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RESUMO

A colestase cronica na infancia e na adolescéncia interfere diretamente no cres-
cimento e no desenvolvimento do individuo e produz conseqiiéncias clinicas relacionadas
com a mé absorcdo das vitaminas lipossoliveis da dieta. A vitamina E exerce um importante
papel na estrutura e na fungdo dos sistemas nervoso e musculoesquelético. A vitamina D tem
reconhecida influéncia sobre a fisiopatologia da osteopenia colestatica que se manifesta como
osteoporose, raquitismo ou osteomaldcia. A realizacdo de dosagens plasmaticas dessas vitami-
nas ¢ essencial para detectar precocemente suas deficiéncias, bem como para monitorizar uma
adequada suplementagdo. Essas dosagens nao sdo realizadas de rotina no nosso meio.

Os objetivos do presente estudo foram verificar os niveis plasmaticos de vitami-
nas D e E em uma amostra de criancas ¢ adolescentes com colestase cronica; verificar o esta-
do nutricional e a ingestdo de macro e micronutrientes desses pacientes; verificar o uso de su-
plemento de vitaminas, o tempo de colestase; e realizar avaliagdo neurologica para estabelecer
eventual relagdo com os niveis plasmaticos de vitamina E.

A amostra constou de 22 criancas e adolescentes com colestase cronica que con-
sultavam no ambulatdrio ou estiveram internadas na Unidade de Gastroenterologia Pediatrica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre no periodo de dezembro de 2000 a abril de 2002. Co-
mo controles, participaram 17 criangas eutrdficas e normais do ponto de vista gastroentero-
légico com faixa etdria correspondente. Foram realizadas avaliacdo nutricional e avaliagdo

neuroldgica. Foi pesquisado o tempo de colestase e o uso de suplemento de vitaminas liposso-



luveis. A técnica utilizada para as dosagens da vitamina E foi a cromatografia liquida de alta
precisao (HPLC) e as dosagens plasmaticas de vitamina D pela técnica de radioimunoensaio.

A prevaléncia de desnutricdo variou entre 23,8% a 63,0% considerando as dife-
rentes medidas e padroes utilizados. O inquérito alimentar realizado demonstrou uma ingestao
calorica média de 89,33 £+ 27,4% em relacdo ao recomendado para idade com uma distribui-
¢ao dos macronutrientes em relag@o as calorias ingeridas dentro dos valores de referéncia para
o grupo em questdo, havendo, porém, uma pobre ingestdo de micronutrientes como ferro e
zinco. O exame neurolégico foi alterado em 43% dos pacientes colestaticos, em que foram
constatadas vinte alteragdes neurologicas em nove pacientes. Nao obtivemos resultados con-
fiaveis para os niveis plasmaticos de vitamina E, apesar de realizar 3 etapas para valida¢do. O
valor médio de vitamina D entre os pacientes foi de 13,7 + 8,39 ng/ml, enquanto que no grupo
controle foi de 25,58 £ 16,73 ng/ml (P = 0,007), havendo uma prevaléncia de hipovitaminose
D entre esses pacientes de 36%. Nao foi observada relagdo entre estado nutricional, tempo de
colestase ou uso de suplemento oral de vitaminas lipossoluveis e os niveis plasmaticos refe-
ridos.

Concluimos que a média de niveis plasmaticos de vitamina D nas criangas e nos
adolescentes colestaticos do estudo foi significativamente menor do que nos controles nor-
mais sem relacdo significativa com estado nutricional, tempo de colestase ou uso de suple-
mento de vitaminas. As alteracdes neurologicas foram freqiientes e a prevaléncia de desnutri-
¢do nos pacientes foi semelhante a encontrada na literatura. A ingesta calorica foi deficiente

havendo porém, um equilibrio dos macronutrientes e ingestdo insuficiente de ferro e zinco.
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SUMMARY

Chronic cholestasis in childhood and adolescence directly affects growth and
development of the individual, and has clinical consequences associated with malabsorption
of dietary fat-soluble vitamins. Vitamin E plays an important role in the structure and function
of the nervous and musculoskeletal systems, and neurologic symptoms have been described in
patients with vitamin E deficiency. Vitamin D is known to play a role in the physiopathology
of cholestatic osteopenia seen in osteoporosis, rickets and osteomalacia. Plasma concentration
measurements of these vitamins are essential to detect deficiencies at an early stage and to
monitor adequate supplementation. These measurements are not routinely carried out in our
practice.

The purposes of this study were to measure plasma concentrations of vitamins
D and E in a sample of children and adolescents with chronic cholestasis; to study their
nutritional status and macro — and micronutrient intake; to check the use of vitamin
supplements; to check cholestasis duration; and to conduct neurologic evaluations to establish
a possible association with vitamin E plasma concentrations.

The sample was composed of 22 children and adolescents with chronic
cholestasis seen in the outpatient service or hospitalized in the Pediatric Gastroenterology

Unit, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, from December 2000 to April 2002. The control



group was composed of 17 eutrophic, gastroenterologically normal children matched by age.
We conducted nutritional and neurologic evaluations. Data about cholestasis duration and the
use of fat-soluble vitamin supplements were collected. Vitamin E concentrations were
measured by means of high performance liquid chromatography (HPLC), and vitamin D
plasma concentrations, by means of a radioimmunoassay.

Malnutrition rates ranged from 23.8% to 63.0% according to the different
measurement techniques and standards used. Dietary survey data revealed a mean caloric
intake of 89.33 + 27.4% of the amount recommended for the age; distribution of
macronutrients in relation to calorie intake was within the reference values for the group
under study; however, micronutrient intake, such as iron and zinc intake, was poor.
Neurologic symptoms were found in 43% of the patients with cholestasis; twenty neurologic
symptoms were found in nine patients. We did not obtain reliable results for vitamin E plasma
concentrations although we conducted three validation tests. Mean vitamin D plasma
concentration was 13.7 £ 839 ng/ml in patients and 25.58 + 16.73 ng/ml in control subjects;
prevalence rate of D hypovitaminosis was 36% in control subjects. No association was found
between nutritional status, cholestasis duration or oral fat-soluble vitamin supplementation
and plasma concentrations.

We concluded that mean vitamin D plasma concentrations in children and
adolescents with cholestasis in our study was significantly lower than in normal control
subjects, without any significant association with nutritional status, cholestasis duration or
vitamin supplementation. Neurologic symptoms were frequent, and the prevalence rate of
malnutrition was similar to rates in the literature. Calorie intake was deficient, but

macronutrient intake was balanced; iron and zinc intake was insufficient.
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1 - Introducio

1-INTRODUCAO

1.1 - Colestase: Conceito e Aspectos Fisiopatologicos

Colestase ¢ a reducdo ou a auséncia de fluxo biliar no duodeno que pode resultar
de falha do hepatdcito em secretar bile, auséncia de ductos biliares intra-hepaticos ou obstru-
¢do dos ductos extra-hepaticos (Erlinger, 1999). Dependendo da perspectiva do examinador,
pode ser definida fisiologicamente como uma reducdo do fluxo biliar, histopatologicamente
como presenca de pigmento biliar no hepatdcito e nos ductos biliares e clinicamente pelo co-
mo acumulo no sangue de substancias normalmente excretadas na bile: bilirrubinas, acidos bi-
liares e colesterol e suas respectivas manifestagdes.

A figura 1 ilustra os tipos de colestase. A colestase hepatocelular resulta da altera-
¢do da secrecao da bile pelo hepatéceito. Colestase hepatocelular e de obstru¢ao dos ductos in-
tra-hepaticos sdo denominadas "colestase intra-hepatica" e a obstru¢ao dos ductos extra-hepa-
ticos ¢ denominada "colestase extra-hepatica" respectivamente. Em relacdo a obstrucdo meca-
nica, acredita-se que a colestase ¢ devida a regurgita¢do de constituintes da bile, provavelmen-
te entre os complexos juncionais e os hepatocitos. Ocorre modificagdo da polaridade da mem-
brana plasmatica com retorno ao sangue da secre¢do que iria para a bile apds penetrar no he-
patocito. Existem diferentes possibilidades para a explicagdo da colestase de origem hepato-
celular e observa-se que um mesmo agente pode afetar os varios mecanismos que contribuem

para a formagdo da bile. O impacto da colestase cronica na fungdo hepatica parece estar rela-
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cionado a retencdo hepatica de diferentes compostos com capacidade de induzir lesao na
membrana celular, necrose e degeneracdo gordurosa, resultando, eventualmente, na cirrose

(Reinchen et al., 1993).

Hepatdcito Colestase hepatocelular

Ducto
interlobular

Obstru¢ao de ductos

/ intra-hepaticos

Obstrugao de ductos

+— extra-hepaticos

Ductos biliares intra
e extra-hepatico

Fonte: Modificado de Erlinger S. Cholestasis. In: Schiff E, Sorrel MF, Mandrey WC ed. Schiff's
Diseases of the Liver. 8* ed. Philadelphia Lippincott - Raven Publishers, 1999: 611-629.

Fig. 1 - Tipos de colestase com os locais de acometimento.

Do ponto de vista clinico, a colestase se expressa por ictericia com coluria, acolia
ou hipocolia e/ou prurido, causados por acumulo de 4cidos biliares no sangue com auséncia
de bile no intestino (Erlinger, 1999; Kaplan et al., 1998).

Os achados bioquimicos usualmente incluem elevacao dos acidos biliares, da bi-
lirrubina direta no sangue (= 20% da bilirrubina total) e bilirrubintria. A evidéncia de dano
hepatocelular ¢ demonstrada pela elevacdo de aspartato aminotransferase (AST) e alanino
aminotransferase (ALT). A elevacao da fosfatase alcalina, 5'nucleotidase e, mais especifica-
mente em criangas, da gamma glutamiltransferase (yGT) pode denotar as alteragdes na per-
meabilidade hepatobiliar e, por isso, sao consideradas como marcadores da colestase (Roque-

te, 2000; Maller, 1998; Rosenblum et al., 1981).
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Os fatores determinantes da colestase na infancia podem ser enquadrados em duas
categorias principais: aquela que se apresenta no periodo neonatal e a observada nas criangas
mais velhas, com idade superior a 2 ou 3 anos (Silveira, 2001). De acordo com o local de obs-
trugdo, podemos dividir as causas de colestase na crianga em intra-hepatica e extra-hepatica,

conforme esta demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Colestase na crianga: principais causas

A1) Obstrugao dos ductos biliares intra-hepaticos:
« Ductopenia
» Colangite esclerosante
» Fibrose cistica

Doenga de Hodgkin

Cirrose biliar primaria

Adquirida

— Drogas (Ex.: Etinil-estradiol, Clorpromazina)
Virus (hepatite)

Infecgdes bacterianas (Sépsis)

Nutri¢do parenteral

Fontes: Silveira, TR; Pires ALG. Ictericia colestatica neonatal. In: Pena, F.J.; Wehba, J; Fagundes
Neto, V. Gastroenterologia Pediatrica, 2% ed. Rio de Janeiro, Medsi. 1991, p. 465-487.
Erlinger S. Cholestasis. In: Schiff, ER; Sorrel MF; Maddrey WC ed. Schiff's Diseases of the
Liver. 8 ed. Philadelphia, Lippincott-Raven Publishers 1999, p. 611-629.
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1.2 - Avaliacdo Nutricional da Crianca e do Adolescente e suas Peculia-

ridades na Colestase Cronica

1.2.1 - Tecnicas mais Utilizadas na Pratica Clinica

Os parametros antropométricos usualmente utilizados para avaliar a condi¢ao nu-
tricional de criangas sdo o peso e a estatura (altura e comprimento) que sdo analisados em fun-
¢do do sexo e da idade da crianca. Os indices mais freqiientemente empregados sdo: peso/
idade, estatura/idade e peso/estatura. O peso exprime o crescimento corporal como um todo,
sendo indicador pouco sensivel, uma vez que pode apresentar variagdes em curto intervalo de
tempo. O comprometimento do indice estatura/idade indica que a crianga tem o crescimento
afetado por um processo de longa duragdo. Estudos realizados no Brasil, em 1989, demons-
traram que 31% das criangas brasileiras menores de 5 anos apresentavam alguma forma de
desnutri¢ao, sendo o déficit estatura/idade o mais freqiiente (Sigulem et al., 2000).

A prega cutanea triciptal ¢ til para avaliar os estoques de gordura, enquanto a cir-
cunferéncia do brago estima as reservas de proteina (Nomplegi e Bonkovsky, 1994; Feranchak et
al., 2001).A circunferéncia muscular do brago (CMB) e a 4rea muscular do brago (AMB) po-

dem ser calculadas através das formulas da figura 2.

CMB =CB -7 x PCT (mm)

€

(CB -7 x PCT)’ (mm’)
4

AMB =

Onde: CMB = Circunferéncia muscular do brago
AMB = Area muscular do braco
CB = Circunferéncia do brago
PCT = Prega cutanea tricipital
n=3,1416

Fig. 2 - Férmulas para calcular a circunferéncia muscular
do brago ¢ da area muscular do brago.
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A CMB ¢ a PCT sao consideradas bons indicadores das condi¢gdes nutricionais €
recomendados pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) quando o peso ¢ a estatura nao sao
disponiveis (WHO Tecnical Report Series, 1995).

O adolescente ¢ definido pela OMS (1995) como o individuo entre 10 e 19 anos.
A adolescéncia ¢ um periodo marcado por profundas mudancas fisiologicas de peso, estatura
e composicao corporal. Cerca de 50% do peso e 20-25% da estatura de um individuo sdo
adquiridos na adolescéncia, € a nutricdo serve como determinante altamente significativo des-
se processo (Sigulem et al., 2000). As medidas como peso, altura, circunferéncia e pregas cu-
taneas, para serem bem utilizadas, devem considerar as modificagdes decorrentes da matu-
ragdo sexual proprias da faixa etaria.

A classificagdo da OMS que pode ser utilizada para criancas, independente da
faixa etaria, ¢ o escore Z. Por defini¢cdo, para qualquer dos indicadores, o escore Z médio de
referéncia € zero. Escore Z negativo indica que a crianga e/ou a populacao estudada esta abai-
x0 do padrao nutricional desejavel. Se o escore Z ¢ inferior a — 2 desvios padrao abaixo da
média de referéncia, a crianga e/ou a populagdo avaliada ¢ considerada desnutrida. Sdo consi-
derados desnutridos graves criancas abaixo de — 3 desvios padrdo abaixo da média ou aquelas
que apresentam edema comprovadamente nutricional. Em uma populagdo sadia, encontra-se
menos de 1% de défices graves e cerca de 2,3% de défices moderados (Ministério da Saude,
1996).

Outra forma de classificagdo do estado nutricional é a comparagdo com percentis.
Os percentis sao derivados da distribui¢do em ordem crescente dos valores de um parametro,
observados para idade e sexo. A classificacdo de uma crianga em um determinado percentil
permite estimar quantas crian¢as da mesma idade e do mesmo sexo sdo maiores ou menores

em relacdo ao parametro avaliado.
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O padrao de referéncia internacional adotado pela OMS desde 1978 sdao dados do
National Center for Health Statistics (NCHS). Esse padrdao tem sido questionado por que ¢
considerado inadequado para adolescentes e porque todos os lactentes a partir dos quais foi
determinado o padrao eram alimentados com férmulas. Diversos valores de percentil tém sido
propostos para funcionar como ponto de corte. Almeida e colaboradores (1999) avaliaram o
uso do percentil 10 para detec¢ao de risco nutricional, concluindo que, ao comparar com o es-
core Z, mostrava-se adequado para triagem de criangas com déficit de peso/idade e de pe-

so/altura, porém inadequado para altura/idade.

1.2.2 - Avaliacdo Nutricional na Colestase Cronica

O estado nutricional de uma crianga com doenga hepatica cronica € um dos fatores
que interferem na sobrevida tanto dos pacientes que aguardam um transplante como daqueles
que ja o fizeram. As causas para esse comprometimento sao multiplas e estdo listadas no ta-

bela 2
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Tabela 2 - Principais fatores que contribuem para desnutricdo em criangas portadoras de co-

lestase cronica

Fatores Comentarios
Diminuicao da ingestao Anorexia, dietas impalataveis pelas restrigdes alimentares, nauseas, au-
i . . 2,3,4¢e5
alimentar mento do volume abdominal que levam a saciedade precoce
Aumento do consumo O consumo energético de criancas com hepatopatia cronica ¢ 30%
energético g g :
g maior do que de uma crianga normal .

Diminuicdo da sintese de A diminuigdo da sintese de glicogénio e da metabolizagdo de insulina
carboidrato pelo figado, gera uma resisténcia periférica a insulina e uma diminui¢ao
2

da tolerancia a glicose .

Aumento da oxidagdo de Um balango nitrogenado positivo requer quantidade maior de proteinas
proteinas e diminui¢do da do que a indicada para a faixa etaria. A possibilidade de encefalopatia
2

sintese de novas proteinas  hepatica muitas vezes impede que essa oferta seja possivel .

5 2 g oG g 2
?ltcz;agao do metabolismo O 4cidos graxos essenciais sdo deficientes e o colesterol elevado .
ipidico

Ma absor¢do de gorduras A deficiéncia de acidos biliares intraluminais produz esteatorréia com
perda energética em torno de 60% e, conseqiliente ma absorcao de vita-
2

minas lipossoluveis e de minerais -

Complicagoes clinicas que Sangramento do trato gastrointestinal; peritonite bacteriana espontanea;

. ~ . .~ . ~ L5
cqmproinetem o estado nu- internagGes prolongadas com maior exposi¢ao a infec¢oes
triciona

Deficiéncia [Insulin Like IGF-1 sdao hormonios anabolicos produzidos no figado necessarios ao
growth factor — 1 (IGF-1) crescimento normal. Em criangas com doenga cronica do figado, esse
1

produzido pelo figado hormonio néo se eleva, apesar do estimulo do hormonio de crescimento .

Fontes: 1 - Bucuvalas JC; Horn JA; Slusher J; Alfaro MP; Chernausek SD. Growth hormone insensitivity in children billiary

atresia. Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition 1996;23:135-140.

2 - Cabédo MTC. Terapia nutricional em situagdes especiais: Insuficiéncia Hepatica. In: Falcio MC; Carazza FR.
Manual Basico de Apoio Nutricional em Pediatria. Editora Atheneu, Sao Paulo, 1999.

3 - Cardoso Al; Porta G; Vieira MA; Carazza FR. Caracterizagdo nutricional de criangas com colestase cronica. Jor-
nal de Pediatria 1997;73(1):43-50.

4 - Ferachank AP; Ramirez RO; Sokol RJ. Medical and nutritional management of cholestasis. In: Suchy FJ;S okol
RJ; Balistreri WF. Liver Disease in Children.Lippincott Wliiams & Wilkins, Philadelphia, ond ed, 2001.

5 - Miiller MJ. Malnutrition in cirrosis.Jornal of Hepatology 1995;23(1):31-35.

O comprometimento nutricional da crianga com hepatopatia cronica, principal-
mente daquelas com envolvimento desde os primeiros meses de vida, pode resultar em déficit

cognitivo e comprometimento imunolégico (Feranchak et al., 2001). Apesar de haver melhora
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ap6s o transplante hepatico, algumas inabilidades podem ser irreversiveis (Cywes e Millar,
1990). Todos esses fatores justificam uma avaliacdo de maneira seriada que possa dirigir e
julgar os efeitos da terapéutica nutricional instituida.

A desnutrigdo esta presente em cerca de 70% dos pacientes com hepatopatia cro-
nica (Cabédo, 1999; Miiller, 1995), mas o seu diagnéstico pode ser prejudicado devido a pro-
pria disfun¢do hepatica. Como o peso pode ser superestimado devido a ocorréncia de ascite,
edema e hepatoesplenomegalia, e as proteinas séricas (ex.: albumina) podem estar diminuidas
em decorréncia da menor sintese hepatica, mesmo em pacientes eutroficos, as medidas de al-
tura sao mais fidedignas para identificar desnutri¢ao cronica. Uma redugdo na estatura em re-
lagdo a idade pode indicar a duracao da desnutricdo. As medidas do braco sdo menos sujeitas
ao acumulo de liquido pela propria acao da gravidade.

