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RESUMO

Introducao: A Osteogénese Imperfeita (Ol) € uma doencga rara, congénita e hereditaria. A
principal caracteristica clinica é a fragilidade 6ssea, no entanto, a dor também é comum,
limita as atividades diarias e afeta a qualidade de vida. A suplementagdo com vitamina C é
uma possibilidade de tratamento complementar que pode contribuir para a melhora dos
sintomas da Ol, visto que é essencial para a hidroxilagdo da prolina durante a formagao do
colageno, além de ter fungao anti-inflamatéria ja estabelecida.

Objetivos: Avaliar o efeito da suplementacdo com a vitamina C ou placebo sobre a dor,
qualidade de vida, inflamagao, sintese do colageno, turnover ésseo e fraturas em criangas
com Ol em uso de pamidronato dissddico.

Métodos: Estudo piloto de um ensaio clinico randomizado, duplo cego, controlado com
placebo. Apds o recrutamento e a avaliagao dos critérios de elegibilidade, 54 criangas foram
randomizadas para receber a suplementacdo com Placebo ou Vitamina C. Todas as
avaliagbes foram realizadas pré e pés-suplementagdo. Avaliou-se o numero de fraturas pela
andlise do prontuario. A dor foi avaliada com as escalas Face, Legs, Activity, Cry,
Consolability (FLACC), Faces Pain Scale — Revised (FPS-R) e Adolescent Pediatric Pain
Tool (APPT), adequadas a cada faixa etaria. Os questionarios utilizados para a avaliagao da
qualidade de vida foram o PedsQL™ Infant Scales e o PedsQL™ 4.0 Generic Core Scales.
As analises das concentragbes séricas das citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-13, IL-6 e
MMP-9) e anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10), além dos niveis de TGF-B, utilizado como
marcador do furnover 6sseo, foram avaliados por Ensaio de Imunoabsor¢dao Enzimatica
(ELISA). A mensuragao da concentragao sérica de hidroxiprolina foi realizada por reagao
colorimétrica.

Resultados: A suplementagdo com vitamina C nao alterou o numero de fraturas e a
qualidade de vida. A dor se mostrou presente em apenas uma crianga e nao foi alterada
com a suplementagédo. A vitamina C n&o alterou os niveis séricos de TNF, IL-13, IL-6 e
MMP-9. Os niveis séricos de IL-4 ndo se alteraram, mas observou-se um aumento na
concentracao de IL-10 apds a suplementagdo com vitamina C em relagéo aos niveis basais,
enquanto o grupo suplementado com placebo reduziu os niveis séricos pds-suplementacgao
(P=0,0023). Ademais, o grupo Vitamina C apresentou uma concentracdo maior de
hidroxiprolina em relagdo ao grupo Placebo (P= 0,013) pds-suplementacdo. Na analise
temporal, o grupo suplementado com vitamina C aumentou os niveis séricos de
hidroxiprolina, em relagdo aos valores basais, enquanto que no grupo suplementado com
placebo, os niveis séricos diminuiram (P= 0,0005). Os niveis séricos de TGF-1 nao se
alteraram com a suplementacgao.

Conclusdo: A vitamina C esta associada a elevacdo dos niveis séricos de IL-10, uma
citocina anti-inflamatdria capaz de reduzir a atividade dos osteoclastos. Além de aumentar
0s niveis séricos de hidroxiprolina, que pode ser decorrente do aumento da produgao de
colageno, reacdo dependente da vitamina C. Isso pode ser entendido como um fator de
melhora visto que o defeito basico da Ol encontra-se na produgao do colageno tipo I.

Palavras-chave: Osteogénese Imperfeita; Vitamina C; Dor; Qualidade de vida; Colageno;
Citocinas; Hidroxiprolina.



ABSTRACT

Introduction: Osteogenesis imperfecta (Ol) is a rare, congenital and hereditary disease. The
main clinical feature is bone fragility; however, pain is also common, limits daily activities and
affects quality of life. Supplementation with vitamin C is a possibility of complementary
treatment that can contribute to the improvement of the symptoms of Ol, since it is essential
for the hydroxylation of proline during the synthesis of collagen, besides having already
established anti-inflammatory function.

Objectives: To evaluate the effect of supplementation with vitamin C or placebo on pain,
quality of life, inflammation, collagen synthesis, bone turnover and fractures in children with
IO in the use of pamidronate disodium.

Methods: Randomized, double-blind, placebo-controlled pilot trial. After recruitment and
evaluation of eligibility criteria, 54 children were randomized to receive either Placebo or
Vitamin C supplementation. All evaluations were performed pre- and post-supplementation.
The number of fractures was evaluated by chart analysis. Pain was assessed using the
Face, Legs, Activity, Cry, Consolability (FLACC), Pain Scale-Revised (FPS-R) and
Adolescent Pediatric Pain Tool (APPT) scales, appropriate for each age group. The
questionnaires used to assess quality of life were the PedsQL™ Infant Scales and the
PedsQL™ 4.0 Generic Core Scales. Serum concentrations of pro-inflammatory cytokines
(TNF, IL-1B, IL-6 and MMP-9) and anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-10), as well as
TGF-B used as a marker of bone turnover, were evaluated by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). The measurement of serum hydroxyproline concentration
was performed by colorimetric reaction.

Results: Vitamin C supplementation did not alter the number of fractures and the quality of
life. The pain was present in only one child and was not altered with supplementation.
Vitamin C did not alter serum levels of TNF, IL-1B, IL-6 and MMP-9. Serum IL-4 levels did
not change, but an increase in IL-10 concentration was observed after vitamin C
supplementation over baseline levels, whereas the placebo-supplemented group reduced
post-supplementation serum levels (P = 0.0023). In addition, the Vitamin C group presented
a higher concentration of hydroxyproline in relation to the Placebo group (P = 0.013) after
supplementation. In the temporal analysis, the group supplemented with vitamin C increased
serum hydroxyproline levels from baseline, whereas in the placebo group, serum levels
decreased (P = 0.0005). Serum TGF-B1 levels did not change with supplementation.
Conclusion: Vitamin C is associated with elevated serum levels of IL-10, an anti-
inflammatory cytokine capable of reducing osteoclast activity. In addition to increasing serum
levels of hydroxyproline, which may be due to increased production of collagen, a vitamin C
dependent reaction. This can be understood as an improvement factor since the basic defect
of Ol lies in the production of collagen type I.

Keywords: Osteogenesis Imperfecta; Vitamin C; Pain; Quality of life; Collagen; Cytokines;
Hydroxyproline.
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1. INTRODUGAO

A Osteogénese Imperfeita (Ol) € uma doenga rara, congénita e hereditaria. A
incidéncia exata da doenca nao é conhecida, mas estima-se um caso para cada
vinte mil nascimentos’®. Na maioria dos casos (90%), a doenga é causada por
mutacdes de heranga dominante em um dos dois genes que codificam as cadeias
do colageno tipo | (COL1A1 e COL1A2), localizados nos cromossomos 7 e 17"
Além destas mutagdes de herangca dominante, mutacbes de heranca recessiva
também foram descritas, como as que ocorrem no gene CRTAP que codifica a
proteina associada a cartilagem (CRTAP) e no gene da prolil-3-hidroxilase, e estas
estdo associadas a formas mais graves da doencga. Estas duas proteinas fazem
parte de um complexo responsavel pela hidroxilagdo do colageno, uma etapa
fundamental no processamento do colageno tipo 1”8, Todas estas mutacdes podem
levar a alteragdes quantitativas ou qualitativas do colageno ou ainda a associagao
destas duas variacdes'.

A principal caracteristica clinica da Ol é a fragilidade éssea, no entanto,
deformidades d6sseas e manifestagcdes extra-esqueléticas como a esclera azulada,
perda da audigdo, frouxiddo ligamentar e dentinogénese imperfeita sao
caracteristicas clinicas frequentes. Isto se deve ao fato do colageno tipo | estar
presente nos ossos, tenddes, ligamentos, esclera e dentina’®. O fendtipo dos
pacientes difere substancialmente, variando de quadros leves com poucas fraturas
até o obito intra-Gtero, nos casos mais graves da doenga'®''. A Ol foi inicialmente
classificada por Sillence em quatro tipos clinicos (I a IV), dependendo da
gravidade12. O tipo | tem heranga autossOmica dominante e apresenta fragilidade
Ossea leve. O tipo Il, heranga autossémica recessiva ou dominante e a apresentagcao
clinica é a mais grave, sendo que a grande maioria destas criangas nao sobrevive a
gestacdo. O tipo Ill também apresenta heranga autossOmica recessiva e é a
apresentacao clinica mais grave entre os portadores de Ol vivos. O tipo IV é
resultado de heranga autossbmica dominante e apresenta fragilidade Ossea
moderada®'?". Com o surgimento dos testes genéticos, foram identificadas uma
grande variedade de mutagdes e novos tipos de Ol foram descritos, sendo que
novas classificacdes estdo sendo discutidas'''*.

Outra caracteristica clinica comum em pacientes portadores de Ol é a dor,

que pode ser aguda ou crdnica. A dor aguda € normalmente decorrente de episédios
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traumaticos, enquanto que sua cronicidade esta associada a dor musculoesquelética
e as malformacdes 6sseas®”. Embora evidéncias sugiram que a dor seja um sintoma
comum, poucos estudos abordam a prevaléncia ou as caracteristicas da dor na
0I1?>"®_ A presenca da dor crénica ou aguda recorrente leva a diminuicdo do convivio
escolar e social, limitagdo das atividades diarias e disturbios do sono, afetando a
qualidade de vida e representando um fardo significativo para as criancas e seus
familiares°.

Varios mecanismos para o surgimento da dor 6ssea tém sido discutidos e €
bem estabelecido que a atividade dos osteoclastos contribui neste processo e esta,
em parte, relacionada ao aumento das citocinas pro-inflamatérias como a
interleucina (IL)-1B, IL-6, fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e o fator
de necrose tumoral (TNF)*'®. Estas citocinas sdo responsaveis pela diferenciacéo,
ativacdo e aumento da sobrevida e atividade dos osteoclastos, promovendo
reabsorcdo Ossea e ainda, atuam inibindo a diferenciagdo dos osteoblastos e
induzindo a apoptose destas células'”'®. Por outro lado a IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
18 e o interferon gama (IFN-y) inibem a formagao dos osteoclastos e a reabsorgao
dssea’®.

O diagnéstico da Ol pode ser feito através da histéria clinica, exame fisico e
exames de imagem, por meio da identificacdo da presencga das caracteristicas da
doenca. Pacientes portadores de Ol grave, podem ter o diagnéstico ainda durante o
periodo gestacional. A ultrassonografia pré-natal pode identificar fraturas intra-utero
ou deformidades dos ossos longos, que corroboram com a Ol. Assim que o paciente
nasce, a radiografia também pode mostrar estas mesmas alteragdes, sugerindo a
doenca. O exame que confirma a Ol é o teste genético, capaz de identificar qual
gene esta comprometido, no entanto € pouco utilizado no sistema de saude publico
brasileiro devido ao seu alto custo'.

Atualmente, o objetivo principal do tratamento dos pacientes portadores de
Ol é melhorar a qualidade dssea para evitar que fraturas e deformidades Osseas
ocorram, possibilitando o ortostatismo, a marcha e consequentemente a melhora de
todo o sistema musculoesquelético®. Apesar da dor ser frequente nestes pacientes,
o seu tratamento na Ol é pouco mencionado na literatura médica.

O tratamento clinico utilizado na Ol é a administracdo de pamidronato
dissodico, um bisfosfonado de segunda geracdo que contém nitrogénio®. Atua

aumentando a densidade 6ssea e reduzindo o nimero de fraturas''. Sua funcéo é
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restringir a agado dos osteoclastos através da inibicdo da enzima farnesil-pirofosfato-
sintase, levando a apoptose celular’®?'. Com a diminuigdo da agdo dos osteoclastos,
o turnover 6sseo diminui e ha um aumento da massa 6ssea. Com a diminuicdo da
atividade dos osteoclastos, o paciente apresenta uma melhora dos niveis de dor,
apesar deste mecanismo n3o estar totalmente elucidado®'®?2. Ainda, o pamidronato
inibe a expressao de metaloproteinases de matriz (MMPs), como a MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-9 e MMP-13 e bloqueia o TNF em nivel proteico. A producdo das
interleucinas, IL-1B e IL-6, secretadas apdés a degeneragao celular, também
diminui?®. Além do pamidronato, outras terapias farmacolégicas tem sido estudadas
como formas de tratamento da Ol. E comprovado o aumento do TGF-B em modelos
animais de Ol e o seu bloqueio com anticorpos pode ser uma possibilidade
terapéutica’’.

Tendo em vista a prevaléncia da dor, a reducdo da qualidade de vida e a
falta de tratamento especifico para o controle da dor nos pacientes com Ol, este
estudo se pautou na busca de alternativas de tratamento para a dor
musculoesquelética, melhora da qualidade 6ssea e da qualidade de vida. Uma
possibilidade de tratamento complementar que pode contribuir para a melhora dos
sintomas da Ol é a suplementagdao com vitamina C, a qual foi objeto deste estudo. A
vitamina C é essencial para a atividade das enzimas prolina-hidroxilase e lisina-
hidroxilase, necessarias para manter a estabilidade das hélices do colageno. E um
cofator essencial para a sintese do colageno em tecidos saudaveis®*?. A vitamina C
também tem papel antioxidante, prevenindo a oxidacdo do DNA, de proteinas e da
parede celular, além de ter funcdo analgésica ja estabelecida®*?®. Ainda, a vitamina
C participa na sintese de neurotransmissores, como catecolaminas e monoaminas,
responsaveis pela modulagdo da dor em nivel central®®. Desta forma, justifica-se a
investigacdo do uso da vitamina C para o tratamento da dor, melhora da qualidade
do colageno e consequentemente, melhora da qualidade 6ssea e da qualidade de
vida em criangas portadoras de OI.

A pergunta desta pesquisa é: a suplementagdo com vitamina C utilizada
como tratamento complementar ao pamidronato dissddico pode reduzir a dor,
melhorar a formagao do colageno, a qualidade éssea e a qualidade de vida em

criangas com OI?
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1.1REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Morfofisiologia do tecido ésseo

O tecido 6sseo € um tecido vivo e metabolicamente ativo, suas funcdes sao:
fornecer sustentacdo ao corpo humano, protecdo a 6rgaos intracavitarios,
hematopoiese, regulacdo da homeostase mineral e servir como reservatério para
minerais e fatores de crescimento. Estruturalmente, os ossos sdo compostos por
0sso cortical e esponjoso, que embora tenham a mesma matriz 6ssea, apresentam
diferencas importantes quanto a densidade ou porosidade, a atividade metabdlica e
a estrutura tridimensional®’.

O osso cortical é formado principalmente por osteons, um dos quatro tipos
de apresentacdo do osso lamelar. Consistem em cilindros longitudinais que
acompanham paralelamente o osso cortical. Esta orientacéo longitudinal faz com
qgue o osso cortical seja mais forte e resistente as fraturas. Os osteons sdo formados
por lamelas concéntricas ao redor do canal central de Havers. No interior do canal
de Havers, encontram-se veias, artérias e nervos. Os canais de Volkmann sao
canais obliquos que ligam o periésteo ao espaco medular 6sseo®’. O periésteo & um
tecido que possui inervagao sensorial recobrindo toda a superficie externa do osso,
com excecado das extremidades oOsseas articulares. Além de servir como local de
insercao tendinea e ligamentar, suas artérias contribuem para a vascularizagdo do
terco externo do osso cortical. O peridsteo possui duas camadas, a camada fibrosa e
a camada de transformagdo osteogénica, onde se localizam as células
osteoprogenitoras e os osteoblastos responsaveis pela formacéo dssea (Figura 1)?’.

