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RESUMO

Introdugdo: Suplementos de vitamina D s3o amplamente utilizados no tratamento e
prevencao da deficiéncia de vitamina D. Como essa molécula ¢ hidrofobica, sua
absor¢do por via oral pode variar de acordo com o conteido de gordura da refeicdo
consumida com o suplemento embora ndo existam evidéncias que recomendem a
ingestdo com alimento.

Objetivos: Avaliar os niveis séricos de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] ap6s ingestao
de dose oral unica de colecalciferol, associada a trés refeigdes com diferentes
qauntidades de gordura ou placebo.

Métodos: O ensaio clinico duplo-cego placebo controlado incluiu sessenta e quatro
médicos residentes saudaveis de um hospital universitario em Porto Alegre 30°S, Brasil,
divididos em quatro grupos. Trés grupos receberam 50.000UI de colecalciferol durante
refeicdes contendo Og [Grupo 1(G1)], 15g [Grupo 2(G2)] ou 30g [Grupo 3(G3)] de
gordura e um grupo recebeu placebo, de acordo com a randomizagao. Niveis séricos de
25(OH)D, paratorménio (PTH), calcio total, albumina, magnésio e creatinina e niveis de
calcio, magnésio e creatinina na urina foram medidos no inicio do estudo e 14 dias apds
intervengao.

Resultados: A média dos niveis séricos de 25(OH)D foi baixa em todos os grupos (G1=
17.84£6.78ng/mL; G2=14.03+5.68ng/mL; G3=15.16£6.03ng/mL; G4=14.31+5.39
ng/mL). Apos 2 semanas, a vitamina D consumida durante o café¢ da manha aumentou a
variagdo média dos niveis de 25(OH)D no soro, quando comparada ao placebo: G1(5.28
t3.24 ng/mL) x G4(1.14£2.00ng/mL), p=0.001; G2(8.59£2.71ng/mL) x G4, p<0.001;

G3(8.64% 2.98ng/mL) x G4, p=0.001. No entanto, a ingestdo de gordura com a vitamina



D aumentou ainda mais a variacdo da média dos niveis séricos de 25(OH)D: G1XG2,
p=0.007; and G1XG3, p=0.008.

Conclusao: Apos duas semanas, uma dose oral unica de vitamina D aumentou os niveis
séricos de 25(OH)D quando administrado com alimentos, e foi maior quando a refeicao

continha pelo menos 15g de gordura. Esses achados podem ter implicagdes importantes

para definir a maneira mais eficaz de suplementacao oral de vitamina D.

(ClinicalTrials.gov: NCT00968734)

Palavras-chaves: vitamina D, colecalciferol, suplementos dietéticos,

biodisponibilidade, 25-hidroxivitamina D



ABSTRACT

Introduction: Vitamin D supplements are useful to prevent and treat vitamin D
deficiency. As this molecule is hydrophobic its oral absorption could vary according to
the fat content of the meal is consumed with, although there is no evidence to
recommend its ingestion with food.

Objective: To evaluate serum 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] levels after the oral
intake of a single dose of cholecalciferol, during meals containing three different
amounts of fat, or placebo.

Subjects and Methods: A double-blind placebo controlled trial included sixty-four
healthy medical residents of a university hospital in Porto Alegre, latitude 30°, Brazil,
divided in four groups. Three groups received 50,000 IU of cholecalciferol during meals
containing 0g [Group 1 (G1)], 15g [Group 2 (G2)] or 30g [Group 3(G3)] of fat, and one
group received placebo [group 4 (G4)], according to randomization. Serum 25(OH)D,
parathyroid hormone (PTH), total calcium, albumin, magnesium and creatinine levels;
and urinary calcium, magnesium and creatinine levels were measured at baseline and
after 14 days.

Results: Mean serum 25(OH)D levels were low in all groups (Gl1= 17.84+6.78ng/mL,;
(G2=14.03%5.68ng/mL; G3= 15.1626.03ng/mL; G4=14.31%£5.39 ng/mL). After 2-weeks,
vitamin D given during breakfast increased mean variation of serum 25(OH)D levels,
when compared to placebo: G1(5.28%3.24 ng/mL) x G4(1.14£2.00ng/mL), p=0.001;
G2(8.59+2.7Ing/mL) x G4, p=0.000; G3(8.64:2.98ng/mL) x G4, p=0.001.
Nevertheless, the intake of fat with vitamin D increased further the variation of mean

serum 25(OH)D levels: G1XG2, p=0.007; and G1XG3, p=0.008.



Conclusion: After two weeks, a single oral dose of vitamin D increased mean serum
25(0OH)D levels when given with food, and was larger when the meal had at least 15g
of fat. These findings can have important implications to define the most effective way

to supplement oral vitamin D. (ClinicalTrials.gov: NCT00968734)

Key Words: Vitamin D, Cholecalciferol, Dietary Supplements, Bioavailability, 255-

hydroxyvitamin D
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1. INTRODUCAO

Prevaléncia alta de deficiéncia de vitamina D tem sido identificada em todo o
mundo nos ultimos anos (1), destacando-se como um problema de satde publica, com
repercussoes ainda ndo totalmente esclarecidas. (2). A deficiéncia cronica desta
vitamina tem sido associada ao aumento do risco de hipertensdo arterial sist€émica,
esclerose multipla, diabetes mellitus tipo 1, cancer de coélon, prostata, cérebro e ovarios
(3). Metanalises realizadas a partir de ensaios clinicos randomizados concluiram que a
suplementagdo de vitamina D, associada com calcio, reduz o risco de quedas e fraturas
(4, 5). No entanto, o delineamento da maioria dos estudos ja realizados com vitamina D
com outros desfechos ndo permite o estabelecimento de uma relagdo causal com estado
nutricional de vitamina D.

Os seres humanos obtém esta vitamina através de alimentos, suplementos
dietéticos ou exposi¢do solar. A vitamina D € encontrada em poucos alimentos; carnes e
peixes magros possuem pequena quantidade desta vitamina (2). Os peixes, maior fonte
de vitamina D, acumulam essa vitamina devido a sua cadeia alimentar, iniciada pelo
plancton, onde a vitamina D ¢ sintetizada pela agdo da irradiacdao solar (6). Algumas
margarinas, iogurtes e leites disponiveis no mercado brasileiro sao enriquecidos, porém
€ uma caracteristica opcional conforme a legislagao vigente. A poténcia da vitamina D ¢
medida em unidades internacionais (UI), sendo que lug de colecalciferol ou
ergocalciferol equivale a 40UI (7).

Na sintese cutanea ha uma reacdo de isomerizagdo catalisada pela radiagao
ultravioleta (comprimento de onda de luz entre 290 e 315 nm), onde ocorre a foto

conversao do 7-deidrocolesterol em colecalciferol (8-10). Estima-se que niveis
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adequados de vitamina D no organismo poderiam ser atingidos com 5 a 10 minutos de
exposicao solar diaria. Porém, a producdo cutanea de colecalciferol sofre influéncia de
diversos fatores, tais como latitude, estacdo do ano, pigmentacdo da pele, tipo de
vestuario, uso de protetor solar e envelhecimento (8, 10). A cidade de Porto Alegre esta
localizada na latitude 30°S, o que favorece uma menor incidéncia solar no inverno, ja
associada com niveis séricos de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] reduzidos apos esse
periodo em criangas e adolescentes (11).

A vitamina D [vitamina D, (ergocalciferol) e a vitamina Dj (colecalciferol)],
proveniente de suplementos dietéticos ou alimentos, ¢ incorporada aos quilomicrons e
transportada pelo sistema linfatico até a circulagdo venosa. Na circulacdo, ela esta ligada
a proteina ligante de vitamina D, uma a-globulina especifica que a transporta até o
figado, onde ¢ convertida em 25 hidroxicolecalciferol [25(OH)D] pela enzima 25-
hidroxilase D. Esta ¢ a forma mais abundante de vitamina D na circulacido ¢ sua medida
¢ usada para determinar o status de vitamina D, pois sua meia vida ¢ de duas semanas e
seus niveis séricos podem ser correlacionados com hiperparatireoidismo secundario,
fraturas e osteomalacia. A 25(OH)D ¢ biologicamente inativa e ¢ convertida nos rins,
pela enzima 25 hidroxivitamina D-la-hidroxilase, & sua forma ativa, a 1,25-
diidroxivitamina D [1,25(OH),D], chamada de calcitriol (12). Uma vez formada, a
1,25(0OH),D induz a sintese de uma proteina, calbindina, necessaria ao transporte do
calcio, no intestino.