A propor¢ao adequada na ingestdo dos nutrientes € essencial para manter um equi-
librio energético e promover um eficiente uso das reservas de proteinas e de lipidios, além de
promover uma melhor absor¢ao dos micronutrientes (Nomplegi € Bonkovsky, 1994). A tabela
3 demonstra as recomendagdes de suporte nutricional ao hepatopata com relagdao a proporcao
de macronutrientes preconizada pela equipe de hepatologia pediatrica do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre (HCPA) (Ferreira et al., 2000).

Tabela 3 - Propor¢do de macronutrientes recomendada pa-

ra pacientes pediatricos com colestase cronica

Calorias 150% das recomendacdes diarias (RDA)
Proteinas 15% das calorias
Lipidios 30% das calorias

Glicidios 55% das calorias
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A ingesta de calorias recomendada visa suprir a grande demanda por isso o valor
calérico deve ser aumentado se o paciente estiver com peso baixo. E recomendada a utilizagio
de triglicerideos de cadeia média (TCM) e ndo os de cadeia longa que necessitam sais biliares
para sua solubilizacdo. A ingestdo de proteinas em criangas colestaticas ndo deve ultrapassar 3
g/kg/dia enquanto o paciente recebe uma dieta rica em calorias. E recomendada a utilizagio
predominante de aminoacidos de cadeia ramificada. Se ocorrer encefalopatia hepatica, a in-
gestao protéica devera ser limitada a 0,5 a 1 g/kg/dia (Feranchak et al., 2001).

A deficiéncia dos micronutrientes pode colaborar com alguns sinais clinicos ines-
pecificos como anorexia e fraqueza muscular (Miiller, 1995). Deficiéncias de zinco, calcio,
fosfato, magnésio e ferro sdo comuns nos pacientes pediatricos e devem ser tratadas pronta-
mente (Gazal, 1995). O acaimulo de cobre, manganés e aluminio pode ocorrer na colestase
cronica e causar dano devido ao seu efeito oxidante no parénquima hepatico, agravado pelo

fato de haver deficiéncia de agentes antioxidantes como a vitamina E (Feranchack et al., 2001).

1.3 - Vitaminas na Colestase

A maioria das vitaminas hidrossoluveis sdo componentes de sistemas enzimaticos
essenciais e, varias delas estdo envolvidas em reacdes do metabolismo energético. Como
essas vitaminas nao sdo armazenadas no organismo em quantidades apreciaveis, ¢ necessario
um consumo diario para evitar a deplecdo e a interrupcao das funcdes fisiologicas intermedia-
das por elas. Fazem parte desse grupo as vitaminas do complexo B e o acido ascorbico (vita-
mina C) (Mahan e Stump, 1998).

Apesar de a menor aceitagdo da dieta e de a ma absorcao de nutrientes serem fa-

tores de risco para a deficiéncia das vitaminas hidrosoliveis, ndo ha relatos sobre a deficiéncia
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dessas vitaminas em criangas com doenga hepatica cronica. Como recomendacao nutricional,
Feranchak e colaboradores (2001) orientam sua suplementagdo vitaminica em uma a duas
vezes o recomendado para idade. Os suplementos, geralmente, contém valores adicionais de
vitaminas A e D que devem ser considerados para evitar os riscos de toxicidade desses.

As vitaminas lipossoliveis compreendem as vitaminas A, D, E e K. Sao absorvi-
das no trato gastrointestinal juntamente com as gorduras da dieta. O organismo nao ¢ capaz de
sintetiza-las ou as sintetiza em quantidades insuficientes, sendo necessario fornecé-las através
dos alimentos. A auséncia de bile no intestino causa esteatorréia com os sinais € 0s sintomas
decorrentes de ma absor¢ao descritos na figura 3. A esteatorréia ¢ proporcional a duragdo da

colestase e pode ser responsavel por diarréia cronica e desnutri¢ao.

Diminui¢do de sais biliares no intestino

\

Redugdo da emulsificagdo das gorduras da dieta

. - diarréia

Esteatorréia - desnutricdo

I - redugdo das proteinas plasmaticas

Absorcao deficiente de:
« VITAMINAA ——) Cegueira noturna
Lesoes de pele
« CALCIO e VITAMINA D ——) Osteomalacia
Desmineralizacao 6ssea
Cifose
Fraturas
« VITAMINA K — Hematomas
Sangramento espontaneo
Prolongamento do tempo de protombina
« VITAMINA E ——) Enfraquecimento neuromuscular

Fonte: Sherlock S, Dooley. J. eds. Cholestasis. In: Diseases of the liver and biliary System. 10 ed.
Oxford: Blackwell Science, 1997: 217-237.

Fig. 3 - Efeitos a longo prazo ocasionados pela auséncia de bile no intestino.
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Mello e Silveira (1995) padronizaram no HCPA a técnica de dosagem de gordura
nas fezes através do esteatocrito em nosso meio. Gazal (1995) utilizou esse exame para ava-
liar a perda de gordura nas fezes de criancas cirrdticas. e constatou uma diferenca significativa
quando comparado ao de criancas normais. Essa perda foi ainda maior em criangas com co-
lestase cronica devido a Atresia de Vias Biliares (AVBEH) e Sindrome de Alagille.

Quando a colestase inicia na infancia, as reservas corporais de vitaminas se des-
gastam rapidamente e as alteracdes clinicas provocadas pelas deficiéncias podem aparecer
precocemente se ndo houver suplementagao adequada (Feranchak ez al., 2001).

Vitamina A é o termo genérico para descrever todos os retindides. E um alcool
amarelo-claro cristalino, que foi chamado de retinol por sua acdo especifica no olho. Desem-
penha um papel essencial na visdo, na integridade das células epiteliais e no processo imu-
nolégico. E encontrada em alta quantidade no figado de boi, no 6leo de figado de peixes, na
gema de ovos, no leite e derivados e nos vegetais verdes e amarelos a partir do caroteno que ¢
uma pro-vitamina A (Ferachank et al., 2001). A deficiéncia cronica da vitamina A secundaria
a ma absorcao e a esteatorréia pode levar a cegueira noturna ou a alteracdes de pele, princi-
palmente em criancgas devido a maior demanda pelo crescimento associada a menores reservas
(Tershakovec, 1998). Ferranchak e colaboradores (2001) descrevem uma prevaléncia de defi-
ciéncia de vitamina A entre 35 a 69% das criancas com colestase cronica. Os mesmos autores
recomendam o uso de vitamina A na apresentacdo hidrossoluvel (5.000 a 25.000 U/dia) ou
100.000 UI intramuscular a cada 2 meses. A primeira apresentagao nao ¢ disponivel em nosso
meio e ambas exigem uma monitorizagdo cuidadosa dos niveis plasmaticos, visto que apre-
sentam efeitos téxicos com o uso a longo prazo como: hepatotoxicidade, aumento da pressao
intracraniana, dores Osseas, crescimento dsseo precoce e dermatite descamativa (Erlinger,
1999). O esquema recomendado para os pacientes hepatopatas cronicos com colestase do

HCPA em recuperagdo nutricional é de 5.000 a 20.000 Ul/dia (Ferreira et al., 2000).
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A vitamina K ¢ constituida por um grupo de substancias com propriedades anti-
-hemorragicas. Existem 3 formas de vitamina K: a K1 (encontrada nas plantas verdes), a K2
(formada pela agao bacteriana do intestino) e a K3 (sintética, considerada de pouca importan-
cia em nutricdo humana e chamada de menadiona). Essa vitamina ¢ essencial na sintese de
protrombina e estd presente em vegetais folhosos de cor escura, € em menores concentragoes,
no figado de boi e de porco, sendo resistente a coccao (Bricarello e Goulart, 1999). Na defi-
ciéncia de vitamina K ocorre o aumento do tempo necessario para a formagdo do coagulo o
que pode tornar-se um risco de sangramento iminente, principalmente se estiverem associadas
alteragdes hepaticas na sintese dos demais fatores de coagulacao (I, V, VII, IX, e X) bem co-
mo trombocitopenia causada pelo hiperesplenismo (Murray e Jonas, 1998). E recomendado
aos pacientes colestaticos a suplementacao de vitamina K intramuscular de 3 a 5 mg a cada 4
semanas (Feranchank et al., 2001). A equipe de hepatologia pediatrica do HCPA indica o uso
de 2,5 a 10 mg por més (Ferreira et al., 2000).

A descricdo das vitaminas D e E, bem como suas repercussdes clinicas na ma

absorc¢ao, serdo revisadas a seguir.

1.3.1 - Vitamina E

1.3.1.1 - Consideragdes Gerais

A vitamina E foi descoberta em 1922, quando se observou que anormalidades re-
produtivas em ratos criados eram corrigidas por uma substancia isolada de 6leos vegetais. Em
1938 foi identificada uma fracdo quimicamente pura chamada de tocoferol, derivada da pala-

vra grega Tokos, que significa parto, e Phero, que significa dar a luz (Mahan e Stump, 1998).
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Esta presente nas membranas celulares e promove uma acao antioxidante protegendo de dano
as membranas das organelas intracelulares (Alpers et al., 1995).

O termo vitamina E refere-se a uma classe de compostos: os tocoferois e os toco-
trienois. Os tocoferodis sdao subdivididos em alfa, beta, gama e delta. O alfa tocoferol ¢ o mais
ativo biologicamente (Fomon e Bell, 1993; Alpers, et al., 1995; Mahan e Stump, 1998). As
fontes da vitamina E sdo basicamente 0leos de sementes e, em menores quantidades, frutas,

vegetais e gorduras animais conforme, demonstra na tabela 4.

Tabela 4 - Contetido de vitamina E de alimentos selecionados

Alimentos Total de vitamina E (mg)
Oleo de germe de trigo, 1 colher de sopa 34,6
Améndoas recobertas por chocolate, /2 xicara 14,3
Oleo de milho, 1 colher de sopa 11-14
Oleo de soja, 1 colher de sopa 8,8-14
Oleo de girassol, 1 colher de sopa 8,5-8,8
Leite (sem gordura ou integral), 1 xicara 7,6
Abacate (Florida), 1 4,0
Macarrao e queijo, 1 xicara 3.5
Ervilhas cozidas, 1 xicara 3.4
Damascos secos, 10 2,2
Azeite, 1 colher de sopa 1,8
Margarina, 1 colher de sopa 1,6
Feijao enlatado cozido com carne de porco, 1 xicara 1,5
Achocolatado (simples), 30 gr 1,5
Salmao (cozido ou assado) 85 gr 1,3
Maionese, 1 colher de sopa 1,0
Frango assado, 140 gr 0,8
Manteiga, 1 colher de sopa 0,2

Fonte: Adaptado de Hands ES: Food Finder. Salen, Oregon, ESHA Research, 1990. Citado em:
Mahan, LK; Stump SE. Vitamina E. In: Krause: Alimentos, Nutrigdo e Dietoterapia. 9* ed. - Sdo
Paulo. ROCA 1998. P. 88-121.
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Nos seres humanos, sob o ponto de vista clinico, a vitamina E ndo parece exercer
um fator relevante na reprodu¢do. Varios sinais e sintomas observados quando de sua defi-
ciéncia em animais assemelham-se, de modo superficial, com os estados patolégicos no ho-
mem (Franco, 1999). Alguns autores comentam sobre o papel da vitamina E na resposta imu-
noldgica e na agregacdo plaquetéria (Delvin et al., 2000; Thara et al., 2000). A deficiéncia ¢
geralmente associada a grupos especiais como: recém-nascidos, prematuros, pacientes com
ma-absor¢ao ou obstrucdo biliar. Como a vitamina E atravessa com dificuldade a barreira pla-
centaria, e as reservas em tecido adiposo sdo pequenas em bebés, esses estdo mais propensos a
apresentar deficiéncia dessa vitamina, porém os niveis aumentam rapidamente com o inicio da
alimentagdo (Alpers et al., 1995; Phelps, 1987). Biervlut e colaboradores (2001) realizaram
um estudo com 524 criangas normais de 0 a 14 anos e observaram que as concentracdes de a
tocoferol em lactentes (0 a 1 ano) eram significativamente maiores do que em criangas de 4 a
14 anos. Atribuiram esse fato ao uso de formulas infantis enriquecidas de vitamina E. Esse
mesmo grupo de lactentes apresentou uma maior prote¢do ao estresse oxidativo avaliado pelas
concentragdes séricas de malondialdeido. Ainda hé controvérsias quanto ao uso de o tocoferol
em doses fisioldgicas para bebés expostos ao stress € a hemorragia cerebral (Phelps, 1987;
Sokol, 1990).

A vitamina E ¢ absorvida no intestino e penetra na circulagdo via sistema linfatico
em conjunto com os lipidios conforme ¢ demonstrado na figura 4. Na circulacdo sangiiinea, ¢
transportada junto com as lipoproteinas de baixa e alta densidade (LDL e HDL). A liberacao
da vitamina E para os tecidos envolve a a¢do das lipases que hidrolizam os quilomicrons e a
ligagdo com lipoproteinas de baixa densidade. Como a vitamina E ¢ a mais hidrofobica das
vitaminas lipossoliiveis necessita maior concentracdo de 4cidos biliares intraluminais para sua

absorcdo intestinal (Brigelius — Flohé e Traber, 1999).
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250HD = 25-Hidroxivitamina D
Fonte: Modificado de Feranchak AP, Ramires RO, Sokol RJ. In: Suchy FJ, Sokol RJ, Balistreri F eds. Liver Disease in
children. Philadelphia, Lippincott Willams & Wilkins. 2001:195-237.

Fig. 4 - Etapas da absorcao de gordura e de vitaminas lipossoluveis da dieta.

A freqiiéncia de deficiéncia de vitamina E em criancas com colestase cronica ¢ de
49% a 77% apesar da suplementagdo oral de rotina (Feranchak et al., 2001). A deficiéncia de
antioxidantes como a vitamina E pode agravar a lesdo hepatica ja estabelecida pela colestase e
pelo acimulo de cobre que ocorrem nestes pacientes (Mundz, 1991).

A determinagdo das reservas corporais de vitamina E pode ser realizada por do-
sagens plasmaticas ou marcadores funcionais que serao melhor especificados a seguir. A cor-
recao dos estados de deficiéncia pode necessitar altas doses de solugdo oral de o tocoferol e
pode ser prejudicada pela ma absor¢ao das vitaminas lipossoluveis. O uso de vitamina E pa-
renteral periodicamente (uma vez ao més) tem sido questionado devido aos valores flutuantes
que produz (Socha et al., 1997). Mais recentemente surgiu uma vitamina oral solivel em

agua, d - a - Tocopheryl Polyethylene Glycol 1.000 Succinate (TPGS) que apresenta uma 0ti-
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ma absor¢do, especialmente em pacientes com dificuldades na absor¢ao intestinal (Alpers et
al., 1995; Sokol et al., 1993).

Apesar de a vitamina E parecer ser segura quando utilizada em altas doses, sua to-
xicidade pode levar a coagulopatia por interferir na absor¢do das demais vitaminas liposso-
laveis (Tershakovec, 1998). Outros possiveis efeitos colaterais por altas doses incluem fadiga,
elevagdo dos lipidios plasmaticos, ma resposta a reposi¢cdo do ferro e disfungdo de leucdcitos

(Alpers et al., 1995).

1.3.1.2 - Diagnostico de Deficiéncia de Vitamina E

Sdo quatro as formas que podemos utilizar como métodos diagndsticos da defi-

ciéncia de vitamina E.

. Dosagens Plasmaticas

As dosagens plasmaticas podem ser realizadas por diferentes métodos: fluo-
rimetria, espectrofotometria e cromatografia (gasosa e liquida de alta precisao) (Bieri ef al.,
1979; Sokol, 1990).

A realizagdo de fluorimetria verificada em estudos de Sokol e colaboradores ¢
baseada no método de Hansen ¢ Warwick (1969) que descrevem um micrométodo de dosa-
gens simultaneas de vitaminas A e E a partir de extracdo do soro com hexano, apos precipi-
tacdo das proteinas com etanol. A partir dai, a fluorescéncia ¢ verificada com leituras de
480 pum para vitamina A e 340 um para vitamina E.

A espectofotometria baseia-se na extragdo das proteinas do plasma ou do soro e

na adicdo de reagentes que produzem cor que serd quantificada pelo espectofotometro (Hashim e
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Schuttringer, 1966). Essa técnica foi recentemente usada por Kalra e colaboradores (2001) em
estudo envolvendo criancas desnutridas.

As dosagens por cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC) utilizada em
varios trabalhos cientificos (Willett et al., 1983; Kaplan et al., 1988; Sokol et al., 1993;
Weimamn et al., 1999) baseiam-se na técnica descrita por Bieri e colaboradores (1979). Con-
sideram ser um método com vantagens sobre os demais (fluorimetria, espectofotometria e cro-
matografia gasosa) por ser rapida, relativamente simples, utilizdvel com amostras pequenas e
ndo sofrer influéncia de substancias interferentes. A técnica utiliza uma coluna e duas pré co-
lunas que sdo adaptadas ao equipamento para se proceder a separacdo da substancia que dese-
jamos dosar. Os diferentes solventes que circulam pela coluna durante tal separagdo sdo cha-
mados de fase movel. A deteccdo das substancias a serem dosadas pode ser feita por um de-
tector fluorimétrico ou de luz ultravioleta que fazem parte do equipamento e que as identifi-
cam em diferentes comprimentos de onda previamente estabelecidos. Nestas condig¢des, vi-
sualiza-se em um cromatograma o pico de detec¢do em um determinado tempo. Esse pico po-
dera ser quantificado ou pela area ou pela altura. Para injetar no equipamento as amostras de
plasma, elas devem sofrer uma extracdo com diferentes reagentes conforme o método utiliza-
do. A tabela 5 resume algumas técnicas descritas na literatura.

Um estudo brasileiro realizado por Weinmamn e colaboradores (1999) com re-
cém-nascidos prematuros, dosando retinol e o tocoferol utilizou a forma de extragdo baseada
no trabalho de Bieri e colaboradores (1979), apresentando bons resultados com precisdo e re-
cuperac¢ao, descritos na tabela 5.

Outro método de extracdo do plasma foi utilizado por Julianto e colaboradores
(1999) que o descrevem como um método factivel na determinacdo de rotina de o tocoferol
devido a facilidade, especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade. Os detalhes também es-

tdo descritos na tabela 5.



Tabela 5 - Métodos de dosagem plasmatica de vitamina e por HPLC descritos na literatura

Bieri et al.

Arnaud et al.

Julianto et al.

Weinmann et al.

Thara et al.

De Leenher Nilsson et al.
(1978) (1978) 1979) (1991) (1999) (1999) (2000)
Fase movel Metanol N hexano 96% Metanol 95% Acetonitrila 70% Metanol 94% Metanol 95% Hexano 99,1%
Diisopropyl-ether Agua 5% Metanol 10% Tetrahidrofurano 6% Agua 5% 2 propanol 0,9%
4% Diclorometanio 20%
Coluna 0,25 x 4,6 mm stainless-stell Bondapak C18 ODS 5 um Crestpak C18 Novapak C18 Shimpok FLC - SIL
60 cm x 2 mm 3,9 mm x 30 cm 5emx046cm  5um, 250 mmx 4,6 3,9mmx150mm 3 um - 50 x 4,6 mm
Pré-coluna RP-18 Corasil 1 Bondapark C18 RP-18 RP-18 Bondapak C18
10 um (3 x22 mm) (3cmx 0,46 cm) 30 — 40 pm (37 x 50 pum)
Detector Luz ultravioleta Fluorescéncia Luz ultravioleta Luz ultravioleta Luz ultravioleta Luz ultravioleta Luz ultravioleta
A =292 nm A =280 nm A =280 nm A =292 nm A =292 nm A =280 nm A =295 nm
Tempo de detec¢do 5 minutos 6 minutos 6 minutos 7 minutos 7,5 minutos 8 minutos 1,5 minutos
Reagentes Etanol Etanol Etanol Etanol Acetronitrila Etanol Agua
N.hexano N.hexano Heptano N.hexano tetrahidrofurano N.hexano Etanol
Hexano Hexano
Precisao 6%
CV% intraensaio 2,3% 5,6% 3,5-7,5% 1,4-29% 3,6 5,6 % 7,7%
CV% enterensaio 3.2% 2% 5-9% 1,5-6,3% 6,7—8,1 % 9,0%
Recuperagio 89 —100% 100% 98,3 a 108,7% 82 a118% 80,7 — 97,9% 94 a116% 97%
Populacao Pool de plasma Adultos normais  Adultos doadores de Doadores de sangue Plasma liofilizado e Recém-nascidos  Voluntarios normais
estudada sangue adicionado de prematuros (criangas e adultos)
padrdo
Nio relata Nio relata 6,8 — 15,8 mg/L ou

Valores obtidos

10,8 mg/1

17,0 — 39,9 nmol/l

839 + 90,2 pg/dl

30,5+ 6,8 uM

1,42-2, 42 mg/g
lipidios

poxyuy - |

ogdn

Onde: CV = Coeficiente de variagdo

61
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Os niveis plasmaticos da vitamina E, independente do método utilizado sao al-
tamente correlacionados com os lipidios totais. Sendo uma vitamina lipossoluvel, os lipidios
plasmaticos carreiam uma grande proporcao do tocoferol e a deficiéncia a nivel tecidual pode
estar presente apesar de o nivel plasmatico estar normal (Sokol ef al., 1984). Portanto, ¢ ne-
cessaria a dosagem simultanea dos lipidios totais e, a partir dai, a quantificagdo dos valores de
vitamina E em miligramas de tocoferol/miligramas de lipidios totais. Para quantificar os lipi-
dios totais podemos realizar medidas por colorimetria ou pela soma de colesterol, trigliceri-
dios e fosfolipidios (Sokol, 1990).