O tecido 6sseo é composto de células que sao originadas de duas linhas: as
células osteoprogenitoras (provenientes da linhagem de células tronco
mesenquimais) e os osteoclastos (originados do tecido hematopoiético). As células
osteoprogenitoras sdo as responsaveis pela formagao das células 6sseas. Estas
células permanecem indiferenciadas até que recebam um sinal para migrarem e se
diferenciarem em osteoblastos, células formadoras do tecido 6sseo que sintetizam e
secretam matriz 6ssea organica. A ativagdo dos osteoblastos acontece por agéo de

proteinas morfogenéticas 6sseas e por agdo do TGF-B'".
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Figura 1 — Estrutura dssea.

A figura mostra o desenho de um osso longo com um detalhe em sua diafise. Este detalhe é ampliado
e revela os componentes do osso: 0 0sso cortical com sua unidade estrutural basica (o osteon), o
0SSO esponjoso e o periosteo.

Fonte: adaptado de John Wiley and Sons, Inc. (todos os direitos reservados)”.

Quando ativados, os osteoblastos podem assumir trés condigbes distintas:
permanecer como osteoblasto latente ou transformar-se em ostedcito ou ainda
retornar para a condigdo de célula progenitora. Os osteoblastos sintetizam a parte
organica da matriz 6ssea e sdo responsaveis pela organizagao da mineralizagdo do
tecido 6sseo, que ocorre dez ou quinze dias depois da secre¢do da matriz organica.
Os ostedcitos correspondem a 90% de todas as células 6sseas. Sao responsaveis
por conservar a matriz dssea e pela mediagdo da homeostase do calcio?’.

Os osteoclastos sao células grandes e multinucleadas, que estao localizadas

em pequenas depressoes da superficie 6ssea, chamadas de lacunas de Howship.

* Disponivel em: https://www.pearlywhisper.com/in_the diagram_where_is_the osteon.php;

Acesso em janeiro 2019.
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Durante os processos de ossificacdo e remodelacido, estas células podem estar
presentes em planos mais profundos do tecido 6sseo. Os osteoclastos sdo células
reabsortivas e podem apenas reabsorver osso mineralizado. A formacéao e atividade
dos osteoclastos sao reguladas por varios fatores e por interleucinas, como o TNF, a
IL-1B e a IL-6, o paratorménio, a vitamina D, a calcitonina, entre outros®’. Os
osteoclastos possuem uma borda em escova que permite a adesdo a matriz éssea.
O osteoclasto solubiliza esta matriz através da acidificacdo, permitindo que a
fagocitose acontega. Com isto ha a liberacdo do TGF-B da matriz celular (que foi
secretado previamente pelo osteoblasto junto com a formagado da matriz) com sua
consequente ativacdo. O TGF-B ativado estimula o osteoblasto a produzir
novamente matriz organica. A remodelagdo 6ssea é o processo de reabsorgao e
substituicdo Ossea realizado pela agao conjunta de osteoblastos e osteoclastos. O
resultado final de cada um destes ciclos € a producdo de novos osteons e de 0sso

trabecular?’.
1.1.2 Formacgao do Colageno tipo |

O colageno tipo | € a principal proteina estrutural dos ossos, tenddes,
ligamentos, pele, dentina e esclera’'®. A biossintese do colageno tipo | € complexa.
As células responsaveis por sua formacado sao os osteoblastos, os fibroblastos da
pele e os tendcitos'®. No osteoblasto, o colageno é sintetizado como uma molécula
de pré-colageno através da agao dos ribossomos do reticulo endoplasmatico rugoso
(rER) que fazem a transcrigdo dos genes COL1A1 e COL1A2. Cada um destes
genes dard origem as cadeias alfa-1 e alfa-2, respectivamente (Figura 2). O
colageno tipo | € um heterotrimero que contém duas cadeias alfa-1 e uma cadeia
alfa-2. Estas cadeias formam uma hélice tripla contendo a repetigdo glicina-X-Y. A
glicina € o unico residuo que se encaixa na hélice e isso ocorre a cada terceira
posicao®'. As posicdes X e Y podem conter qualquer aminoacido, mas geralmente
estdo ocupadas pela prolina e pela 4-hidroxiprolina, respectivamente®®. Residuos de
prolina e lisina ao longo da hélice sao hidroxilados pela prolil-4-hidroxilase 1 (P4H1),
lisil-hidroxilase 1 (LH1), lisil-hidroxilase 2 (LH2) e galactosiltransferase (GLT)*'°.
Este processo de hidroxilagdo é responsavel pela estabilidade da hélice. Ainda
durante a formagéo das cadeias do pré-colageno, moléculas guia (conhecidas como

Serpin 1) se prendem as cadeias alfa-1 para evitar a formagao precoce da hélice®.
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Figura 2 — Sintese do colageno.

A figura A mostra a sintese do colageno que acontece no reticulo endoplasmatico rugoso (rER). Os
ribossomos transcrevem as informagdes contidas no RNA mensageiro (RNAm) dos genes COL1A1 e
COL1A2. Observe a agao das enzimas (P4H1, LH1, GLT e LH2) sobre os grupos hidroxila (OH). A
figura B mostra as duas cadeias alfa-1 e uma cadeia alfa-2 formadas e as moléculas guia (Serpin1)
presas as cadeias alfa-1. *Mutagdes nos genes que codificam estas proteinas estdo associadas a Ol.
Fonte: adaptado de Marini et al, 2017,

Cada molécula de pré-colageno apresenta em sua extremidade um
propeptideo glomerular C-terminal ou N-terminal, também conhecido como peptideo

de registro (Figura 3)°.
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Figura 3 — Esquema da estrutura do pré-colageno.

A figura mostra os peptideos de registro terminais e o sitio de clivagem dos mesmos. A tripla hélice
do pro-colageno é constituida por duas cadeias alfa-1 e uma cadeia alfa-2, locais onde ocorrem as
mutacdes que levam a Ol. Os hexagonos representam moléculas de agucar ligadas aos residuos de
lisina-hidroxilase. OH é o grupo hidroxila Ii%ada aos residuos de prolina ou lisina.

Fonte: adaptado de Forlino et Marini, 2015".
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Inicialmente os propeptideos C-terminal ficam presos a membrana do rER e
sd0 0s responsaveis por orientar a formacao da tripla hélice. A proteina de ligacéo
FKBP65 também atua neste momento, auxiliando a organizagédo das cadeias de pro-

colageno (Figura 4)'.
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Figura 4 — Formacao da tripla hélice.

A figura mostra a formagao da tripla hélice com auxilio da agéo da proteina de ligagao FKBP65. A
partir deste momento a hidroxilagdo acontece pela agdo do complexo P3H1, CRTAP e PPlase B.
*Mutagdes nos genes que codificam estas proteinas estado associadas a Ol.

Fonte: adaptado de Marini e colaboradores, 20177,

A hidroxilagdo dos residuos de prolina e lisina continua, seguindo a diregcao
da formacao da tripla hélice. Esta hidroxilagdo acontece por agcdo de um complexo
enzimatico formado pela proli-3-hidroxilase-1 (P3H1), pela CRTAP e pela peptidil-
prolil-cis/trans isomerase B (PPlase B)'". Além disso, a prolil-4-hidroxilase também
desempenha um papel fundamental no dobramento das cadeias do pré-colageno em
colageno de tripla hélice?®. Quando a hélice esta praticamente pronta, o propeptideo
N-terminal passa a fazer parte da molécula de pro-colageno. A partir deste ponto,
esta molécula segue em diregdo ao complexo golgiense, responsavel por sua
exocitose (Figura 5)'°. No meio extracelular, os peptideos de registro sdo removidos
por acdo da desintegrina-metaloproteinase com um dominio idéntico a
tromboespondina 2 (ADAMTS2) e da proteina 6ssea morfogenética 1 (BMP1) e
entdo, o pré-colageno passa a ser chamado de colageno maduro'®. Depois deste
processo, as hélices do colageno estdo prontas para formar as fibrilas do tecido

conectivo e serdo estabilizadas posteriormente por crosslinks™°.
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Figura 5 — Secrecgéao e clivagem do pro-colageno.

A figura mostra a secregao do pro-colageno para o meio extracelular através da agdo do complexo
golgiense. No meio extracelular, ocorre a clivagem da molécula do prd-colageno através da agéo de
ADAMTS2 e da BMP1.

Fonte: adaptado de Marini et al, 2017,

Os defeitos estruturais mais comuns no colageno tipo | e que causam a Ol
sdo as substituicbes da glicina que atrasam a formagdo da tripla hélice. As
substituicdes laterais na cadeia alfa-1 (do tipo ramificagcdo ou adi¢do) alteram a
estabilidade da hélice e sao predominantemente letais, enquanto que as
substituicdes na cadeia alfa-2 normalmente ndo o sdo. O colageno que possui um
defeito estrutural (qualitativo) leva a alteracbes mais graves do metabolismo
intracelular e da estrutura da matriz 6ssea nos pacientes com OI, do que apenas o
defeito quantitativo. As alteracdes intracelulares associadas a matriz 6ssea alterada
faz com que a maturacédo dos osteoblastos seja prejudicada. Mutagdes que alterem

a clivagem dos peptideos de registro também causam OI°.

1.1.3 Hidroxiprolina

A hidroxiprolina € um aminoacido nao-essencial identificado no colageno e
possui duas formas isoméricas: a trans-3-hidroxi-L-prolina e a trans-4-hidroxi-L-
prolina. A diferenca entre estas duas formas estd apenas na localizagao do grupo
hidroxila. Na primeira forma, o grupo hidroxila esta ligado ao carbono B e na

segunda, ao carbono y. A hidroxiprolina € um componente importante do colageno e
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esta ligado a sua sintese e estabilidade. Nos casos em que a hidroxiprolina esta
modificada, encontra-se alteragao do tecido conectivo e aumento do risco de leséo
vascular®®.

A hidroxiprolina é sintetizada no rER através da hidroxilacdo da prolina pela
acao das hidroxilases. Os aminoacidos trans-3-hidroxi-L-prolina e trans-4-hidroxi-L-
prolina sdo sintetizados através da hidroxilagdo dos residuos de prolina pelas
enzimas prolil-3-hidroxilase e prolil-4-hidroxilase respectivamente. A hidroxilacdo
acontece com auxilio de alguns cofatores como o ion ferroso, a vitamina C e o a-
cetoglutarato®®®. A vitamina C ativa as enzimas e as mantém em seu estado
agregado, permitindo sua acdo™°.

Como a hidroxiprolina € amplamente restrita ao colageno, a mensuragao dos
niveis de hidroxiprolina pode ser usada como um indicador do conteudo de
colageno. Condi¢gdes que aumentam a renovagdo do colageno podem elevar os
niveis de hidroxiprolina no soro e na urina®®. Um estudo clinico verificou o efeito da
suplementagcdo com multiplos micronutrientes, incluindo a vitamina C, em criancas
com idades entre 8 e 12 anos durante 6 meses e mostrou que, em comparagio com
o placebo, as criangas suplementadas tiveram um elevado teor de hidroxiprolina no
soro, e um contetido mineral 6sseo e densidade de massa 6ssea mais elevadas>’.

Por outro lado, a degradagao do colageno também pode ser monitorada pela
liberagdo da hidroxiprolina®2. No caso de doencas do colageno (hereditarias ou nao),
onde ha lesdao do tecido conectivo, observa-se o aumento da hidroxiprolina
excretada na urina®. A secrecdo da hidroxiprolina ocorre como resultado da
degradagao extracelular. Ainda, a hidroxiprolina urindaria serve também como
marcador da reabsorcdo 6ssea. Uma vez liberada do tecido 6sseo, a hidroxiprolina
ndo pode ser novamente utilizada e é excretada pela urina®>. A hidroxiprolina
geralmente € mensurada no exame de urina de 24 horas e o paciente deve ficar dois
dias antes do exame sem consumir substancias que contenham colageno (como a
gelatina)®>. Em seres humanos adultos e saudaveis, as concentracdes de
hidroxiprolina ligada as proteinas no soro sdo estaveis. Os niveis de hidroxiprolina
livre aumentam consideravelmente apds a ingestdo de colageno e retornam aos
valores basais apos cerca de 24 horas de restricdo alimentar®?. Noventa por cento
da hidroxiprolina urinaria consiste em hidroxiprolina dialisada ao invés de
hidroxiprolina livre. Os outros dez por cento representam a hidroxiprolina nao

dialisada (com moléculas maiores do que 5.000 daltons), correspondem ao proé-
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colageno tipo | com o propeptideo N-terminal e refletem a recente sintese do

colageno™.

1.1.4 Osteogénese Imperfeita

A Osteogénese Imperfeita € uma doenga genética rara e sua incidéncia é
desconhecida, estima-se um caso para cada vinte mil nascimentos. E possivel que

este numero seja maior (um caso para cada dez mil nascimentos) se forem incluidos

os casos ndo diagnosticados de Ol leve'>'®

19,34

. Nao ha predilecdo por etnia ou

E uma doenga hereditaria do tecido conectivo caracterizada por
1,3,19,34

sexo
osteopenia e propenséao a fraturas decorrentes de traumas de baixa energia
Até 2006, acreditava-se que a Ol era uma doenca exclusivamente autossémica
dominante, causada por mutagbes nos genes responsaveis pela formagao do
colageno tipo | (COL1A1 e COL1A2), localizados nos cromossomos 7 e 17'37. A
primeira mutagao recessiva foi identificada em 2006, época em que as pesquisas
genéticas sobre a Ol avancaram e apresentaram novos conhecimentos sobre a
doenca®. Além disso, em 2006, também foram descobertas mutacdes em genes
relacionados ao colageno, fato este que explica a heterogeneidade da doenca’®. Em
2017, Marini e colaboradores afirmaram que as mutagdes podem ocorrer nos genes
responsaveis pela sintese do colageno (COL1A1 e COL1A2) e em genes envolvidos
nas modificagdes pos-translacionais € no processamento e crosslinks do colageno
(CRTAP, P3H1, PPIB, SERPINH1, FKBP10, PLOD2, BMP1), além de genes
responsaveis pela mineralizacdo é6ssea (IFITM5 e SERPINF1) e diferenciagao e
funcdo dos osteoblastos (SP7, TMEM38B, WNT1, CREB3L1, SPARC, MBTPS2)".
As mutagdes génicas podem levar a alteragbes quantitativas ou qualitativas do
colageno ou a associagao destas variacdes'. As mutacdes que envolvem as
substituicdes da glicina nas cadeias do colageno resultam em altera¢des qualitativas
e consequentemente piores manifestacdes clinicas®. Algumas das formas mais
graves da doenga e dos casos de letalidade estdo relacionados as mutagdes
recessivas que ocorrem nos genes da CRTAP e da prolil-3-hidroxilase”®.

O colageno tipo | € a principal proteina estrutural dos ossos, tenddes,
ligamentos, pele, dentina e esclera’. Na Ol, estes tecidos s&o defeituosos devido as
alteragdes que ocorrem no colageno tipo I. A principal caracteristica clinica desta

doencga é a fragilidade 6ssea decorrente da osteopenia. Os pacientes apresentam
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fraturas causadas por traumas de baixa energia e podem apresentar fraqueza
muscular, frouxidao ligamentar, baixa estatura, deformidades nos ossos longos e
térax (pectus carinatum), escoliose e cifose. A face pode ter aspecto triangular.
Manifestacbes extra-esqueléticas também podem estar presentes, como a esclera
azulada, a perda da audicdo e a alteragao dentaria (dentinogénese imperfeita)
(Figura 6)"*%'° O fendtipo dos pacientes difere substancialmente, variando de
quadros leves com poucas fraturas até o o6bito intra-utero nos casos mais graves da

doenga'".