O calcitriol age nas células-alvo de uma maneira similar aos hormonios
esteroides, atravessando a membrana plasmatica e interagindo com o receptor nuclear
especifico, conhecido como receptor da vitamina D. Este complexo ligante-receptor
liga-se a um elemento responsivo especifico da vitamina D no DNA e, com associa¢ao

de fatores de transcri¢do, aumenta a transcrigdo dos RNAs mensageiros que codificam
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proteinas transportadoras de calcio, proteinas da matriz dssea e proteinas reguladoras do
ciclo celular. Como resultado destes processos, a 1,25(OH),D estimula a absor¢do
intestinal de calcio e fosfato. Estas fungdes t€ém a finalidade comum de restaurar os
niveis séricos de célcio e fosfato, quando a concentragdo destes ions esta baixa (13).

A 1,25(OH),D age em conjunto com o horménio da paratireoide (PTH), que ¢é
produzido em resposta a célcio baixo no soro. Esse horménio desempenha um papel
importante na regulagdo da ativacdo da vitamina D. Niveis altos de PTH estimulam a
produgdo de 1,25(OH),D, enquanto niveis baixos de PTH induzem formagdo de uma
forma inativa da vitamina D, a 24,25-(OH), D.(7).

A deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D resulta no descréscimo da absorc¢ao
intestinal de célcio e consequente redugdo de calcio circulante, promovendo o aumento
da expressdo, producao e secregdo de PTH. O PTH estimula os rins a produzir mais
1,25(OH),D. Além disso, o PTH tem duas outras op¢des para manter os niveis séricos
de calcio: através do aumento da reabsor¢ao tubular de calcio nos rins ou do aumento da
mobilizacao das reservas de célcio do esqueleto, aumentando a expressao de RANKL
(ligante do NFkB) nos osteoblastos. Quando o RANKL se liga ao RANK (receptor do
NFkB) no pré-osteoclasto, ha um estimulo para formagdo de osteoclastos
multinucleados. Estes osteoclastos maduros removem calcio e fosforo do osso através
da liberacdo de enzimas e acido cloridrico para dissolver a matriz de coldgeno. O
aumento da atividade osteoclastica reduz o conteudo mineral do 0sso, € aumenta o risco
de fratura. (14)

O guideline mais recente da Endocrine Society (2011) recomenda que a
deficiéncia de vitamina D deve ser investigada em individuos com risco para esta
deficiéncia, através da dosagem da 25(OH)D no soro (15). Embora nao exista um

consenso sobre um nivel 6timo de 25(OH)D sérica, a deficiéncia de vitamina D ¢
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definida por alguns estudiosos da 4rea como niveis abaixo de 20ng/ml ou 50nmol/L. J&
os niveis de 25(OH)D de 21 a 29ng/ml indicam uma insuficiéncia de vitamina D, e os
niveis iguais ou maiores que 30ng/ml sdo considerados como suficientes (2, 15-17). A
intoxicacao pela vitamina D ¢ observada quando o nivel sérico de 25(OH)D ¢ superior a
150ng/ml (374 nmol/l). Com a utilizacdo destas defini¢des, estima-se que cerca de um
bilhdo de pessoas tenham deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D no mundo (1, 18).

As concentragdes séricas de vitamina D em adultos jovens variam conforme a
regido geografica, dependendo da latitude, sendo mais adequadas perto da linha do
Equador (19). Embora o Brasil esteja proximo a esta linha, os estados do sul do pais sdo
geograficamente mais distantes, principalmente o Rio Grande do Sul, o que torna esta
questao mais relevante em nosso estado. Niveis insuficientes e limitrofes de 25(OH)D ja
foram observados em criancas (20) e adultos (21, 22) na regido sul do Brasil.

Num cenario onde a sintese cutanea de vitamina D ¢ limitada por varios fatores
(2), poucos alimentos contém esse nutriente (23, 24) e o consumo dietético em adultos €
inadequado, mesmo em paises onde hd alimentos fortificados com esta vitamina (25-
28), os suplementos alimentares sdo uteis para prevenir e tratar a deficiéncia de vitamina
D (29).

Em 2010, o Institute of Medicine (I0M) realizou uma revisdao das evidéncias e
desfechos relacionados com a vitamina D e calcio, para a saude O0ssea € nao 6ssea, com
0 objetivo de atualizar as Recomendagdes Dietéticas de Ingestdo (Dietary Reference
Intake -DRI) destes nutrientes. Foram avaliadas diversas doengas cronicas e desfechos
clinicos € o comité concluiu que, apenas os aspectos relacionados a satde Ossea
forneceram a base necessaria para o estabelecimento da Estimated Average Requirement
(EAR) e Recommended Dietary Allowance (RDA) de 2011 para individuos acima de 1

ano. Para os desfechos nao 6sscos, incluindo cancer, doenga cardiovascular, diabetes,
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infecgoes e desordens autoimunes, os estudos clinicos randomizados sdo escassos ¢ a
evidéncia ¢ inconsistente e inconclusiva em relagdo a causalidade e insuficiente para o
desenvolvimento da DRI. O nivel sérico de 25-hidroxivitamina D (250HD) foi
considerado o marcador mais importante da exposi¢do total de vitamina D, tanto por
sintese endogena como por ingestao.

Dentre os principais problemas encontrados para o desenvolvimento das
recomendacdes de ingestdo, estdo os ensaios clinicos realizados com investigacdo de
calcio e vitamina D simultaneamente ¢ a dificuldade de separar seus efeitos nos estudos,
os dados limitados para avaliar o efeito da dose-resposta, a complexidade em relacdo as
fontes endogena e dietética de vitamina D e os fatores de confusdo presentes em estudos
observacionais. Para vitamina D (assumindo que a exposi¢do solar € minima), a EAR ¢
de 400Ul/dia para idades acima de 1 ano e a RDA ¢ de 600 Ul/dia para idades entre 1 a
70 anos e 800 Ul/dia para 71 anos ou mais. A recomendacdo foi estabelecida,
principalmente, pela avaliacdo conjunta de desfechos para a saude Ossea, considerando
os niveis séricos de 25(OH)D de 16ng/mL (40nmol/L) para o estabelecimento das
EARs e de 20ng/mL (50nmol/L) ou mais para o estabelecimento das RDAs (30-32).

No entanto, a quantidade de vitamina D suplementar ndo estd completamente
estabelecida, pois os valores estabelecidos nas DRIs sdo aplicadveis para manutengdo do
estado nutricional deste nutriente, provavelmente insuficiente para recuperar a
deficiéncia de vitamina D previamente estabelecida.

Com base em ensaios clinicos e estudos epidemiologicos, o nivel sérico de
25(OH)D minimo desejavel varia entre 20 e 30 ng/ml e sdo considerados seguros os
niveis até 90ng/ml. Na auséncia de luz solar, 90ng/ml de 25(OH)D sao obtidos com o
consumo prolongado de cerca de 10.000 Ul/dia (250 ug/dia) de vitamina D3, sendo esta

dose considerada segura na auséncia de luz solar (33). Uma dose oral Unica de
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100.000UI de colecalciferol ¢ segura e efetiva para aumentar ¢ manter elevadas as
concentragdes de 25(OH)D sérica por dois meses, o que seria equivalente a doses de
1600Ul/dia (27, 34).

Paralelamente, estatisticas sobre a ingestdo de vitamina D indicam um consumo
médio de 200 a 400Ul/dia, somando alimentos e suplementos habitualmente
consumidos nos Estados Unidos (33). No Brasil, existem poucos alimentos
suplementados com esta vitamina e a populagdo ndo tem o habito de consumir
suplementos vitaminicos em grande escala, a exemplo do que ocorre nos Estados
Unidos.

Os niveis de Ingestdo Maxima Toleravel (Tolerable Upper Intake Leve - UL)
para vitamina D variam entre 1000 e 4000 Ul/dia, de acordo com novas evidéncias de
alguns desfechos associados em forma de ‘‘U’’, isto €, com riscos, tanto nos niveis
inferiores como nos superiores, para todas as causas de mortalidade, doengas
cardiovasculares, calcificagdo vascular, cancer pancredtico, quedas, fragilidade e
fraturas dsseas (32).

Outro fator importante a ser considerado na suplementacao € o indice de massa
corporal (IMC), pois foi inversamente associado com os niveis séricos de vitamina D,
24 horas ap6s o uso de dose unica de 50.000UI de vitamina D, oral ou exposi¢cdo a
irradiagdo UVB (35). Idosos que receberam suplementagdo oral de 700Ul/dia de
vitamina D associada com 500mg/dia de calcio por um ano também apresentaram
mudangas na 25(OH)D inversamente proporcionais ao IMC, sugerindo que o tamanho
corporal deve ser levado em conta no momento da prescrigdo do suplemento de
vitamina D (36).

Esta tese de Doutorado segue o formato proposto pelo Programa de Pos-

Graduagdo em Medicina: Ciéncias Médicas da UFRGS, sendo apresentada em dois
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capitulos principais: revisao sistematica da literatura em forma de artigo cientifico e

artigo original em inglés.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Biodisponibilidade de Suplementos de Vitamina D: Revisdo Sistematica

Resumo

Introducéo: Suplementos dietéticos de vitamina D s3o amplamente utilizados
para a prevengdao ¢ tratamento de insuficiéncia e deficiéncia de vitamina D. A
biodisponibilidade do suplemento de vitamina D administrado por via oral pode estar
relacionada com a absorc¢ao intestinal.