Os niveis plasmaticos considerados normais sofrem uma grande variabilidade de-
pendendo da técnica e dos padrdes de medidas utilizados. Sokol (1990) em uma revisao sobre

vitamina E altera¢des neuroldgicas considera como padrao os valores descritos na figura 5.

Menores de 12 anos = 3,9 a 5,5 pg/ml
ou
> 0,6 mg/grama de lipidio

Maiores de 12 anos = 4,7 a 20,3 pg/ml
ou
> 0,8 mg/grama de lipidio

Fig. 5 - Valores referenciais para o tocoferol nas diferen-
tes faixas etarias baseados nos estudos de Sokol e

colaboradores (1990).

« Avaliacao Funcional
Outra forma de diagnosticar a deficiéncia de vitamina E ¢ a avalia¢do funcio-
nal. A hipovitaminose E resulta na desestabilizacdo das membranas celulares quando expostas

a um estresse oxidante. O teste do perdxido de hidrogénio nos eritrocitds podera quantificar
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essa debilidade funcional a partir da ocorréncia de hemolise apds exposicao dos eritrocitos a
referida substancia (Alpers et al., 1995).

Ha relatos de outros testes funcionais que envolvem medidas de lipidios séricos
com peroxido e gas pentano expirado para quantificar a deficiéncia do antioxidante porém sao

testes trabalhosos e caros o que limita sua utilizagao (Sokol, 1990).

« Avaliacao Clinica
O exame neurolédgico para a pesquisa de sinais clinicos de deficiéncia de vita-
mina E ¢ amplamente descrito na literatura. Sokol (1990) descreve alteracdes neurologicas
que sao distintas conforme a causa subjacente da deficiéncia que serdo descritas posterior-

mente.

« Documentacio Histologica
A realizacdo de biopsia deve ser restrita a estudos especificos ou para diagnds-
tico diferencial de outras afec¢cdes neurologicas. Sao realizadas biopsias de nervos e musculos
da panturrilha para a defini¢ao de achados patoldgicos tipicos bem como para dosagens teci-

duais de vitamina E (Sokol 1983).

1.3.1.3 - Alteracdes Neurologicas e Hipovitaminose E

O papel da vitamina E na manuten¢do da estrutura e da fungdo dos sistema nervo-
so e musculo-esquelético foi reconhecido a partir da descoberta de uma doenga degenerativa
neuromuscular associada a deficiéncia de vitamina E durante a colestase e outros estados de

ma-absor¢ao (Elias et al., 1981; Rosemblum et al., 1981; Guggenhein et al., 1982; Sokol
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1983). As regides do sistema nervoso central envolvidas incluem o trato espinocerebelar, 3° e
4° pares cranianos; nervos periféricos; por¢do posterior da medula espinhal; sistema musculo
esquelético e retina. A figura 6 ilustra os locais de envolvimento neuromuscular relacionando
com a deficiéncia de vitamina E com as manifestagdes clinicas correspondentes. As alteracdes
neurologicas sdo distintas conforme a causa subjacente da deficiéncia dessa vitamina demons-

tradas na figura 7.

Cerebelo
. - — 7 Ataxia
Retina

J Acuidade visual =

Coluna Posterior

IIT e IV Par Craniano_ — ~ _ ~ I Propriocepgio
Oftalmoplegia - { Sensibilidade Vibratéria
-~
-
~
-~

Trato Espinocerebelarf -~
Ataxia

Nervo Periférico s
d Sensibilidade Tatil

e Vibratoria .

~

N a "
Musculo esquelético
Fraqueza

Fonte: Feranchak AP; Ramires RO, Sokol RJ. Medical na nutritional management of cholestasis. In Suchy FJ; Sokol RJ;
Balistreri WF. Liver Disease in Children. Lippincott William & Wilkins, Philadelphia 2™ ed. 2001.

Fig. 6 - Locais de envolvimento neuromuscular na deficiéncia de vitamina E com as manifestagdes

clinicas correspondentes.
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Abetalipo  Colestase cronica Outras patologias Deficiéncia
proteinenina da Infancia com ma absorgﬁo isolada de vit. E

Ataxia Cerebelar ++ ++ =

Perda da sensibilidade vi-
bratoria

Ptose

Fraqueza muscular

Disartria 4 +

++ = sempre presente; + = comumente presente; + = presente eventualmente; — = ausente
Fonte: Sokol RJ. Vitamin E. and Neurological Deficients. Adv pediatr. 1990; 37: 119 - 148.

Fig. 7 - Achados clinicos de deficiéncia de vitamina E em diferentes patologias.

As complicacdes neuroldgicas decorrentes da perda do efeito protetor que a vita-
mina E (exerce) sobre diversos agentes neurotoxicos sdo progressivas e podem ser facilmente
confundidas com outras sindromes neuroldgicas. A reposi¢ao adequada da vitamina interrom-
pe a progressdo dessas complicagdes e pode reverter alguns sintomas delas decorrentes

(Aparicio et al., 2000; Sokol et al., 1993).
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1.3.2 - Vitamina D

1.3.2.1 - Consideragdes Gerais

Considerando a sua disponibilidade, metabolismo e mecanismo de agdo ¢ mais
correto considerar a vitamina D um hormdnio esterdide do que uma vitamina no sentido clas-
sico (Norman e Henri, 1993). Os precursores da vitamina D estdo presentes na fracdo esterol
dos tecidos de animais e plantas como 7-dehidrocolesterol e ergosterol, respectivamente. A
radiagdo ultravioleta € que converte esses precursores em pro-vitaminas colecalciferol (D3) e
ergocalciferol (D2) respectivamente (Mahan e Stump, 1998).

As concentracdes plasmaticas adequadas existem na dependéncia da ingestdo da
vitamina D2 e D3 e da biossintese cutanea da vitamina D3 apds exposicao a luz ultravioleta.
A absor¢do depende do fluxo biliar adequado e ocorre a nivel do jejuno e do ileo. A vitamina
¢ transportada como quilomicrons até o figado. Nesse 6rgdo, ¢ submetida a 25-hidroxila¢ao
transformando-se em 25 (OH)D3. Apos, a 25(OH)D3 retorna a circulagdo e serd transportada
até o rim onde serd submetida a 1o hidroxilagdo para formar 1,25 dihidroxivitamina D3 [1,25
(OH2) D3] ou 24,25 dihidroxivitamina D3 [24,25 (OH)2D3] na dependéncia do estado de
suficiéncia de vitamina D (Norman e Henri 1993). A secrecdo do Paratorménio (PTH) ira
estimular a sintese de 1,25 (OH2)D3 no rim, que promovera a mobilizag¢ao de calcio do osso e
do intestino, além de regular a sintese de PTH por retroagao negativa (Hollick 1998). A figura
8 ilustra as etapas de metabolismo e as fungdes da vitamina D.

A 25(0OH)D3 ¢ a forma da vitamina D que se encontra circulante em maior quanti-
dade enquanto que a 1,25 (OH2) D3 ¢ a forma ativa da vitamina. Esse hormdnio apresenta um

efeito complexo sobre a formagao 6ssea que esta relacionado com a inibi¢ao da sintese do co-
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lageno e com as ligagdes do IGF-1 a seus receptores e proteinas ligadoras, o que o torna ne-

cessario para o crescimento normal e para a mineralizagdo 6ssea (Canalis, 1993).

Dieta Exposicao da pele a
luz solar

VITAMINA D

v

<4 25-Hidroxilagdo
FIGADO

25 (OH)D3

RINS

1 o hidroxilagao

v I

VITAMINA D{ VITAMINA DT
CALlCIO \A CALCIO T
PTH T PTH{
1,25(0H2)D3 24,25(0H2)D3
Osso Intestino
Glandula paratiredide
Regula a sintese de
PTH por retroagio
Absorc¢do de

Mineralizagdo e

reabsor¢do do calcio Cate PO,
Onde: PTH = Paratorménio 25(OH)D3 = 25 hidroxivitamina D
Ca = Calcio 1,25(0OH2)D3 = 1,25 dihidroxivitamina D

PO,4= Fosfato

Fig. 8 - Etapas do metabolismo e fungdes da vitamina D.
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A principal fun¢do do eixo vitamina D/Paratormonio ¢ manter o fluxo extracelular
com concentragdes apropriadas de célcio e fosfato e assim permitir a mineralizagdo dssea
(Chesney, 1996).

A vitamina D ocorre naturalmente em alimentos de origem animal na forma de
colecalciferol. E encontrada em quantidades pequenas ¢ altamente varidveis na manteiga, na
nata, na gema de ovo e no figado. O 6leo de figado de peixes ¢ considerado a melhor fonte de
vitamina D e foi reconhecido historicamente como a forma de cura para o raquitismo (Mahan

e Stump, 1998). A tabela 6 demonstra o conteudo de vitamina D de alimentos selecionados.

Tabela 6 - Contetido de vitamina D de alimentos selecionados*

Alimentos Ul
Arenque fresco e cru, 30 gr 269
Salmao, 30 gr 150
Leite de vaca reforcado, 1 xicara 100
Sardinha enlatada, 30 g 90
Figado de frango, cozido, 85 gr 45
Camarao enlatado, 30 gr 32
Gema de ovo 25
Leite materno, 1 xicara 1-24
Figado de bezerro cozido, 85 gr 12
Nata, creme, 1 colher de sopa 8
Queijo Cheddar, 30 gr 3
Ostras, 4 3
Manteiga, 1 colher de cha 1,4

Fonte: * Adaptado de USDA: Composition of Foods, Hnadbook No.8
Series. Washington, DC, ARS, USDA, 1976 — 1986. Citado
em: Mahan, LK; Stump SE. Vitamina E. In: Krause: Alimen-
tos, Nutrigdo e Dietoterapia. 9* ed. — Sdo Paulo. ROCA 1998
P.88 A 121.
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As manifestagcdes primarias da deficiéncia de vitamina D sdo hipocalcemia, hipo-
fosfatemia, tetania, osteomaldcia e raquitismo (Feranchak et al., 2001).

Os pacientes com coletase cronica apresentam ma absor¢do da vitamina D da die-
ta associada a menor exposi¢ao solar decorrentes do seu estado clinico. A avaliacao clinica da
deficiéncia de vitamina D em criancas com colestase ¢ feita preferencialmente pelos niveis
plasmaticos de 25 OHD3. Feranchak e colaboradores (2001) recomendam a utilizagdao de su-
plemento oral dessa vitamina em doses macicas em casos de deficiéncia comprovada por ni-
veis plasmaticos.

A hipervitaminose D pode causar alteragdes clinicas em conseqiliéncia da hiper-
calcemia que sdo: calcificagdo 6ssea excessiva e calcificacdo em tecidos moles (Ex.: célculo
renal). Em lactentes o excesso de vitamina D causa disturbios gastrintestinais, fragilidade 6ssea,
crescimento insuficiente e até retardo mental. Sao descritos também sintomas inespecificos

como cefaléia e nauseas.

1.3.2.2 - Diagnostico da Hipovitaminose D

A habilidade de medir com precisdo os metabdlitos da vitamina D no soro ou no
plasma humano tem sido aperfeigoada nas ultimas décadas, mas, apesar deste progresso, so-
mente as medidas de 25 OHD3 e 1,25 (OH)2 D3 tém sido clinicamente uteis (Clemens e
Adams 1993).

Como ja foi citado anteriormente, a dosagem de 25 OHD3 ¢ a forma mais apro-
priada de se verificar a real situagdo dos niveis plasmaticos de vitamina D, uma vez que os
niveis de 1,25 e (OH)2 D3 s3o mais indicativos da situagao do célcio e nao seriam essenciais

para a monitorizacao dessa vitamina (Feranchak et al., 2001).
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As formas de dosar 25 OHD descritas na literatura sao: Competitive Protein
Binding Assay (CPBA), High Performance Liquid Cromatography (HPLC) e radioimunoen-
saio (RIE). As técnicas por CBPA e HPLC necessitam de desprotenizagdo ou extracao assim
como a preparagao cromatografica que necessita de um volume grande da amostra (1 a 5 ml).
Sao técnicas consideradas trabalhosas e de alto custo (Hollis, 1993).

Até alguns anos, os autores nao priorizavam o uso da técnica por radioimunoen-
saio porque era considaderada pouco especifica e necessitava de purificagdo cromatografica
prévia (Clemens e Adams, 1993). Estudos mais recentes utilizam anti-soros que permitam
realizar dosagens com maior especificidade e simplicidade na execugdo sem necessitar maior
volume de plasma ou de soro (Hollis, 2000).

A prevaléncia de deficiéncia de vitamina D em criangas com doenga hepatica cro-
nica ¢ pouco descrita na literatura. Chin e colaboradores (1992) realizaram um estudo com 27
criancas com insuficiéncia hepatica cronica que aguardavam transplante e observaram uma

prevaléncia de 25% de hipovitaminose D.

1.3.2.3 - Alteragdes Osseas e Hipovitaminose D

As alteragdes clinicas que estdo associadas a desarranjos no metabolismo dsseo
causando diminui¢ao da massa ossea total sio chamadas de osteopenia, que pode ser dividida
em osteoporose, osteomalacia e raquitismo. A defini¢ao de cada uma dessas condigdes auxilia
a compreensdo dos possiveis mecanismos relacionados a osteopenia colestatica e estdo ilus-
trados na figura 9:

« osteoporose ¢ a diminuicdo do volume total do osso que ja foi normalmente

mineralizado tornando-o mais fragil e com risco aumentado de fraturas patologicas.
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« osteomalécia ¢ o processo de submineralizacdo do osso sem envolvimento da
placa epifisaria porque ocorre ap6s ter cessado o crescimento.
« raquitismo também € o processo de submineralizagdo do osso porém com en-

volvimento da placa epifisdria porque ocorre no 0sso em crescimento.

OSTEODISTROFIA HEPATICA

v

d Volume do osso normalmente mineralizado J mineralizag¢io 6ssea
Osteoporose Osteomalacia
Com envolvimento Sem envolvimento
da placa epifisaria da placa epifisaria
. Osteomalacia
Raquitismo propriamente dita

Voo

> OSTEOPENIA

Fonte: Vieira SMG. Densidometria 6ssea e fosfatasemia alcalina esquelética em criangas e adolescentes com colestase
cronica. Porto Alegre, 1995. [Dissertagdo — Mestrado Universidade Federal do Rio Grande do Sul].

Fig. 9 - Alteragdes 0sseas relacionadas a colestase cronica.

Estudo com densidometria 6ssea realizado no HCPA verificou que a doenga 0ssea
constitui uma complicagdo comum em criangas com colestase cronica (Vieira, 1995). Sua

causa estd relacionada a deficiéncia de vitamina D pela ma absor¢ao de vitaminas liposso-
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luveis; falha do figado em hidroxilar os precursores da vitamina D; desnutricao cronica ou ma
absorcao de minerais em conseqiiéncia da esteatorréia (Argao et al., 1993).

O raquitismo por hipovitaminose D ¢ a doenca do organismo em crescimento €
pode ser dividida conforme o quadro clinico (Hollick, 1998):

a) Manifestagdes precoces encontradas nos recém nascidos como: tetania hipocal-
cémica, fontanela alargada, deformagao craniana (craniotabes).

b) Manifestagdes osteomusculoesqueléticas que se exteriorizam de forma mais
exuberante nos locais onde existe maior atividade osteoblastica que sdo: rosario costal; espes-
samento no local de transicdo osso/cartilagem no nivel das costelas, alargamento das extremi-
dades dos ossos longos (punho e cotovelo); genu varum/genu valgum; hipotonia muscular;
hipersensibilidade articular, hiperexcitabilidade muscular e atraso na erup¢ao dentaria.

¢) Manifestagdes gerais: irritabilidade, sudorese, humor alterado, palidez e retardo
do crescimento.

Do ponto de vista radiologico, h4 alargamento das jungdes epifisiometafisarias,
osteoporose acentuada, fraturas, retardo na ossificagdo e perda da defini¢ao das epifises.

A deficiéncia de vitamina D, segundo estudos de Heubi e colaboradores (1989),
ndo parece ser a causa principal de osteopenia, mas admitem que a combinacao de alteragdes
na absor¢ao mineral e de vitamina D associada a altera¢des na matriz protéica deve contribuir
para a doenga 6ssea metabdlica em criangas com colestase cronica. Tem-se observado que
pacientes com colestase cronica que normalizam seu status de vitamina D podem continuar
com evidéncia de doenga 6ssea metabolica e isso reforca a idéia de haver outros fatores que

contribuem para a osteopenia nesses pacientes (Feranchak et al., 2001).
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2 - JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A avaliacdo do estado nutricional de criancas colestaticas tem se tornado assunto
de interesse crescente uma vez que o sucesso do transplante depende das condigdes clinicas e
nutricionais em que o paciente se encontra. Além disso, o melhor desenvolvimento nutricional
diminui a morbidade inclusive para os que ndo tém indicagdo de transplante.

A deficiéncia de vitaminas lipossoliiveis em pacientes colestaticos ¢ bem estabele-
cida e as repercussdes clinicas da deficiéncia dessas vitaminas sdo bem conhecidas e podem
ser abrandadas ou resolvidas com uma adequada suplementagdo vitaminica. A realizagdo de
dosagens plasmaticas de vitaminas ¢ importante para detectar deficiéncias assim como para
monitorizar uma suplementagdo adequada, mas tais dosagens plasmaticas ndo sdo realizadas
de rotina impedindo que se estabeleca um confronto com as altera¢des neuroldgicas e defi-

ciéncia de mineralizagdo dssea nos pacientes atendidos no HCPA.



3 - OBJETIVOS




3 - Objetivos

34

3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Principal

Verificar os niveis plasmaticos de vitaminas D e E de uma amostra de criangas e

de adolescentes com colestase cronica.

3.2 - Objetivos Secundarios

« Verificar o estado nutricional, a ingestdo de macro e micronutrientes, tempo de
colestase bem como o uso de suplemento vitaminico dos pacientes colestaticos para estabe-
lecer uma eventual relagdo com os niveis plasmaticos das vitaminas.

. Realizar avaliacdo neurologica dos pacientes colestaticos para estabelecer

eventual relacdo com os niveis plasmaticos de vitamina E.
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4 - CASUISTICA E METODOS

4.1 - Consideracoes Iniciais e Delineamento

O planejamento da pesquisa foi baseado na determinacdo dos niveis plasmaticos
de a tocoferol (vitamina E) em criangas e em adolescentes com colestase cronica. Foram rea-
lizadas avaliagdes nutricionais e neuroldgicas, assim como as seguintes dosagens séricas: bi-
lirrubina total, bilirrubina direta, aspartatoaminotransferase (AST), alaninoaminotransferase
(ALT), gama glutamiltransferase (yGT), albumina, fosfatase alcalina, lipidios totais, colesterol
e triglicerideos.