A 3

Figura 6 — Caracteristicas clinicas de paciente portador de Ol.

A figura mostra as caracteristicas clinicas de paciente portador de Ol. Na imagem A, observa-se a
esclera azulada enquanto que na imagem B, a dentinogénese imperfeita. Na imagem C, observa-se
as deformidades das tibias e na imagem D, a deformidade toracica.

Fonte: adaptado de Marini e colaboradores, 20177,

Nos paises em desenvolvimento, o diagndstico da Ol é clinico na maioria
das vezes. A presenca de historico familiar e da identificacdo das alteragdes clinicas
caracteristicas da doencga ajudam a fechar o diagnéstico®. No Brasil, ndo é comum a
avaliacao genética para identificagdo do gene acometido e para confirmagédo do
diagndstico. Criangas com Ol grave apresentam alteragdes no ultrassom pré-natal,
com deformidades angulares nos 0ssos longos e fraturas ja identificados no primeiro
e segundo trimestres da gestagéo“. A completa falta de mineralizacdo do cranio e a
presenca de hérnias viscerais € incompativel com a vida. Outro fator que esta
associado a maior letalidade é a angulagdo maior do que 90 graus das tibias no

exame de ultrassom’. Estudos radioldgicos também auxiliam no diagnéstico.
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Fraturas em estagios de consolidagao diferentes, ma qualidade 6ssea, osteoporose
e deformidades de ossos longos também s&o indicativos de Ol (Figura 7). Pacientes
portadores de Ol também podem apresentar ossos wormianos (ou 0ssos acessorios

localizados nas suturas cranianas) no raio-X de cranio’.

Figura 7 — Estudo radiografico de paciente portador de Ol.

A figura mostra a imagem radiografica de um menino com dois dias de vida, portador de Ol. A crianga
apresenta deformidade dos ossos longos dos membros inferiores (setas vazadas), resultante de
fraturas intra-utero, além de calo 6sseo em sétimo arco costal direito (seta larga).

Fonte: Hoyer-Kuhn et al, 2015%,

A Ol apresenta uma grande variedade de fendtipos e foi inicialmente
classificada por Sillence em quatro tipos clinicos'?. O tipo | tem heranga autossdémica
dominante e é caracterizada por esclera azulada, poucas deformidades Osseas e
estatura normal ou préxima do normal. A fragilidade 6ssea é leve a moderada e os
pacientes podem ou nao apresentar dentinogénese imperfeita. O tipo Il apresenta
heranga autossdmica recessiva ou dominante e € a forma mais grave da Ol,
causando o o6bito perinatal. O tipo Il apresenta heranga autossdmica recessiva e é a
forma mais grave de Ol compativel com a vida. Apresenta fragilidade &ssea
importante, com fraturas frequentes, deformidades dsseas e baixa estatura. O tipo IV
€ decorrente de heranga autossOmica dominante e apresenta fragilidade éssea
moderada com estatura préxima do normal. Pode ou nao apresentar dentinogénese

imperfeita®'213:34,



27

A classificacdo de Sillence foi amplamente utilizada por mais de duas
décadas, mas com o surgimento dos testes genéticos foram identificadas uma
grande variedade de mutagdes e novos tipos de Ol foram descritos, sendo que

MI418  Marini e

novas classificacbes estdo sendo apresentadas e discutidas
colaboradores publicaram em 2017 a versao mais recente da classificagdo genética,
subdividindo a doenga em dezoito tipos. Nesta classificacéo, os tipos |, Il, lll e IV sdo
provenientes da classica classificagcao de Sillence e estido relacionadas aos defeitos
de COL1A1 e COL1A2. Os tipos V e VI sdo decorrentes de um defeito nos genes
relacionados a mineralizacdo 6ssea, enquanto que os tipos VII, VIIl e IX estéao
associados aos genes responsaveis pelas modificagdes pods-translacionais do
colageno. Os tipos X, Xl e Xll estdo associados ao comprometimento de genes
responsaveis pelo processamento e crosslinks do colageno e os tipos XlIl a XVIII,

aos genes associados a funcdo dos osteoblastos'®.

1.1.4.1 Dor na Osteogénese Imperfeita

A dor é um sintoma comum nos pacientes com Ol, podendo ser aguda ou
crénica. Pacientes portadores de Ol podem relatar dor apdés uma fratura ou
tratamento cirurgico ortopédico, mas também podem apresentar queixas de dor ndo
relacionada a episédios traumaticos. A cronicidade esta relacionada a dor
musculoesquelética ou apds varios episddios de fraturas®. Doencas relacionadas
com alteragdo do colageno, como Ehlers-Danlos, Marfan e Ol, sao frequentemente
associadas a dor musculoesquelética e existe uma hipotese que a dor esteja
associada ao colageno de ma-qualidade?®. As deformidades musculoesqueléticas
decorrentes da consolidacdo inadequada das fraturas também pode levar a dor
crénica®. Além disso, pacientes com Ol podem queixar-se de cefaleia por impress&o
basilar, que é caracterizada por uma invaginagdo da jungao craniovertebral e um
pescoco curto com posicdo anormal da cabega™®.

Embora evidéncias sugiram que a dor seja um sintoma comum, poucos
estudos abordam a prevaléncia ou as caracteristicas da dor na Ol. Zack e
colaboradores publicaram em 2005 o primeiro estudo sobre dor em criangcas com Ol
e descreveram as caracteristicas da dor aguda e crbénica nestes pacientes. A dor
aguda (relacionada a fratura) € de maior intensidade e mais frequente quando

comparada a dor cronica. Neste estudo, 30% dos pacientes queixaram-se de dor
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nao relacionada a fratura, cuja localizacao foi preferencialmente em tergo distal da
perna, regiao anterior da coxa e dor lombar'®. Em 2015, Abdelaziz relatou que varios
mecanismos podem contribuir para a presenca da dor em pacientes portadores da
Ol. Multiplas fraturas, lesdo do periosteo, compressao vertebral e da raiz nervosa,
artrose, fraqueza muscular e alteragdes inflamatorias decorrentes da fratura e de um
processo de consolidacdo anormal podem levar a dor'®. Além destes mecanismos, é
bem estabelecido por meio de pesquisas em modelos animais, que a atividade e a
diferenciacdo aumentada dos osteoclastos (células responsaveis pela reabsorgéo
4ssea) facilitam o processamento nociceptivo™.

A presenca da dor esta, em parte, relacionada ao aumento das citocinas pro-
inflamatérias como a IL-1B, IL-6 e o TNF'®. Estas citocinas sdo responsaveis pela
diferenciacao e ativacdo dos osteoclastos. A diferenciagdo ocorre através da agao
do TNF e do fator de diferenciacdo do osteoclasto (ODF) por meio da ativagao do
Receptor Ativador do Fator Nuclear B (RANK, é um membro da superfamilia dos
receptores do TNF localizado no osteoclasto, ativado pelo ODF). A ativagdo do
osteoclasto e sua sobrevida estdo associadas a presenca da IL-13. O aumento do
TNF também leva ao aumento da atividade do osteoclasto (promovendo reabsorgéo
O0ssea) e ainda, atua inibindo a diferenciacdo dos osteoblastos e induzindo a
apoptose destas células'’'®. As citocinas IL-6 e IL-7 e o TGF-B também séo
indutores da formacao dos osteoclastos e da reabsor¢cao dssea, enquanto que a IL-
4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18 e o IFN-y inibem a formacido dos osteoclastos e a
reabsorcio 6ssea'®.

Um estudo realizado por Nagae e colaboradores relatou que os osteoclastos
remodelam a estrutura 6ssea em meio acido, originado através da secrecao de ions
hidrogénio (prétons) durante a reabsorgao'®. O meio 4cido é reconhecido como uma
das causas de dor. Segundo Nagae, duas classes principais de nociceptores séo
sensiveis ao acido: os canais ibnicos sensiveis ao acido (ASICs) e o receptor de
potencial transitério vanildide 1 (TRPV1), presentes nos neurbnios sensoriais que
inervam o periosteo. Estes nociceptores desencadeiam a dor através da ativacao
destes canais por prétons, produzidos pelos osteoclastos'®??. Ainda, a liberacdo de
todas as citocinas pro-inflamatérias descritas anteriormente, sensibilizam os
nociceptores e reduzem o limiar de ativacdo dos canais idnicos: ASIC e TRPV1,

culminando em um aumento da dor no tecido 6sseo'®.
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A presenca da dor cronica ou aguda recorrente leva a um aumento do
impacto negativo que a doenga causa nestes pacientes. A dor decorrente de fratura,
deformidade ou qualquer um dos mecanismos descritos anteriormente, leva também
a um sofrimento psicolégico e emocional que na maioria das vezes nédo é
mensurado clinicamente e, muito menos, tratado. A diminui¢cdo do convivio escolar e
social, a limitagdo das atividades quotidianas e os disturbios do sono, afetam a
qualidade de vida e representam um fardo significativo para as criangas e seus

familiares®>°.

1.1.4.2 Tratamento da Osteogénese Imperfeita

Atualmente a osteogénese nao apresenta cura e muitas terapias sao
aplicadas para diminuir o numero de fraturas, auxiliar as atividades de vida diaria e
melhorar a qualidade de vida®. O principal objetivo médico do tratamento dos
pacientes portadores de Ol é melhorar a qualidade 6ssea para evitar que fraturas e
deformidades &sseas ocorram, possibilitando o ortostatismo, a marcha e
consequentemente a melhora de todo o sistema musculoesquelético®*. O
tratamento deve ser multidisciplinar e geralmente consiste em acompanhamento
ortopédico, endocrinolégico e fisioterapéutico, dentre outras especialidades, se for
necessario>*.

O tratamento ortopédico inclui a prevengao de deformidades, evitando as
fraturas através da melhora da fungcdo do sistema musculoesquelético. A prescricao
de fisioterapia é fundamental para melhora da qualidade &ssea, diminuindo o
numero de fraturas®. A combinagado de fragilidade 6ssea, fraqueza muscular, ciclos
de fraturas e diminuicdo do uso do sistema musculoesquelético cria uma situagao
cheia de desafios para a aquisicdo e manutencido de habilidades motoras,
principalmente a deambulacdo. O tratamento fisioterapéutico focado no ganho de
forca muscular e amplitude de movimento sao cruciais para maximizar as funcoes
individuais e a independéncia. Nos pacientes com acometimento mais grave, o
objetivo é permitir uma melhora dos cuidados pessoais, facilitar as transferéncias
(entre a cadeira de rodas e a cama, por exemplo) e ganhar habilidades necessarias
para uma vida independente>=°.

Nos casos graves, o ortostatismo e a deambulagdo s6 serdo alcangados

apés a correcdo das deformidades dos membros inferiores. Para tanto, as
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osteotomias e a fixagdo com hastes intramedulares sdo necessarias®’*®. Embora
nao melhorem a qualidade 6ssea, as hastes auxiliam na reabilitagdo, permitem
suporte interno para a consolidacdo apds a fratura, previnem desvios e
deformidades nas futuras fraturas e interrompem os ciclos de fratura e desuso 6sseo
que levam a piora da qualidade 6ssea>®®.

O tratamento medicamentoso vem sendo tentado ha décadas e varias
substancias ja foram prescritas com o objetivo de melhorar a qualidade O&ssea.
Historicamente existem relatos de administracdo de hormdnios sexuais e do
crescimento, fluoreto de sddio, calcitonina, 6xido de magnésio e vitaminas D e C
isoladamente, com pouco ou nenhum sucesso .

A mudanga mais significativa no tratamento medicamentoso da Ol foi feita
com a introdugdo dos bisfosfonados®®. O primeiro estudo sobre a utilizacdo de
bisfosfonados foi publicado por Devogelaer e colaboradores em 19872. No inicio dos
anos 90, Astrom e Soderhall demonstram os efeitos positivos dos bisfosfonados e
revolucionaram o tratamento da osteogénese®. Os bisfosfonados sdo drogas
antirreabsortivas sintéticas analogas ao pirofosfato e sdo amplamente utilizados em
criancas com OIl. Os bisfosfonados se depositam na superficie Ossea, sao
endocitados pelos osteoclastos e induzem a apoptose destas células. O tratamento
objetiva o aumento da massa Ossea através da neutralizagdo do turnover 6sseo.
Com a utilizagao dos bisfosfonados o 0osso ainda apresentara alteragéo do colageno,
mas o aumento do volume 6sseo (mesmo com defeito da matriz) aumentara a forga
e a resisténcia 6ssea. A meia-vida dos bisfosfonados é longa e os efeitos da
medicacdo sobre o 0sso persistem por anos apds o término do tratamento®. Os
bisfosfonados aumentam a massa 6ssea, diminuem o numero de fraturas, melhoram
o crescimento, a massa muscular e a mobilidade®*. A administragdo de bisfosfonado
deve ser feita durante a infancia porque o esqueleto estda em desenvolvimento e o
potencial para influenciar os ossos € maior. Apds a puberdade, o turnover 6sseo
diminui e o tratamento medicamentoso pode ser suspenso*®.

Em 1998 e 2002, Glorieux relatou que o pamidronato (o bisfosfonado mais
estudado) mostrou melhora significativa no aumento da densidade 6ssea, espessura

39,40

cortical e diminuicdio do numero de fraturas Atualmente, o pamidronato

dissodico é a medicagdo de escolha para o tratamento da Ol. E um bisfosfonado de

segunda geracgao que contém nitrogénio e permite o aumento da densidade 6ssea e,

20,21

consequentemente, reduz o numero de fraturas®“'. Sdo mais potentes do que os
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bisfosfonados de primeira geracao e restringem a acgao dos osteoclastos através da
inibicdo da enzima farnesil-pirofosfato-sintase. A supressdo desta enzima nos
osteoclastos leva a uma desorganizagcédo da célula, que induz a apoptose celular®.
Com a diminuicado da atividade dos osteoclastos, o turnover dsseo diminui € ha um
aumento da massa 6ssea, diminuicdo do numero de fraturas e foi relatado também,
diminuicdo nos niveis de dor®*®'%22 A administragdo prolongada de pamidronato
reduz significativamente a reabsor¢ao 6ssea, mantendo o volume do osso trabecular
e a estrutura 6ssea®.