Objetivo: Sumarizar as evidéncias sobre biodisponibilidade de suplementos de
vitamina D, identificando os fatores que possam interferir na absor¢ao e
consequentemente nos niveis séricos de 25(OH)D.

Métodos: Foi realizada a busca sistematica de ensaios clinicos sobre absor¢ao
ou biodisponibilidade da vitamina D realizados em humanos, com suplementacao de
vitamina D, ou vitamina D3, na forma de suplementos ou alimentos, cujo desfecho foi
os niveis séricos de 25(OH)D. As buscas foram realizadas na base de dados PubMed,
utilizando os termos “vitamin d”’, “supplements”, “food”, ‘“absorption” e
“bioavailability”. Foram avaliados artigos publicados até 31 de julho de 2012, redigidos
em portugués, inglés e espanhol.

Resultados: Foram identificados 643 estudos, dos quais 12 ensaios clinicos
foram avaliados. Dentre os estudos selecionados para a analise final, 7 foram realizados
com alimentos fortificados com vitamina D e 5 foram realizados com suplementos de

vitamina D.
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Conclusiao: Envelhecimento e composi¢do nutricional do alimento associado ao
suplemento de vitamina D sdo fatores que podem alterar a biodisponibilidade e absor¢ao
intestinal de vitamina D. Novos estudos sdo necessarios para avaliagdo do efeito da

alimentagdo e sua composi¢do nutricional na absor¢ao de vitamina D.

Palavras-chave: Vitamina D, suplementos dietéticos, biodisponibilidade
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INTRODUCAO

A insuficiéncia de vitamina D constitui um problema de saude publica (1, 2). A
insuficiéncia cronica impede a mineralizacdo adequada do osso, propiciando o
desenvolvimento de raquitismo em criangas, osteomaldcia e osteoporose em adultos.
Recentemente, novas fungdes tém sido associadas com a vitamina D, como doengas
autoimunes, saude cardiovascular e prevencdo de cancer (16, 37, 38). A principal forma
circulante mensuravel de vitamina D ¢ a 25(OH)D (39). A insuficiéncia de vitamina D ¢
definida por niveis séricos de 25(OH)D<30ng/mL e a deficiéncia por niveis séricos
25(0OH)D<20ng/mL (15).

A sintese cutinea de vitamina D através de radiacao ultravioleta, maior
contribuinte do status de vitamina D, ¢ limitada por fatores ambientais, culturais e
fisiologicos, incluindo latitude, estacdo do ano, vestudrio, uso de protetor solar, idade e
pigmentacdo da pele. Além disso, a vitamina D € dificilmente obtida através da
alimentagdo porque ndo estd naturalmente presente em muitos alimentos. Pode estar
presente em alimentos contendo gordura provenientes de animais expostos a luz solar
ou com dieta suplementada com vitamina D, como gemas de ovos, leite e carne.
Vitamina D, pode ser encontrada em cogumelos, expostos a UVB antes ou apos a
colheita (24, 40-42). No Brasil, ndo ha estudos sobre conteudo de vitamina D nos
alimentos nao suplementados.

Suplementos dietéticos isolados ou alimentos suplementados com vitamina D,
(ergocalciferol) e vitamina Dj; (colecalciferol) sdo amplamente utilizados para a
prevengdo e tratamento de insuficiéncia e deficiéncia desta vitamina (38, 43-45). A

biodisponibilidade do suplemento de vitamina D administrado por via oral pode estar
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relacionada com a absorcdo intestinal (46). Alimentos modificam a farmacocinética dos
medicamentos causando aumento, diminui¢do ou atraso na absorcdo (47, 48), no
entanto, o consenso mais recente sobre tratamento e prevencdo de deficiéncia de
vitamina D recomenda que os suplementos sejam ingeridos em jejum ou com alimentos
(15).

Otimizar as recomendagdes para a ingestdo de suplementos orais de vitamina D
para a populagdo em geral requer considerar como os alimentos podem influenciar a
biodisponibilidade da vitamina D. Grossman et al. (53) sugeriu que veiculos oleosos
produzem uma melhor resposta nos niveis séricos de 25(OH)D, em comparacao com
veiculos em p6 ou em etanol em individuos saudaveis.

O mecanismo de absor¢do de vitamina D a partir do trato gastrointestinal €
semelhante a absor¢cdo de outros lipidos. A vitamina D ¢ lipossoluvel, sua absor¢ao
ocorre no intestino delgado, onde ¢ incorporada aos quilomicrons e transportada pelo
sistema linfatico até a circulagdo venosa. (49). Absor¢do inadequada de vitamina D,
juntamente com outros lipidos da dieta, podem ocorrer em pacientes com fibrose cistica,
colestase, doenga de Crohn, doenca inflamatoria intestinal, colite ulcerativa, atrofia das
vilosidades do intestino delgado e ressec¢ao de intestino delgado (50).

O objetivo desta revisdo ¢ sumarizar as evidéncias sobre biodisponibilidade de
suplementos de vitamina D, identificando os fatores que possam interferir na absor¢ao e

consequentemente nos niveis séricos de 25(OH)D.
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METODOS

Uma revisdo sistematica da literatura foi conduzida baseada nas diretrizes do
protocolo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-
Analyses) (51).

Foi realizada a busca sistematica de ensaios clinicos sobre absor¢do ou
biodisponibilidade da vitamina D realizados em humanos, com suplementacdo de
vitamina D, ou vitamina D3, na forma de suplementos ou alimentos, cujo desfecho dos
ensaios clinicos foram os niveis séricos de 25(OH)D.

As buscas foram realizadas na base de dados PubMed, utilizando os termos
“vitamin d”, “supplements”, “food”, ‘“absorption” e “bioavailability”, a partir da
estratégia: "vitamin d"[MeSH Terms] OR ‘"vitamin d"[All Fields] OR
"ergocalciferols"[MeSH Terms] OR "ergocalciferols"[All Fields]) AND ("dietary
supplements"[MeSH Terms] OR ("dietary"[ All Fields] AND "supplements"[All Fields])
OR "dietary supplements"[All Fields] OR "supplement"[All Fields]) OR ("food"[MeSH
Terms] OR "food"[All Fields])) AND (("pharmacokinetics"[Subheading] OR
"pharmacokinetics"[All Fields] OR "absorption"[All Fields] OR "absorption"[MeSH
Terms]) OR ("biological availability"[MeSH Terms] OR ("biological"[All Fields] AND
"availability"[All ~ Fields]) OR  "biological availability"[All ~ Fields] @ OR
"bioavailability"[ All Fields])). Foram avaliados artigos publicados até 31 de julho de
2012, redigidos em portugués, inglé€s ou espanhol.

Uma busca secundaria foi realizada na lista de referéncias de duas revisdes sobre

biodisponibilidade de vitamina D (52, 53) e as citagdes em duplicata foram removidas.
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A primeira etapa da selecdo dos artigos resultantes da busca foi realizada a partir
da leitura de titulos e resumos, onde foram utilizados os seguintes critérios de
elegibilidade: a) Delineamento: ensaio clinico; b) Populagdao: humanos; c¢) Intervengao:
suplementagdo oral de vitamina D ou alimento suplementado; d) Biodisponibilidade:
minimos dois grupos com mesma dose de vitamina D. Foram excluidos os estudos
realizados com individuos com doenga renal, hepatica, intestinal ou com ma absor¢ao
de gorduras, diabetes, obesidade, fibrose cistica, cirurgia bariatrica, ou em uso de
medicamentos anticonvulsivantes, barbitiricos e esteroides. As referéncias dos artigos
selecionados nesta etapa foram revisadas manualmente em busca de estudos relevantes
(Figura 1).

Os estudos selecionados foram avaliados na integra e foram extraidos os dados
referentes a populagdo, como idade e sexo, dose e duragdo de vitamina D, alimentos ou
veiculos adicionados ao suplemento, metabdlito da vitamina D e método de andlise

utilizado para o desfecho e intervalo de dosagens do metabolito da vitamina D.
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Figura 1: Fluxograma da sele¢io dos artigos
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RESULTADOS

A estratégia de busca identificou 643 estudos, dos quais 22 foram selecionados
para avaliagdo do texto completo. Um estudo foi identificado na busca manual. Apds
leitura dos estudos selecionados, 14 ensaios clinicos foram avaliados e os dados
extraidos foram incluidos na tabela 1. Dentre os estudos selecionados para a analise

final, sete foram realizados com alimentos e sete foram realizados com suplementos.

Biodisponibilidade de Vitamina D e Envelhecimento

A biodisponibilidade da suplementacdo de vitamina D via oral foi avaliada em
relagdo as possiveis alteragdes que o envelhecimento provoca no metabolismo humano.