Diante das dificuldades encontradas na dosagem de vitamina E, optamos por rea-
lizar um segundo estudo com a determinacao de 25-hidroxivitamina D (vitamina D). Portanto,
discutiremos as etapas desde a coleta dos dados, as dificuldades técnicas na dosagem da vita-
mina E até a obtencao dos resultados, conforme esta resumido na figura 10.

Os delineamentos realizados para os estudos foram:

Primeiro estudo: Estudo transversal controlado em que o fator em estudo ¢ a
colestase cronica e o desfecho € o nivel sérico de vitamina E.

Segundo estudo: Estudo transversal controlado em que fator em estudo ¢ a co-

lestase cronica e o desfecho ¢ o nivel sérico de vitamina D.
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SELECAO DA AMOSTRA

AVALIACAO NUTRICIONAL

AVALIACAO NEUROLOGICA

COLETA DE EXAMES

ARMAZENAMENTO DO PLASMA

+

1 ESTUDO /

Vitamina E - 12 fase

v

Aprendizado da técnica
e
manuseio do HPLC

v

Validacdo do 1° método

v

Vitamina E - 22 fase

Aprendizado de nova técnica
de extracdo do plasma

Validacdo do 2° método

v

Vitamina E - 32 fase

Adaptacdes das técnicas
ja utilizadas

Validacdo do 3° método

v

Obtencao de resultados
discordantes dos da literatura

p» | 22 ESTUDO

v

Vitamina D

v

Aprendizado da técnica por Radioimunoensaio

v

Validagao da técnica

v

Dosagens dos plasmas armazenados

'

Obtencao dos valores de Vitamina D

na amostra estudada

Onde: HPLC = High performance liquid cromatography

Fig. 10 - Etapas de realizagdo das de dosagens plasmaticas de vitaminas D ¢ E.
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4.2 - Amostra Estudada

Criangas e adolescentes colestaticos que consultaram no ambulatorio ou estiveram
internados na Unidade de Gastroenterologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Ale-
gre (HCPA) no periodo de dezembro de 2000 a abril de 2002.

Participaram como controles, criangas e adolescentes eutro6ficos e normais do pon-
to de vista gastroenterologico que consultaram no ambulatério de Cirurgia Pediatrica do HCPA

para realizacdo de cirurgia eletiva.

4.2.1 - Criterios de Inclusdo

4.2.1.1 - Pacientes

Faixa etaria de 4 meses a 18 anos.
Evidéncia de colestase por periodo igual ou superior a 3 meses diagnosticada atra-
vés de: ictericia, coluria, acolia ou prurido devido a hiperbilirrubinemia de reagdo direta supe-

rior a 30% da bilirrubina total.

4.2.1.2 - Controles

 Faixa etaria de 4 meses a 18 anos.
« Estado nutricional adequado para idade e género (NCHS).

« Auséncia de doenga hepatica ou gastrointestinal.

Indicacdo de coleta de sangue para exames pré-operatorios.
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4.2.2 - Criterio de Exclusdo

4.2.2.1 - Pacientes

« Hepatopatia cronica sem evidéncia de colestase.

« Uso de vitamina D ou E injetavel nos ultimos 30 dias.

« Uso de nutrigdo parenteral total (NPT) nos ultimos 3 meses.
« Doenca neurolégica de base.

« Nao assinatura do termo de consentimento informado (Anexo I).

4.2.2.2 - Controles

« Doenga hepatica ou gastrointestinal.
« Desnutri¢do identificada pelo grafico de crescimento (NCHS).

« Nao assinatura ao Termo de Consentimento Informado (Anexo VI).

4.2.3 - Calculo do Tamanho da Amostra

O tamanho da amostra foi calculado para um poder estatistico de 80%, conside-
rando um o = 0,05 e um tamanho de efeito de aproximadamente um desvio padrao. Para isso

foi necessaria a inclusdo de, no minimo, 34 individuos entre casos e controles.
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4.3 - Variaveis em Estudo

A partir da assinatura do consentimento informado, os pais dos pacientes selecio-
nados, eram informados de que, na coleta dos exames de rotina, seriam realizados os exames
do estudo, e era preenchido um protocolo de avaliacdo com dados clinicos, avaliacdo neurold-
gica e nutricional (Anexo II).

Era orientado jejum de 4 horas para menores de 1 ano e de 8 horas para maiores
de 1 ano. Era solicitado, também, o preenchimento de um inquérito alimentar nos 3 dias que

antecediam a coleta dos exames (Anexo III).

4.3.1 - Avaliacdo Nutricional

Foi realizada a avalia¢do nutricional em colaboragdo com a nutricionista Carla
Silveira. A analise dos resultados antropométricos foi feita a partir das tabelas do National
Center of Healh Statistics (NCHS 1997), para os Percentis ¢ Escore Z (WHO Technical
Report Series, 1995). Foram realizadas medidas de Circunferéncia braquial (CB), circunfe-
réncia muscular do brago (CMB) e Prega cutanea tricipital (PCT) com padrdes normais esta-
belecidos por Frisancho (1981). Foram considerados desnutridos os individuos com medidas
de peso e de estatura com 2 ou mais desvios padrao abaixo da média pelo escore Z ou percen-
til menor que 5 nos padrdes de NCHS e Frisancho.

O inquérito nutricional foi realizado nos trés dias prévios a coleta da amostra de
sangue e da avaliacdo nutricional antropométrica. Foram quantificados: ingesta calorica, pro-
téica, lipidica, glicidica e de minerais. Esses valores foram comparados com o recomendado

para idade de acordo com as revisdes da Organizagdo Mundial de Saude (FAO/OMS/UNU -
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revisao 1985) e RDA (1989). A analise dos nutrientes foi feita com o auxilio do programa de
computador Sistema de apoio a decisdo em nutri¢do, versao 2.5 (Angdo et al., 1995), desen-
volvido pelo Centro de Informatica em Saude da Universidade Federal de Sao Paulo — Escola

Paulista de Medicina.

4.3.2 - Avaliag¢dao Neurologica

A avaliacdo neuroldgica foi realizada pela médica residente da Unidade de Neuro-
logia Pediatrica do HCPA Josiane Ranzan. Foi realizado exame neuroldgico de acordo com a

faixa etdria conforme protocolos anexos (Anexo IV e V) baseado nos estudos de Lefreve

(1971).

4.3.3 - Tempo de Colestase

No preenchimento do protocolo (Anexo II) era especificada a data do diagndstico

da colestase, identificada pela histdria clinica e pela revisdo do prontuario do paciente.

4.3.4 - Suplementagdo Oral de Vitaminas Lipossoluveis

O uso regular de vitaminas, como ¢ descrito na tabela 7, foi verificado durante o

preenchimento do protocolo de avaliagdo.
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Tabela 7 - Suplementacao de vitaminas prescritas aos pacientes colestaticos

Dose Apresentacio Recomendada

Vitamina A 6.600 UL/dl Aderogil D3"

12 gotas 2 x dia
Vitamina D 2.600 Ul/dl Aderogil D3®

12 gotas 2 x dia
Vitamina E 100 mg/dia Ephynal®

400 mg/cada 4 dias
Vitamina K 5 mg/més Kanakion®

4.3.5 - Exames Laboratoriais

Para a realiza¢do dos exames detalhados na tabela 8 foi coletado sangue e distri-
buido em 3 frascos:

— Um frasco com EDTA (sal dissddico do acido etillenodiaminotetracético), pro-
tegido da luz com papel laminado que, logo apos, era centrifugado. O plasma era armazenado

em microtubos envoltos em papel laminado em aliquotas de 300 uL e congelado no freezer a

— 80° C para posterior dosagem de vitaminas.

- Um frasco sem EDTA que era encaminhado do Servigo de Bioquimica do
HCPA para realizacdo dos exames que constam no protocolo e outros de que houvesse neces-
sidade clinica particular.

- Um frasco sem EDTA, com gel separador, que, apos centrifugacdo, era enca-
minhado para dosagens de lipidios totais, colesterol e triglicerideos no laboratério Weinmann,
sob a supervisdo do Dr. Olivir Schenkel.

Para os controles, além dos exames pré-operatérios que deveriam realizar, era so-

licitada a autorizagdo dos pais (Anexo VI) para coletar amostras de sangue para as dosagens
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de vitaminas. O sangue coletado era distribuido em 2 frascos: um com EDTA que se armaze-
nava no freezer a — 80°C, da mesma forma que os dos casos, e um sem EDTA, com gel sepa-
rador para ser encaminhado ao laboratério Weinmann para as dosagens de lipidios totais, coles-

terol e triglicerideos.

Tabela 8 - Avaliacdes laboratoriais realizadas no estudo

* Valores referéncias de Sokol e colaboradores (1990).
** Referéncia de estudo em criangas (Phillips, 2001).
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4.4 - Estudo 1 - Dosagem de Vitamina E

4.4.1 - Primeira Fase da Dosagem de Vitamina E

A técnica de dosagem para a tocoferol foi o método descrito por Julianto e colabo-

radores (1999).

4.4.1.1 - Método

Para o desenvolvimento do método foi utilizado um cromatografo liquido de alta
precisdo (High Precision Liquid Chromagrafia - HPLC) - SHIMADZU SSCL - 10 A, equipa-
do com duas bombas de fluxo LC - 10 AD. Detector de Absorvancia UV - VIS SPD - 10 A e
integrador C - R6A Chromatopac, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao.

Os acessorios e as condi¢des utilizados para o desenvolvimento da técnica por

HPLC encontram-se na tabela 9.

Tabela 9 - Condi¢des cromatograficas para adequacao do método por HPLC utilizada na de-

terminagdo de a tocoferol no plasma humano - 1* fase

Fase movel Tetrahidrofurano 6% em metanol

Coluna Coluna Spherissorb ODS - 2 UM (250 x 4 MM)

Pré-coluna Lichrospher® 100 RP-18 (5 pm)/Lichrocart™4 - 4
Acoplador Manu - CART® 4 mm

Detector Luz ultravioleta (A = 292 nm)

Sensibilidade de detecgao 0,005 AUFS

Fluxo 1,5 mL/min

Volume de injecao (loop) 50 ulL

Quantificagdo altura do pico
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4.4.1.2 - Preparagao do Padrao e Extracdo do Plasma

E preparada uma solucio a partir do padrio de a tocoferol Sigma (St. Louis, MO,
USA) diluida na mesma solugdo que sera utilizada para a extragdo do plasma: Acetonitrila e
Tetrahidrofurano [3:2] (ACT / THF).

A extracdo do plasma ¢ realizada a partir dos seguintes procedimentos:

« 100 ml plasma + 200 mL de ACT/THF.

« Vortex por 2 minutos.

« Centrifugar a 12.800 gr por 20 minutos.

« Retirar o sobrenadante e injetar na coluna.

« Proceder a leitura.

4.4.1.3 - Valida¢ao do Método

Para a validacdo do método, ¢ necessario seguir as seguintes etapas: curva de cali-
bragdo, precisdo e recuperagao.
Na curva de calibragdo utilizamos a solucdo padrdo ja descrita e preparamos a

curva conforme demonstra a figura 11.
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IOi mL [0,5 mg/mL]
25mL

@ [50 mg/mL] = solugdo mae
250 mL
- 1mL+ @ 50 mL [1 pg/mL]
—>2mL+ @ 50 mL [2 pg/mL]
—2mL + @ 25 mL [4 pg/mL]
—>4mL+ @ 25 mL [8 pg/mL]
—> 8mL + @ 25mL [16 pg/mL]
— 16 mL + @ 25 mL [32 pg/mL]

Fig. 11 - Preparagdo da curva de calibragdo da vitamina E - 1* fase.

Para testar a precisdo, ¢ necessario realizar o doseamento do mesmo plasma por

10 vezes, utilizando-se a mesma extragdo, comparando-o com os valores obtidos pelo padrao.

4.4.2 - Segunda Fase da Dosagem de Vitamina E

Revisando novamente a literatura, optamos por utilizar a técnica de extragdo des-

crita por Weinmann e colaboradores (1999).
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Foi utilizado o mesmo equipamento de HPLC com as condi¢des descritas na ta-

bela 10.

Tabela 10 - Condi¢des cromatograficas para adequagdo do método por HPLC utilizada na

determinagéo de o tocoferol no plasma humano - 2* fase

Fase movel
Coluna

Pré-coluna

Detector

Sensibilidade de detecgao
Fluxo

Volume de injecao (loop)

Quantificagdo

Metanol 95% em agua
Coluna Spherissorb ODS -2 ¢ 5 UM (250 x 4 MM)

Lichrospher® 100 RP-18 (5 pm)/Lichrocart™4 - 4
Acoplador Manu - CART 4 mm

Luz ultravioleta (A = 292 nm)
0,005 AUFS

1,5 mL/min

100 uL

Area do pico

Onde: AUFS = Absorbance units of full scale

4.4.2.2 - Preparagdo do Padrao e Extracdo do Plasma

A solugdo padro ¢ preparada a partir do mesmo padrdo de a tocoferol utilizado

na 1? fase porém diluido em Metanol.

A extracdo ¢ realizada a partir das seguintes etapas:

« 100 uL de soro com 100 pL de fase movel.

« Vortex por 1 minuto.

« Adicionar 100 pL de Hexano.

« Vortex 2 minutos e centrifugar 4.500 RPM x 10 minutos.
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« Retirar o sobrenadante (= 50 pL).

« Colocar em frasco ambar (Viels) e evaporar com Nitrogénio.

« Ressuspender em fase movel (130 mL)

« Injetar no HPLC.

4.4.2.3 — Validagao do Método

Novamente ¢ realizada a validacdo do método a partir das etapas: curva de cali-
bragdo, precisdo e recuperagao.
Com a solugdo padrdo diluida em metanol preparou-se a curva de calibragdo con-

forme ¢ descrito na figura 12.

6 —» 125 mg de tocoferol (500 pg/mL)
25mL
2mL
é — > 20 pg/mL
50 mL
> 100 pL + 900 uL =2 pg/mL
—» 200 uL + 800 uL =4 pg/mL
—» 300 uL + 700 pL = 6 pg/mL
—» 400 pL + 600 pL = 8 ug/mL
—» 500 uL + 500 pL =10 pg/mL
—»  1.000 pL =20 ug/mL

Fig. 12 - Preparagdo da curva de calibragdo da vitamina E - 2* fase.
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Para realizar a precisdo e a recuperagao foi utilizado um pool de plasma oriundo
de adultos doadores de sangue, supostamente normais, que realizaram exames soroldgicos.
Esse sangue ndo permaneceu sob os cuidados de protecao a luz durante a realizagao da coleta
e armazenamento até a realizacdo do pool. Por isso, apos obter estes plasmas e realizar algu-
mas extracoes e algumas dosagens, obtiveram-se valores muitos baixos. Por obter valores
muito baixos de vitamina E nesse pool de plasma, foi adicionada a ele a referida vitamina,
realizando-se novas dosagens para verificar a precisao do método

Juntamente com as dosagens do padrao e pool de plasma, realizamos a recupera-
¢do de um ponto que consideramos como um piloto para definir se prosseguiriamos a valida-

¢ao deste método.

4.4.3 - Terceira Fase da Dosagem de Vitamina E

Apo6s encontrar dificuldades na validagdo dos métodos descritos, optamos por
adaptar as duas técnicas utilizando basicamente a extragdo do primeiro método com a fase

movel do segundo método.

4.4.3.1 - Método

Novamente utilizamos o HPLC com algumas modifica¢des nas condi¢des croma-

trograficas descritas na tabela 11.
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Tabela 11 - Condigdes cromatrograficas para a adequagao do método por HPLC utilizada na

determinacdo de a tocoferol no plasma humano - 3 fase

Fase movel
Coluna

Pré-coluna

Detector

Sensibilidade de detec¢ao
Fluxo

Volume de injegao (loop)

Quantificagdo

Metanol/agua 95:5
Coluna Spherissorb ODS -2 e 5 UM (250 x 4 MM)

Lichrospher® 100 RP-18 (5 pm)/Lichrocart™4 - 4
Acoplador Manu - CART 4 mm

Luz ultravioleta (A = 292 nm)
0,005 AUFS

1,5 mL/min

100 pL

Area de pico

Onde: AUFS = Absorbance units of full scale

4.4.3.2 - Preparagao do Padrao e Extracao das Amostras

A solugdo padrao foi a mesma utilizada na segunda fase, ou seja, a tocoferol di-

luido em metanol, enquanto a extracao foi identica a da primeira fase, ou seja:

« 100 pL plasma + 200 puL de ACT/THF.

« Vortex por 2 minutos.

« Centrifugar a 12.800 gr por 20 minutos.

« Retirar o sobrenadante e injetar na coluna.

« Proceder a leitura.
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4.4.3.3 — Valida¢ao do Método

Repetimos as etapas da validagdo para o novo método. Utilizando-se a solugdo pa-
drao de tocoferol diluida em metanol, preparou-se nova curva de calibragdo com seis pontos
(1 pg/mL; 2 pg/mL; 4 pg/mL; 8 pg/mL; 16 pg/mL; 32 ng/mL) da mesma forma que como foi
descrita no item 3.5.2.1.

Apds extrair o mesmo plasma por 10 vezes, foi verificada a precisdo do método.

A recuperagdo foi realizada a partir de uma curva de concentra¢des descritas na fi-

gura 13.

||
@ 5 [0,5 mg/mL]
50 mg
—>2ml+ @ =40 ug/mL. — R1
—>3ml+ é =60 ng/mL. — R2
S 4ml+ @ =80 ug/mL  —> R3
> 5ml+ @ =100 ug/mL —> R4
S 6ml+ @ =120 pg/mL —> RS

Fig. 13 - Preparacdo da curva de concentragdes da vitamina E para recuperagao.
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Para extra¢do do plasma puro, utilizou-se a dilui¢do apenas com 200 pL. de ACT/

THF. Para a extragdo do plasma adicionado, foi utilizado 100 pL do padrao e 200 pL. de ACT/
THEF. Por isso, antes de calcularmos a recuperagao, fez-se um ajuste matematico para padroni-
zar as dilui¢des em 1:3 para o plasma puro e 1:4 para o plasma adicionado. Apds tal ajuste,

calculou-se a recuperagdo com a seguinte formula:

R% = [CF - CA/CP] . 100

Onde: R% = Percentual de recuperagio
CF = Concentragdo da substancia de referéncia + amostra
CA = Concentragdo da amostra
CP = Concentragao da substancia adicional

4.4.3.4 - Dosagens das Amostras

A realizacdo das dosagens foi iniciada, utilizando-se os soros armazenados de ca-
sos e controles, com a seguinte sistematica:

« Dosagem do padrao.

« Dosagem do pool de plasma previamente preparado.

« Dosagem das amostras.

4.5 - Estudo 2 - Dosagem da Vitamina D

A técnica utilizada foi por radiomunoensaio, com um kit 25-hydroxyvitamin D

(25-0H-D) - Nichols Institute Diagnostics - Paris. Foi desenvolvida no laboratorio de Radioi-
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munoensaio do HCPA juntamente com a Dra. Ligia Beatriz Crosseti e sob a supervisdao do

Dr. José Romildo de Jesus.

4.5.1 - Metodo

O método baseia-se na extragdo com hidroxido de sddio e acetonitrila que causa
precipitagdo das proteinas séricas e extragdo de 25-OHD. Apods centrifugagdo, porgdes do
sobrenadante sdo incubadas com um tracador de iodo marcado (25-OHD125 1 ) e com um
anticorpo policlonal de ovelha anti-25-OHD altamente especifico. A separacdo do tragador li-
gado ao anticorpo do tragador livre ¢ obtida por uma curta incubagdo com sac-gel® (IgG
celulose anti-soro de ovelha) seguido por centrifugacdo e decantagdo. Apds decantar o sobre-
nadante, exceto nos tubos da contagem total, invertem-se os tubos em um papel absorvente
para remover a fase liquida. Colocam-se todos os tubos com o precipitado na gama-camara

por 1 minuto (Contador de radiagio gama Packard Auto-gama® COBRA).

4.5.2 - Validacgdo do Método

Para validagdo do método, o kit j4 descrito conta com a utilizacdo de padrdes e
controles conforme ¢ demonstrado na figura 14. A partir desses padrdes ¢ realizada uma curva

de calibra¢do com valores em nmol/L ou ng/mL.
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Para avaliar a precisdo do método, os fornecedores descrevem um coeficiente de
variagdes entre 5,3% a 6,1% nas dosagens intraensaio e um coeficiente de variagdo entre 7,3%
a 8,1% nas dosagens interensaio.