Neste sentido, estudos clinicos sugerem que o uso de drogas inibidoras de
osteoclastos, como os bisfosfonados, possa reduzir o nivel de dor nestes

pacientes*®223°,

Além de atuar sobre os osteoclastos, o pamidronato regula
negativamente as MMPs, induzidas pelo TNF?. O TNF é a principal citocina pro-
inflamatdéria que age diretamente promovendo a diferenciagdo do osteoclasto,
resultando em reabsorcdo Ossea acelerada in vivo e in vitro'. Nos processos
inflamatdrios, a presenca de TNF faz com que os osteoblastos produzam citocinas
que causam inflamagado, angiogénese e degradagdo celular através da agédo das
enzimas que degradam a matriz (como a MMP-9), criando um ciclo vicioso de
apoptose e degradacao celular. O pamidronato bloqueia o TNF e impede que as
MMPs atuem. O mecanismo pelo qual o pamidronato inibe diretamente o TNF ainda
ndo esta esclarecido e mais estudos sdo necessarios neste sentido®. Ainda, com o
uso do pamidronato, a produgao de IL-13 e IL-6, secretadas apdés a degeneragao
celular, também diminui®®. Apesar dos relatos de reducdo da dor com o uso de
bisfosfonados, este ainda € um sintoma relatado na pratica clinica, assim, se faz
necessaria a investigacdo de terapias complementares, como proposto neste

estudo.
1.1.5 Vitamina C

A vitamina C é uma molécula hidrossoluvel, facilmente absorvida pelo
organismo, mas nado armazenada. O organismo humano também nao é capaz de
sintetiza-la e por este motivo a vitamina C deve ser administrada na dieta®**"*?. Nos
humanos, a deficiéncia da gulonolactona oxidase, impede a sintese do acido L-
ascorbico a partir da glicose*'. A vitamina C é absorvida no intestino delgado e as

concentracdes plasmaticas alcancam um pico em 120 a 180 minutos apds a
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ingestdao®®. A meia-vida é de 10 a 20 dias**. Estudos utilizando vitamina C marcada
por radioisotopos preveem que as reservas corporais em humanos saudaveis é de
aproximadamente 1.500 mg43. Nao existe na literatura consenso com relacdo a
dosagem ideal de vitamina C para a saude humana. Sugere-se que a ingesta de 100
a 200 mg por dia forneceria um status adequado de saturagdo plasmatica em

individuos saudaveis?®4!4°.

Nas criancas abaixo dos doze meses, a dose de
vitamina C varia entre 40 e 50 mg por dia. Nas criangas maiores de um ano, a dose
é de 15 a 65 mg por dia*®. Doses acima de 1.000 mg/dia resultam em menos de
50% de absorgao e a vitamina C que nao for metabolizada é excretada nas fezes e
na urina®’. No entanto, situagcdes especiais como infeccdes, processos cirargicos,
gravidez e tabagismo necessitam de doses altas para normalizar a saturagao
plasmatica de vitamina C*'. Pauling, ganhador do Prémio Nobel e estudioso da
vitamina C, recomendava doses elevadas desta vitamina para combate a resfriados,
gripes e outras viroses, bem como na prevengdo do cancer e outras doencgas
degenerativas*?. Muitos efeitos benéficos sdo observados com altas concentracdes
de vitamina C, mas tais niveis podem ser toxicos aos humanos. O excesso de
vitamina C (altas doses) pode levar a geragao de radicais livres que podem danificar
as células. O excesso de vitamina C pode levar a erosdo do esmalte dentario,
alteracgdes gastrointestinais, deficiéncia de vitamina B12, altos niveis de ferro e acido
trico no organismo*®.

A vitamina C tem papel fundamental na manutencédo dos tecidos sadios, é
conhecida por sua fungao antioxidante prevenindo a acao oxidativa sobre o DNA, as
proteinas e a parede celular®**®. Além disso, tem funcdo imunoestimulatéria e anti-
inflamatdria e € importante na defesa do organismo contra infec¢des, auxiliando na

regulacdo da resposta imune aos patégenos*'*®

. Estudos sugerem que tanto a
resposta imune mediada por células como a resposta imune humoral sao
aprimoradas com a suplementacdo desta vitamina. A vitamina C aumenta a
atividade das células exterminadoras naturais (natural killer) e eleva os niveis de
anticorpos no plasma sanguineo®®.

Outra fungdo muito importante da vitamina C é a estabilizacdo do
colageno®*. O colageno, como ja descrito anteriormente, é uma estrutura presente
em varios tecidos do corpo, como na esclera, dentes, ligamentos, tenddes e 0ssos.
Na presenga de um colageno de ma-qualidade, as estruturas que o contém tornam-

se defeituosas. O colageno é o componente principal da matriz 6ssea e contém altas
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proporcdes de hidroxiprolina, fundamental para estabilizar a sua estrutura

helicoidal*®

. A vitamina C é essencial para a atividade de enzimas como a P4H1, que
utiliza a molécula de oxigénio e o ion ferroso para catalisar a hidroxilagdo da prolina,
fundamental para manter a estabilidade do colageno (demonstrado na Figura 2). A
vitamina C age como um agente redutor, sendo especialmente adequada para a
reducdo do ion férrico a ferroso*'.

O primeiro relato cientifico sobre o uso da vitamina C em pacientes com Ol
foi publicado na revista The Lancet por Winterfeldt em 1970. O autor relacionou o
uso do acido ascorbico (vitamina C) e o numero de fraturas em pacientes com Ol.
Foram avaliados dez pacientes portadores da doenca, com idades entre cinco e 27
anos. Neste estudo, os pacientes receberam uma dieta pobre em hidroxiprolina e
suplementagdo com um grama por dia de acido ascoérbico, pelo periodo de trés
meses. Como resultados, Winterfeldt observou uma diminuicdo da excrecao urinaria
da hidroxiprolina (um indicador do metabolismo do colageno), além de uma
diminuicdo expressiva no numero de fraturas. No periodo de tempo analisado,
esperava-se a ocorréncia de 20 a 22 fraturas e apenas cinco foram relatadas. O
autor cita, ainda, que os pacientes do estudo ndo apresentaram complicagdes
relacionadas ao uso da vitamina C*°.

Em 1974, outro estudo envolvendo suplementacdo com vitamina C foi
publicado por Kurz. Foram avaliados 13 pacientes portadores de Ol, com idades
variando entre zero e 15 anos e que nao recebiam nenhum tipo de tratamento para a
doencga. Estas criangas receberam entre 250 e 600 mg de vitamina C por dia,
durante um periodo nao especificado. Neste estudo pacientes relataram melhora da
atividade fisica e do vigor fisico durante o uso da vitamina C, além de apresentarem
uma diminuigdo do nimero de fraturas®.

Embora estes artigos tenham conseguido provar a relagao entre a vitamina
C e a melhora da qualidade dssea, ndo conseguiram mostrar o efetivo aumento da
sintese ou melhora da qualidade do colageno. Naquela época ainda especulava-se
sobre a etiologia da Ol e provavelmente, a partir da confirmagdo da etiologia
genética, os estudos relacionando o uso da vitamina C e a melhora do colageno em
pacientes portadores de Ol ndo foram mais publicados. Atualmente as pesquisas
sobre este assunto associam a deficiéncia de vitamina C com a redugao da sintese
de colageno, instabilidade estrutural de tecidos conectivos e até mesmo, com a

hipétese de que a deficiéncia de vitamina C pode contribuir para a degeneragao de
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tecidos que contenham colageno (como o disco intervertebral) e com a expressao
exagerada das enzimas que quebram a matriz celular?®.

Um fator importante para a presente pesquisa é a avaliagao da dor durante a
suplementacdo com vitamina C visto que um numero importante de estudos tém
demonstrado suas propriedades analgésicaszs. A dor de causa musculoesquelética
€ frequente em pacientes com doengas do colageno e € possivel que a dor seja
resultante de um tecido conectivo alterado. Mas poucas sao as publicagcdes que
correlacionam a vitamina C com as doengas musculoesqueléticas e a dor**. Em
1984, Ringsdorf relatou que a suplementacao de vitamina C em altas doses diminuia
a dor 6ssea em pacientes portadores de Ol e doenga de Paget. Neste estudo, o
autor conclui ainda que, com o uso da vitamina C, pacientes portadores de Ol
apresentaram uma diminuicdo do numero de fraturas quando comparadas ao
periodo em que a suplementacdo com vitamina C nao era realizada, provavelmente
associada & melhora do colageno®'.

Além disso, no escorbuto, doenga que ocorre devido a deficiéncia de
vitamina C, a dor € um sintoma comum e apresenta-se principalmente no sistema
musculoesquelético como artralgia em joelhos, tornozelos e punhos, bem como, a
mialgia***”. As criancas com escorbuto, particularmente, sofrem de dor intensa em
membros inferiores®?. E ha relatos médicos relatando casos de adultos e idosos que
também experienciaram dor musculoesquelética®>*. A dor no escorbuto parece ser
devida primariamente ao sangramento no tecido musculoesquelético, que pode se
tornar severamente debilitante, de maneira que incapacite a marcha destes
pacientes**. No entanto, a dor devido & deficiéncia de vitamina C pode ser
completamente resolvida com suplementacdo por uma ou duas semanas, que ira
resultar na saturacdo plasmatica de vitamina C (por exemplo, = 200 mg/dia)*®*°.

De maneira importante para a populacdo do nosso estudo, foi demonstrado
que traumas e cirurgias depletam significativamente as concentragdes de vitamina C
plasmaticas e a suplementagcdo com doses maiores que 0,5 g/dia € necessaria para
a restauracdo do nivel normal de vitamina C nestes pacientes®. Ainda no campo
ortopédico, a deficiéncia de vitamina C foi associada a dor reumatica e na coluna
lombar e cervical®. A vitamina C exerce efeitos regulatérios sobre o sistema
esquelético em células osteogénicas, condrogénicas e osteoblastogénicas®®“®. O

mecanismo de acdo da vitamina C nas células d6sseas envolve 0 aumento ou a
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reducao da regulagido da expressao de genes especificos, por meio da regulagéao de
fatores de transcrigdo e marcadores epigenéticos?°.

Em um estudo clinico realizado em 16 pacientes com doenca 6ssea de
Paget (doenga crénica causada pela excessiva reabsor¢ao e formagdo do 0sso,
gerando uma remodelagdo éssea desorganizada, enfraquecimento e deformacéao
Ossea, além de dor) mostrou que: a dose oral de 3 g/dia de vitamina C por duas
semanas reduziu a dor em 50% dos pacientes e resultou em analgesia completa em
20% dos pacientes. E ainda, a excrecdo de hidroxiprolina foi aumentada
posteriormente a administracdo de vitamina C, sendo ainda maior naqueles
pacientes que relataram alivio completo da dor. Este artigo destacou o papel da
vitamina C como um cofator para a acdo da enzima hidroxilase, responsavel pela
sintese de colageno®®.

Alguns estudos relatam a associagao entre a vitamina C e a redugéo do uso
de analgésicos opioides em pacientes com dor severa devido a metastase

5761 Cameron, no inicio dos anos setenta,

esquelética e dor pods-operatéria
demonstrou diminuicdo da dependéncia de opioides em cinco pacientes com cancer
apos o tratamento com vitamina C. De cinco a sete dias apds a suplementacdo com
vitamina C, quatro dos cinco pacientes avaliados ficaram completamente livres de
dor e o quinto paciente precisou somente de metade da dose analgésica de opioide
utilizada usualmente. Curiosamente, demonstrou-se que nenhum destes pacientes
apresentou sintomas de dependéncia, apesar de terem recebido analgesia opioide
por semanas ou meses® %,

Recentemente, um estudo administrou randomicamente uma dose oral Unica
de vitamina C (2g) ou placebo em 80 pacientes, uma hora antes do paciente ser
submetido a anestesia para uma colecistectomia. Nos pacientes suplementados com
vitamina C ocorreu uma reducdo do consumo de morfina pds-operatéria quando
comparados ao grupo que recebeu placebo, embora ndo tenha ocorrido redugao do
escore de dor entre os dois grupos®®. Estas e outras evidéncias da literatura
apontam para uma aplicagdo potencial da vitamina C como uma terapia adjuvante
para a reduc¢ao de analgesia opioide e seus efeitos de dependéncia.

Ainda nado existe um consenso sobre o mecanismo analgésico pelo qual a
vitamina C atua. O estresse oxidativo e a inflamacao sao implicados na fisiopatologia
de doengas do sistema musculoesquelético como artrite, sindrome da dor regional

complexa, cancer e trauma cirurgico. A vitamina C € um potente antioxidante, capaz
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de eliminar uma série de espécies reativas de oxigénio e, com isso, proteger as
células e tecidos do dano oxidativo®®. Este mecanismo, no entanto, € muito simplista
devido as numerosas reagdes enzimaticas em que a vitamina C age como cofator,
no ser humano®. A vitamina C também exibe propriedades anti-inflamatdrias,
fornecendo uma redugcao de marcadores inflamatdrios como a proteina C reativa e
citocinas pré-inflamatérias  (TNF, interferons e interleucinas)®. Contudo, o
mecanismo bioquimico pelo qual a vitamina C age como anti-inflamatério ainda
permanece desconhecido®.

A vitamina C tém papel ja estabelecido na sintese de neurotransmissores
catecolaminérgicos e por isso esta envolvido na neuromodulacdo®®. E sabido que ela
age como cofator para a enzima dopamina B-hidroxilase, a qual converte dopamina
em norepinefrina e também facilita a sintese de dopamina através da reciclagem do
cofator tetraidrobiopterina, que é requerido para a atividade da enzima limitante da
sintese de dopamina, a tirosina hidroxilase®”®®. Ainda, um mecanismo similar a
reciclagem da tetraidrobiopterina tem sido proposto para a agao da vitamina C na
biossintese de monoaminas, como a serotonina®.

Embora a literatura apresente dados com relacdo a melhora da dor com o
uso da vitamina C, ndo existem relatos que expliqguem esse fenbmeno e seu
mecanismo em pacientes com Ol em tratamento com pamidronato dissddico, fato
este que demonstra a originalidade e o ineditismo deste estudo. Este estudo tem a
intencao de observar se ocorre efeito analgésico, melhora da qualidade de vida e da
qualidade éssea e entender alguns dos mecanismos de agédo do tratamento com
vitamina C. A hipotese do presente estudo € de que a vitamina C promove agao
analgésica e reducdo do numero de fraturas e consequentemente, melhora da
qualidade de vida. Ha ainda a hipotese que parte deste efeito esta relacionado a
maior sintese de colageno e mecanismos anti-inflamatérios nos pacientes
portadores de OIl. Desta forma, espera-se contribuir para o entendimento do

mecanismo de agao da suplementagdao com vitamina C em criangas com Ol.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementagcdo com vitamina C ou placebo na dor, na
qualidade de vida, na inflamagéo, na sintese do colageno e no turnover 6sseo em

pacientes portadores de osteogénese imperfeita em uso de pamidronato dissoédico.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o numero de fraturas em pacientes com OIl, em uso de pamidronato
dissddico, suplementados com vitamina C ou placebo.

Avaliar quantitativamente e qualitativamente a dor em pacientes com OIl, em
uso de pamidronato dissddico, suplementados com vitamina C ou placebo.

Avaliar quantitativamente a qualidade de vida em pacientes com Ol, em uso
de pamidronato dissédico, suplementados com vitamina C ou placebo.

Quantificar os niveis séricos das citocinas pro-inflamatérias TNF, IL-1B, IL-6
e MMP-9 e anti-inflamatérias IL-4 e IL-10 em pacientes com Ol, em uso de
pamidronato dissédico, suplementados com vitamina C ou placebo.

Quantificar os niveis séricos de hidroxiprolina em pacientes com OI, em uso
de pamidronato dissédico, suplementados com vitamina C ou placebo.

Quantificar os niveis séricos plasmaticos de TGF-f1 em pacientes com Ol,

em uso de pamidronato dissddico, suplementados com vitamina C ou placebo.
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3. METODOS

3.1TIPO DE ESTUDO

Estudo piloto de um ensaio clinico randomizado, duplo cego, controlado com

placebo.