Estudo conduzido por Barragry e col. (54) avaliou a absorcao de colecalciferol
em idosos e adultos jovens a partir da suplementacdo de dose oral tnica de 95UI de
vitamina D3 com refeicdo contendo 30g de gordura para todos os participantes. Os
niveis séricos dos metabolitos da vitamina D foram avaliados nas primeiras 6 horas apds
a suplementacdo e apoés 28 dias. Os niveis de vitamina D3 no plasma foram
significativamente maiores em mulheres jovens quando comparados aos outros
participantes, apds 3h (p<0,05), 4, 5 e 6h (p<0,01). Nao foi observada correlagdao entre
os niveis séricos de vitamina D3 no plasma e a 25(OH)Ds;. Os niveis séricos de 25(OH)D
foram avaliados entre 28 e 56 dias apos intervengdo ¢ os idosos apresentaram uma
variacdo média de 14,7+1,5% em relagdo aos niveis basais, significativamente inferior

aos 30,9+3,6% encontrados nos jovens (p<0,01).
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O estudo realizado por Harris e col.(55) com jovens adultos de 22 a 28 anos ¢
idosos de 63 a 73 anos, randomizou os participantes em 2 grupos: 1) grupo intervencao:
1800UI/dia de vitamina D,. 2) grupo controle e foram acompanhados por 3 semanas.Os
participantes foram orientados a consumir o suplemento durante a manhad, com
alimentos. Nao foi especificado o tipo de alimentos recomendado ou avaliada a
composi¢ao nutricional da refei¢do matinal dos participantes. O estudo foi realizado em
fevereiro, més de inverno em Boston/EUA. Os niveis séricos de 25(OH)D, e de
25(OH)D aumentaram significativamente nos grupos suplementados, sem variagdo
entre jovens e idosos do grupo controle. A média de aumento da 25(OH)D,; foi maior
em jovens suplementados que em idosos que receberam o suplemento (15,2 & 3,6 versus
7,8 £ 5,Ing/mL) (p=0,027) e consequentemente os niveis de 25(OH)D também
apresentaram esse aumento no grupo dos jovens. Estes dados sdo consistentes com um
declinio de absorg¢do, transporte ou hidroxilagdo hepatica da vitamina D por via oral,
com o avango da idade

Outro estudo realizado por Harris e Dawson Hughes (56) foi realizado com o
objetivo de identificar diferengas na resposta apos 8 semanas de suplementacdo de
800UI de vitamina D;, conforme a idade. Jovens e idosos saudaveis foram
randomizados para receber suplementacao ou placebo. Nao foi recomendado o consumo
do suplemento com ou sem alimentos e nao foi avaliado se os participantes ingeriram
algum alimento com o suplemento. O aumento dos niveis séricos de 25(OH)D e a
magnitude desta variacao apds 8 semanas foi quase idéntica nos dois grupos, 9Ing/mL e
8,8ng/mL nos jovens e idosos, respectivamente. No grupo controle houve uma redugao
modesta de 25(OH)D em jovens e idosos. A partir dos dados encontrados, parece nao
haver prejuizo, relacionado com a idade, na absor¢ao ou no metabolismo da vitamina D

na suplementacao de 800UI/dia durante 8 semanas.
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Biodisponibilidade de Vitamina D em alimentos fortificados

Outila e col.(41) investigaram a biodisponibilidade de vitamina D, em
cogumelos. O estudo foi realizado nos meses de janeiro e fevereiro, na Finlandia, com
27 mulheres adultas jovens com niveis séricos de 25(OH)D <24ng/ml. Os participantes
foram divididos em 3 grupos e receberam 5 refei¢des por semana, durante 3 semanas. O
grupo 1 recebeu cogumelos liofilizados, contendo uma dose total de 8.400UI de
vitamina D,; o grupo 2 recebeu 8.400UI de suplemento de vitamina D, e o grupo 3
recebeu apenas as refeicdoes, sem suplemento ou cogumelo. Os participantes foram
aconselhados a manter seus hdbitos alimentares, sem consumir peixes € margarinas
suplementadas com vitamina D durante a realizagdo do estudo. A composicao
nutricional das refei¢cdes oferecidas ndo foi informada. Os niveis séricos de 25(OH)D
dos grupos 1 e 2 foram diferentes do grupo 3 na terceira semana. Considerando todos os
grupos, as concentragdes séricas de 25-hidroxivitamina D apresentaram-se diferentes ao
longo do estudo (p=0,001). Os niveis séricos de 25(OH)D ao final do estudo foram
significativamente diferentes dos niveis basais de 25(OH)D (p=0,011). Quando os
grupos 1 e 2 foram comparados com o grupo 3, as concentracdes de 25(OH)D no soro,
durante as 3 semanas, diferiram significativamente entre os grupos 1 ¢ 3 (p = 0,032),
bem como entre os grupos 2 ¢ 3 (p = 0,004). As concentragdes séricas de 25-
hidroxivitamina D em 3 semanas ndo diferiram significativamente entre os grupos 1 e 2
(p = 0,317). O estudo concluiu que a vitamina D, presente nos cogumelos ¢
biodisponivel e equivalente ao suplemento de vitamina D».

Estudo realizado por Urbain e col. (40) também avaliou a biodisponibilidade de
vitamina D, em cogumelos irradiados com UVB. Cogumelos contém pouca quantidade

de vitamina D,, mas sdo abundantes em ergosterol, que pode ser convertido em
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vitamina D, a partir da radiacao ultravioleta. Cogumelos frescos foram irradiados para
utilizacdao no estudo. Vinte ¢ sete adultos caucasianos, saudaveis, com idade maxima de
45 anos, com IMC entre 18,5 € 26 kg/m2, com niveis séricos de vitamina D <20ng/mL e
niveis séricos de cdlcio normais, foram incluidos no estudo. Os participantes foram
randomizados em 3 grupos: o grupo 1 recebeu 28.000UI de vitamina D, em sopa
contendo cogumelos irradiados com UVB; o grupo 2 recebeu 60UI de vitamina D, em
sopa contendo cogumelos convencionais ¢ 28.000UI de suplemento de vitamina D, e
grupo 3 recebeu 60Ul de vitamina D, em sopa contendo cogumelos convencionais ¢
placebo. O suplemento de vitamina D utilizado possuia etanol na formulagdo e foi
dissolvido em suco de laranja. O placebo era o suco de laranja puro. A composi¢do
nutricional da sopa de cogumelos era de 4,2% de gordura, 0,8% de proteinas e 2,9% de
carboidratos. A intervengdo ocorreu semanalmente, durante 4 semanas e os niveis
séricos de 25(OH)D foram medidos semanalmente, por 5 semanas. Apds 2 semanas, 0s
niveis séricos de 25(OH)D eram significativamente maiores no grupo cogumelo,
quando comparado ao grupo placebo (P<0.001). As concentracdes séricas de 25(OH)D
dos grupos cogumelo e suplemento aumentou significativamente e de forma semelhante
durante o periodo de estudo de 1,56 ng/mL (IC 95%: 1,16- 1,92) e de 1,88 ng/mL por
semana (IC 95%: 1,52 — 2.28), respectivamente. O estudo concluiu que a irradiacdo
UVB em cogumelos melhora o status de vitamina D nesse alimento e que os cogumelos
irradiados possuem a mesma biosdiponibilidade que os suplementos de vitamina D, em
humanos.

Natri e col. (57) avaliaram a biodisponibilidade de colecalciferol adicionado na
fabricagao de paes. A primeira etapa do estudo avaliou a estabilidade, concentragdo,
dispersdo e biodisponibilidade do colecalciferol em paes suplementados com vitamina

D;. Na segunda etapa foi realizado um ensaio clinico simples-cego com 41 mulheres, de
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idade entre 25 e 45 anos, com niveis séricos de 25(OH)D entre 4,8 ¢ 18ng/ml. Os
participantes foram randomizados em quatro grupos:1) pao de trigo suplementado com
vitamina Dj; 2) pdo de centeio suplementando com vitamina Ds; 3) pao de trigo
(controle); 4) pao de trigo e suplemento de vitamina D3. Todos participantes
consumiram 4 fatias de pao por dia, o equivalente a 400UlI/dia, exceto placebo, por um
periodo de 3 semanas e foram orientados a manter sua dieta habitual, ndo consumir
peixe mais de uma vez por semana ¢ nao beber leite suplementado com vitamina D. As
mudangas nos niveis séricos de 25(OH)D foram 6,5+2,6; 6,0+2,5; -0,1+1,6; 7,8+4,0
ng/ml nos grupos pao de trigo suplementado, pao de centeio suplementado, controle e
vitamina D, respectivamente. O aumento nos niveis séricos de 25(OH)D nos grupos
com pao de trigo suplementado (p=0,571) e pao de centeio suplementado (p=0,442) ndo
diferiu do grupo que recebeu suplemento. A mudanga do grupo controle foi menor que
todos os grupos (p=0,005). Os dois tipos de paes suplementados foram tao efetivos no
aumento dos niveis séricos de 25(OH)D quanto o suplemento de vitamina Ds. O estudo
concluiu que pao suplementado com colecalciferol ¢ uma maneira segura e viavel para
melhorar o estado nutricional de vitamina D.

