITULO DO PROJETO:

Avaliacdo de estratégias de rastreamento e diagndstico da retinopatia diabética e neuropatia
sensitiva distal e identificacdo de biomarcadores de complicagOes cronicas em pacientes com
Diabetes Mellitus tipo 1 com analise econdmica do tratamento do diabetes e de suas

complicacdes. Estudo aninhado ao estudo Multicéntrico Brasileiro de Diabetes Mellitus tipo 1

COORDENADOR GERAL DO PROJETO: Prof. Dra. Marilia de Brito Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

PESQUISADOR RESPONSAVEL DO CENTRO: Joo Soares Felicio

LOCAL DE REALIZACAO DO PROJETO: Hospital Universitario Jodo de Barros

Barreto.

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) para participar como controle de um estudo multicéntrico
académico sob a coordenacdo geral da Prof. Dra. Marilia de Brito Gomes (UERJ) e
responsabilidade do seu centro do Dr. Jodo Soares Felicio, do Servico de Endocrinologia do

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

Os objetivos deste estudo estdo descritos neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
E importante que vocé entenda porque o estudo esta sendo realizado e o que ele envolvera.
Portanto, leia com calma e atencdo e analise cuidadosamente estas informacgOes antes de
decidir se vocé deseja participar. Nao hesite em fazer perguntas para a equipe do estudo caso
algum ponto néo esteja claro ou se vocé desejar mais informacoes.

O (a) Sr(a) deve ler e assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes que

quaisquer atividades relacionadas ao estudo possam ser realizadas.




o1

OBJETIVOS DO ESTUDO

-Avaliar a prevaléncia das complicacdes cronicas do diabetes (retinopatia, nefropatia,
neuropatia periférica e autonémica cardiaca e doenca cardiovascular) nos pacientes diabéticos
tipo 1 em acompanhamento nas unidades ambulatoriais e hospitais pablicos conveniados ao
Sistema Unico de Saude (SUS) nas diferentes regies do Brasil e avaliagio dos custos da
doenca.

-Identificar marcadores de risco das complicacbes cronicas relacionadas ao diabetes
(demogréficos, clinicos, laboratoriais e genéticos).

-Avaliar a distribuicdo dos diferentes gendtipos dos genes da enzima conversora da
angiotensina (I/D), do componente p22phox da NADPH oxidase (242 C/T), das citocinas I1L6
(promotor —174 C/G) , TGFB1 (c6don 10C/T, codon 25C/G), IL10 (-1082A/G, -819T/C, -
592A/C), TNFa (-308 G/A), do gene IFNy (+874 T/A) e dos genes GCLC (-129C/T), NOX4
(-1435C/A), CYBA (-675A/T, nédo tem registro) e TKT (-3787T/G) ( rs9521445, rs39075,
rs11186286 , rs451041, rs7956328, rs1041466, rs1888747, rs1788390, rs3017887,
rs7637934) nos pacientes portadores de DM 1 e em individuos ndo diabéticos das diferentes
regides do Brasil.

-Avaliar se os polimorfismos acima descritos sdo associados a presenca das complicacdes
cronicas do diabetes.

-Avaliar um questionario geral simplificado, o inventario de Beck de depressdo, a Escala de
Hamilton e o questionario EUROQOL sobre as caracteristicas de cada paciente.

-Avaliar os custos do tratamento e acompanhamento do diabetes e suas complicagdes.
-Comparar resultados com grupo de casos.

DADOS E PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS:

-Coleta de sangue de 20 mL de sangue para analise bioquimica (Hemograma, uréia,
creatinina, calcio, fésforo, magnésio, sddio, potassio, AST, ALT, FA, GGT, proteinas totais e
fracOes, perfil lipidico, glicemia, hemoglobina glicada, 25 hidroxi vitamina D e zinco, dentre
outros exames gerais);

-Coleta de 10 mL de sangue para analise dos polimorfismos genéticos descritos acima;
‘Realizacdo de testes de neuropatia autondmica cardiovascular (0 exame tem duracdo de cerca

de 15 a 20 minutos e é indolor. E semelhante a um Eletrocardiograma, com a diferenca de que
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em um momento do exame serd necessario que vocé faca algumas manobras: respirar

profundamente, assoprar contra uma vélvula e levantar-se) .

Todo o material coletado (sangue) serd utilizado para as analises do presente estudo. O
material serd encaminhado ao laboratdrio do centro participante para anélise bioquimica. O
material coletado para anélise dos polimorfismos genéticos serd encaminhado ao Laboratério
de Histocompatibilidade (HLA) da UERJ para extracio do DNA e posteriormente
encaminhado aos centros de referéncia para analise especifica. As amostras de DNA serdo
armazenadas no laboratorio de HLA da UERJ para anélise de futuros marcadores genéticos de
risco de complicacOes da doenca.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material armazenado serd submetida para aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa da instituicio e, quando for o caso, da CONEP.