3.2POPULAGAO, LOCAL, TEMPO E AMOSTRA

A populagao escolhida para o estudo € o grupo de pacientes portadores de
Ol em acompanhamento com os servigos de ortopedia e endocrinologia pediatricos
do Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIJG), em tratamento com o pamidronato
dissédico, entre os meses de janeiro e dezembro de 2018. Neste periodo a
populagcdo com osteogénese imperfeita em uso de pamidronato dissddico era de 62
pacientes. A amostra é de conveniéncia devido a raridade da patologia e devido ao
fato do hospital escolhido ser referéncia estadual para o tratamento da Ol. Todos os
pacientes diagnosticados com OlI, no estado de Santa Catarina, sdo encaminhados
ao HIJG para avaliagao com os servigos de ortopedia e endocrinologia pediatricos. O
Servigo de Endocrinologia é responsavel pela indicagao e prescrigao do tratamento
medicamentoso com o pamidronato dissddico segundo o protocolo de Glorieux®®.
Sao incluidos neste protocolo de tratamento, os pacientes com acometimento
moderado a grave e/ou com fraturas de repeticao decorrentes de traumas de baixa
energia. A frequéncia de aplicagao e a dose do pamidronato depende da idade que
0 paciente possui e a administracdo da medicacao é feita por via endovenosa
durante trés dias. Pacientes menores de dois anos de idade recebem 0,5 mg/kg/dia
de pamidronato a cada dois meses, pacientes que possuam entre dois e trés anos
de idade recebem 0,75 mg/kg/dia a cada trés meses e os maiores de trés anos de
idade, 1 mg/kg/dia a cada quatro meses. A dose anual ndo deve ser superior a 9
mg/kg. Apds quatro anos de uso da medicagdo, a administragcdo do pamidronato
passa a ser semestral na dose de 1 mg/kg/dia.

Os pacientes da amostra foram divididos em estratos baseados na idade. A
escolha de estratificagdo por faixa etaria deveu-se ao fato das escalas de dor (uma

das formas escolhidas para a coleta de dados) serem especificas a determinadas
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faixas etarias. Os estratos definidos segundo a faixa etaria sdo: de zero a trés anos
e onze meses, quatro a sete anos e onze meses e acima de oito anos.

Os participantes foram alocados em dois grupos:

Grupo controle Placebo: pacientes portadores de Ol que receberam
tratamento padrao com pamidronato dissédico endovenoso e receberam placebo por
via oral.

Grupo experimental Vitamina C: pacientes portadores de Ol que receberam
tratamento padrao com pamidronato dissddico endovenoso e foram suplementados
com vitamina C por via oral.

A alocagao nos grupos deu-se por meio de randomizacgao feita através do
site www.random.org/lists/. Apés a randomizagao realizada pelo site, os numeros
impares foram alocados no grupo Placebo e os pares, no grupo Vitamina C. Cada
estrato por faixa etaria tem um grupo controle e um grupo experimental. A
pesquisadora ndo teve acesso ao conteudo de cada grupo durante o periodo de

coleta de dados.

3.3CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos os pacientes portadores de Ol (tipos I, Ill e IV, segundo
Sillence) e sem outras doengas associadas (conforme avaliagdo do prontuario
médico), na faixa etaria de zero a 18 anos, que realizaram ciclos a cada 2, 3,4 ou 6
meses de tratamento com pamidronato dissédico endovenoso, no HIJG, entre
janeiro e dezembro de 2018. O HIJG atende pacientes até a idade de 14 anos, 11
meses e 29 dias, mas esta idade € extrapolada em casos especificos (como no caso
de alguns pacientes deste estudo) devido ao fato de serem pacientes que ja
acompanham na instituicdo e nao terem outros servigos estaduais que possam dar
continuidade ao tratamento apds os 15 anos de idade.

Foram incluidos somente os pacientes que possuiam condicbes de
administracao de medicacao por via oral.

Foram incluidos somente os pacientes que nao utilizam analgésicos de uso
continuo, anti-inflamatérios de uso continuo ou antidepressivos para controle da dor
ou por outra indicagao médica (conforme avaliagdo do prontuario médico).

A inclusdo no estudo estava associada ao consentimento dos responsaveis

destes pacientes para a participagao nesta pesquisa apds receberem informacoes
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detalhadas sobre o projeto através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE — apéndice A) e ao assentimento dos proprios pacientes (quando se fizer
possivel) através do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido | e Il (TALE l e Il —
apéndices B e C). O assentimento dos pacientes ndo excluiu a obrigatoriedade do

consentimento de seus responsaveis.

3.4CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os participantes que ndo compareceram ao internamento
para administracao do pamidronato dissédico.

Foram excluidos os participantes que apresentaram suspensao temporaria
ou definitiva da administragdo do pamidronato dissddico durante o periodo de coleta
de dados.

Foram excluidos os participantes que nao tiveram amostras de sangue
coletadas durante a primeira ou segunda coleta de dados.

Foram excluidos os participantes que nao retornaram para a segunda coleta
de dados.

Foram excluidos os participantes que utilizaram analgésicos de uso
continuo, anti-inflamatdrios de uso continuo e antidepressivos para controle da dor
ou por outra indicagao médica, apds a primeira coleta de dados.

Foram excluidos os participantes que relataram a nao suplementagcao

adequada da vitamina C entre as coletas de dados.

3.5COLETA DE DADOS

Os dados foram coletados durante a internacao dos pacientes conforme a
sequéncia de internagao pré-estabelecida pelo Servigo de Endocrinologia Pediatrica
— HIJG, entre janeiro e dezembro de 2018.

A coleta de dados foi feita em duas ocasides. A primeira coleta foi feita
durante a primeira internagéo e ocorreu entre janeiro e agosto de 2018, previamente
a suplementacdo com vitamina C ou placebo. A segunda coleta de dados foi
realizada durante internacdo hospitalar posterior a primeira, apés quatro ou seis

meses de suplementagao e ocorreu de maio a dezembro de 2018.
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Foram consideradas perdas aqueles participantes que nao fizeram a
suplementacdo adequada com vitamina C durante o periodo de coleta de dados e
que nao tiveram amostras de sangue coletadas.

Na primeira avaliacdo, os participantes foram submetidos a aplicagao das
escalas de dor (segundo a idade), dos questionarios de qualidade de vida (também
segundo a idade) e aos exames de sangue para avaliagdo de citocinas,
hidroxiprolina e TGF-B1. A coleta de sangue para este estudo ocorreu junto com a
coleta de sangue para os exames de sangue de rotina necessarios ao tratamento.
Ainda na primeira avaliagdo, coletou-se do prontuario médico os seguintes dados:
sexo, idade, tipo de Ol (através da classificagao de Sillence), numero de ciclo de
pamidronato a que o participante estava sendo submetido e se o participante havia
apresentado alguma fratura desde o ultimo ciclo de pamidronato. Na segunda
avaliagao, foram repetidas as mesmas coletas de dados iniciais e coletados os
seguintes dados do prontuario: intervalo entre a primeira e segunda coletas e
numero de fraturas entre as coletas.

As anadlises bioquimicas, que originaram os dados referentes as
concentracdes séricas de citocinas, hidroxiprolina e TGF-B1, foram realizadas no
Laboratério de Neurociéncia Experimental (LaNEx) da Universidade do Sul de Santa
Catarina (UNISUL) em dezembro de 2018. As amostras foram identificadas por
namero e, portanto, os pesquisadores eram cegados quanto ao tratamento recebido
pelos grupos Placebo e Vitamina C.

Cada participante da pesquisa teve seus dados (idade, sexo, tipo de Ol e os
dados referentes aos objetivos desta pesquisa) anotados em um instrumento de

coleta de dados (em uma planilha do Excel) e identificados por numeragéo.

3.5.1 Suplementagao com vitamina C ou placebo

Conforme randomizacdo previamente realizada, os participantes foram
alocados no grupo experimental (Vitamina C) ou no grupo controle (Placebo) e
receberam orientacdo para administracao via oral de vitamina C ou placebo, na dose
de 50 mg/kg/dia, dividida em trés doses diarias, por quatro ou seis meses’. O tempo
de uso da suplementagao foi subordinado ao intervalo dos ciclos de pamidronato
que ja estavam programados (a cada quatro ou seis meses) pelo Servigo de

Endocrinologia Pediatrica do HIJG. Os participantes que foram alocados no grupo
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controle receberam placebo. O uso do placebo nestes pacientes, ao invés da
vitamina C, ndo leva a piora da Ol. A ndo suplementagdo com a vitamina C
corresponde a situacdo atual em que todos os pacientes se encontram, o que
caracteriza a nao maleficéncia do uso do placebo. Tanto a vitamina C como o
placebo foram preparados por uma farmacia de manipulacdo e fornecidos pelos
pesquisadores aos participantes, sem nenhum custo financeiro.

Os familiares foram orientados a realizarem um registro diario de aderéncia
(Apéndice D) a suplementagao (vitamina C/ placebo) e este registro foi apresentado
aos pesquisadores durante a segunda coleta de dados. Foi considerado aderente o
participante que seguiu a prescricdo médica da suplementagdo com a vitamina C ou
placebo em pelo menos 80% das administracées’®’". Os pacientes e seus familiares
foram mantidos cegados com relagdo ao tratamento recebido (vitamina C ou

placebo).
3.5.2 Avaliagao da dor

Todos os participantes foram avaliados com escalas, validadas e adaptadas
transculturalmente para o Brasil, para avaliacdo da dor correspondente a sua faixa
etaria®. Os instrumentos foram aplicados sempre pelo mesmo avaliador, cegado

quanto ao tratamento nos pacientes.
3.6.2.1 Face, Legs, Activity, Cry, Consolability — Revised

A escala Face, Legs, Activity, Cry, Consolability (FLACC), em portugués
pode ser traduzida para Face, Pernas, Atividade, Choro e Consolabilidade (Anexo
A), foi inicialmente publicada em inglés e criada para avaliagdo de dor no pés-
operatdério imediato em criangas pequenas que nao verbalizavam e nido podiam
reportar a dor’?. Devido a dificuldade de avaliagdo da dor em pacientes com
alteracao cognitiva, dificuldades de comunicacéo ou incapacidade de reportar a dor,
esta escala passou a ser amplamente utilizada e aplicada em varias faixas etarias’>.
A escala modificada e revisada (Face, Legs, Activity, Cry, Consolability — Revised,
FLACC-R) avalia a dor através da observagdo comportamental do paciente e esta
dividida em cinco categorias. Avalia-se a expressao facial, a atitude e o

posicionamento das pernas, a atitude e o movimento corporal, se ha presenca e a
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qualidade do choro e, por ultimo, se o paciente precisa ser consolado e qual a
facilidade com que isto ocorre.

Os participantes foram avaliados descobertos para melhor observagao das
pernas e da atitude corporal. Os participantes acordados foram avaliados por um a
dois minutos, enquanto que os participantes que estavam dormindo foram avaliados
por mais de dois minutos. Cada uma destas categorias € pontuada de zero a dois,
sendo que a pontuacédo final varia de zero a dez. A versao traduzida e adaptada
para a populacao brasileira foi a escala utilizada neste estudo para avaliagao de dor

nas criancas menores de quatro anos de idade’.

3.5.2.2 Faces Pain Scale — Revised

A Faces Pain Scale — Revised (FPS-R), em portugués pode ser traduzida
para Escala de Faces — Revisada (Anexo B), € um instrumento para analise da dor e
consiste de uma série de seis desenhos representando o rosto humano. A face que
esta localizada mais a esquerda é aquele que nao demonstra nenhuma dor,
enquanto que o desenho mais a direita representa uma face com dor extrema. Estas
imagens foram mostradas a crianga apds a pergunta da presenca de dor e a crianga
escolheu a figura que mais se aproximou da intensidade da experiéncia de dor que
estava sentindo naquele momento. Cada face corresponde a uma pontuagao de 0,
2,4,6, 8 ou 10, sendo que 0 representa o paciente sem dor, enquanto 10 representa
o paciente com muita dor. Foi utilizada a versdo traduzida, validada e adaptada
transculturalmente para a populacido brasileira”. Segundo os autores, esta escala
deve ser aplicada em criancas de quatro a oito anos de idade’®’’. Neste estudo, a

escala foi utilizada nos participantes de quatro anos a sete anos e onze meses.

3.5.2.3 Adolescent Pediatric Pain Tool

A Adolescent Pediatric Pain Tool (APPT), em portugués pode ser traduzida
para Instrumento de Avaliacdo de Dor em Pacientes Pediatricos e Adolescentes
(Anexo C), foi utilizada nos participantes maiores de oito anos. Esta escala € um
instrumento autoaplicavel que avalia localizacéo, intensidade e qualidade da dor. A
escala é constituida de trés partes. Na primeira parte ha uma representacao grafica

do corpo humano (ventral e dorsal), onde o participante fazia a identificagao do local
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da dor. A segunda parte é composta por uma escala visual analégica, com uma linha
horizontal de 10 cm de comprimento, graduada em cinco pontos (sem dor, pouca
dor, dor média, muita dor e pior dor possivel) cujo objetivo € a mensuragao da
intensidade da dor. A ultima parte da escala € composta de 67 descritores (palavras
ou expressdes) organizados em 15 grupos que representam as dimensdes
sensorial, afetiva, avaliativa e temporal da dor. O escore da terceira parte da escala
€ obtido pela média do total de cada dimensao (numero de palavras escolhidas
dividido pelo total de palavras). A adaptagao cultural para a lingua portuguesa do

Brasil do APPT foi feita por De Bortoli em 2011 e foi utilizada neste estudo’®.
3.5.3 Avaliagao da qualidade de vida

Os questionarios utilizados para a avaliagdo da qualidade de vida neste
estudo foram o PedsQL™ Infant Scales (PedsQL — Inventario Pediatrico sobre a
Qualidade de Vida — questionario sobre bebés) e o PedsQL™ 4.0 Generic Core
Scales (PedsQL — Questionario Pediatrico sobre a Qualidade de Vida), ambos ja
traduzidos para a lingua portuguesa do Brasil’®® . Estes questionarios sdo de
propriedade da Mapi Research Trust e seu uso foi permitido apds a pesquisadora
concordar com os termos de uso. Nao é permitida a divulgagao destes questionarios,
tendo seu uso restrito apenas a este estudo. Os instrumentos foram aplicados
sempre pelo mesmo avaliador, cegado quanto ao tratamento recebido pelos

participantes.

3.5.3.1 PedsQL™ Infant Scales (PedsQL — Inventario Pediatrico sobre a

Qualidade de Vida — questionario sobre bebés)

Este instrumento de avaliacdo de qualidade de vida é especifico para
criancas entre zero a 24 meses de idade. Neste caso, apenas os pais ou
responsaveis pelos participantes do estudo respondem ao questionario. Sao
avaliadas a saude fisica e psicossocial. Para investigacdo da saude fisica,
pesquisam-se 0s seguintes dominios: capacidade fisica (nove itens) e sintomas
fisicos (dez itens). Para investigacdo da saude psicossocial, analisam-se o0s
seguintes dominios: aspecto emocional (doze itens), interagao social (cinco itens) e

cognigao (nove itens). Cada um dos itens recebe uma das seguintes respostas:
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nunca (zero), quase nunca (um), algumas vezes (dois), frequentemente (trés) e
quase sempre (quatro). O escore € dado por dominio. Cada nota, recebe uma
pontuacgao (0=100, 1=75, 2=50, 3=25 e 4=0). Soma-se a nota do dominio e divide-se
pelo numero de itens. E possivel ainda pontuar os quesitos saude fisica e saude
psicossocial. Neste caso soma-se a nota dos dominios e divide-se pelo numero de
dominios existentes. O escore minimo é zero e o maximo, cem. Escores mais altos

significam melhor qualidade de vida’®®*.