A biodisponibilidade de vitamina D adicionada em suco de laranja também foi
avaliada. Tangpricha e col. (58) avaliaram a suplementacao de duas bebidas com pouca
ou nenhuma gordura, o suco de laranja e o leite desnatado. O estudo foi dividido em
duas fases. Inicialmente foi realizado um ensaio clinico cruzado, com adultos saudaveis,
com idade entre 19 e 68 anos, avaliando os niveis séricos de vitmaina D, apds a
ingestao de dose oral tunica de 25.000UI de ergocalciferol em 0,Iml de 6leo de milho
aplicado em pao torrado, ou adicionado em 240 ml de leite integral ou ainda adicionado
em 240 ml de leite desnatado. Cada participante recebeu os trés alimentos em trés

momentos diferentes. Cada etapa foi realizada com um intervalo de 2 semanas. Os
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niveis séricos de vitmaina D, foram avaliados em 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48 ¢ 72h apos
administracdo da vitamina D, com os alimentos. Nao houve diferenca significativa entre
os niveis séricos de vitamina D; nos grupos, ao longo do tempo do estudo (p=0,87). O
segundo experimento foi realizado no final do inverno, no més de margco, em
Boston/EUA, com adultos saudaveis, com idade entre 20 e¢ 60 anos, avaliando a
biodisponibilidade de vitamina D; em suco de laranja. Os participantes foram
randomizados em dois grupos, o grupo 1 recebeu suco de laranja contendo 1000UI de
vitamina D3/240ml e o grupo 2 recebeu suco de laranja puro. Os participantes foram
orientados a consumir 1 copo (240ml) de suco de laranja por dia. A distribuicdo dos
sucos e as dosagens séricas de 25(OH)D foram realizadas semanalmente, durante as 12
semanas do estudo. Os individuos que consumiram o suco de laranja fortificado com a
vitamina D; tiveram um aumento de 150% nas concentragdes de 25(OH)D no soro
durante as 12 semanas (14,8 = 3,2 — 37,6 = 8 ng/ml, p<0,01); individuos do grupo
controle tiveram um aumento de 45% nas concentra¢des de 25(OH) D durante as 12
semanas do estudo (20,0 = 4,0 — 29,2 + 3,2 ng/ml, p <0,01). O aumento médio de
25(OH)D no grupo que consumiu o suco de laranja fortificado com a vitamina Ds foi de
22,8 £ 2,8 ng/ml, em comparacao com um aumento médio de 9,0 + 2,0 ng/ml no grupo
controle (P <0,001). Apesar da presumida sintese de vitamina D induzida pelo sol no
grupo de controle, 25% dos individuos tinham insuficiéncia de vitamina D no final do
estudo, enquanto nenhum dos individuos que ingeriram 1000 UI de vitamina D3/dia
tinha insuficiéncia de vitamina D. O estudo concluiu que o teor de gordura do leite nao
afeta a biodisponibilidade da vitamina D e que o suco de laranja fortificado com
vitamina D € capaz de aumentar os niveis séricos de 25(OH)D; em adultos.

Biancuzzo e col. (59) compararam a biodisponibilidade de suco de laranja

fortificado com vitamina D, e vitamina D; com o suplemento de vitmaina D2 e
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vitamina Dj, através de ensaio clinico duplo cego, com adultos, com idade entre 18 ¢ 79
anos, no més de fevereiro em Boston/EUA. Os participantes foram randomizados em 5
grupos: 1) capsula de placebo + suco de laranja; 2) capsula de placebo + suco de laranja
foritificado com 1000UI vitamina D3/236,6 ml; 3) capsula de placebo + suco de laranja
foritificado com 1000UI vitamina D,/236,6 ml; 4) 1000UI vitamina D3 em capsula +
suco de laranja; 5) 1000UI vitamina D; em cépsula + suco de laranja. Todos os
participantes consumiram 1 copo de suco de laranja (236,6 ml) por dia, durante as 11
semanas do estudo. Nao ha informagdes sobre a distribuicao do suco de laranja, local
de consumo e se foi associado com algum outro alimento no momento do consumo. A
analise da 4area sob a curva ndo mostrou diferenca significativa na 25(OH)D no soro
entre individuos que consumiram suco de laranja fortificado com vitamina D e aqueles
que consumiram suplementos de vitamina D (p = 0,084). Nao houve diferenca
significativa na 25(OH)D; no soro entre individuos que consumiram suco de laranja
fortificado com vitamina D3 e os que consumiram cédpsulas vitamina D; (p>0,1). Da
mesma forma, ndo houve diferenga significativa na 25(OH)D; no soro entre individuos
que consumiram suco de laranja fortificado com vitamina D; € os que consumiram
capsulas vitamina D, (p> 0,1). O estudo concluiu que a vitamina D, e vitamina D3 sdao

igualmente biodisponiveis em suco de laranja e capsulas.

Biodisponibilidade de Vitamina D e Gordura

A biodisponibilidade de vitamina D3 em queijos suplementados com diferntes
teores de gordura também foi avaliada. Wagner e col. (60) realizaram um ensaio clinico
com adultos saudaveis, com idade entre 18 e 60 anos. Os participantes foram

randomizados em 6 grupos: 1) Queijo cheddar suplementado com vitamina D3 (DC); 2)
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queijo com pouca gordura suplementado com vitamina D3 (DLF); 3) suplemento de
vitamina D em solucdo de etanol, consumido com alimento (DS1); 4) suplemento de
vitamina D consumido sem alimento (DS1); 5) queijo com pouca gordura, sem vitamina
D; 6) solucdo de etanol sem vitamina D (placebo). Cada por¢ao ou dose de vitamina D
continha 28.000UI de vitamina D3. Cada por¢ao ou dose foi consumida por via oral uma
vez por semana, durante 8 semanas. O estudo foi conduzido nos meses de janeiro a
abril, meses de inverno, no Canada. A composi¢do nutricional das refei¢des e queijos
utilizados no estudo e se os queijos foram consumidos com outros alimentos nao foram
informados. No grupo placebo, os niveis séricos iniciais de 25(OH)D
[22,0+10,1ng/mL], reduziram durante as 8 semanas do estudo para 20,3 + 9,7ng/mL (P
=0,046). Nos grupos tratados com vitamina D, os aumentos médios nos niveis séricos
de 25(OH)D durante as 8 semanas foram: 26,1+£9,6ng/mL (DC), 26,0£8,68ng/mL
(DLF), 23,749,3ng/mL (DSI1) e 23,7+7,8ng/mL (DS1); estas alteracdes diferiram do
grupo placebo (P<0,0001), mas ndo entre eles (p=0,62). Os resultados deste estudo
demonstrou que a vitamina D ¢ biodisponivel no queijo cheddar, no queijo com pouca
gordura, com ou sem alimento.

Johnson e col. (61) também avaliaram a biodisponibilidade de vitamina D em
queijos processados fortificados. O estudo foi realizado em duas etapas. O primeiro
experimento foi realizado com o objetivo de determinar o efeito do consumo diario de
queijo fortificado com vitamina D3, durante 2 meses, nos niveis séricos de 25(OH)D.
Idosos, com mais de 60 anos, foram randomizados em 3 grupos: 1) 85g de queijo
processado fortificado com vitamina D3 (600Ul/porgdo); 2) queijo processado sem
vitamina Ds; 3) grupo controle, que ndo recebeu queijo processado. O queijo utilizado
no estudo tinha 35,4% de gordura, aproximadamente 30g de gordura por porcdo. Os

participantes foram instruidos a manterem suas atividades normais e dieta habitual
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durante o estudo. Nao foi informado como o queijo foi distribuido aos participantes, e
se houve alguma orientagdo quanto ao consumo do queijo com ou sem outros alimentos.
Apds os dois meses de intervengdo, o grupo que recebeu o queijo ndo fortificado
apresentou um aumento nos niveis séricos de 25(OH)D de 1,4+0,5ng/mL (p=0,01), o
grupo do queijo fortificado com vitamina D apresentou uma inesperada reducdo dos
niveis séricos de 25(OH)D de 2,4+0,8ng/mL e o grupo que ndo recebeu queijo
apresentou uma variagdo nao significante, quando comparado ao nivel de 25(OH)D no
soro no inicio do estudo. O segundo experimento foi realizado, baseado nos resultados
da primeira etapa, para determinar a biodisponibilidade e absor¢ao de vitamina D, em
queijos processados € em agua. A vitamina D; foi escolhida para este experimento para
evitar interferéncia da exposicao solar nos resultados. Foi realizado um ensaio clinico
randomizado cruzado com idosos e adultos jovens. Todos os participantes receberam
10.000UI de vitamina D, em agua (240ml) ou queijo (57g), contendo aproximadamente
20g de gordura por porcao. A média total do pico de concentragdo sérica de vitamina D,
de queijo processado foi de 15,0+1,0 ng/mL por 10.000 UI, e na agua fortificada com
vitamina D, foi significativamente inferior, 2,0+0,4ng/mL /10.000UI vitamina D,
(p<0,001). A area sob a curva para o queijo processado foi de 89,0 = 7,0 ng/mL, maior
do que a observada para agua fortificada com vitamina D, (63,0+£2,0ng/mL, p=0,03). As
concentragdes maximas de vitamina D, sérica e a média da area sob a curva para a
absor¢ao de vitamina D,, tanto no queijo processado quanto na agua foram semelhantes
entre os idosos e adultos jovens. Este estudo demonstrou que a vitamina D ¢
biodisponivel no queijo processado fortificado com vitamina D, e que os adultos jovens
e idosos tém absor¢do similar. Em idosos, 600 Ul de vitamina Ds/dia em queijo
fortificado, por 2 meses nao foi suficiente para aumentar a concentragdo sérica de