Para avaliar a recuperagao foram utilizados 4 pontos de concentragdo em que fo-

ram adicionados 20 e 40 nmol/L em cada ponto. A recuperacdo média descrita foi de 101,9%.

EXTRACAO
Tubos/Descri¢ao Plasma Reagente de Reagente de
extracio 1 extracio 2

IMUNOENSAIO

Tubos Descricio Extrato [-25D Antisoro Reagente S Solugao de
lavagem

* Extrato padrao.
** NSB = Tampao de fosfato.

Fig. 14 - Demonstragdo esquematica das etapas de extragdo e de imunoensaio da 250HD.




5- AVALIACAO ESTATISTICA




5 - Avaliacao Estatistica

56

5- AVALIACAO ESTATISTICA

O programa estatistico utilizado para analise dos resultados foi o SPSS (Statistical
Package for Social Science).A populagdo estudada foi descrita através de percentual, média, me-
diana, desvio padrdo e percentis. O teste T paramétrico foi utilizado para avaliar os resultados
com comportamento normal entre os dois grupos (colestaticos e controles): idade, lipidios totais,
colesterol, triglicerideos e vitamina D. Os demais testes estatisticos foram ndo paramétricos por
ndo haver uma distribui¢do normal das varidveis de interesse. O teste de qui-quadrado foi utili-
zado para as comparagdes entre variaveis qualitativas (género, grupo, estado nutricional, e uso de
suplementagdo oral) enquanto que o teste U de Mann-Whitney para as varidveis quantitativas
(idade, niveis plasmaticos, tempo de colestase). As correlagdes entre niveis plasmaticos com o
tempo de colestase foram analisadas pelo coeficiente de Spearman. Em todos os testes citados fo-

ram considerados como significativos um valor P < 0,05.
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6 - CONSIDERACOES ETICAS

O projeto de pesquisa “Niveis séricos de a tocoferol em criancas e em adolescen-
tes com colestase cronica” foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Satide do Hos-
pital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), registrado no Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagao
(GPPG) com o numero 00-352.

O segundo projeto de pesquisa “Niveis séricos de vitamina D em criangas e ado-
lescentes com colestase cronica” foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Satide
do HCPA, registrado no GPPG com o ntimero 02-075.

Os consentimentos informados foram assinados pelos pais ou responsaveis das

criangas e dos adolescentes, conforme os Anexos I e VI ja relatados.
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7 - RESULTADOS

7.1 - Caracteristicas dos Pacientes Estudados

Participaram do estudo 22 criangas e adolescentes com colestase cronica, sendo
13 do sexo feminino (59,1%) e 9 do sexo masculino (40,9%). A mediana de idade foi 3,6 anos
com variagdes entre 4 meses € 18 anos.

Para os niveis séricos de lipidios totais, colesterol e triglicerideos, assim como pa-
ra os niveis plamaticos das vitaminas D e E, participaram como controles 17 criangas nor-
mais, sendo 13 do sexo masculino (76,5%) e 4 do sexo feminino (23,5%). A mediana de idade
foi 4,3 anos com variagdes entre 5 meses € 13 anos.

Os valores de género e de idade dos pacientes colestaticos e controles sdo de-

monstrados nas tabelas 12 e 13, ndo havendo diferenca estatistica entre os dois grupos.

Tabela 12 - Distribuicdo dos pacientes e dos controles quanto ao género (teste de Qui-quadrado)

Colestaticos Controles

Masculino 13 (59,1%) 13 (76,5%)

Feminino 9 (40,9%) 4 (23,5%)

P=0,42
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Tabela 13 - Distribui¢do dos pacientes e dos controles quanto a idade (teste T paramétrico)

Média Desvio- Mediana P25 P75 Minimo Maximo

-padrio
Colestaticos 6,1 anos 5,9 anos 3,6 anos 10 meses 13 anos 4 meses 18 anos
Controles 6,3 anos 4,6 anos 4,3 anos 2meses 10,8 anos 5 meses 13 anos

P=0,235

Os diagnosticos etiologicos da colestase cronica foram: atresia de vias biliares
(AVBEH) em 10 criancas (45,5%); hepatite neonatal (HepNeo) em 1 crianga (4,5%); sindro-
me de Alagille (S. Alagille) em 3 criancas (13,6%); fibrose hepéatica congénita-forma coles-
tatica (FHC) em 2 criangas (9,1%); hepatite Cronica Autoimune (HCAI) em 2 criangas
(9,1%); Hepatite viral C pds-transplante (HCPT) em 1 crianca (4,5%) e rejeicdo cronica
(RejCron) em 1 crianga (4,5%). Nao foi possivel definir o diagnostico em 2 criangas (9,1%).

A figura 15 demonstra a freqiiéncia dos diferentes diagndsticos.

B AVBEH OHEP NEO B S. ALLAGILLE
OFHC BHCAI BHCPT
EREJ. CRON. asD

Fig. 15 - Distribuicdo dos pacientes por etiologia da colestase.
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Na avaliacdo antropomética pelas tabelas do NCHS, observamos uma prevaléncia

de 36% de desnutri¢do para peso e 41% para estatura em relacdo a idade e ao sexo. Nas me-

didas de circunferéncia braquial, circunferéncia muscular do braco e prega cutanea triciptal

constatamos uma prevaléncia de desnutricdo em 63%, 59% e 50%, respectivamente. Os valo-

res em percentis para as referidas medidas podem ser vistos na tabela 14.

Tabela 14 - Distribui¢dao dos pacientes quanto ao estado nutricional em percentis a partir das

tabelas de NCHS e Frisancho

Percentil Peso (%) Altura (%) CB (%) CMB (%) PCT (%)
<5 36,4 40,9 63,6 59,1 50
<10 4,5 22,7 18,2 13,6 9,1
<50 27,3 13,6 13,6 22,7 31,8
<75 18,2 13,6 4,5 4,5 4,5
<95 9,1 91 0 0 4,5
>95 4,5 0 0 0 0

Onde: CB - Circunferéncia do brago
CMB - Circunferéncia muscular do brago
PCT - Prega cuténea triciptal

Na avaliacao antropométrica pelo Escore Z, obtivemos uma prevaléncia de desnu-

tridos para os critérios altura/idade e peso/idade de 33,3% e 23,8%, respectivamente. Quando

avaliado o peso em relagdo a altura, ndo observamos valores abaixo de 2 desvio padrdo. Estes

valores sao demonstrados na figura 16.
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Onde: ZAI = Escore Z para altura/idade
ZPA = Escore Z para peso/altura
ZPI = Escore z para peso/idade

Fig. 16 - Distribui¢@o dos pacientes quanto ao escore Z.
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O inquérito alimentar dos pacientes demonstrou uma ingestao média de 89,33 *
27,4% em relacdo a RDA de acordo com sexo e idade. Os valores de proteinas, lipidios e gli-
cidios sdo demonstrados em percentuais em relacdo as calorias totais ingeridas (VET) na
tabela 15. A ingestdo de calcio (Ca), fosforo (P), magnésio (Mg), ferro (Fe) e zinco (Zn) em

relacdo a RDA s3o demonstrados na tabela 16.

Tabela 15 - Ingestdo dos macronutrientes em relagdo as calorias totais ingeridas

% Médio % Desvio-padrio

Proteinas 13,19 +3,04
Lipidios 30,38 + 3,98
Glicidios 57,0 +55

Tabela 16 - Mediana dos percentuais dos micronutrientes ingeridos em relagdo ao recomen-

dado para a idade e género

Mediana (%) P25 (%) P75 (%)

Ca 90 57 107
P 92 66 123
Mg 108 51 134
Fe 44 33 100

Zn 40 29 59
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O exame neuroldgico realizado nos 21 pacientes colestaticos foi normal em 12

(57%), alterado em 9 (43%) como ¢ visto na figura 17. Foi constatada a ocorréncia de 20 alte-

ragdes neurologicas em 9 pacientes como demonstra a figura 18, e as caracteristicas dos pa-

cientes com alteragdes neuroldgicas estdo demonstradas na tabela 17.

43%

57%

ONormal
M Alterado

Fig. 17 - Prevaléncia de alteragdes ao exame neurologico dos
pacientes estudados.

Achado Neurologico

AN D kA WL ND =

8.
9.

. Reflexos profundos diminuidos

. Trofismo diminuido globalmente

. Tonus muscular diminuido globalmente
. Paresia em membro inferior direito

. Tremor de extremidades

. Aumento do poligono de sustentacdo na

marcha

. Reflexo cutaneo-plantar extensor a D e

flexor a E
Hipertonia dos membros inferiores

Hiper-reflexia nos membros inferiores

10. Diminui¢ao de for¢a no MSD

(Grau 1V - V)

11. Incoordenagdo motora (prova index nariz)

Pacientes
5 6
X
X
X
X
X

b

Fig. 18 - Descricdo das alteragdes neurologicas observadas nos pacientes colestaticos.
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Tabela 17 - Caracteristicas dos pacientes com exame neurolédgico alterado
Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Idade 3 anos lanoe  7anose 7m 5m 3anose 3anose 10meses 11 anose
13 meses 9 meses Smeses 11 meses 5 meses
Género M F M M M M M F M
Diagnostico Rejeicio S. de S. de AVBEH AVBEH AVBEH S. de AVBEH AVBEH
cronica*  Alagille  Alagille Alagille
Uso de suple- Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim Sim

mentagao oral
de vitamina

* O diagnostico prévio ao transplante era AVBEH
AVBEH = Atresia de vias biliares extra-hepatica
S. de Alagille — Sindrome de Alagille

O uso regular de suplemento oral de vitaminas lipossolaveis, foi observado em 14
pacientes (63%). Os 8 pacientes restantes (36,4%) ndo faziam uso de medicagdo ou usavam
de modo irregular a medicagdo prescrita.

Entre os nove pacientes com alteragdes neurologicas, apenas um ndo usava re-
gularmente o suplemento oral de vitaminas lipossoluveis conforme ¢ ressaltado na tabela 17.
A mediana do tempo de colestase foi del ano com variagdes entre 3 meses e 16 anos. Esses

valores sdo demonstrados na tabela 18.
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Tabela 18 - Mediana do tempo de colestase dos pacientes estudados
Média Desvio-padrao  Mediana P25 P75 Minimo Maximo
3 anos 4,2 anos 1 ano 6 meses 3,6 anos 3 meses 16 meses

O perfil bioquimico dos pacientes estudados ¢ demonstrado na tabela 19.
Confrontando o tempo de colestase com os valores bioquimicos e lipidicos obtive-

mos correlagdo significativa apenas com lipidios totais e triglicerideos, como demonstra a ta-

bela 20.
Tabela 19 - Perfil bioquimico dos pacientes estudados
Mediana P25 P75 Variacdo Valor de Referéncia

ALT 153 125 212 83 a675 até 25U/1

AST 139 72 190 30 - 417 até¢ 20U/1

BT 6,35 3,20 14,30 1,6 - 38 0,3 - 1,2 mg/dl
BD 3,70 1,60 7,30 0,7 -22,6 até 0,2 mg/dl

yGT 155,5 80 322 33 -850 até 28 U/l

FA 1029 737 1500 359 - 3562 480 -680 U/I

ALB 3,10 2,6 3,90 2,1-4,5 3,4-4,8 g/dl

Onde: AST - Aspartatoaminotransferase
ALT - Alaninoaminotransferase
BT - Bilirrubina total
BD - Bilirrubina direta
yGT - Gama glutamiltransferase
FA — Fosfatase alcalina
ALB - Albumina
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Tabela 20 - Correlacdo entre tempo de colestase e valores bioquimicos

Variével estudada Coeficiente de correlacio Spearman Nivel de signiﬁcﬁncia

-0,01

-0,19

-0,21

-0,28
Onde: AST - Aspartatoaminotransferase ALT - Alaninoaminotransferase LT - Lipidios totais
BT - Bilirrubina total BD - Bilirrubina direta Col - Colesterol
yGT - Gama glutamiltransferase FA - Fosfatase alcalina TRI — Triglicerideos

ALB - Albumina

As concentracdes de bilirrubina direta variaram entre 0,7 a 22,6 mg/dl (figura 19).
Todos os pacientes apresentavam valores de Aminotransferases, Gamaglutamiltransferase su-
periores aos valores de referéncia (figura 20). Os valores de fosfatase alcalina variaram entre
359 a 3.562 U/L com uma mediana de 1.020 U/L (figura 21). Os valores de Albumina oscila-

ram entre 2,1 a 4,5 g/dl com uma média de 3,10 £ 0,72 g/dl.
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Valores normais:
Bilirrubina Total (BT) = 0,3 a 1,2 mg/dl
Bilirrubina Direta (BD) = at¢ 0,2 mg/dl

Fig. 19 - Bilirrubina dos pacientes estudados.
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Fig. 20 - Aminotransferases (ALT e AST) e Gama glutamiltransferases (GGT) dos

pacientes estudados.
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Pacientes BEFA

Valores normais:
Até 15 anos = até 680 U/l
Fosfatase Alcalina (FA) 4 15 a 17 anos = até 480 U/I
Adultos = até 300 U/I

Fig. 21 - Fosfatase Alcalina (FA) dos pacientes estudados.

A tabela 21 demonstra o nivel sérico de lipidios totais, colesterol e triglicerideos
que foi avaliado entre colestaticos e controles. Os valores médios entre os dois grupos nao ti-
veram diferenca estatisticamente significativa. A figura 22 demonstra os valores absolutos

observados entre os 2 grupos.

Tabela 21 - Nivel sérico de lipidios totais, de colesterol e de triglicerideos dos pacientes co-

lestaticos e controles (teste T paramétrico)

Média Desvio-padrao Nivel de significancia (p)

(mg%o)
Lipidios Totais  Colestaticos 617 194 p=043
Controles 542 102
Colesterol Colestaticos 171 80 p=0,10
Controles 143 23
Triglicerideos  Colestaticos 144 87 p=0,183

Controles 106 51
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Fig. 22 - Valores absolutos de lipidios totais, de colesterol e de triglicerideos dos pacientes colesta-
ticos e controles.

Entre os pacientes desnutridos, definidos a partir do escore Z (A/I), obtivemos
64,3% com avaliagdo neurologica normal e 35,7% com exame alterado. Ja entre os eutréficos
33,3% foram normais e 66,7% foram neurologicamente alterados, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,20).

Ao relacionar o tempo de colestase com o estado nutricional a partir do escore Z
(A/T) observamos que os pacientes eutroficos tém um periodo de colestase que varia de 3 me-
ses a 7,7 anos, com uma mediana de 6 meses, ja os desnutridos tém um periodo de colestase
que varia de 4 meses a 16 anos com uma mediana de 12 meses. Essas diferencas nao sao esta-
tisticamente significativas (p = 0,17).

Utilizando o escore Z para altura/idade para comparar com perfil bioquimico, nao
obtivemos correlacao significativa como demonstra a tabela 22. Para os valores de lipidios to-
tais, a mediana entre eutrdficos foi de 792 mg% e para desnutridos foi de 535 mg%, enquanto

o colesterol entre eutroficos foi de 218 mg% entre desnutridos foi de 136 mg%.
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Tabela 22 - Relacao entre escore Z (A/I) e valores bioquimicos (teste de Mann-Whitney)

Variavel Eutrofico Desnutrido Significancia
a correlacionar mediana mediana (p)
AST 150 U/1 162 U/l 0,24
ALT 111 U1 117 U/l 0,39
BT 8,10 mg/dL 6,35 mg/dL 0,79
BD 4,10 mg/dL 3,70 mg/dL 0,88
yGT 341 U/ 131 U/ 0,17
FA 1303 U/l 902 U/1 0,26
ALB 3,80 g/dL 2,95 mg% 0,10
LT 792 mg% 535 mg% 0,052
COL 218 mg% 136 mg% 0,048
TRI 162 mg% 108 mg% 0,10

72

ALT- Alaninoaminotransferase LT - Lipidios totais
BD - Bilirrubina direta COL - Colesterol
FA - Fosfatase alcalina TRI - Triglicerideos

Onde: AST- Aspartatoaminotransferase
BT - Bilirrubina total
yGT - Gama glutamiltransferase
ALB - Albumina

7.2 - Dosagem de Vitamina E - 1* Fase

7.2.1 - Validacdo do Método

No processo de validagdo do método realizou-se uma curva de calibragdo com

seis pontos, em triplicata, demonstrada na figura 23.

y=1797,51x - 305,8
R*=0,9992
30000
25000
2 20000
=%
=]
= 15000 -
E
e 1 3
= 0000
5000 -
0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 39
Concentragao pg/mL
== Area Linear (Area) ‘

Fig. 23 - Curva de calibragio de vitamina E -1* fase.
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Ao realizar a extragdo do plasma para o doseamento, ndo foi possivel detectar, no

cromatograma, o pico referente a vitamina E que surgiu juntamente com os demais compo-

nentes do plasma, por isso nao foi possivel prosseguir a validacao do presente método. A fi-

gura 24 demonstra esse fato.
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..... ) 0
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Fig. 24 - Representacdo cromatografica do doseamento
de vitamina E com padrdo diluido e no plasma

— 12 fase:

A - Padrao diluido em acetonitrila + tetrahidrofurano.
B - Plasma extraido com acetonitrila + tetrahidrofurano.
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7.3 - Dosagem de Vitamina E - 2* Fase

O cromatograma obtido a partir do padrao diluido e do plasma extraido ¢ demons-

trado na figura 25.
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Fig. 25 - Representacdo cromatografica do doseamento de vi-
tamina E — 2° fase:

A - Padrio diluido em metanol.
B - Plasma extraido com hexano.
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7.3.1 — Validacdo do Método

Foram realizadas curvas de calibragdo com seis pontos, em triplicata. Os valores

médios sdo demonstrados na figura 26.

60000 y=2865,5x - 1168,6
R® =0,9744
50000
S 40000 -
=
< 30000 ¢ Area
§ G — Linear (Area)
<< 20000 -
10000 hd
0 T T T T
0 5 10 15 20 25
Concentragao (ug/mL)

Fig. 26 - Curva de calibragio da vitamina E - 2* Fase.

Os valores para o célculo de precisdo e de recuperagdo estdo demonstrados na ta-

bela 23.
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Tabela 23 - Demonstragdo das leituras e dos calculos de precisdo e de recuperagio - 2* fase

Leitura
82.462 )
75.725
63.124

Pool de plasma 75.045 \» X =97562
140.754 0 = 34380

160.316 CV =35,34%
91.723
91352 ./

Calculo de recuperagio 129,8%

Onde: X = Média
& = Desvio padréo
CV = Coeficiente de variagdo

Considerando as dificuldades técnicas de extragdo associadas a resultados com

baixa precisdo, optamos por testar a 3* técnica.

7.4 - Dosagem de Vitamina E - 3* Fase

O cromatograma obtido a partir do padrdo diluido do plasma extraido ¢ demons-

trado na figura 27.
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Fig. 27 - Representacdo cromatografica do doseamento de vitamina
E — 3* fase:

A - Padrao diluido em metanol.
B - Plasma extraido com acetonitrila + tetrahidrofurano.

7.4.1 — Validacdo do Método

Foram realizadas curvas de calibragdo com seis pontos em triplicata. Os valores

médios sdo demonstrados na figura 28.
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Fig. 28 - Curva de calibragdo da vitamina E - 3* fase.

Os valores obtidos do mesmo plasma para o célculo da precisdo estdo demos-

trados na tabela 24.

Tabela 24 - Demonstragio das leituras e dos calculos de precisio - 3* fase

Onde: X =Média &= Desvio-padrdo ~ CV = Coeficiente de variagdo
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A recuperagao foi obtida a partir de uma curva de concentragdes e foi realizado

um ajuste matematico para as diferentes diluigdes conforme ja foi descrito. Os valores de re-

cuperagao sao demontrados na tabela 25.