3.5.3.2 PedsQL™ 4.0 Generic Core Scales (PedsQL — Questionario Pediatrico
sobre a Qualidade de Vida)

Para avaliar a qualidade de vida acima dos dois anos de idade, optou-se
pela utilizacdo da versédo 4.0 do Questionario Pediatrico sobre a Qualidade de Vida.
Neste instrumento avaliam-se separadamente os participantes do estudo e os seus
responsaveis. Os questionarios sao aplicados segundo as faixas etarias: dois a
quatro anos, cinco a sete anos, oito a doze anos, treze a dezoito anos e maiores de
dezoito anos. O questionario aplicado ao responsavel também segue os mesmos
grupos etarios. Da mesma forma, esta versdo avalia a saude fisica e a saude
psicossocial. Na investigagdo da saude fisica, pesquisa-se o seguinte dominio:
capacidade fisica (oito itens) e na investigagao da saude psicossocial, avaliam-se os
seguintes dominios: aspecto emocional (cinco itens), interagao social (cinco itens) e
cognigao (trés itens nos questionarios de dois a quatro anos e cinco itens nos
demais questionarios). Cada um dos itens recebe uma das seguintes respostas:
nunca (zero), quase nunca (um), algumas vezes (dois), frequentemente (trés) e
quase sempre (quatro). O escore € dado por dominio. Cada nota, recebe uma
pontuacgao (0=100, 1=75, 2=50, 3=25 e 4=0). Soma-se a nota do dominio e divide-se
pelo numero de itens. E possivel ainda pontuar os quesitos saude fisica e saude
psicossocial. A pontuacido da saude fisica € a mesma do dominio capacidade fisica
e a pontuacdo da saude psicossocial € a média dos trés dominios. O escore varia de

zero a cem. Quanto maior o escore obtido, maior a qualidade de vida®®®’.
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3.5.4 Coleta de sangue e analises bioquimicas

A coleta de sangue é procedimento de rotina em todas as internagdes dos
pacientes portadores de Ol que internam para receber o pamidronato dissodico
endovenoso. A coleta foi realizada pela equipe de enfermagem da unidade de
internacdo da ortopedia do HIJG, treinada e habituada a coletar sangue em
pacientes portadores de Ol. Foram coletadas amostras de sangue (5 mL) do acesso
venoso dos participantes (no mesmo momento da pungédo de rotina) para as
analises bioquimicas que foram realizadas pré-suplementacio e 4 ou 6 meses apos
a suplementagdo com vitamina C ou placebo. As amostras de sangue foram
colocadas em tubos sem anticoagulante, deixadas repousar em temperatura
ambiente por 20 minutos. Logo apéds, foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10
minutos, a temperatura de 4° C. Imediatamente, aliquotas do sobrenadante (soro)
foram estocadas a -80°C até o momento do ensaio. Estas amostras foram utilizadas
apenas para as analises descritas a seguir e serdo descartadas adequadamente
assim que o estudo terminar. Os pesquisadores eram cegados quanto ao tratamento

recebido pelos grupos Placebo e Vitamina C.

3.5.4.1 Avaliagao das concentracdes de citocinas e TGF-1

As analises das concentragcdes séricas das citocinas e TGF-B foram
realizadas por Ensaio de Imunoabsor¢gao Enzimatica (ELISA). Um volume de 100 pL
de soro foi utilizado para mensurar as concentracdes das citocinas pro-inflamatoérias:
TNF (DY210), IL-18 (DY201), IL-6 (DY206) e MMP-9 (DY911) e anti-inflamatorias:
IL-4 (DY204) e IL-10 (DY217B), utilizando kits DuoSet (R&D Systems, Minneapollis,
MN, EUA) de acordo com as instrugées do fabricante. Os niveis de TGF-1, utilizado
como um marcador do turnover 6sseo, foram mensurados pelo kit TGF beta-1
Human/Mouse Uncoated ELISA (88-8350-88, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os valores obtidos nas dosagens foram estimados pela interpolagdo dos
dados com uma curva padrao, mensurado a 450 nm (corre¢ao com comprimento de
onda de 540 nm) em um espectrofotdmetro de placas (Perlong DNM-9602, Nanjing
Perlove Medical Equipment Co, Nanjing, China). Os valores obtidos foram expressos

em picogramas por mL (pg/mL).
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3.5.4.2 Avaliacido das concentragdes de hidroxiprolina

A mensuracdo da concentragcdo sérica de hidroxiprolina foi realizada por
reagao colorimétrica (Hydroxyproline Assay Kit MAKOO8, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante e foi utilizada como um
marcador do conteudo de colageno. Em um volume de 100 yL de soro de cada
amostra foram adicionados 100 uL de acido cloridrico (HCI, 12 M, Hexis Cientifica,
Jundiai, SP, Brasil) e hidrolisados a 120 °C por 3 horas. Apés, foram adicionados 4
mg de carvao ativado (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e centrifugados a 10.000
xg durante 3 minutos. Foram coletados 25 pyL do sobrenadante, transferidos para
uma placa de 96 pogos e incubadas na estufa (60 °C) até a evaporacgao.
Posteriormente, foram adicionados 100 pL da mistura de cloramina T/Tampao de
oxidacdo a cada amostra e na curva padrao, incubadas a temperatura ambiente por
5 minutos. Entéo, adicionados 100 uL do Reagente DMAB em cada amostra e na
curva padrao e incubados durante 90 minutos a 60 °C até a mensuragdo em na
absorbancia de 560 nm em um espectrofotdmetro de placas (Perlong DNM-9602,
Nanjing Perlove Medical Equipment Co, Nanjing, China). A curva padrao foi
determinada utilizando diluicdes em série de 0,1 mg/mL de solugado de hidroxiprolina

padrao. Os valores obtidos foram expressos em microgramas por microlitro (ug/uL).

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

As variaveis de estudo, dependentes e independentes, estdo especificadas

no quadro abaixo (quadro 1).

Quadro 1 — Variaveis de estudo.

(continua)
Variaveis Tipo Natureza Pro_p_osta~ de
utilizagao
T.ratarnento com Qualitativa nominal Sim, nao
vitamina C ou Independente dicotémi B
placebo Icotomica Em proporcao

Numero absoluto
Numero de fraturas Dependente Quantitativa Média + Desvio
Padrao
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(conclusao)

Dor
* FLACC Qualitativa e Escore
.« FPSR Dependente Quantitativa Média + Desvio
e APPT Padrao
Qualidade de vida
« PedsQL™ Escore
Infant Scales Dependente Quantitativa Média + Desvio
« PedsQL™ 4.0 Padrao
Generic Core
Scales
Concentragdes
séricas de citocinas
pro-inflamatérias
o pg/ML
e TNF Quantitativa . ~
Dependente continua Média + Erro Padréo
e IL-1PB da Média
e IL-6
* MMP-9
Concentragdes
séricas de citocinas pg/mL
anti-inflamatarias Quantitativa o .
Dependente continua Média + Erro Padréo
e L4 da Média
* IL-10
Concentragées o Hg/uL
e Quantitativa )
séricas de Dependente . Média + Erro Padriao
) ) . continua - ;
hidroxiprolina da Média
) L pg/mL
Concentragdes Dependente Quantitativa o .
séricas de TGF-B1 p continua Média £ Erro Padrao

da Média

3.7PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

As informacdes obtidas através dos questionarios, prontuarios e das

analises bioquimicas foram transcritas em uma planilha do programa Excel e

posteriormente analisadas no programa GraphPad Prism® (v. 6.0, La Jolla,
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Califérnia, EUA). Inicialmente foi avaliada a normalidade da distribuicdo dos dados
por meio do teste de Shapiro-Wilk e desta forma, os resultados foram apresentados
como média + erro padrdo da média (EPM) ou média (M) £ desvio padrao (DP). Os
dados paramétricos foram comparados usando analise de variancia (ANOVA) de
duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni para as comparagdes pré e pos dos
grupos Placebo e Vitamina C. Em todas as avaliagbes foi realizada a diferenca dos
valores poés-suplementagao para os valores pré-suplementacdo, expressa como 0O
delta (A) e comparados pelo teste t de Student. Em todas as analises, valores de P

menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.8ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A pesquisa esta fundamentada na Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude. Este estudo tem como principio a ndo maleficéncia, justica e autonomia
dos participantes. Nenhum dos participantes teve prejuizo de seu tratamento com a
nao adesdo a este estudo. Nao houve investimento financeiro da parte do
participante que concordou em ser incluido na pesquisa. O participante nao foi
submetido a nenhum estresse emocional ou fisico adicional, além do estresse
inerente ao proprio tratamento e a internagao hospitalar que ja sao rotina em seu
tratamento. Este pesquisa foi enviada ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HIJG, através da Plataforma Brasil, em 05 de novembro de 2017 e foi considerado
aprovado em 20 de dezembro de 2017, sob o numero 2.450.363 (Anexo E).

Os dados s6 foram coletados apdés a concordancia de pacientes e
responsaveis em participar deste estudo, através do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido — TCLE (Apéndice A) e do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
l ell - TALE | e Il (Apéndices B e C) e da aprovagao pelo CEP — HIJG. O TALE
solicitou a concordancia de criancas e adolescentes para sua participacdo na
pesquisa e ndo substituiu o TCLE. Dois modelos de TALE foram utilizados neste
estudo, dependendo da faixa etaria (entre 6 e 12 anos — TALE | e maiores de 12
anos — TALE Il). Para as criangas menores de seis anos, devido a incapacidade de
leitura, utilizou-se apenas o TCLE.

A pesquisadora e sua orientadora se comprometeram com a privacidade e
confidencialidade dos dados coletados em todas as etapas da pesquisa,

minimizando assim os riscos. Outros possiveis riscos inerentes a este tipo de



50

pesquisa, como a superdosagem de medicagao (vitamina C), foram controlados pela
pesquisadora através de prescricoes meédicas adequadas e orientacdo aos
responsaveis. Os demais riscos inerentes a coleta de sangue foram minimizados,
interrompeu-se a coleta em caso de dor ou rompimento do vaso. Além disso a
equipe de enfermagem que realizou as coletas de sangue é treinada para realizar
puncgdes em pacientes portadores de Ol e tem o cuidado adequado com estes
pacientes. Os dados coletados serdo guardados por um periodo de cinco anos e

depois adequadamente descartados.
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Resumo

Introducéo: A Osteogénese Imperfeita (Ol) € uma doenga rara, congénita e hereditaria. A
principal caracteristica clinica é a fragilidade dssea, no entanto, a dor também é comum,
limita as atividades diarias e afeta a qualidade de vida. A suplementagdo com vitamina C é
uma possibilidade de tratamento complementar que pode contribuir para a melhora dos
sintomas da Ol, visto que é essencial para a hidroxilagdo da prolina durante a formagao do
colageno, além de ter fungéo anti-inflamatéria ja estabelecida. Objetivos: Avaliar o efeito da
suplementagdo com a vitamina C ou placebo sobre a dor, qualidade de vida, inflamacgéo,
sintese do colageno, turnover 6sseo e fraturas em criangas com Ol em uso de pamidronato
dissddico. Métodos: Estudo piloto de um ensaio clinico randomizado, duplo cego, controlado
com placebo. Apds o recrutamento e a avaliagdo dos critérios de elegibilidade, 54 criangas
foram randomizadas para receber a suplementagédo com Placebo ou Vitamina C. Todas as
avaliagbes foram realizadas pré e pés-suplementagao. Avaliou-se o numero de fraturas pela
andlise do prontuario. A dor foi avaliada com as escalas Face, Legs, Activity, Cry,
Consolability (FLACC), Faces Pain Scale — Revised (FPS-R) e Adolescent Pediatric Pain
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Tool (APPT), adequadas a cada faixa etaria. Os questionarios utilizados para a avaliagao da
qualidade de vida foram o PedsQL™ Infant Scales e o PedsQL™ 4.0 Generic Core Scales.
As analises das concentragbes séricas das citocinas proé-inflamatérias (TNF, IL-183, IL-6 e
MMP-9) e anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10), além dos niveis de TGF-B, utilizado como
marcador do furnover 6sseo, foram avaliados por Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica
(ELISA). A mensuragao da concentragao sérica de hidroxiprolina foi realizada por reagéo
colorimétrica. Resultados: A suplementagdo com vitamina C nado alterou o numero de
fraturas e a qualidade de vida. A dor se mostrou presente em apenas uma crianga e nao foi
alterada com a suplementagao. A vitamina C n&o alterou os niveis séricos de TNF, IL-18, IL-
6 e MMP-9. Os niveis séricos de |IL-4 ndo se alteraram, mas observou-se um aumento na
concentracao de IL-10 apds a suplementagdo com vitamina C em relagéo aos niveis basais,
enquanto o grupo suplementado com placebo reduziu os niveis séricos pds-suplementacgao
(P=0,0023). Ademais, o grupo Vitamina C apresentou uma concentracdo maior de
hidroxiprolina em relagdo ao grupo Placebo (P= 0,013) pds-suplementacdo. Na analise
temporal, o grupo suplementado com vitamina C aumentou o0s niveis séricos de
hidroxiprolina, em relagdo aos valores basais, enquanto que no grupo suplementado com
placebo, os niveis séricos diminuiram (P= 0,0005). Os niveis séricos de TGF-f1 néo se
alteraram com a suplementacéo. Conclusao: A vitamina C esta associada a elevagéao dos
niveis séricos de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria capaz de reduzir a atividade dos
osteoclastos. Além de aumentar os niveis séricos de hidroxiprolina, que pode ser decorrente
do aumento da producdo de colageno, reagdo dependente da vitamina C. Isso pode ser
entendido como um fator de melhora visto que o defeito basico da Ol encontra-se na

producgéao do colageno tipo I.

Palavras-chave: Osteogénese Imperfeita; Vitamina C; Dor; Qualidade de vida; Colageno;

Citocinas; Hidroxiprolina.

Abstract

Introduction: Osteogenesis imperfecta (Ol) is a rare, congenital and hereditary disease. The
main clinical feature is bone fragility; however, pain is also common, limits daily activities and
affects quality of life. Supplementation with vitamin C is a possibility of complementary
treatment that can contribute to the improvement of the symptoms of Ol, since it is essential
for the hydroxylation of proline during the synthesis of collagen, besides having already
established anti-inflammatory function. Objectives: To evaluate the effect of supplementation
with vitamin C or placebo on pain, quality of life, inflammation, collagen synthesis, bone

turnover and fractures in children and adolescents with Ol in the use of disodium
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pamidronate. Methods: Randomized, double-blind, placebo-controlled pilot trial. After
recruitment and evaluation of eligibility criteria, 54 children were randomized to receive either
placebo or vitamin C supplementation. All evaluations were performed pre- and post-
supplementation. The number of fractures was evaluated by chart analysis. Pain was
assessed using the Face, Legs, Activity, Cry, Consolability (FLACC), Pain Scale-Revised
(FPS-R) and Adolescent Pediatric Pain Tool (APPT) scales, appropriate for each age group.
Quality of life was assessed with PedsQL™ Infant Scales and the PedsQL™ 4.0 Generic
Core Scales. Serum concentrations of pro-inflammatory cytokines (TNF, IL-1(3, IL-6 and
MMP-9) and anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-10), as well as TGF-B used as a marker
of bone turnover, were evaluated by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The
measurement of serum hydroxyproline concentration was performed by colorimetric reaction.
Results: Vitamin C supplementation did not alter the number of fractures and the quality of
life. The pain was present in only one child and was not altered by supplementation. Vitamin
C did not alter serum levels of TNF, IL-1B3, IL-6, MMP-9, IL-4 and TGF-31. However, IL-10
concentration was increased after vitamin C supplementation over baseline levels, compared
to the placebo-supplemented group (P = 0.0023). The Vitamin C group presented a higher
concentration of hydroxyproline in relation to the Placebo group (P = 0.013) after
supplementation. Indeed, Vitamin C increased serum hydroxyproline levels from baseline,
whereas in the placebo group, hydroxyproline serum levels were decreased (P = 0.0005).
Conclusion: Vitamin C supplementation increased serum levels of IL-10, an anti-
inflammatory cytokine capable of reducing osteoclast activity. Vitamin C also increases
serum levels of hydroxyproline, what may be due to the increase in collagen production, a

vitamin C dependent reaction.