25(OH)D durante a exposi¢do solar limitada.
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A absor¢do do suplemento de vitamina D conforme a quantidade de gordura da
refeicdo associada foi avaliada por Raimundo e col.(62), a partir dos niveis séricos de
25-hidroxivitamina D, apds ingestdo oral de colecalciferol com refeicdes contendo
pouca ou muita quantidade de gordura. Foi realizado um ensaio clinico randomizado
simples cego com 32 médicos residentes saudaveis, com idade entre 25 e 32 anos.
Todos os participantes receberam uma dose unica oral de 50.000UI de colecalciferol
com refeicdes contendo: Grupo 1 (Gl) - 472 calorias (carboidratos:43,3g;
proteinas:17,2g; lipidios:25,6g) e Grupo 2 (G2) - 465kcal (carboidratos: 95,5g;
proteinas:16,8g; lipidios:1,7g). Os niveis séricos de 25(OH)D foram dosados nos dias 0,
7 e 14. Os niveis séricos basais de 25(OH)D foram 17,1£7,6ng/mL no Gl e
14,6£7,6ng/mL no G2 (p=0.38). Apds administracdo de colecalciferol, a média dos
niveis séricos de 25(OH)D foi maior no G1 (p<0,001): 7 dias - G1= 18,5+£5,6ng/mL e
G2= 13,3+6,Ing/mL; 14 dias - G1= 21,5+6,2ng/mL e G2= 13,5+6,7ng/mL. O estudo
concluiu que uma refei¢do rica em gordura provavelmente aumenta a absorcao de

vitamina D3 quando avaliado através dos niveis séricos de 25(OH)D, em adultos jovens.

Biodisponibilidade de Excipientes de Vitamina D

Holmberg e col. avaliaram a absor¢do de suplemento de vitamina D em dois
tipos diferentes de veiculos oleosos, 6leo de amendoim e triglicerideo de cadeia média
(TCM). O o6leo de amendoim ¢ rico em acidos graxos de cadeia longa. Individuos
saudaveis, com idade entre 23 e 45 anos foram divididos em 4 grupos: Grupo A -
20.000UI de vitamina D3 em 6leo de amendoim, com agua e refei¢ao padronizada apos
4h; Grupo B - 20.000UI de vitamina D3 em TCM, com agua e refeicdo padronizada

apos 4h; Grupo C - 20.000UI de vitamina D3 em 6leo de amendoim, com refeicdo
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padronizada; Grupo D - 20.000UI de vitamina D3 em TCM, com refei¢do padronizada.
Amostras de sangue foram coletadas em 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12h, e 1, 2, 7, 14 ¢ 28 dias
apds administragdo do suplemento. O pico médio da vitamina D sérica no grupo B
(15,6+4,4 ng/ml) foi significativamente menor quando comparado aos grupo A
(46,5+10.8 ng/ml), grupo C (39,2+15,2 ng/ml) e grupo D (47,2421,2 ng/ml) (p<0,05). A
area sob a curva também foi menor no grupo B (p<0,05). Os niveis de 25(OH)D foram
maiores apds 28 dias, quando comparados aos basal, no entanto ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos. Os resultados indicaram que a presenga de
acidos graxos de cadeia longa facilitam a absor¢do da vitamina D3 em jejum (63).

A biodisponibilidade de vitamina D foi avaliada em excipientes oleoso e ndo
oleoso, por Coelho e col. (64) em ensaio clinico aberto, aleatorio e cruzado com
mulheres de 20 a 75 anos, com baixa exposi¢ao solar. As intervencdes foram: 1) Dose
oral tinica de 13.200UI de vitamina D3 de suplemento em gotas, em excipiente oleoso —
6leo de amendoim; 2) Dose oral Unica de 13.200UI de vitamina D3 em cépsula
manipulada em excipiente ndo oleoso — lactose. O intervalo entre as duas intervencoes
foi de 90 dias. As amostras foram coletadas em jejum e 4, 8, 12 e 24 horas apds a
administracdo de capsulas e de gotas oleosas. Nao foi informado se houve alguma
recomendacdo ou controle sobre as refeicdes proximas ou associadas com a
suplementagdo da intervengao do estudo. A concentracdo maxima da 25(OH)D e a area
sob a curva ndo apresentaram diferencas significativas entre os dois tipos de
suplementos utilizados ¢ o estudo concluiu que os dois tipos de veiculos sao

bioequivalentes.



Tabela 1: Biodisponibilidade de vitamina D sob a forma de suplementos e em alimentos fortificados
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~ ~ . . Tempo das
Estlido. Populacio Idade (anos) Dose de Vitamina D Observac.oe.:s sobre alimentos ou veiculos Ensaio dosagens de
(Referéncia) (n) adicionados ao suplemento Vit D
Raimundo ¢ Dose oral tinica
col. IntJ Adultos 5.3 50.000 UT Vit D5+ %ﬁfllga)‘o com 1,7g gordura Todos participantes estavam em jejum e ) 5%?1)1) 0.7 ¢ 14 dias
Endocrinol, n=30 50.000 UI Vit D; , Refeigio com 25,6g gordura consumiram apenas a refeicdo do estudo
2011 (61) _
(n=15)
Urbain e col Dose Semanal -4 semanas Composic¢do nutricional da sopa de cogumelos: RIA
Eur J Clin Ar‘li;gt;) S <45 Sclfglgﬁiftou{?i(thgdg (:2()8%&)\/[]?1 ((I::;)) 4,2% de gordura, 0,8% de proteinas ¢ 2,9% de | 25(OH)D S(e Orr;a;;ﬂ
Nutr, 2011 (40) P Placehs (1=9) carboidratos
Biancuzzo e Dose oral/dia
col. Am J Clin 1.000 UI Vit D, no suco de laranja (n=17) - HPLC
Nutr, 2010 ’;‘i‘%‘s’s 18-84 1.000 UT vit D, em cépsula (n=16) TO‘ES o5 patielpartcs :el?erargz e pela | H50m)D S(e(;?f‘i‘)al
(58) 1.000 UI vit D5 no suco de laranja (n=18) anha e ingeriram a capsu ote
1.000 UI vit D; em cépsula (n=20)
co?;‘erlh(]);as Dose oral tinica *6leo de amendoim:
En dogrinol Freiras 13.200 UI Vit A e 66.000 Ul vit D; em 3ml de 3g de gordura RIA
Metab =18 20-75 oleo de amendoim (n=18) 25(OH)D 0,4,8, 12 ¢ 24h
2010(@) 13.200 Ul vit A e 66.000 IU vit D3 em * excipiente lactose:
excipiente lactose (n=18) Og de gordura
Dose oral semanal de 28.000 Ul vit D; em: PR )
33,6g/dia Queijo Cheddar (n=20) Queijo Cheddar: 11g de gordura
Wagner e col. J . . _ * Queijo magro: 3g de gordura RIA
Adultos 41.4g/dia Queijo magro(n=10) 0,2,4,6¢8
Nutr. 2008 (59) _ 18-60 . - 25(OH)D
n=80 Suplemento com alimento ( n=20) . . e . semanas
. - Alimento: nao foi informada a composicao
Suplemento sem alimento ( n=10) tricional
Placebo (n=20) hutriciona
Holvik e col.Br o . ) . .
I Nutr. 2007 Adultos Dose oral diria de 400 UI vit D; em: Todos os participantes foram orientados a RIA
( 65) =55 19-49 Multivitaminico (n=28) ingerir o multivitaminico ou a capsula com 1 25(0H)D 0 e 28 dias
Cépsulas o6leo de peixe (n=27) copo de agua
Dose oral diaria de 400 Ul vit D; em:
Natri e col.J Mulheres 85g Pao de trigo Fortificado (n=10)
Nutr. 2006 (56) =41 25-45 85g Pao de centeio fortificado (n=10) Nao informado RIA 0 e 3 semanas
Suplemento de vit D (n=11) 25(0OH)D