Tabela 25 - Demonstracao das leituras e calculos da recuperagao - 3* fase

Plasma puro R1 R2 R3 R4 RS

Diluicao Plasma 100 Plasma 100 Plasma 100 Plasma 100 Plasma 100 Plasma 100
(uL) ACT/THF200 40 pg/mL 100 60 pg/mL 100 80 pg/mL 100

100 pg/mL 100 120 pg/mL 100
. ACT/THF200 ACT/THF200 ACT/THF200 ACT/THF200 ACT/THF100
1:3
1:4 1:4 1:4 1:4 1:4
Valores 7,06 22,3 43,5 53,8 84,1 101,47
obtidos
(nug/mL)
Ajuste
Matematico 2,34 5,57 10,87 13,45 21,02 25,36
1:4
%R 32,3% 56,8% 55,5% 74,4% 76,7%
Onde: ACT/THF = Acetonitrila + tetrahidrofurano

%R = Percentual de recuperagio

7.4.2 - Dosagens das Amostras

Mesmo observando-se uma recuperacao baixa, resolveu-se dosar o nivel plasma-
tico de vitamina E em 22 amostras para testar o método. Os valores descritos na tabela 26 sao

considerados muito baixos, tanto para caso como controle. Esse fato confirma uma baixa sen-

sibilidade do método utilizado que nos impede de emitir conclusdes.
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Tabela 26 - Niveis plasmaticos de vitamina E obtidos

80
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7.5 - Dosagem de Vitamina

7.5.1 — Validacdo do Método

D

81

O kit utilizado ja consta de etapas de validacdo como foi descrito anteriormente. A

curva de concentragdes obtidas, através de padrdes, antes de analisar as amostras, ¢ demons-

trada na figura 29.

Assay type: RIA

%REF DOUND

I SR SRS ST SO
‘\\
ng/ml 160.000

STD CPM DEFINED DOSE IB/F CALC.DOSE IDIFF

1 7597 1.60000 88.54 1.62715 1.70

2 7085 4.00000 82.32 3.93963 -1.51

3 4642 10.00000 52.64 10.00143 0.01

4 2653 25.60000 28.46 25.59992 0.00

5 1347 64.00000 12.59 64.00000 0.00

6 930 160.00000 7.52 159.99976 0.00

Fig. 29 - Curva de calibrago da vitamina D.



7 - Resultados

82

7.5.2 - Valores Obtidos

O valor médio de vitamina D entre os pacientes colestaticos foi de13,07 £ 8,39 ng/mL,
enquanto no grupo controle foi de 25,58 + 16,73 ng/mL. Esses valores apresentam uma dife-
renga estatisticamente significativa (p = 0,007), como demonstra a figura 30. Entre os indivi-
duos colestaticos, observamos uma prevaléncia de 36% de déficit de vitamina D (valores me-
nores de 9 ng/mL). J4 no grupo controle ndo foi constatada deficiéncia de vitamina D, porém

uma crianga apresentava valores superiores aos referenciais (valores até 52 ng/mL).

Onde: Linha azul = 52 ng/mL
Linha verde = 9 ng/mL

Fig. 30 - Niveis plasmaticos de vitamina D (ng/ml) em colestaticos e em contro-
les (Teste T paramétrico).
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Relacionando as medianas da vitamina D entre eutroficos e desnutridos, a partir

do escore Z para altura e idade nao observamos diferenga estatistica, como demonstra a figura

31 (P =0,55).

14-
121
10-

ng/mL

S D B~ N ©

Eutrofico Desnutrido

Fig. 31 - Medianas dos niveis plasmaticos de vitamina D (ng/mL) entre pa-

cientes eutroficos e desnutridos (Mann-Whitney U).

A correlagdo entre o tempo de colestase e os niveis plasmaticos de vitamina D
também nao foi significativa, pois observamos um coeficiente de correlagdo de Spearmann de
— 0,09 com valor p =0,67.

Ao compararmos os niveis plasmaticos de vitamina D entre os pacientes que utili-
zam regularmente a suplementacdo oral e os que ndo a utilizam, verificamos que ndo ha dife-

renga estatisticamente significativas (p = 1), como demonstra a figura 32.
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Fig. 32 - Comparagdo das medianas dos niveis plasmaticos de vitamina D
(ng/mL) entre pacientes que utilizam ou nao suplemento oral (Mann-
-Whitney U).
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8 - DISCUSSAO

8.1 - Caracteristicas da Amostra com Relacao as Variaveis Estudadas

Serdo realizadas consideragdes sobre as caracteristicas demograficas e delinea-
mento, os diagnosticos prevalentes, o estado nutricional, o exame neuroldgico e os exames la-

boratoriais dos individuos estudados.

8.1.1 - Caracteristicas Demogrdficas e Delineamento

Os pacientes estudados apresentam uma variagdo de idade bem ampla, atingindo
desde lactentes de 4 meses a adolescentes de 18 anos. Utilizamos um grupo controle com dis-
tribuicao de género e de idade semelhantes como demonstram respectivamente as tabelas 12 e
13. Revisando diferentes estudos com objetivos similares, observamos distribui¢do de faixa

etaria tdo variavel e ampla como a nossa demonstrada nas tabelas 27, 28 e 29.
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Tabela 27 - Caracteristicas de estudos realizados sobre niveis plasmaticos de vitamina E em

pacientes colestaticos e avaliagdo neurologica

Autor (ano)

Faixa etaria

Amostra estudada (n)

Delineamento

Rosemblum et al.

(1981)

Guggenheim et al.

(1982)

Sokol et al.
(1983)

Sokol et al.
(1983)

Sokol et al.
(1984)

Tazawa et al.

(1984)

Sokol et al.
(1985)

Sokol et al.
(1985)

Sokol
(1993)

Benitez
(1996)

Socha
(1997)

Presente estudo

(2002)

S5ma 15 anos

3 ma 7 anos

4.5ma 12 anos

6 ma 38 anos

6 m a 34 anos

9m a 17 anos

1 ma 17 anos

19 ma 17,5 anos

6 m a 20 anos

1 ma 15 anos

9 m a 3,4 anos

4 ma 18 anos

Hepatopatas cronicos com colestase e
alteracdes neurologicas (7)

Hepatopatas cronicos com colestase

(19)

Hepatopatas cronicos com colestase (4)
Controles normais (18)

Hepatopatas cronicos com colestase e
deficiéncia de vitamina E (6)

Hepatopatas cronicos com colestase
sem deficiéncia de vitamina E (10)

Controles sem colestase (22)

Hepatopatas cronicos com colestase (15)
Controles sem colestase (25)

Portadores de AVBEH (37)

Hepatopata cronico com: colestase in-
tra-hepatica (46)
Colestase extra hepatica (47)

Hepatopata cronico com colestase e
deficiéncia de vitamina E (14)

Hepatopata crénico com colestase e
deficiéncia de vitamina E (60)

Hepatopatas cronicos com colestase
(60)

Hepatopatas cronicos com colestase (15)
Controles normais (18)

Hepatopatas cronicos com colestase (22)
Controles normais (17)

Estudo longitudinal

Transversal para os coles-
taticos e longitudinal para
os portadores de doenca
neuromuscular e def. de
vit.E

Estudo transversal contro-
lado

Estudo longitudinal contro-
lado com intervengao

Estudo transversal contro-
lado com intervengao

Estudo transversal

Estudo transversal com se-
guimento longitudinal

Estudo longitudinal nao
controlado

Estudo longitudinal, con-
trolado com intervengao

Estudo longitudinal com
intervengao

Estudo longitudinal contro-
lado

Estudo transversal
controlado
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Tabela 28 - Caracteristicas de estudos realizados sobre avaliagdo nutricional e perfil lipidico

de criancas e de adolescentes com hepatopatia cronica
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Tabela 29 - Caracteristicas de estudos realizados sobre niveis plasmaticos de vitamina D

e/ou osteopenia em criangas com colestase

Autor (ano)

Faixa etaria

Populacio estudada (n)

Delineamento

Heubi et al.
(1989)

Bucuvalas et al.

(1990)

Argao et al.
(1993)

Vieira
(1995)

Chongsrisawat

(2001)

Presente estudo

(2002)

1 a 19 anos

4 ma 16 anos

2 m a 20 anos

6 m a 18 anos

6ma 10 anos

4 m a 18 anos

Hepatopatas cronicos com colestase (6)

Controles com outras doengas sem hepa-
topatia (6)

Hepatopatas cronicos com colestase (9)

Controles normais (5)

Hepatopatas cronicos com colestase (56)

Hepatopatas cronicos com colestase (32)

Portadores de AVBEH (42)

Hepatopatas cronicos com colestase (22)

Controles normais (17)

Transversal controlado
com intervengao

Transversal controlado

Transversal

Transversal

Transversal

Transversal controlado

O estudo mais recente observado na literatura sobre vitamina E e suas repercus-

sdes neurologicas ¢ descrito por Socha (1997) com 28 individuos (15 colestaticos e 13 con-

troles) que avaliou uma faixa etaria restrita de 9 meses a 3,4 anos (tabela 27). Percebemos ai

uma caréncia de estudos atuais que avaliem a prevaléncia de vitamina E entre pacientes co-

lestaticos com suas repercussdes neuroldgicas.

Trabalhos realizados com hepatopatas sem estabelecer diferenciacdo entre coles-

taticos e ndo colestaticos, como observamos em estudos sobre avaliacdo nutricional e perfil

lipidico (tabela 28), devem ser vistos com cautela quando confrontados com o presente estu-

do. A fisiopatologia da desnutri¢do do colestatico relacionada com a deficiéncia dos 4cidos bi-
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liares no lumen intestinal sdo associadas com as causas da desnutricdo inerentes a hepatopatia
cronica. Mattar (1999) realizou avaliagdo de 14 colestaticos e comparou com 11 pacientes he-
patopatas nao colestaticos e observou diferencas significativas com maior prevaléncia e gra-
vidade de desnutri¢do entre os colestaticos.

Na avalia¢do de vitamina D do presente estudo foi realizado um delineamento
transversal controlado. Os estudos controlados para as caracteristicas similares (tabela 29) sao
realizados por Heubi ef al. (1989) e Bucuvalas ef al. (1990) com uma amostra de 12 ¢ 9 indi-
viduos respectivamente. O estudo atual consta de 39 individuos que nos permite valorizar me-

lhor os resultados.

8.1.2 - Diagnosticos Prevalentes

Os pacientes do presente estudo ndo seguem as caracteristicas apenas da colestase
neonatal, porém a maioria das patologias foram identificadas no periodo neonatal.
A tabela 30 ilustra a freqiiéncia relativa dos tipos de colestase na infancia em

centros de referéncia com mais de 500 casos relatados descritos por Balistreri (1999).



8 - Discussio

91

Tabela 30 - Freqiliéncia relativa dos tipos de colestase na infincia em centros de referéncia

com mais de 500 casos relatados

Forma clinica Percentual Freqiiéncia estimada
cumulativo (por 10.000 nascidos vivos)
“Hepatite neonatal idiopatica” 35-40 1,25
Atresia biliar extra-hepatica 25-30 0,70
Deficiéncia de alfa-1-AT 7-10 0,25
Colestase intra-hepatica (c¢/ ou s/ ductopenia) 5-6 0,14
Hepatite por CMV 3-5 <0,1
Erro inato da sintese de acidos biliares 2 <0,1
Sepse bacteriana 2 <0,1
Hepatite por herpes, rubéola 1 <0,1
Distarbios enddcrinos 1 <0,1

AT = Antitripsina
CMYV = Citomegalovirus
Fonte: Silveira TR. Ictericia na infancia. In: Mattos AA, Dantas W. Compéndio de Hepatologia. 2? ed. Sdo Paulo. Fun-

dacgdo Editorial BYK, 2001: 207-236.

No nosso meio, Silveira (1995) descreve estudo prospectivo de 287 lactentes com
ictericia colestatica acompanhados em Porto Alegre e observa que 33% apresentavam hepatite
neonatal e 22% eram portadores de AVBEH.

O aprimoramento dos diagnosticos das doengas genético — metabolicas fez com
que a prevaléncia de causas idiopaticas fossem entdo identificadas. Stormonn et al. (2001)
revisaram o diagnostico de criancas menores de 6 meses atendidas em um hospital terciario da
Austrélia e observaram que 50% dos casos eram devidos a causas genéticas e metabolicas ou
secundarias a nutri¢do parenteral. As causas obstrutivas constituam 20% dos casos e ndo foi
possivel identificar o(s) fator(es) de determinante(s) em 25% dos casos.

Os estudos relatados até o momento referem-se a colestase neonatal. Devemos

lembrar que a freqiiéncia das nosologias da colestase neonatal ¢ diferente da colestase cronica
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da infancia e da adolescéncia, podendo, ainda, ter uma variacao, dependendo da populagdo
estudada e do local de atendimento dos pacientes.

A maior prevaléncia de AVBEH ¢ observada nos estudos envolvendo criangas e
adolescentes com hepatopatia cronica descritos na tabela 31. Sokol e Stall (1990), em um
estudo sobre avaliagdo antropométrica de criangas e adolescentes com hepatopatia crdnica,
avaliaram 56 criancas de 1 més a 10 anos e encontraram 57% delas com AVBEH e os demais
com outros diagndsticos. Vieira (1995) avaliou 32 criangas e adolescentes com colestase cro-
nica no HCPA e encontrou 43,8% de AVBEH. O percentual de pacientes com AVBEH en-
contrado por Benitez et al. (1996), quando avaliaram 60 pacientes de 6 meses a 15 anos, foi
similar. Mattar (1999) encontrou 68% da mesma patologia quando avaliou 25 criancas de 6
meses a 12 anos. No presente estudo, a prevaléncia de AVBEH foi 45% e, em apenas 2 pa-
cientes, nao foi possivel definir o diagnostico, como podemos verificar na figura 15. O fato de
estudarmos pacientes cuja colestase cronica se estendeu até a adolescéncia nos permitiu maior

tempo para estabelecer os diagnoésticos.

Tabela 31 - Diagnosticos prevalentes em estudos envolvendo criancas e adolescentes com

hepatopatia cronica

AVBEH S. Alagille Hep Neo Def alA  HCAI Outros

(%) (%) (%) (%) (0) ()
Sokol e Stall (1990) 32 (57) 5(9) 8 (14) 4(7) 7(13)
Vieira (1995) 14 (43,8) 3(9,4) 2 (6,3) 1(3,1) 12375
Benitez et al. (1996) 24 (45,3) 8 (15,1) 3(5,7) 2(3,8) 6(11,4)
Mattar (1999) 17 (68) 1 (4) 7 (28)
Presente Estudo (2002) 10 (45,5) 3(13,6) 1(4,5) 209,1)  6(27.3)

Onde: AVBEH = Atresia de vias biliares extra-hepatica
Def a1 A = Deficiéncia de alfa 1-antitripsina
Hep Neo = Hepatite neonatal
S. Alagille = Sindrome de Alagille
HCALI = Hepatite cronica autoimune
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8.1.3 - Estado Nutricional

As causas de desnutricdo em criancas ¢ em adolescentes com doenga hepatica
cronica bem como as particularidades observadas na avaliagdo nutricional desses pacientes, ja
foram mencionadas previamente (tabela 2).

A prevaléncia de desnutricdo observada no presente estudo tanto pelos percentis a
partir do NCHS como pelo Escore Z (tabela 14 e figura 16) foi em torno de 30 — 40%, sendo
semelhante a observada em estudos realizados em Porto Alegre (Gazal, 1995; Vieira, 1995).
Porém, hé relatos na literatura em que a prevaléncia de desnutricdo em hepatopatas pode
chegar a 70% (Cabédo, 1999). Segundo Monte (2000), em uma populagdo sadia se encontra
menos de 1% de déficits graves e cerca de 2,3% de déficits moderados.

Estudo realizado em Porto Alegre (Aerts, 1996), avaliou o estado nutricional de
uma amostra representativa da populacao de Porto Alegre (3389 criangas de 0 a 59 meses) e
observou uma prevaléncia de retardo de crescimento de 6,5%. Foram considerados como
retardo de crescimento os mesmos indices de altura/idade com menos de 2 desvios padrao em
relagdo a populagao de referéncia (NCHS). Issler e Giugliani (1997) também realizaram um
estudo na cidade de Porto Alegre entre os moradores de bolsdes de pobreza da Vila Grande
Cruzeiro e encontraram uma prevaléncia de desnutricdo para o mesmo indice (altura/idade)
entre 12,2% a 19,3%, dependendo da faixa etaria. Portanto, mesmo considerando amostragens
menos favorecidas da populacdo, os indices de desnutricao dos pacientes colestaticos sao bas-
tante superiores.

A deteccao de maior prevaléncia de desnutricdo quando se avalia a altura em re-
lagdo a idade e a subestimagao da desnutri¢do quando se avalia o peso em relacao a estatura ¢
reforgada pelos achados de Sokol e Stall (1990). Em nosso estudo, quando consideramos a

altura/idade abaixo do percentil 5% pelo padrao NCHS, a prevaléncia de desnutricdo foi
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40,9%, enquanto que pelo escore Z foi de 33%. Essa diferenca ¢ explicada pelo fato de o es-
core Z ser considerado muito exigente, classificando como desnutridas somente formas mode-
radas e graves de desnutricao, rotulando os casos mais leves como normais (Victora et al.,
1988).

Ao avaliar as reservas de gorduras (PCT) e as reservas de proteinas (CMB), obser-
vamos uma prevaléncia de valores abaixo do percentil 5 ainda mais elevada: 50% para a PCT
e 59,1% para a CMB. Vale ressaltar que essas medidas sdo consideradas confidveis nesse gru-
po de pacientes uma vez que sao menos influenciados por edema, pela propria acao da gravi-
dade (Cabédo, 1999). Sokol e Stall (1990) realizaram um estudo com 56 criangas de 1 més a
10 anos com doenca hepatica cronica para caracterizar o estado nutricional e determinar a
utilidade dos indices antropométricos para esse grupo de pacientes. Concluiram que, apesar da
possibilidade de edema, as medidas de PCT e CMB dao uma estimativa do estado nutricional
desses pacientes.

As calorias, os macronutrientes € os micronutrientes ingeridos pelos pacientes do
estudo e o esperado para criancas e adolescentes com colestase esta descrito na tabela 32. A
ingestdo caldrica de valores inferiores a 100% para uma populagdo que deveria receber pelo
menos 150% das recomendagdes diarias para idade (RDA) ¢ justificada pelos motivos ja des-
critos previamente na tabela 2. Ja os percentuais de proteinas, lipidios e glicidios em relagao
ao total de calorias ingerido sdo concordantes com o preconizado pela equipe de transplante
hepatico infantil do HCPA (Ferreira et al., 2000).

Para os valores de micronutrientes ingeridos pelos nossos pacientes, chama a aten-
¢do os baixos percentuais de ferro e zinco em relagdo a RDA. O percentual de ferro ingerido ¢
semelhante ao observado por outros estudos (Cardoso et al., 1997; Mattar, 1999) que identi-
ficaram ingestdo de apenas 57% em relagdo a RDA. Gazal (1995), ao analisar o inquérito nu-

tricional de 25 criangas com cirrose, observou que 92% e 96% das criangas ingeriam quanti-
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dades de ferro e zinco inferiores as recomendadas para criangas normais, respectivamente. A
deficiéncia de ferro ja foi observada em criangas com AVBEH (Kaufman ef al., 1987) em que
foi constatado que, em muitas delas, a deficiéncia resultou de uma ingestao inadequada segui-
da por hemorragias, agudas ou cronicas, ocasionadas por coagulopatia ou por sangramento de
varizes esofagicas. Mattar (1999) realizou avaliacdao de ferro corporal e absorcao de ferro in-
testinal de criancas hepatopatas cronicas com e sem colestase. Observou que, além da pobre
ingestdo de ferro, os pacientes colestaticos apresentavam sinais de anemia secundaria a doen-
¢a cronica em si e menor absor¢do do ferro ingerido.

A deficiéncia de ingestdo de zinco, associada a possibilidade de haver ma absor-
¢do, justifica os achados de Chin e colaboradores (1992) que observaram uma prevaléncia de
baixos niveis plasmaticos em 10 dos 24 pacientes hepatopatas cronicos estudados (42%).
Mattar (1999), no mesmo estudo que avaliou o ferro corporal, observou que 58,33% dos pa-
cientes com colestase apresentavam diminui¢dao dos niveis séricos de zinco. Como se sabe, a
deficiéncia do zinco pode levar a déficit de crescimento, anorexia e disfuncdo imunoldgica.
Os efeitos da deficiéncia de zinco associados a colestase ainda necessitam maiores investi-
gacoes (Feranchak et al., 2001).