Keywords: Vitamin C; Pain; Quality of life; Collagen; IL-10; Cytokines; Hydroxyproline.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A suplementacdo com vitamina C em pacientes portadores de Ol em uso de
pamidronato dissédico esta associada a elevagao dos niveis séricos de IL-10, uma
citocina anti-inflamatéria capaz de reduzir a atividade dos osteoclastos, que € um
dos objetivos do tratamento da Ol. Além disso, esta suplementagdo também esta
associada a um aumento nos niveis séricos de hidroxiprolina, o qual sugerimos ser
decorrente do aumento da produgcdo de colageno, reagdo esta dependente da
vitamina C. O aumento da produgao de colageno também pode ser entendido como
um fator de melhora na patologia visto que o defeito basico da Ol encontra-se na
producao do colageno tipo |.

Como perspectiva futura, espera-se que este estudo piloto possa ser
aplicado em uma populagao maior, seja pela continuidade da pesquisa atual ou pela
replicacéo deste estudo por outros grupos de pesquisa. Além disso, almeja-se que
este estudo possa instigar a comunidade cientifica a aprofundar pesquisas sobre os
mecanismos de acdo da vitamina C principalmente no que diz respeito ao
metabolismo 6sseo e a dor. Acredita-se que a evolucdo destes estudos possam
alcancar novos tratamentos para doencas 6sseas como a Ol e melhorar a qualidade

de vida destes pacientes.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa: “Avaliacdo da dor musculoesquelética e produgdo de colageno em
pacientes portadores de osteogénese imperfeita suplementados com vitamina C: Estudo
piloto de um ensaio clinico controlado e randomizado”. — Dissertagdo de Mestrado do

Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias da Saude — UNISUL.

Pesquisadores: Dra. Cinthia Faraco Martinez Cebrian e Dra. Franciane Bobinski.
Local da Pesquisa: Hospital Infantii Joana de Gusméao (HIJG). Rui Barbosa, 152,

Agrondmica, Florianépolis / SC.

Senhores Pais:

Por favor, leiam atentamente as instrugdes abaixo antes de decidir com seu (sua)
filho(a) se ele(a) deseja participar do estudo e se o Senhor(a) concorda com que ele(a)
participe do presente estudo. Se possivel, discuta esse assunto com seu (sua) filho(a) para
gue seja uma decisdo em conjunto. Se existirem duvidas, por favor, peca esclarecimentos

aos pesquisadores.

Vocé esta sendo convidado a permitir que seu filho participe do estudo acima cujos
objetivos sao: identificar o nivel de dor em pacientes portadores de Osteogénese Imperfeita
e avaliar se ha melhora da dor, da inflamagdo e da produgdo de colageno apds a
suplementagdo com vitamina C ou placebo por 6 meses. Sera feito um sorteio prévio que
definira qual das medicagbes (vitamina C ou placebo) seu filho ira tomar. A participagédo do
paciente no referido estudo, sera no sentido de tomar corretamente a suplementagao
prescrita e permitir que sejam feitos exames laboratoriais no sangue que for colhido durante
duas internagdes hospitalares. Nao serdo necessarias pungdes venosas adicionais além da
que é realizada normalmente durante a internagdo para o tratamento da Osteogénese
Imperfeita com pamidronato dissddico. Além disso vocés deverao responder a questionarios
sobre possivel dor que seu filho apresente. Esta coleta de dados se fara em dois momentos,
um antes do uso da medicagado e outro, seis meses apds. Estas duas coletas de dados
serdo feitas durante as internacbdes de rotina para aplicacdo do pamidronato dissédico
segundo o protocolo ja estabelecido e do qual seu filho ja faz parte.

Da pesquisa a se realizar, pode-se esperar alguns beneficios, tais como: melhora
da dor e da qualidade da massa 0ssea devido a melhora da produgéo de colageno. Por
outro lado, vocé sera esclarecido sobre os possiveis desconfortos e riscos decorrentes do
estudo, levando-se em conta que € uma pesquisa, e os resultados positivos ou negativos

somente serao obtidos apds a sua realizagédo. O paciente pode apresentar efeitos colaterais
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a administragdo da vitamina C, como dor de estdbmago e diarreia, mas estes sintomas sao
raros. Nestes casos, vocé deve informar o responsavel pela pesquisa e a suplementagao
sera suspensa. Deixar de utilizar a vitamina C nao traz nenhuma piora da situagao clinica
atual. Do mesmo modo, o uso de placebo ndo causa maleficios a saude, ja que é uma
medicagao sem principio ativo.

A privacidade do menor que vocé é responsavel, sera respeitada, ou seja, nome ou
qualquer outro dado ou elemento (como por exemplo: fotografia e exame radiografico) que
possam de qualquer forma identifica-lo, serdo mantidos em sigilo. Todos os dados coletados
serdo utilizados exclusivamente para esta pesquisa e serdo descartados adequadamente
apods cinco anos.

Informamos também que vocé pode recusar a permitir a participacdo do menor
neste estudo, sem precisar justificar e sem prejuizo ao seu tratamento. Também podera
mudar de ideia e solicitar que o menor nao faga mais parte da pesquisa. Se isto ocorrer, o
Termo de Consentimento sera anulado e os dados descartados, sem prejuizo a assisténcia
que o paciente recebe e ao tratamento convencional com pamidronato dissddico realizado
no HIJG.

Do ponto de vista financeiro, as regulamentagdes éticas brasileiras proibem
oferecer incentivos financeiros ou outros que possam interferir na plena liberdade de
consentir na participagdo em pesquisa. Além disso, ndo havera nenhum custo adicional para
vocé ou para sua familia se decidir participar deste estudo. E assegurada a assisténcia
durante toda a pesquisa, bem como é garantido o livre acesso a todas as informagodes e
esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu
queira saber antes, durante e depois da participagado do paciente do qual sou responsavel.
Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Dra. Cinthia F. M. Cebrian e Dra.
Franciane Bobinski e vocé podera manter contato pelo telefone (48) 3251-9114. Se vocé
tiver duvidas sobre seus direitos vocé pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos (CEP) do HIJG. O CEP é constituido por um grupo de profissionais de
diversas areas, com conhecimentos cientificos e nao cientificos que realizam a revisao ética
inicial e continuada da pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos. Se vocé
achar que a pesquisa ndo esta sendo realizada de forma como vocé imaginou ou que esta
sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o CEP do HIJG, pelo
telefone (48) 3251-9092 ou pelo e-mail cephijg@saude.sc.gov.br. Vocé pode fazer a
reclamacao sem se identificar.

Para finalizar, vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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Certificado do Consentimento

Eu entendi que a pesquisa é sobre a avaliagao da dor, da inflamagéo e do colageno
(um dos componentes do osso) em portadores de osteogénese imperfeita suplementados
com vitamina C ou placebo. Também compreendi que se eu concordar que o menor do qual
sou responsavel faga parte dessa pesquisa significa que ele tomara vitamina C ou placebo
por seis meses, analises bioquimicas seréo feitas em seu no sangue e responderemos a
questionarios sobre a presenca de dor.

Eu aceito, por livre vontade, que o menor do qual sou responsavel

(nome do menor) participe dessa

pesquisa.

Nome do responsavel Assinatura

Dra. Cinthia F. M. Cebrian — CRM SC 13134 Assinatura
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APENDICE B - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido |

(maiores de 6 anos e menores de 12 anos de idade)

Titulo da Pesquisa: “Avaliagdo da dor musculoesquelética e produgao de colageno
em pacientes portadores de osteogénese imperfeita suplementados com vitamina C:
estudo piloto de um ensaio clinico controlado e randomizado”. — Dissertagcdo de

Mestrado do Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias da Saude — UNISUL.

Pesquisadores: Dra. Cinthia Faraco Martinez Cebrian e Dra. Franciane Bobinski.
Local da Pesquisa: Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIJG). Rui Barbosa, 152,

Agrondémica, Florianépolis / SC.

O que significa assentimento? Significa que vocé concorda em fazer parte de um
grupo de criangas para participar de uma pesquisa. Serao respeitados seus direitos
€ vocé recebera todas as informagdes por mais simples que possam parecer. Pode
ser que este documento contenha palavras que vocé nao entenda. Por favor, peca
ao responsavel pela pesquisa para explicar qualquer palavra ou informacao que

vocé nao entenda claramente.

Informagoes ao paciente sobre esta pesquisa:

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa citada acima, realizada
pela Dra. Cinthia F. M. Cebrian. Também perguntaremos aos seus pais/
responsaveis se vocé pode participar. Vocé sO precisa participar da pesquisa se
quiser, € um direito seu e nao tera nenhum problema se desistir. As criangcas que
irdo participar desta pesquisa tém idades entre zero e dezoito anos. Queremos saber
se a vitamina C ajuda a diminuir a dor e a deixar o osso mais forte, com menos
chance de quebrar.

A pesquisa sera feita no Hospital Infantil, onde as criancas responderao a
algumas perguntas sobre dor. Além disso, pegaremos um pouco a mais do seu
sangue, quando vocé estiver fazendo o seu exame de sangue de rotina durante a
internacdo para o pamidronato, para pesquisar a dor, a inflamagédo e o colageno
(uma das partes do osso). No momento da alta, vocé e seu responsavel receberdo o
remédio (vitamina C ou placebo), que devera ser tomado por seis meses. Quando

vocé voltar ao hospital para internar novamente (seis meses depois) como é de



66

rotina no seu tratamento, sera colhido mais um pouco de sangue e os exames de
sangue serao repetidos conforme a sua rotina de internagédo, para receber o
pamidronato.

A vitamina C é um remédio considerado seguro, mas é possivel ocorrer dor
na barriga e diarreia. Se isso acontecer, seus responsaveis entrardo em contato com
o0 pesquisador responsavel e a suplementacdo sera suspensa. Outro remédio que
pode ser usado no lugar da vitamina C é o placebo. O placebo também é seguro e
nao faz mal a saude. Caso acontega algo errado, vocé pode nos procurar pelo
telefone (48) 3251-9114. Coisas boas também podem acontecer como a melhora da
dor e a diminuicao das fraturas.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa. Nao falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os
resultados da pesquisa vao ser publicados em revistas e congressos médicos, mas

sem identificar as criancas que participaram.

DECLARAGAO DE ASSENTIMENTO:

A pesquisadora me explicou 0 que é e para que serve esta pesquisa.

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer se eu participar.
Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualguer momento,
posso dizer “n&o” e desistir e que ninguém vai ficar furioso.
A pesquisadora tirou minhas duvidas e conversou com meus responsaveis.
Eu aceito participar desta pesquisa.

Receberei uma cépia deste termo de assentimento.

Floriandpolis, /120

Nome da crianga Assinatura

Nome do responsavel Assinatura

Dra. Cinthia F. M. Cebrian — CRM SC 13134 Assinatura
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APENDICE C - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido Il

(maiores de 12 anos de idade)

Titulo da Pesquisa: “Avaliacdo da dor musculoesquelética e produgdo de colageno em
pacientes portadores de osteogénese imperfeita suplementados com vitamina C: estudo
piloto de um ensaio clinico controlado e randomizado”. — Dissertagdo de Mestrado do

Programa de Pds-Graduagado em Ciéncias da Saude — UNISUL.

Pesquisadores: Dra. Cinthia Faraco Martinez Cebrian e Dra. Franciane Bobinski.
Local da Pesquisa: Hospital Infantii Joana de Gusméao (HIJG). Rui Barbosa, 152,

Agrondmica, Florianépolis / SC.

O que significa assentimento? Significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo
de adolescentes para participar de uma pesquisa. Serao respeitados seus direitos e vocé
recebera todas as informagbes por mais simples que possam parecer. Pode ser que este
documento contenha palavras que vocé néo entenda. Por favor, peca ao responsavel pela

pesquisa para explicar qualquer palavra ou informagéo que vocé nao entenda claramente.

Informagodes ao paciente sobre esta pesquisa:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa, que tem o objetivo de
avaliar a dor e a melhora do colageno (um dos componentes do 0sso0) em pacientes
portadores de osteogénese imperfeita que recebem o remédio pamidronato dissddico e que
receberdo vitamina C (importante para a formagao de fibras colagenas que existem na pele,
cartilagem e ossos) ou outra medicagédo que nao contém principio ativo e ndo faz mal a

saude (placebo), por via oral.

Vocé foi escolhido para participar porque preenche os requisitos desta pesquisa, ou
seja, tem osteogénese imperfeita e faz uso do pamidronato dissddico. Sua participagao é
voluntaria, portanto vocé nao é obrigado a participar. A escolha € sua. Caso nao queira
participar, nao havera nenhum tipo de mudanga no seu tratamento e vocé n&o sera
prejudicado por nao querer participar. Se vocé decidir participar e depois mudar de ideia,

retiraremos seu nome da pesquisa e vocé também nao sera prejudicado.

Vocé ou os seus dados nao serdo identificados. Apenas os pesquisadores teréao
acesso a estas informagdes. Ndo diremos a ninguém que vocé participa desta pesquisa e

seu nome nao aparecera em nenhum lugar.
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Como sera feita esta pesquisa? Nesta pesquisa queremos saber se a vitamina C diminui a
dor e ajuda a melhorar a qualidade do osso quando comparados a administragdo do
placebo. Inicialmente serdo sorteados os pacientes que receberdao a vitamina C e os que
receberédo o placebo. Nem o médico responsavel, nem os pacientes saberao qual paciente
tomara vitamina C e qual tomara o placebo.

Quando vocé internar para receber o pamidronato endovenoso e tiver seu sangue
colhido para seus exames de rotina, serao retirados 5ml de sangue a mais para os exames
adicionais que serao feitos nesta pesquisa. Avaliaremos substancias que estao relacionadas
a inflamagéo e ao colageno. Nesta internagdo vocé respondera a um questionario sobre a
presenga de dor. No momento da alta, vocé e seu responsavel receberédo a suplementagao
(vitamina C ou placebo), que devera ser tomada por seis meses e receberdo também uma
folha para anotar se vocé teve dor ou ndo durante estes seis meses. Quando vocé voltar ao
hospital para internar novamente (seis meses apds a internagdo onde foram feitos os
exames iniciais), como é de rotina no seu tratamento, sera colhido mais 5ml de sangue e os
exames de sangue serdo repetidos conforme a sua rotina de internagdo para receber o

pamidronato.

Riscos/ desconfortos: vocé pode sentir algum desconforto durante a coleta de sangue,
mas que € habitual; e pode sentir algum desconforto gastrointestinal (dor ou diarreia) com o
uso da vitamina C, mas que acaba se a parar a medicagao. Qualquer alteragao, vocé deve

comunicar a responsavel pela pesquisa e a suplementagao sera suspensa.

Beneficios: Embora os resultados sé sejam confirmados no fim da pesquisa, espera-se
com o uso da vitamina C, uma melhora da dor e da qualidade do colageno, diminuindo o

numero de fraturas e deformidades 6sseas.

Incentivos/ Custos: As regulamentagdes éticas brasileiras proibem oferecer incentivos
financeiros ou outros que possam interferir na plena liberdade de consentir na participagao

em pesquisa. Nao havera custos para nenhum dos participantes da pesquisa.