Controles (n=9)
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= ~ . , Tempo das
EStlldO. Populagio Idade (anos) Dose de Vitamina D Observa(;f) es sobre alimentos ou veiculos Ensaio dosagens de
(Referéncia) (n) adicionados ao suplemento Vit D
Johnson e col. J .
. . Dose oral tinica RIA
D a“y(ES;‘ZOOS A‘flf;os 23-84 10.000 U vit D, em dgua (n=8) *queijo:~20g gordura vitp, | %6 12¢
10.000 UI vit D, no queijo (n=8)
Tangpricha e Dose oral tinica de 25.000 IU vit D, em
col Am J Clin Adultos ahmen.tos.fomﬁcado_s. . 1§1te integral: '8,4g gordura CBPA 0.2.4,8, 12,48
Nutr, 2003 (57) n=18 19-68 240ml leite integral (n=18) leite desnatado: 2,4g gordura VitD, ¢ 72h
’ 240ml leite desnatado(n=18) * 6leo em torrada:? gordura
0,1ml 6leo em torrada (n=18)
Harris e col. 1 Dose oral diaria de 800 UI vit D; em: HPLC
Am Coll Nutr. Homens Jovens: 18-35 Jovens (njl3) o . Vit D; 0,4,6e8
2002(55) n=50 Idosos: 62-79 Idosqs (n=14) Néo informado ; semanas
’ Controle - jovens (n=12) CBPA
Controle - idosos (n=11) 25(0OH)D
Harris ¢ col. ] Dose oral diaria de 1800 UI vit D, em: HPLC
Am Coll Nutr. Homens Jovens: 22-28 igvens (nf6) Todos os participantes tomaram o suplemento Vit D, 0,1,2¢3
_ e 0s0s (n=5) ~ - b and
1999 (54) n=18 Idosos: 65-73 . _ durante a manha com adi¢do de alimento . semanas
Controle - jovens (n=3) Vit D
Controle - idosos (n=4)
Outila e col. Grupo I: 2542 Dose oral diaria de 560 Ul vit D, em:
Am J Clin Mulheres P - Grupo I: Cogumelos (n=9) Todos os participantes tomaram o cogumelo ou CBPA
_ Grupo 11:29+4 ) _ 0 e 3 semanas
Nutr. 1999 n=31 ) Grupo II: Suplemento (n=9) o suplemento com o almogo 25(0OH)D
Controle: 29+3 ~
(41) Controle (n=9)
Holmberg ¢ Dose oral inica Qe 20.000UI Vit Dy Em: Sem ahmeptg: reﬁzlg:ao padrdo ap6s 4h da HPLC
. Oleo de amendoim sem alimento (n=6) administragdo do suplemento 0,2,4,6,8,10 ¢
col. Biopharm Adultos . - ) . . . 25(OH)D e
- = 23-45 TCM sem alimento (n=6) Com alimento: refei¢do padrdo com vit D . 12h, e 1,2,7,14
Drug Dispos. n=24 . . . _ . - g Vit D; .
1990(63) Oleo de amendoim com alimento (n=6) Quantidade de gordura da refeicdo padrao: e 28 dias
TCM com alimento (n=6) ndo especificada
. . - Vit Ds
Bar}ragr}{ e col. Adultos e idosos | Adultos: 30-58 Dose Oral uinica de 95U1 di vit D; com refeigdo o ' . CBPA 0.1.2.3.4.5.6h
Clin Sci Mol =42 1d0so0s-68-96 Adultos (n=22) Refeicdo padronizada: 30g de gordura 25(OH)D e 25(0OH)D
Med.1978(54) ' Mulheres idosas (n=20) Vit D 28 a 56 dias

“* Valor estimado; NI: Nao informado; CBPA: competitive protein-binding assay; RIA: radioimunoensaio; HPLC: Cromatrografia Liquida de Alta Pressdo; Vit: vitamina; TCM:
Triglicerideo de Cadeia Média
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DISCUSSAO

A partir dos 14 ensaios clinicos apresentados nesta revisdo sistematica da
literatura, observou-se que os estudos sobre biodisponibilidade de vitamina D avaliaram
aspectos diversos, mas de grande importancia dentro de cada contexto. A
suplementagdo de vitamina D pode ser realizada a partir de suplementos dietéticos (15)
ou de alimentos fortificados (45) com ergocalciferol ou colecalciferol, justificando a
existéncia de estudos que avaliam a biodisponibilidade de vitamina D nestes dois
cenarios.

Os estudos de Harris e col. (55, 56) apresentaram resultados distintos quanto a
biodisponibilidade de vitamina D em jovens e idosos. Esta varia¢ao pode ser explicada
em parte pelas metodologias distintas, em termos de doses de suplementagdo e de tipo
de vitamina D, pois estudos que avaliaram a equivaléncia do colecalciferol e
ergocalciferol ainda sdao controversos (65). Além disso, o primeiro estudo recomendou
que os participantes consumissem os suplementos com alimentos, mas ndo controlou a
composi¢ao nutricional do alimento associado ao suplemento e o segundo estudo nao
recomendou a ingestdo do suplemento com ou sem alimento e ndo avaliou se os
participantes administraram o suplemento com alimento, 4gua ou em jejum.

Os estudos que avaliaram a biodisponibilidade de vitamina D em cogumelos
demonstraram que cogumelos liofilizados (41) ou cogumelos irradiados com UVB (40),
assim como o pao de trigo e de centeio (57) e suco de laranja fortificados com vitamina
D (58, 59) sdao uma opg¢ao vidvel para fortificagcdo de alimentos, equivalente aos
suplementos. Para abordar o problema de deficiéncia de vitamina D na populagao em

geral, muitos paises optam por fortificacdo obrigatoria ou voluntdria de alimentos (25,
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66, 67). Alimentos fortificados, como leite, iogurte, manteiga, margarina, queijo, suco
de laranja, pao e cereais matinais constituem a maior fonte de vitamina D nos Estados
Unidos (68).

A comparagdo entre a biodisponiblidade de vitamina D, em leite integral, leite
desnatado e pao torrado com 0,1ml de 6leo de milho, sem diferenca de niveis médios de
vitamina D, no soro, sugeriu que a absor¢do de vitamina D ¢é independente da sua
administracdo com a gordura e incentivou a investigacdo da biodisponibilidade de
vitamina D em suco de laranja (58). No entanto a comparagdo do suco de laranja puro
com o suco de laranja contendo vitamina D ndo nos permite avaliar a biodisponibilidade
do suplemento de vitamina D no suco de laranja, apenas verificamos que o suco
fortificado aumentou os niveis sé€ricos em compara¢cdo com um placebo. Além disso, o
suco de laranja foi consumido na casa dos participantes € nao houve orientagdo sobre
CcOmo consumir o suco, com ou sem alimento, ou avaliacao de como foi consumido ¢ a
composi¢ao nutricional das refeigdes associadas ao suco de laranja, se pertinente. Esta
mesma limitacdo ocorreu no estudo conduzido por Biancuzzo e col.(59), ao avaliar a
biodisponibilidade de vitamina D, e vitamina D3 em suco de laranja.

Apesar da vitamina D ser lipossoluvel, poucos estudos avaliaram o efeito da
gordura na sua absor¢ao. O estudo que avaliou a biodisponibilidade de vitamina D em
queijos, comparando um queijo com baixo teor de gordura (~ 3 g de gordura/porcao)
com outro queijo com alto teor de gordura (~ 11g de de gordura/por¢dao), ambos
enriquecidos com 28.000IU de vitamina D, ou a mesma quantidade de vitamina D
dissolvida em etanol, com ou sem alimentos, encontrou médias semelhantes e maiores
de 25(OH)D no soro em todos os grupos tratados com vitamina D, quando comparadas
ao placebo (60). No entanto, ndo foi informado se os queijos e suplementos foram

ingeridos com outros alimentos, cuja composi¢do nutricional pode ter interferido nos



42

resultados, tendo em vista que o estudo durou 8 semanas e as doses eram semanais. Em
outro estudo, os niveis médios séricos de vitamina D, foram maiores em adultos jovens
e mais velhos quando a vitamina D foi ingerida com queijo (~ 20g de gordura/porcao)
quando comparado com vitamina D diluida em &gua (61), assim como o resultado
encontrado no estudo realizado por Raimundo e col.(62), no qual a média de 25(OH)D
no soro foi mais elevada em individuos que receberam dose oral unica de 50.000UI de
vitamina D3 com refeicdo contendo 25g de gordura em comparacdo ao grupo que
recebeu refeicdo contendo 1,7g de gordura. Os resultados destes dois ultimos estudos
sugerem que os alimentos gordurosos facilitam a absorcao da vitamina D. A quantidade
de gordura fornecida nos estudos que nao encontraram diferenga entre os niveis séricos
de vitamina D era menor que a quantidade utilizada nos estudos com diferengas
significativas nos niveis séricos de 25(OH)D.