As doengas hepaticas que iniciam no periodo neonatal ¢ mantém-se ao longo do
tempo tendem a evoluir para um quadro de desnutricdo cronica. Para avaliar a relagdo do es-
tado nutricional com as demais variaveis estudadas, utilizou-se o escore Z altura/idade. A re-
lagdo dos pacientes eutroficos e desnutridos com o tempo de colestase, a avaliagdo neurologi-
ca ¢ os exames laboratoriais ndo evidenciaram diferengas estatisticamente significativas.
Observamos apenas discreta relagdo entre a medida dos lipidios totais e do colesterol que foi
maior entre os eutréficos como estd demonstrado na tabela 22. O fato de ndo obtermos di-
ferencas significativas pode estar relacionado com o numero de pacientes ser insuficiente para

expressar significancia estatistica. Chin e colaboradores (1992) avaliaram 27 criangas com
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doenca hepatica cronica e também nao observaram correlacao significativa entre o estado nu-
tricional e a funcao sintética do figado, o grau de colestase ou intensidade da disfun¢do hepa-

tica.

Tabela 32 - Comparagdo entre os valores percentuais observados e esperados da ingestao de
calorias, de macronutrientes e de micronutrientes em criangas e¢ adolescentes com

colestase cronica

Nutrientes ingeridos Observado Esperado
Calorias (média) 89,33 +£27,4% da RDA > 150% da RDA**
Proteinas (média) 13,19 £ 3,04% do VET 15% do VET**
Lipidios (média) 30,38 + 3,98% do VET 30% do VET**
Glicidios (média) 57,0 £5,5% do VET 55% do VET**
Calcio (mediana) 90% da RDA 100% da RDA*
Fosforo (mediana) 92% da RDA 100% da RDA*
Magnésio (mediana)  108% da RDA 100% da RDA*
Ferro (mediana) 44% da RDA 100% da RDA*
Zinco (mediana) 40% da RDA 100% da RDA*

* RDA - Subcommitte on the Tenth Edition of RDAs - Recommended dietary
allowances. Waschington, D.C. Food and nutrition board commission on Life
Sciences- National Research Council, 1989.

** Ferreira CT, Veira SM, Silveira TR. Transplante Hepatico.Jornal de Pediatria 2000,

76(2):198-208.
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8.1.4 - Exame Neurologico

O espectro de achados neuroldgicos da deficiéncia de vitamina E descrito na lite-
ratura ¢ de carater progressivo, parte de alteragdes tais como hiporreflexia e fraqueza muscu-
lar e atinge alteracdes tdo graves como arreflexia, cegueira, deméncia e arritmias cardiacas
por comprometimento muscular (Aparicio et al., 2001). As alteracdes descritas no presente
estudo podem ser consideradas leves, uma vez que nenhum paciente apresentava queixa ou
alteracdo neurologica evidente antes da realizagdo do exame.

A prevaléncia de alteragdes neuroldgicas verificada no presente estudo foi de
43,1% (figura 17), superior a verificada por Guggeheim e colaboradores (1982). Esses autores
constataram exame neurologico alterado em 21% dos pacientes estudados que apresentavam,
também, hipovitaminose E.

Os achados clinicos observados no estudo atual, descrito na figura 18, (hiporrefle-
xia, aumento do poligono de sustentacdo e hipotonia muscular) sdo semelhantes aos descritos
por Sokol (1990) que foi demonstrado previamente na figura 7. As demais alteragdes obser-
vadas também sdo relevantes e merecem acompanhamento neurologico. Apesar dos déficits
de coluna posterior e dos distirbios da marcha serem achados constantes na deficiéncia de vi-
tamina E, ha relatos de alteragdes mais variadas e, inclusive, relacionadas a altera¢des nos
exames de potencial evocado somato-sensorial (Satya-Murti et al., 1986). Nora e colabora-
dores (2000) realizaram um estudo no HCPA com potencial evocado visual e auditivo em 15
pacientes pediatricos candidatos a transplante sem sinais clinicos de encefalopatia hepatica e
compararam com 16 controles normais. Concluiram que o referido exame foi 1til para detec-
tar alteracdes de encefalopatia hepatica em criangas. Os autores, porém, nao avaliaram os ni-

veis plasmaticos de vitamina E desses pacientes.
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Quanto a idade em que se detectaram alteragdes neuroldgicas, observamos grande
variabilidade. Satya-Murti e colaboradores (1986) detectaram alteragdes neuroldgicas preco-
ces em pacientes de 2 meses com diagnostico de Sindrome de Alagille. J4 Sokol e colabora-
dores (1985) avaliaram 93 criangas entre 1 més e 17 anos com colestase cronica e observaram
alteragdes neurologicas somente apds 1 ano de idade. No presente estudo, observamos acha-
dos neurologicos desde os 5 meses de idade e, apesar de avaliarmos pacientes até¢ 18 anos, o
paciente com maior idade que apresentou comprometimento neurologico tinha 11 anos e 5
meses.

Sokol e colaboradores (1985) avaliaram 93 criangas com colestase cujos diagnds-
ticos principais eram Sindrome de Alagille ¢ AVBEH. Na tabela 17, estdo demonstradas as
caracteristicas dos pacientes com altera¢des neurologicas do presente estudo em que observa-
mos que todos os 3 portadores de Sindrome de Alagille apresentavam alteragdes neurologicas
(paciente 2, 3, 7) e os demais pacientes eram portadores de AVBEH.

Pretendiamos estabelecer a relacao entre os pacientes com hipovitaminose E, uso
de suplementacdo vitaminica e as alteracdes neuroldgicas observadas. Apesar das varias tenta-
tivas de dosar o nivel plasmatico de vitamina E nos pacientes, pelos motivos ja descritos, 0s

resultados obtidos ndo foram confiaveis.

8.1.5 - Avaliacdo Laboratorial

A retencdo no figado de substancias normalmente excretadas na bile (acidos bi-
liares, bilirrubina e colesterol) pode levar a hepatotoxicidade (Feranchak et al., 2001). Os

valores de aminotransferases superiores aos valores de referéncia observados em todos os pa-
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cientes (tabela 19) comprovaram a presenca de lesdo hepatica provavelmente ocasionado pela
colestase.

A fosfatase alcalina apresentou uma variabilidade grande com valores entre 359 a
3.562 (figura 21). Sabemos que a fosfatase alcalina total para avaliacdo de colestase nao ¢ um
método fidedigno porque, em criangas, os valores de referéncia relacionam-se fortemente com
a faixa etaria, sendo proporcionais ao crescimento 6sseo. A maioria da fosfatase alcalina pre-
sente no soro de criangas ¢ de origem Ossea enquanto que em adultos saudaveis predomina a
fracao hepatica (Risteli e Risteli, 1993). A elevacao da fosfatase alcalina esquelética foi obser-
vada em 97% das criangas colestaticas avaliadas em nosso meio no mesmo estudo que encon-
trou diminui¢do da densidade 6ssea mineral em todos os pacientes estudados (Vieira, 1995).
O estudo atual nao realizou avaliacao de fracao Ossea da fosfatase alcalina, calcio e fosforo
séricos devido ao fato de que no momento da coleta dos dados, a dosagem de vitamina D nao
fazia parte do objetivo do trabalho e o material armazenado encontrava-se com EDTA, o que
inviabiliza a realiza¢dao desses exames.

Os valores elevados de bilirrubina fizeram parte dos critérios de inclusao no estu-
do, estando, assim, todas acima dos valores referenciais com concentra¢ao de bilirrubina dire-
ta superior a 30% da bilirrubina total. Os valores de gama glutamiltrasferase (yGT) também
estavam acima dos valores referenciais, o que comprova a sua relacdo com a colestase. Re-
cém-nascidos podem ter niveis mais elevados de yGT, porém, até os 6 a 9 meses, esses niveis
sao semelhantes aos dos adultos. A yGT, ao contrario da fosfatase alcalina total, ¢ mais espe-
cifica para o diagnostico de colestase em criangas do que em adultos. Nestes ultimos, pode-
mos ter elevacdo da yGT em casos de alcoolismo, doenga pancreatica, infarto do miocardio,

diabetes entre outros (Batres e Maller, 2001).
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As principais fungdes da albumina sdo manter a pressao coloidosmética do plasma
e carrear compostos do soro como bilirrubinas, fons inorganicos ou drogas. E sintetizada no
hepatocito, tem uma meia vida de 20 dias, sendo considerada a principal proteina sérica
(Maller, 1998). A mediana dos valores de albumina obtidos entre os pacientes foi inferior aos
valores de referéncia, como esta demonstrado na tabela 19. Sua deficiéncia nos pacientes estu-
dados pode ser explicada tanto pela deficiéncia de sintese hepatica como pela desnutri¢do ja
verificada. Estudo francés sobre suplementagao enteral noturna em criancas colestaticas (Mo-
reno et al., 1991) constatou melhora dos indices nutricionais, porém a albumina sérica nao
apresentou elevacao significativa.

O figado exerce um efeito central no metabolismo dos acidos graxos, sintetizando
os acidos graxos poliinsaturados, convertendo-os em acidos graxos essenciais (acido linoléi-
co, acido aracdomico, etc.). Socha e colaboradores (1997) avaliaram criangas com colestase e
controles quanto aos niveis de acidos graxos essenciais € observaram menores valores desses
acidos em colestaticos. Esses valores eram inversamente proporcionais aos niveis séricos de
acidos biliares e bilirrubinas séricas.

Os valores de lipidios totais em criangas normais apresentam-se menores se€ com-
parados com os dos adultos. Farrel e colaboradores (1978) avaliaram 39 criangas normais com
valores de lipidios totais de 484 + 12 mg/dl e 22 adultos com valores de 549 + 14 mg/dl sendo
considerada uma diferenca estatisticamente significativa. No presente estudo, os valores mé-
dios de lipidios totais, colesterol e triglicerideos ndo demonstraram diferencas significativas
quando foram comparados com controles normais (tabela 21). Porém, ao observarmos a figu-
ra 22, verificamos entre os colestaticos maiores oscilagdes entre os lipidios totais com valores
proximos ou superiores a 1.000 mg% quando o referencial ¢ de 700 mg%. Cedan e colabora-
dores (1987) realizaram um estudo sobre lipidios em criangas com doenca hepatica demons-

trando que os valores de lipidios totais entre os hepatopatas e controles ndo apresentavam di-
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ferenga estatisticamente significativa. Ja os valores de triglicerideos estiveram mais baixos en-

tre os hepatopatas cronicos em relagao aos controles (P = 0,05).

8.2 - Dosagem de Vitamina E — Consideracoes Metodologicas

As técnicas de dosagem de vitamina E ndo sdo empregadas de rotina em Porto
Alegre. Por isso, foi necessario realizar uma revisdo da literatura e optar pelo método que
mais se adaptasse as condicdes locais. Além de conhecer a técnica, foi preciso aprender a ma-
nusear o equipamento e nos familiarizarmos com conceitos técnicos relacionados a validacao
de um método laboratorial. Algumas técnicas de dosagem da vitamina E por HPLC, descritas
na literatura, estdo demonstradas na tabela 5.

A primeira técnica utilizada no presente estudo foi a descrita por Julianto e cola-
boradores (1999), por se tratar de um método com formas de extracdo do plasma mais simples
(ndo necessitavam de evaporagdo com nitrogénio) e os reagentes ja haviam sido utilizados em
outras técnicas realizadas pelos bioquimicos que fizeram o suporte técnico da pesquisa. Po-
rém, a coluna descrita pelos referidos autores nao estava disponivel e utilizamos uma dimen-

sao similar. A fase inicial do experimento que constou de uma curva de calibragdo de a toco-

ferol diluido em solugdo foi animadoras uma vez que o coeficiente de correlacdao (Rz) foi
0,9992 enquanto que o do autor foi 0,9998. A linearidade da curva de calibragao realizada no
presente estudo ja foi demonstrada na figura 23.

O cromatrograma descrito por Julianto e colaboradores permitiu visualizar um
pico de a tocoferol independente dos demais componentes do plasma enquanto que o obtido
pela técnica do presente estudo foi em 3 minutos, o que ndo permitiu identificar uma area de

pico independente, inviabilizando sua quantifica¢do como podemos verificar na figura 33.



8 - Discussao

102
“ L
A
A
.
=T
b
- =)
= S
- =
- [=9
= =]
= S
= ]
L)
o
w
w
u
—
=
x
= -
v o
Lot ) "
A
o

LU T T I I |
- u
I
_r

Fig. 33 - Demonstragdo dos cromatogramas de dosagem do a tocoferol no plasma:
A — Cromatograma obtido por Julianto e colaboradores (1999).

B — Cromatograma obtido no presente estudo.

Diante das dificuldades encontradas, optamos por reproduzir uma técnica adapta-
da de Bieri et al. (1979) que foi realizada no Brasil por Weinmann e colaboradores (1999).
Essa técnica ja apresentava etapas um pouco mais complexas porque necessitava de extragao
do sobrenadante para posterior evaporagdo com nitrogénio como ja foi descrito com detalhes

no item 4.4.2.2. Na tabela 33, faz-se um paralelo entre as técnicas utilizadas no estudo e a des-

crita pelos autores.
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Nos cromatogramas demonstrados na figura 34, estdo assinalados os picos de o toco-
ferol obtidos aos 11 minutos do presente estudo em comparag¢do com o obtido por Weinmann

et al. aos 8 minutos.
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Fig. 34 - Demonstrag@o dos cromatogramas de dosagens de o tocoferol:
A — Cromatograma obtido no presente estudo.

B — Cromatograma obtido por Weinmann e colaboradores (1999).

Os resultados da validagdo no presente trabalho ndo foram tdo lineares quanto os

anteriores (R2 = 0,9744), enquanto que a descricdo dos autores era de um coeficiente de cor-
relacdo de 0,9972. Para verificar a possibilidade de prosseguir com a técnica, foram realizadas
as etapas de precisdo e recuperacdo para comparar com as descrigdes dos autores. Os coefi-
cientes de variacao intraensaio tanto do padrao diluido em solugdo quanto do pool de plasma

foram muito elevados (20% a 35%), enquanto que os descritos pelos autores foi de 3,6% a
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5,6% (tabela 33). A recuperacdo obtida foi acima de 100% o que também nos fez questionar
sobre a confiabilidade do método.

Apesar de utilizarmos uma técnica praticamente igual a utilizada por Weinmann e
colaboradores, ndo conseguimos reproduzi-la. Julgamos que algumas adapta¢des no momento
da extracdo do plasma e evaporacao do sobrenadante sdo necessarias para tornar o método
mais preciso.

Ja com alguns conhecimentos obtidos a partir de todos os obstaculos até o mo-
mento, optamos por montar uma técnica em que se adaptou a forma de extragao mais simpli-

ficada do primeiro método com a fase movel utilizada no segundo método.

Tabela 33 - Técnicas de dosagem o tocoferol utilizadas como referéncia da literatura e as 3

fases de realizacdo das dosagens no presente estudo

Julianto et al.  Weinman et al. 12 fase 2 fase 3% fase
Fase movel Metanol 94% Metanol 95% Metanol 94% Te- Metanol 95% Metanol 95%
Tetrahidrofurano Agua 5% trahidrofurano 6% Agua 5% Agua 5%
6%
Coluna Crest pac 18 Novapak 18 Spherissorb ODS Spherissorb Spherissorb
Sum,4,6 mmx 39mmx [50mm —2pm(250x4mm) ODS-2pum ODS —2 um
250 mm (250 x 4 mm) (250 x 4 mm)
Pré-coluna RP - 18 Bondapak C18 Lichrospher® 100 Lichrospher® Lichrospher® 10(
30— 40 pm (37 x 50 pm) RP-18 (5 um)/ 100 RP-18 (S5um) RP-18 (5 um)/
Lichrocart® / Lichrocart® Lichrocart® 44
4-4 Acoplador Manu 44 Acoplador  Acoplador Manu
- CART® 4 mm Manu - CART® CART® 4 mm
4 mm
Detector Luz ultravioleta  Luz ultravioleta  Luz ultravioleta Luz ultravioleta  Luz ultravioleta
A =292 nm A =280 nm A =292 nm A =292 nm A =292 nm
Reagentes de  Acetonitrila + Te- Etanol + Acetonitrila + Metanol + Acetonitrila +
Extragao trahidrofurano N-hexano Tetrahidrofurano Hexano Tetrahidrofurano
Evaporagdo com Nao Sim Nao Sim Nao
Nitrogénio
Precisdo 1,4-2,9% 3,6 —5,6% 20% - 35% 2,20%
CV% intra 1,5-6,3% 6,7—-28,1%
CV% inter
Recuperagao 80,7 —97,9% 94 a 116% 129% 32,3 —76,7%

Onde: CV% intra = Coeficiente de variag@o intraensaio
CV% inter = Coeficiente de variagao interensaio
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Logo na primeira fase da validagao, os resultados foram animadores porque o pico
de a tocoferol permaneceu aos 11 minutos, além do tempo de deteccdao obtido pelos estudos
de Julianto et al. (6 min) e Weinmann ef al. (8 min). A curva de calibragdo foi a melhor obtida
até entdo com um coeficiente de correlagdo de 0,9998 como ¢ demonstrado na figura 26.
Lembramos que a linearidade descrita nos estudos anteriores foram 0,9998 no primeiro e
0,9972 no segundo.

Quando testamos a precisao do método, os resultados foram ainda mais anima-
dores, uma vez que o coeficiente da variacdo obtido intra-ensaio foi similar ou inferior aos
obtidos nos estudos que sdo descritos na tabela 33. Porém, ao testar a recuperagdo do método,
ndo obtivemos os resultados esperados, uma vez que o maximo de recuperacdao obtida foi
76,7% com uma adi¢do de maior concentragdo de tocoferol (tabela 23). Ao comparar com os
estudos demonstrados na tabela 34, a recuperagdo minima obtida foi de 80,7%. Apesar dos
valores de recuperacdo descritos, optamos por realizar alguns doseamentos dos plasmas e, se
obtivéssemos resultados semelhantes aos da literatura, retomariamos a recuperagao. Porém, os
valores encontrados nos plasmas de controles e colestaticos foram muito baixos (tabela 26),
discordantes dos relatados na literatura. Nao foi possivel até mesmo realizar a relagdo com
gramas de lipidios totais.

Lembramos que cada etapa, desde aprendizado, curvas de calibragdo, precisdo, re-
cuperacao e doseamento demandam muito tempo e grande gasto de reagentes. Quando inicia-
mos o projeto de pesquisa foi estabelecido um or¢amento e um cronograma e, apds as diver-
sas modificacdes por que o método passou, foram esgotados os reagentes e, principalmente, o

tempo habil para obter resultados.
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8.3 - Valores de Vitamina D e suas Rela¢des com as Variaveis Estudadas

Considerando que foi utilizado um kit cuja técnica ja foi validada, procedeu-se a
curva de calibracdo e se fez um paralelo com a descricdo do fornecedor. A figura 35 demons-
tra uma curva de calibragdo tipica fornecida na bula do Kit em comparacdo com a curva

obtida no presente estudo.

88.5

%

7.5

1.6000 ng/ml 160.000

Fig. 35 - Curvas de calibra¢ao da Vitamina D:
A - Curva fornecida na bula do kit.

B - Curva obtida no presente estudo.

Poucos autores fazem a relagdo de niveis plamaticos entre colestaticos e controles
(tabela 30). Heubi e colaboradores (1989) dosaram os niveis plasmaticos de vitamina D apo6s
dose teste da vitamina em criancas com colestase e compararam com criangas sem colestase,
observando significativa ma absor¢do no primeiro grupo. Bucuvalas e colaboradores (1990),
avaliando a absor¢do de calcio e niveis plasmaticos de vitamina D em criangas com hepa-

topatia crOnica, concluem que outros fatores devem contribuir para a redu¢ao de massa dssea



8 - Discussio

107

nesses pacientes, ja que os niveis de vitamina D e de calcio encontravam-se normais na maio-
ria dos pacientes colestaticos estudados. Lembramos que foi estudada uma amostra de apenas
9 individuos. Estudo tailandés sobre densidade 6ssea e 250HD em atresia de vias biliares
(Chongsrisawat et al., 2000) avaliou 42 criancas e observou que os niveis de 250HD eram
significativamente menores no grupo com colestase do que no grupo sem colestase. No pre-
sente estudo, observamos valores de vitamina D significativamente menores entre os colesta-
ticos quando comparados a criangas normais (figura 27). Griidtner e colaboradores (1997) re-
forgam a afirmacao de que a absor¢do de vitamina D esta prejudicada nas doengas que apre-
sentam alteracdes do fluxo biliar. Ja nas doengas hepaticas cronicas sem associacdo com co-
lestase os niveis plasmaticos devem estar normais, porém esses autores lembram que em ca-
sos de doenga hepatica acentuada pode haver diminui¢do desses niveis devido a menor ati-
vidade da enzima 25(OH) hidroxilase e/ou a diminui¢ao da proteina ligadora de 25 (OH)D3.