Divulgacao dos resultados: Depois que a pesquisa acabar, os resultados serao
informados para vocé e seus responsaveis. Os dados também devem ser publicados em

uma revista especializada no assunto e apresentados em conferéncias médicas.

Contato para duvidas: Se vocé ou os seus responsaveis tiver(em) duvidas com relagédo ao
estudo, vocé deve entrar em contato com a Dra. Cinthia Cebrian, por meio do telefone (48)

3251-9114. Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé
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pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital Infantil
Joana de Gusmé&o. O CEP é constituido por um grupo de profissionais de diversas areas,
com conhecimentos cientificos e n&o cientificos que realizam a revisdo ética inicial e
continuada da pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos. Se vocé achar que a
pesquisa nao esta sendo realizada de forma como vocé imaginou ou que esta sendo
prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o CEP do Hospital Infantil
Joana de Gusmao, pelo telefone (48) 3251-9092 ou pelo e-mail cephijg@saude.sc.gov.br.

Vocé pode inclusive fazer a reclamagédo sem se identificar.

DECLARACAO DE ASSENTIMENTO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes
descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, e que posso
interromper a minha participagao a qualquer momento sem dar uma razdo. Eu concordo que
os dados coletados para o estudo sejam usados para o propésito acima descrito.

Eu entendi a informacgao apresentada neste TERMO DE ASSENTIMENTO. Eu tive a
oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

A partir do relatado acima, eu concordo em participar da pesquisa.

Eu receberei uma copia deste Termo de Assentimento Livre e Esclarecido.

Florianépolis, /120

Nome da crianca/ adolescente Assinatura

Nome do responsavel Assinatura

Dra. Cinthia F. M. Cebrian — CRM SC 13134 Assinatura
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(exemplo fornecido ao participante que iniciou a medicagao em julho de 2018)

Registro diario de aderéncia a suplementagao

Seu filho deve tomar a medicagao, segundo a receita médica fornecida: 1 capsula,

por via oral, 3 vezes por dia (manha, tarde e noite), durante seis meses. Toda vez que vocé

der a medicacéo, assinalar com um X no quadrado correspondente ao periodo, dia e més.

Junho /2018

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

Manha

Tarde

Noite

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Manha

I

Tarde

I

Noite

I

Julho /2018

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

Manha

Tarde

Noite

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Manha

Tarde

Noite




Agosto / 2018

71

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

Manha

Tarde

Noite

16

17

18

19

20|21 |22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Manha

Tarde

Noite

Setembro /2018

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

Manha

Tarde

Noite

16

17

18

19

20 | 21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Manha

I

Tarde

I

Noite

I

Outubro /2018

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

Manha

Tarde

Noite

16

17

18

19

20 | 21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Manha

Tarde

Noite




Novembro / 2018

72

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

Manha

Tarde

Noite

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Manha

I

Tarde

I

Noite

I

Dezembro / 2018

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

Manha

Tarde

Noite

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Manha

Tarde

Noite




ANEXOS

ANEXO A - Face, Legs, Activity, Cry, Consolability — Revised

Pontuacgao
Categorias
0 1 2
F Sem expresséo Presenca ocasional de careta ou sobrancelhas | Sobrancelhas esporadicamente ou
Face particular ou sorriso salientes, introspecgéo, desinteresse. constantemente salientes, mandibulas
Parece triste ou preocupado cerradas, queixo trémulo.
Face aparentando estresse: expresséo
assustada ou de panico

P Posi¢éo normal ou Desconforto, inquietacéo, tensdo. Tremores Chutes ou pernas soltas.

Pernas relaxada ocasionais Aumento consideravel da espasticidade,

tremores constantes ou sacudidelas

A Em siléncio, Contorcendo-se, movimentando o corpo para Corpo arqueado, rigido ou trémulo.

Atividade posi¢éo normal, frente e para tras, tenséo. Agitacéo intensa, cabega chacoalhando (ndo
movimentando-se Moderadamente agitado (por exemplo, vigorosamente), tremores, respiragéo presa em
facilmente movimento da cabega para a frente e para tras, | gasping ou inspiragéo profunda, intensificagdo

comportamento agressivo); respiragdo rapida, | da respiragéo rapida e superficial
superficial, suspiros intermitentes

C Sem choro (acordado | Gemidos ou lamurias, reclamagées ocasionais. | Choro regular, gritos ou solugos, reclamagdes

Choro ou dormindo) Impulsos verbais ou grunhidos ocasionais frequentes.

Repetidos impulsos verbais, grunhidos
constantes

C Contente, relaxado Tranquilizado por toques ocasionais, abragos | Dificil de consolar ou confortar.

Consolabilidade ou conversa e distracéo Rejeita o cuidador, resiste ao cuidado ou a

medidas de conforto

Orientagdes para aplicacédo da escala

entre zero e dez.

Toque o corpo e avalie tonicidade e tensédo.

descritores dentro de cada categoria.

4- AFLACC revisada pode ser utilizada para todas as criangas ndo verbais.
As descri¢des adicionais (em negrito) sdo descritores validados em criangas com dificuldades cognitivas. A enfermeira pode revisar com os pais os

Pergunte a eles se ha comportamentos adicionais que melhor indiquem a dor em seus filhos.
Adicione esses comportamentos na categoria apropriada da escala.

1- Cada uma das cinco categorias (F) Face; (L) Pernas; (A) Atividade; (C) Choro; (C) Consolabilidade é pontuada de 0-2, resultando num escore total

2- Pacientes acordados: Observe por pelo menos 1-2 minutos. Observe pernas e corpo descobertos. Reposicione o paciente ou observe a atividade,
avalie tonicidade e tensdo corporal. Inicie intervencdes de consolo, se necessario.
3- Pacientes dormindo: Observe por pelo menos 2 minutos ou mais. Observe corpo e pernas descobertos. Se possivel, reposicione o paciente.

Brasil — Sao Paulo, junho de 2013.

© 2002, The Regents of the University of Michigan. All Rights Reserved 09-09-2009
Bussotti EA, Guinsburg R, Pedreira MLG. Traduzido para a lingua portuguesa.

Fonte: Bussotti e colaboradores, 201574,
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ANEXO B - Faces Pain Scale — Revised

Portuguese (Brazil)

Estas caras mostram o quanto alguma coisa pode doer. Esta cara [aponte para a face mais a
esquerda] nao mostra dor. As caras mostram cada vez mais dor [aponte para cada uma das
faces da esquerda para a direita] até chegar a esta [aponte para a face mais a direita] que
mostra muita dor. Aponte para a cara que mostra o quanto te doi [neste momento].

Alternate:

Estas faces mostram o quanto algo pode doer. Esta face (apontar a face mais a esquerda)
indica nao dor. As faces mostram cada vez mais dor (apontar para cada uma das faces da
esquerda para a direita) até chegar a esta face (apontar a face mais a direita) que mostra muita
dor. Aponte a face que mostra o quanto vocé sente dor (neste exato momento)

Pontue a face escolhida como 0, 2, 4, 6, 8 ou 10, contando da esquerda para a direita; sendo 0

= sem dor e 10 = com muita dor. Nao use palavras como “alegre” ou “triste”. Esta escala tem
por objetivo medir como as criangas se sentem internamente e nao como aparentam estar.

Translation credit: Claudia Ligia Esperanza Charry Poveda, José Aparecido Da Silva, Paola Passareli,
Joseane dos Santos, Maria Beatriz Martins Linhares, University of Sdo Paulo, Brazil

Fonte: Charry e colaboradores, 2014"%; Homepage IASP™.

Disponivel em portugués em http://www.iasp-pain.org/Education
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ANEXO C - Adolescent Pediatric Pain Tool

cODIGO
DATA
INSTRUMENTO DE AVALIACAO DA DOR EM
CRIANCAS E ADOLESCENTES
INSTRUCOES:

1. Pinte as areas deste desenho para mostrar onde vocé sente dor.
Ao colorir, faga as dreas grandes ou pequenas para mostrar a dor
que vocé tem nesse local.

Esquerdo Direito

Figura 2 - Frente da versiao do APPT-P-Brasil. Ribeirio Preto, 2011



2. Faca um traco nesta linha, de cima para baixo, para mostrar o
quanto de dor vocé tem.

Sem Pouca Dor Muita Pior
dor dor média dor dor
possivel

3. Indique ou faca um circulo em todas as palavras que descrevem a

sua dor.

1
Que incomoda
Ruim

Horrivel

Infeliz

Terrivel

2
Dolorida

Que machuca
Fraca mas nao
desaparece nunca
Como um
machucado
Sensivel

3
Pulsante

Como uma pancada
Como uma
martelada

Como um murro
Latejante

4
Mordida
Cortante
Como um alfinete
Como uma faca
afiada
Como uma
alfinetada
Pontada
Facada

Figura 3 - Verso da versao do APPT-P-Brasil. Ribeirao Preto, 2011

Fonte: De Bortoli, 201178,

5
Como uma bolha
Arde
Quente

6
Como uma caibra
Esmagadora
Como um beliscao
Belisca

Pressao

7
Causa coceira
Como um arranhao
Como uma picada
Arranha

Que pica

8

Como um choque
Como um tiro de
revolver

Que racha

9

Dormente
Endurecida

Inchada
Apertada

10
Muito desagradavel
Mortal
Faz morrer
Que mata

1"
Faz chorar
Assustadora
Faz gritar
Aterrorizante

12
Causa tontura
Deixa enjoado
Sufocante

13
Nao passa
Incontrolavel

14
Sempre presente
Vai e volta

Vem de repente
Sempre a mesma
dor

Que nao para
Para sempre

15
Para e recomeca
De vez em quando
Comeca devagar
As vezes

Sempre igual

Se vocé quiser,
pode acrescentar
outras palavras.
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ANEXO D — Parecer Consubstanciado do CEP
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HOSPITAL INFANTIL JOANA = Plataforma
DE GUSMAO/ SES -SC »%m-rl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA DOR MUSCULOESQUELETICA E PRODUCAO DE COLAGENO EM
PACIENTES PORTADORES DE OSTEOGENESE IMPERFEITA SUPLEMENTADOS
COM VITAMINA C: ESTUDO PILOTO DE UM ENSAIO CLINICO CONTROLADO E
RANDOMIZADO.

Pesquisador: CINTHIA FARACO MARTINEZ CEBRIAN

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 79594517.3.0000.5361

Instituicdo Proponente: Hospital Infantil Joana de Gusmé&o/ SES - SC

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA E INOVACAO DO ESTADO DE SANTA
CATARINA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.450.363

Apresentacéao do Projeto:

A Osteogénese Imperfeita (Ol) € uma doenga congénita rara, causada por uma alteragdo nos genes que
codificam o colageno tipo |, presente nos 0ssos e em outros tecidos. Assim, pacientes que apresentem
defeitos na sintese do colageno apresentarédo, entre outras caracteristicas, um tecido 6sseo de
maqualidade.

A caracteristica principal da doenca € a fragilidade 6ssea, com fraturas decorrentes de trauma de baixa
energia e deformidades 6sseas, além de dor musculoesquelética. Atualmente ndo existe cura para a Ol, e a
medicacéo de escolha é o pamidronato dissddico endovenoso, um bisfosfonado de terceira geracdo, capaz
de melhorar a qualidade 6ssea através da diminuicao da reabsorcéo 6ssea realizada pelos osteoclastos,
diminuindo-se assim o nimero de fraturas. Com relagédo ao tratamento da dor, ndo existe um tratamento
especifico para a dor crénica musculoesquelética em pacientes portadores de Ol, nem tampouco entendese
seu mecanismo.

A opgéo discutida nesta pesquisa € a suplementagéo com a vitamina C, um fator fundamental para a sintese
do colageno. Além disso, sua auséncia também estd associada a presenca de dor crbnica
musculoesquelética. O objetivo deste estudo é avaliar se a suplementagdo com vitamina C pode melhorar a
dor e a qualidade do colageno. Os pacientes serdo randomizados em dois grupos e

Endereco: Rui Barbosa, n° 152

Bairro: Agrondmica CEP: 88.025-301
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3251-9092 Fax: (48)3251-9092 E-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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Continuagéo do Parecer: 2.450.363

receberdo suplementacdo com vitamina C ou placebo por seis meses. Serdo realizadas analises
bioquimicas em amostras de sangue destes pacientes para avaliar citocinas pré e antinflamatoérias, além da
hidroxiprolina (um marcador da sintese do colageno). Estas andlises serdo realizadas em dois momentos, o
primeiro antes da suplementagéo e o segundo, seis meses ap0s a suplementacéo. Os participantes do
estudo também responderédo a um questionario validado para avaliagdo da dor. Todos os dados seréo
analisados e comparados.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementagdo com vitamina C ou placebo na dor crénica, na inflamagéo e na sintese do
colageno em pacientes portadores de osteogénese imperfeita em uso de pamidronato dissédico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar quantitativamente e qualitativamente a dor crénica em pacientes com Ol, em uso de

pamidronato dissédico, suplementados com vitamina C ou placebo.

Quantificar os niveis plasmaticos das citocinas pro-inflamatérias TNF-, IL-1, IL-6 e MMP-9 e antiinflamatérias
IL-4 e IL-10 em pacientes com Ol, em uso de pamidronato dissédico, suplementados com vitamina C ou
placebo.

Quantificar os niveis plasmaticos de hidroxiprolina em pacientes com OIl, (como marcador do coladgeno) em
uso de pamidronato dissodico, suplementados com vitamina C ou placebo.

Correlacionar os resultados obtidos através das escalas de dor com os niveis plasmaticos de citocinaspré e
anti-inflamatérias e hidroxiprolina em pacientes com Ol, em uso de pamidronato dissédico, suplementados
com vitamina C ou placebo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
adequadamente descritos

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O estudo é relevante do ponto de vista social pelo conhecimento a ser gerado. O pesquisador apresentou
informagdes que o credencia tecnicamente a executar o protocolo de pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
adequadamente entregues
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Recomendacgoées:

nao ha

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Todas as Pendéncias elencadas no Numero do Parecer: 2.376.080 datado de 10/10/17 foram
adequadamente respondidas.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Conforme preconizado na Resolugcédo 466/2012, XI.2, item d, cabe ao pesquisador elaborar e apresentar os
relatérios parciais e final.

Assim sendo, o(a) pesquisador(a) deve enviar relatérios parciais semestrais da pesquisa ao CEP (a partir de
JUNHO/2018) e relatério final quando do seu encerramento.

Um modelo deste relatorio esta disponibilizado no site
http://www.saude.sc.gov.br/hijg/cep/deveresdopesquisador.htm

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/12/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_1026435.pdf 18:05:21
Projeto Detalhado / |ProjetoCEP07_12_17.docx 08/12/2017 |CINTHIA FARACO Aceito
Brochura 18:03:40 |MARTINEZ
Investigador CEBRIAN
Outros Resposta_ao_cep.docx 08/12/2017 |CINTHIA FARACO Aceito

18:02:44 | MARTINEZ

TCLE / Termos de | TermosdeConsentimentoeAssentimento.| 06/11/2017 |CINTHIA FARACO Aceito

Assentimento / docx 10:02:06 |MARTINEZ

Justificativa de CEBRIAN

Auséncia

Folha de Rosto img20171106_08060900.pdf 06/11/2017 |CINTHIA FARACO Aceito

09:43:34 |MARTINEZ

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao
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FLORIANOPOLIS, 20 de Dezembro de 2017

Assinado por:
Vanessa Borges Platt

(Coordenador)
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