Os exames cardiologicos serdo o eletrocardiograma de repouso (ECG) e a avaliagdo do
sistema nervoso autondmico cardiaco. Este exame dura cerca de 20 minutos e ¢ indolor. E
semelhante a um ECG, com a diferenca de que em um momento do exame Sera necessario
qgue vocé faca algumas manobras: respirar profundamente, assoprar contra uma valvula e

levantar-se.

CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS COLETADOS:
Todas as informacdes coletadas serdo mantidas em carater sigiloso e utilizadas apenas para

fins cientificos.

PARTICIPACAO NO ESTUDO:

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria.

Se o Sr. (a) aceitou inicialmente em participar do estudo e depois decidiu sair por qualquer
razdo, vocé ndo terd nenhum prejuizo em seu atendimento dentro deste hospital.

Seus sucessores ou a quem de direito tera direitos sobre o material bioldgico armazenado em
caso de obito ou condigdo incapacitante do participante.

O (a) Sr. (a) ou seu representante legal podera retirar o consentimento de guarda da amostra
bioldgica humana armazenada no biobanco a qualquer tempo, com validade a partir da data da

decisdo tomada, devendo manifestar sua decisdo através de documento devidamente assinado.
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CUSTOS:

N&o havera nenhum custo ou remuneragdo para vocé participar do estudo.

RISCOS E BENEFICIOS:

RISCOS: Sua participacdo neste estudo ndo vai prejudicar e nem causar nenhum dano ao Sr.
(@).

BENEFICIOS: Nao havera nenhum beneficio direto se o Sr. (a) participar deste estudo, porém

a pesquisa produzira resultados que poderao ajudar outros pacientes no futuro.

CONTATO:

Se o (a) Sr. (a) tiver davida ou necessitar de esclarecimentos sobre a pesquisa, por favor, entre
em contato com o Dr. Jodo Soares Felicio nos telefones 55 (91) 3201-6760.

Para obter informacdes adicionais sobre seus direitos como sujeito de pesquisa referente a sua
participacdo neste estudo, por favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, email: ufpapesquisaclinica@yahoo.com.br.
Telefone: 55 (91) 3201-6760

CONSENTIMENTO:

Confirmo que, apos receber as informacfes referentes aos objetivos, métodos, beneficios
previstos, potenciais riscos e o incbmodo que o estudo possa acarretar, ler e entender o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e tirar todas as minhas davidas, concordo em participar

voluntariamente do estudo.

PACIENTE/REPRESENTANTE LEGAL

Nome completo

Assinatura

Data:

PESQUISADOR RESPONSAVEL ou PESSOA AUTORIZADA:

Nome completo:

Assinatura

Data:




APENDICE B - APROVACAO DO ESTUDO MULTICENTRICO ORIGINAL

SERVICO PUBLICO FEDERAL (:_E_D

| UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA ESuniiCmes i
HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO DE BARROS BARRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CEP

TERMO DE APROVACAO

MU JEEW

O Comité de Etica erﬁ Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do Para analisou o projeto de
pesquisa intitulado “Estratégias de rastreamento e diagndstico da
retinopatia e neurtipatia diabética e identificagdo de biomarcadores
de complica¢bes crénicas em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1
associado a analise econémica do tratamento”, protocolo n°. 2158/11 sob
a responsabilidade das colaboradoras Flavia Marques Santos, Ana Regina Motta e
Carlliane Lima e Lins Pinto Martins, orientacdo do Prof. Dr. Joao Soares Felicio,
obtendo APROVAGAO na reunido do dia 27.09.2011, por estar de acordo com a

Resolugdo n°196/96 e suas complementares do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Satde do Brasil.

Recomendamos a coordenagdo que mantenha atualizados todos os

documentos pertinentes ao projeto.

Devera ser encaminhado relatério semestral e, ao final, elaborado um
relatorio consolidado, incluindo os resultados finais da pesquisa, em prazo maximo

de 60 (sessenta) dias, apos a finalizagdo da pesquisa.

Prazo para envio de relatério parcial: setembro/2012.
Prazo para envio de relatério final: junho/13.

Situacao: Aprovado.

Belém, 27 de Setembro de 2011.
r. Jodo Soares Felic‘\r
'ord. de s de CTIC
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oao Soares Felicio

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos / HUJBB/UFPA

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto — Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HUJBB/UFPA
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APENDICE C - APROVACAO DA EMENDA 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO DE BARROS BARRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Joao de Barros
Barreto vem APROVAR e vem declarar gue o Dr. Jodo Soares Felicio como
membro efetivo deste comité, ndo participou da Aprovagdo do seguinte
documento:

- Emenda 01/01 do projeto: Estratégias de rastreamento e diagnostico da
retinopatia e neurcpatia diabélica e identificagao de biomarcadores de
complicagdes cronicas em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)
associado a analise econdmica do tratamento, para inclusao de grupo controle
ao projeto inicial para comparagao com O grupo de pacientes portadores de
DM

- TCLE (versao 1.1)

Atenciosamente,
e "

AR

e

i

Dra.Franciane Melo
Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
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