Chin e colaboradores (1992) avaliaram 27 criangas com hepatopatia cronica e en-
contraram hipovitaminose D em 25%. Vale ressaltar que nesse grupo havia também pacientes
sem colestase. Argao e colaboradores (1993) verificaram uma prevaléncia de 29% de hipovi-
taminose D entre 34 criancas com colestase cronica. O presente estudo encontrou deficiéncia
de vitamina D em 36% dos pacientes com colestase.

O valor de corte utilizado para considerar hipovitaminose D foi 9 ng/ml, basean-
do-se no estudo de Pugliesi et al. (1998) que utilizou a mesma técnica de radioimunoensaio na
avalia¢do de criangas. A tabela 34 demonstra os valores considerados normais pelos diversos

autores.
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Tabela 34 - Niveis plasmaticos de vitamina D considerados normais na literatura

Autores (ano) Técnica Valores considerados
normais
Bucuvalas et al. (1990) CPBA 15 a 10 ng/mL
Clemens e Adams (1993) ND 10 a 50 ng/mL
Argao et al. (1994) HPLC 15 a 50 ng/mL
Pugliese et al. (1998) RIE 9 — 52 ng/mL
Jones et al. (1999) RIE 30 a 50 nmol/L
Fitzpatrick et al. (2000) ND 14 a 24 nh/mL
Trautwein et al. (2000) CPBA 10 a 120 ng/mL
Ferachak et al. (2001) ND > 14 ng/mL
Chongsrisawat et al. (2001) RIE 9 a 37 ng/mL
Phillips et al. (2001) HPLC > 14 ng/mL

CPBA - Competitive Protein Binding Assay
HPLC - High-Pressure Liquid Cromatography
RIE - Radioimunoensaio

ND - Nao ¢ descrita a técnica que utilizou

Para relacionar o estado nutricional as demais variaveis estudadas, utilizou-se o
escore Z altura/idade. A relag@o entre desnutri¢do e niveis plasmaticos de vitamina D ndo fi-
cou estabelecida no presente estudo, assim como no estudo realizado por Argao e colaborado-
res (1993) que avaliaram 56 pacientes de 2 m a 20 anos (tabela 29). Chin e colaboradores
(1992), em estudo citado recentemente que avaliou diversos aspectos da desnutri¢do em crian-
¢as com hepatopatia cronica (tabela 28), também nao observaram relagdo significativa entre o
estado nutricional com a fung¢do sintética do figado, com o grau de colestase, com a intensi-
dade da disfuncdo hepatica ou com a deficiéncia de vitaminas.

Observamos que a hipovitaminose D ocorreu independente do uso do suplemento
oral prescrito. Ao compararmos a mediana dos niveis plasmaticos de vitamina D entre os pa-

cientes que usavam suplemento oral e os que ndo usavam nao obtivemos diferengas, como
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demonstra a figura 30. Nos estudos relatados na tabela 29, a referéncia ao uso de suplemento
oral de vitamina D ¢ feita apenas por Heubi ez al. (1989) e Bucuvalas ef al. (1990) com doses
de 2.500 a 50.000 Ul/dia utilizadas, respectivamente, por 6 e 9 pacientes estudados. Dornaus e
Walaczak (1991) em uma revisdo sobre suplementacdo vitaminica em hepatopatas relatam
que, nos Estados Unidos, a 25 OHD ¢ administrada na dose de 20 — 50 pg ao dia ou 5 a
7 ng/kg/dia, com controle de nivel plasmatico apds 2 a 3 semanas de uso e, apds, a cada 3
meses. Na mesma revisao, descrevem como utilizam em seu servigo (Hospital de Clinicas de
S0 Paulo): Rocaltrol® na dose inicial de 0,01 a 0,02 pg/kg/dia por via oral ou entdo sob a for-
ma de precursor D2 ou D3 por via intramuscular. Preconizam, também, o uso profilatico de
vitamina D3 (Aderogyl D3®) 400 a 800 U/I/dia. No nosso meio, como ja foi descrito na tabela
4, utilizamos a apresentacdo comercial Aderogyl D3® 12 gotas 2x dia que equivale a aproxi-
madamente 26.000 Ul/dia de colecalciferol e 66.000 Ul/dia de acetato de retinol. A recomen-
dagdo mais recente (Feranchak et al., 2001) ¢ de monitorizacdo periddica dos niveis plasmati-
cos de 25 — OH — D associado a adequada exposi¢do solar e uma dieta normal em quantidades
de calcio e fosforo. Se houver deficiéncia de vitamina D, utilizar vitamina D3 oral 3 a 10 ve-
zes a recomendacdo para a idade, 250HD (Calderol®) 3 a Smg/kg/dia ou 1,25 (OH)2D
(Rocaltrol®) 0,05 a 0,2 pg/kg/dia. Durante o uso dessas vitaminas, deve haver monitoriza¢io
cuidadosa dos niveis de 25 (OH)D, calcio ¢ fosforo.

A limitacdo encontrada no nosso meio foi a monitoriza¢ao laboratorial porque as
dosagens dos niveis plasmaticos de vitaminas ndo fazem parte dos exames de rotina. O uso de
doses maiores de vitamina D3 ou o uso de 1,25(0OH2)D (Rocaltrol®) ¢ viavel, porém apresen-
ta riscos de intoxicagao que obrigam a uma monitorizagao cuidadosa.

A prevaléncia de Osteopenia nao fez parte do nosso estudo, mas sabemos que esta

relacionada com a deficiéncia de vitamina D. A falha no processo de mineralizagao ¢ descrita
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por Mechica (1999) como sendo causada, principalmente, por inadequada concentracao de ion
calcio e fosforo associado ou ndo a falta de vitamina D. Vieira (1995) realizou densidometria
Ossea em 20 pacientes com colestase cronica, atendidos no HCPA com idades entre 3 a 18 anos e
observou que todos apresentavam diminui¢cdo da massa Ossea total. Estudos em adultos suge-
rem que a osteoporose ¢ a principal anormalidade 6ssea relacionada a osteopenia (Diamond et
al., 1989; Waldum et al., 1992; Sherlock e Dooley, 1997). Apesar de a osteoporose estar reco-
nhecidamente relacionada com colestase cronica em criangas, sua patogénese nao esta clara-
mente definida. Alguns autores ndo conseguiram relacionar os niveis plasmaticos de vitamina
D com a densidade dssea (Argao et al., 1993; Bucuvulas et al., 1990). J& Chongrisawat e colabo-
radores (2001) compararam a densidade 6ssea mineral com niveis plasmaticos de 250HD em
criangas colestaticas e constataram que pacientes com osteoporose apresentavam menores
valores da vitamina. Portanto, a deficiéncia de vitamina D ndo ¢ Uinica determinante da doencga
metabolica dssea em criangas e adultos colestaticos, mas sua deficiéncia pode ser corrigida e

assim prevenir um dos fatores que contribuem para essa morbidade.
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9 - CONCLUSOES

A média dos niveis plasmaticos de vitamina D das criancas e dos adolescentes
com colestase cronica do estudo foi significativamente menor quando comparada com a de
criangas e de adolescentes normais, havendo uma prevaléncia de hipovitaminose D entre esses
pacientes de 36%.

A prevaléncia de desnutri¢do variou entre 23,8% e 63%, dependendo da medida
utilizada. Quando consideramos como padrdo o escore Z da altura em relagdo a idade, obser-
vamos uma prevaléncia de 33,3%. A ingesta caldrica foi deficiente, havendo, porém, um equi-
librio em relacdo aos macronutrientes e uma deficiéncia mais acentuada na ingestdo de ferro e
zinco.

A prevaléncia de alteracdes ao exame neuroldgico das criangas e dos adolescentes
com colestase foi de 43%, mas ndo foi possivel verificar os niveis plasmaticos de vitamina E
para estabelecer uma eventual relacdo por dificuldades na validagdo das técnicas desenvol-
vidas.

Nao observamos relagdo estatisticamente significativa entre estado nutricional,
tempo de colestase ou uso regular de suplemento de vitaminas e os niveis plamaticos de vita-

mina D.
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ANEXO1

Termo de Consentimento

(Colestaticos)

As criangas portadoras de doengas cronicas de figado tém dificuldades em absorver as
gorduras e as vitaminas de uma dieta normal. Por isso, procuramos recuperar, da melhor forma pos-
sivel, essas perdas através da orientagdo nutricional e da reposicdo das vitaminas. Porém, tem-se
observado em estudos que, muitas vezes, essa reposi¢do nao ¢ suficiente e pode haver conseqiiéncias
para as criangas.

Como sabemos que a deficiéncia da vitamina E pode levar a problemas neurologicos nas
criangas com doenca cronica de figado e que esses problemas podem ser revertidos com um ajuste de
dose ou modificagdes na administragdo da vitamina, propusemo-nos, através de um estudo, a verificar
a quantidade de vitamina E no sangue e compara-la com o tipo de alimentagdo, com o estado nutri-
cional e detectar sinais neuroldgicos precoces dessa deficiéncia.

Caso haja concordancia de seu filho participar desse estudo, serdo realizados os seguintes
procedimentos, no mesmo dia, em que vier coletar os exames habituais:

- coleta de sangue juntamente com os exames que realiza de rotina. Esta coleta sera feita
da mesma forma a que seu filho ja esta acostumado;

- exame neuroldgico, realizado por um médico neurologista, que constard apenas de
exame fisico, sem colocagdo de aparelhos que causem dor ou desconforto;

- avaliagdo nutricional que consistira na determina¢ao do peso, da altura, da circunfe-
réncia do brago e medida da quantidade de gordura do brago, usando um adipémetro (aparelho que
mede a gordura abaixo da pele);

- Nos 3 dias antes de vir realizar os exames acima, sera necessario que sejam anotados
todos os alimentos e a quantidades deles ingeridas pela crianca.

BU, oottt e e e e e fui informado dos obje-
tivos especificados acima e da justificativa dessa pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi infor-
magcdes especificas sobre cada procedimento no qual a crianga por quem sou responsavel estara envol-
vida, dos desconfortos tanto quanto dos beneficios esperados. Todas as minhas davidas foram respon-
didas com clareza e sei que posso solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso,
novas informagdes, obtidas durante o estudo, me serdo fornecidas e terei a liberdade de retirar meu

consentimento de participagdo na pesquisa, face a essas informagoes.



O Profissional .........cccecvecieeciircienieeie et see e certificou-me de que as infor-
mag0es por mim fornecidas terdo carater confidencial.
Fui informado que, caso existam gastos adicionais, esses serdao absorvidos pelo orcamento

da pesquisa.

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Investigador:

Assinatura do Orientador:

Pesquisador responsavel: Marilia Dornelles Bastos

Telefone para contato: 9995 - 1730



ANEXO II

Protocolo

Niveis plasmaticos de o tocoferol em criangas e em adolescentes com colestase cronica.

I - Identificacao:

1 — Numero:

2 — Nome:

3 — Registro HCPA: 4 —Datadenasc.. / /
5 — Sexo: 6 — Cor:

7 — Data da realizagdo do estudo:  / /

8 — Idade:

II - Diagnéstico clinico:

Data do diagnostico: ~ /  /
II1 - Exames laboratoriais:
- TGO:
- TGP:

- Bilirrubinas:

- GGT:

- Albumina:

- Fosfatase Alcalina:

IV - Inquérito nutricional:

- VCT:

- % lipidios:

- % proteinas:

- % carboidrato:

- % oligoelementos:




V - Suplementacio de vitamina:

Vitamina A? ( ) S
- Especialidade:

- Via:

- Dose:

- Inicio:

Vitamina K? ( ) S

- Especialidade:
- Via:

- Dose:

- Inicio:

Vitamina D? ( ) S

- Especialidade:

- Via:

- Dose:

- Inicio:
Vitamina E? ( ) S
- Especialidade:

- Via:

- Dose:

- Inicio:

VI - Uso de medicamentos:

Dose/kg

- Fenobarbital: S ( )
- Rifampicina: S ( )

N()
N()

- Carbamazepina: S( ) N ()
- Ac. Ursodexosicolico: S( ) N ()

- Corticoéide: S ()
- Azatioprina: S ()
- Outros: S ()

VII - Avaliacio nutricional:

1. Peso:

N()

2. Altura:

4. Espessura da Prega Tricipital (ept):

5. Circunferéncia Muscular do Brago (cmb):

3. Circunferéncia do Braco:
- Percentil

- Percentil



6. Area Muscular do Braco (AMB):

7. Escore Z p/idade cronologica:

Z Peso/idade:

Z Altura/idade:

Z Peso/altura:

VIII - Avaliaciao neurolégica: (vide protocolos anexos)

Outros achados:

- Percentil

Observagdes:

IX - Dosagem de vitamina E:

X - Dosagem de Lipidios totais (LT):
Lipidios totais:

Colesterol:

Trigliceridios:

XI - Relacio vitamina E/LT:

XII - Dosagem de vitamina D:
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ANEXO IV

Exame Neurologico do Lactente

1 - Exame de Cranio

a) Perimetros: PC: BA: AP: PT:

b) Fontanela:

¢) Transiluminagdo:

2 - Facies:

3 - Atitude:

4 - Estado de Consciéncia:

5 - Fala:

6 - Equilibrio:

a) Estatico:

b) Dinadmico:

7 - Sistema Motor:

a) Mobilidade espontanea:

b) Tono muscular:

¢) Forga muscular:

d) Coordenagao:

¢) Movimentagdo automatica:

f) Reflexos

1. Profundos:

1.1 - Aquileu:
1.2 - Patelar:
1.3 - Adutor:
1.4 - Estilo-radial:

1.5 - Bicipital:

1.6 - Tricipital:

1.7 - Nasopalpebral:
1.8 - Mentual:

1.9 - Oro-orbicular:




2. Superficiais:

2.1 - Cutaneo-abdominais:

2.2 — Cutaneoplantares:

2.3 — Cremasterianos:

3. Primitivos:

. 1 - Succao:

. 2 - Pontos Cardeais:

. 3 - Fuga asfixia:

. 5 - Preensdo dos dedos:

. 6 - Preensdo dos artelhos:

. 7 - Apoio plantar:

3
3
3
3. 4 - Moro:
3
3
3
3

. 8 - Marcha reflexa:

3. 9 - Magnus -e-Kleijn:

3.10 - Landau I:

3.11 - Landau II:

3.12 - Extensdo cruzada:

3.13 - Reptagdo:

8 - Sinais Meningorradiculares:

9 - Sensibilidade

a) Tatil: ¢) Dolorosa:

b) Térmica d) Vibratéria:

10 - Nervos Cranianos:




ANEXO V

Exame Neurologico Pediatrico

1 - Exame de Cranio

a) Perimetros: PC: BA: AP: PT:

2 - Facies:

3 - Atitude:

4 - Estado de Consciéncia:

5 - Fala:

6 - Equilibrio:

7 - Sistema Motor:

a) Mobilidade ativa:

a.l - Trofismo:

a.2 - For¢a muscular:

a.3 - Manobras deficitarias:

b) Motricidade automatica:

¢) Tono muscular:

d) Coordenagao:

¢) Reflexos:

1. Profundos:

1.1 - Aquileu:
1.2 - Patelar:
1.3 - Adutor:
1.4 - Estilo-radial:
1.5 - Bicipital:

1.6 - Tricipital:

1.7 - Nasopalpebral:
1.8 - Mentual:

1.9 - Oro-orbicular:




2. Superficiais:

2.1 - Cutaneo-abdominais:

2.2 — Cutaneoplantares:

2.3 — Cremasterianos:

8 - Sinais Meningorradiculares:

9 - Sensibilidade
a) Superficial
a.l) Tatil:

a.2) Térmoalgésica:

b) Profunda:

b.1) Dor:

b.2) Palestésica:

b.3) Discriminativa:

10 - Nervos Cranianos:




ANEXO VI

Termo de Consentimento

(Controles)

As quantidades de vitaminas que se encontram no sangue podem ser dosadas por exames
laboratoriais. Este exame ¢ muito importante para pessoas que tenham dificuldade de absorver os ali-
mentos por apresentar doengas do figado ou do intestino.

Estamos realizando um estudo para verificar a quantidade de vitamina E no sangue de
criangas portadoras de doengas do figado e, assim, poder prevenir as conseqiiéncias dessa deficiéncia
que sdo problemas neurologicos.

Para podermos obter um padrdo com criangas normais, solicitamos a autorizacao de uti-
lizar uma amostra do sangue que sera coletado de seu filho para os exames que necessita realizar, e do-
sar a quantidade de vitamina E existente. A coleta de sangue serd como qualquer outra, ndo aumen-
tando riscos ou dor para a crianga.

A pesquisadora Marilia Dornelles Bastos compromete-se a enviar o resultado do
exame ao endereco abaixo assim que os obtiver.

Eu, fui informado dos objetivos da pesquisa.

Recebi as informagdes necessarias ¢ foram esclarecidas as minhas duvidas. Dessa forma, autorizo a
utilizacdo de parte do sangue coletado da crianga por quem sou responsavel para a referida pesquisa.
Ficou claro que este procedimento ndo aumentara os riscos, a dor e que ndo sera cobrado nenhum

valor para a realizagdo dos referidos exames.

Nome da crianga:

Data de nascimento:

Registro HCPA:

Endereco:

Grau de parentesco do responsavel:

Assinatura do Responsavel
Pesquisadora: Marilia Dornelles Bastos

Telefone p/contato: 9995-1730



ANEXO VII

Perfil Bioquimico Lipidico e Vitamina D das Criancas com Colestase




ANEXO VIII

Vitamina D e Perfil Lipidico de Crian¢as Normais (Controles)




ANEXO IX

Perfil Nutricional das Criancas com Colestase




ANEXO X

2]
)
=
[P]
=
=
<
(=]
e
o
b
QL
=n
=
[Somi







	Lista de Figuras
	Lista de Tabelas
	(CB - ( x PCT)2 (mm2)
	
	
	PCT = Prega cutânea tricipital



	Comentários
	
	Glicídios
	Colest = Colesterol
	
	
	CM = Quilomícrom





	Fase móvel
	Coluna
	Tabela 6 - Conteúdo de vitamina D de alimentos s�
	UI
	269
	150
	100
	90
	45
	32
	25
	1 – 24
	12
	8
	3
	3
	1,4
	EXTRAÇÃO

	Masculino
	Colestáticos
	Ca
	Achado Neurológico
	
	
	Lipídios Totais
	Colesterol
	Triglicerídeos






	Amostra estudada (n)
	Delineamento
	Amostra estudada (n)
	Delineamento
	Faixa etária
	População estudada \(n\)
	Delineamento
	Forma clínica
	“Hepatite neonatal idiopática”
	Atresia biliar extra-hepática
	Deficiência de alfa-1-AT
	Colestase intra-hepática \(c/ ou s/ ductopenia�
	Hepatite por CMV
	Erro inato da síntese de ácidos biliares
	Sepse bacteriana
	Hepatite por herpes, rubéola
	Fig. 33 - Demonstração dos cromatogramas de dosa
	
	
	Julianto et al.

	CPBA
	ND
	CPBA
	Ferachak et al. (2001)

	CPBA - Competitive Protein Binding Assay
	
	
	
	Termo de Consentimento
	ANEXO II
	Protocolo




	ANEXO IV
	
	
	
	Exame Neurológico do Lactente







	ANEXO V
	
	
	
	
	
	Exame Neurológico Pediátrico





	ANEXO VI
	Termo de Consentimento
	(Controles)

	ANEXO VII
	Perfil Bioquímico Lipídico e Vitamina D das Cria
	Perfil Nutricional das Crianças com Colestase

	ANEXO X
	Inquérito Alimentar