A quantidade de gordura utilizada no excipiente de uma capsula ou em algumas
gotas de suplementos de vitamina D pode ndo ser suficiente para alterar a absor¢ao da
vitamina. Estudo conduzido por Coelho e col.(64), avaliou os niveis séricos somente nas
primeiras 24 horas apds administracdo do suplemento. No entanto, os niveis séricos de
25(OH)D geralmente apresentam mudancas em longo prazo, apos 7 ou 14 dias, como
observado em outros estudos de suplementagdo de vitamina D, pois dependem da
hidroxilacdo hepatica para se tornar disponivel na circulagdo sob a forma de 25(OH)D
(34, 39, 69).

Além da quantidade de gordura, é possivel que o tipo de gordura associada ao
suplemento também tenha influéncia sobre a biodisponibilidade da vitamina D.
Holmberg e col. avaliaram a absor¢dao do colecalciferol em dois veiculos oleosos e
encontraram resultados divergentes quando os individuos recebiam ou ndo refeicdo

associada ao alimento Na auséncia de alimentos, o 6leo de amendoim, utilizado como
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veiculo, apresentou um melhor desempenho na area sob a curva e na média de pico dos
niveis sérico de vitamina D, quando comparado ao TCM. Em contrapartida, na presenca
de alimentos, o suplemento de vitamina D com TCM apresentou desempenho similar ao
6leo de amendoim (63). Este estudo ¢ condizente com o que se estima sobre a
necessidade de formacdo de micelas para absor¢do da vitamina D, pois na absorcao
intestinal, o TCM atravessa livremente a membrana dos enterdcitos, enquanto os acidos
graxos de cadeia longa necessitam ser emulsificados, com auxilio dos acidos biliares,
para formar micelas e entdo serem absorvidos (70).

A maioria dos estudos revisados apresentou limitagdes para avaliacdo da
biodisponibilidade e absor¢do intestinal de vitamina D. Estudos que avaliaram a
absorc¢do intestinal de vitamina D de forma direta, até os dias de hoje, sdo experimentais
e em animais (71). Assim como ocorre com a farmacocinética da maioria das drogas

(47), os alimentos podem aumentar, diminuir ou retardar a absor¢ao dos suplementos de

vitamina D.

CONCLUSAO

Fatores bioldgicos individuais, como a idade, e fatores associados aos alimentos
ingeridos com os suplementos dietéticos ou sob a forma de alimentos fortificados
podem alterar a biodisponibilidade e absor¢do intestinal de vitamina D. Até o presente
momento, os estudos que avaliaram a biodisponibilidade de suplementos de vitamina D
associados com diferentes alimentos, em humanos, ainda apresentam resultados

controversos. Novos ensaios clinicos randomizados sdo necessarios para a definicao de
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fatores, tais como a gordura e a presenga ou ndo de alimentos, que possam otimizar a

absor¢do da vitamina D.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Questio de Pesquisa

Niveis séricos de 25-hidroxivitamina D variam conforme o teor de gordura da

refeicdo associada a ingestdo do suplemento de vitamina D3?

3.2 Estratégias para Responder a questiao de pesquisa

Realizacdo de um ensaio clinico randomizado, controlado, duplo cego para
avaliar a 25(OH)D, no soro, apds uma intervencdo alocada por randomizacdo e grupo
placebo. A intervengdo com diferentes quantidades de gordura, em refeicdes
isocaldricas, nos permitird apontar a quantidade ideal de gordura para otimizar a
absorc¢do do suplemento. Os participantes, médicos residentes, sdo uma populacdo com
deficiéncia de vitamina D, principalmente por permanecerem por longos periodos em
locais fechados, sem exposi¢do solar (72). O desfecho, a 25(OH)D, ¢ o metabdlito
padrdo-ouro para avaliagdo do estado nutricional da vitamina D, apesar de ndo ser o
metabdlito ativo (73). O grupo controle permitira verificar se houve alguma alteracao
devido aos indices UVB (exposi¢ao solar) que podem estimular sintese cutinea de
vitamina D durante a realizagdo do estudo. Este projeto de pesquisa corresponde aos

padroes do CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials).
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4. JUSTIFICATIVA

r

O suplemento dietético ¢ uma opgdo para prevenir e tratar a deficiéncia de
vitamina D, tendo em vista a dificuldade de obtencdo através da sintese cutanea por
irradiagdo UVB ou alimentagdo. Sendo a vitamina D uma substancia lipossoluvel,
estima-se que sua biodisponibilidade pode variar conforme o teor de gordura da refeigao
realizada no momento da administragdo do suplemento. Um estudo piloto realizado com
30 adultos jovens saudaveis mostrou niveis séricos de 25(OH)D mais altos quando o
suplemento de colecalciferol foi administrado com uma refei¢ao contendo mais gordura.
Portanto, ¢ importante um novo estudo para avaliar diferentes teores de gordura da
refeicdo associada ao suplemento de vitamina D, juntamente com a participagdo de um
grupo controle para eventuais alteragdes provenientes da exposi¢do solar. Este novo
trabalho fornecera subsidios para orientagcdes quanto a quantidade de gordura necessaria
para a maxima absor¢do do suplemento de vitamina D, otimizando e reduzindo custos

do tratamento.
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5. OBJETIVO

Avaliar niveis séricos de 25(OH)D ap6s dose oral tnica de 50.000UI de
vitamina D3 (colecalciferol) associado a trés tipos de refeicdes com diferentes

quantidades de gordura.
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Abstract

Background: Vitamin D supplements are useful to prevent and treat vitamin D
deficiency. As this molecule is hydrophobic its oral absorption could vary according to
the fat content of the meal it is consumed with, although there is no evidence to
recommend its ingestion with food.

Objective: To evaluate serum 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] levels after the
oral intake of a single dose of cholecalciferol, during meals containing three different
amounts of fat, or placebo.

Subjects and Methods: A double-blind placebo controlled trial included sixty-
four healthy medical residents of a university hospital in Porto Alegre, latitude 30°,
Brazil, divided in four groups. Three groups received 50,000 IU of cholecalciferol
during meals containing Og [Group 1 (G1)], 15g [Group 2 (G2)] or 30g [Group 3(G3)]
of fat, and one group received placebo [group 4 (G4)], according to randomization.
Serum 25(OH)D, parathyroid hormone (PTH), total calcium, albumin, magnesium and
creatinine levels; and urinary calcium, magnesium and creatinine levels were measured
at baseline and after 14 days.

Results: Mean serum 25(OH)D levels were low in all groups (Gl= 17.84%
6.78ng/mL; G2=14.03+5.68ng/mL; G3= 15.16:6.03ng/mL; G4=14.31£5.39 ng/mL).
After 2-weeks, vitamin D given during breakfast increased mean variation of serum
25(OH)D levels, when compared to placebo: GI1(5.28:t3.24 ng/mL) x G4(1.14z
2.00ng/mL), p=0.001; G2(8.59+2.7Ing/mL) x G4, p=0.000; G3(8.64:2.98ng/mL) x G4,
p=0.001. Nevertheless, the intake of fat with vitamin D increased further the variation

of mean serum 25(OH)D levels: G1XG2, p=0.007; and G1XG3, p=0.008.
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Conclusion: After two weeks, a single oral dose of vitamin D increased mean
serum 25(OH)D levels when given with food, and was larger when the meal had at
least 15g of fat. These findings can have important implications to define the most

effective way to supplement oral vitamin D. (ClinicalTrials.gov: NCT00968734)

Key Words: Vitamin D, Cholecalciferol, Dietary Supplements, Bioavailability,

25-hydroxyvitamin D
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Introduction

Vitamin D is important for human health (1). Recently, vitamin D repletion
strategies have had an increased public and scientific interest due to the high prevalence
of vitamin D deficiency worldwide. Oral vitamin D supplements have been commonly
used to prevent and treat vitamin D deficiency when skin production in response to
sunlight exposure and/or dietary intake are not considered sufficient to provide enough
vitamin D (2).

Vitamin D is a hydrophobic molecule, so its oral absorption could vary
according to the fat content of the meal it is consumed with. Few studies have evaluated
the effect of dietary fat in the absorption of vitamin D (3-5) so there is no evidence to
recommend its ingestion with food, containing fat or not (6). Nevertheless, recently our
group has shown a higher increase in mean serum 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D]
levels when the intake of vitamin D occurred during a fat containing meal, in a parallel
clinical trial study comparing the effect of fat intake in serum 25(OH)D levels (4).

Therefore, the aim of this study was to evaluate serum 25(OH)D levels after the
oral intake of a single dose of cholecalciferol with meals containing three different

amounts of fat, or placebo, in young adults.

Materials and Methods

This double-blind randomized placebo-controlled study included 64 healthy

medical residents of a university hospital in Porto Alegre, 30°S, Brazil. The exclusion

criteria were not drinking milk; body mass index (BMI) >25 kg/m” or <18.5 kg/m’;
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known liver, kidney or endocrine disease; use of supplements of calcium and/or vitamin
D; use of anticonvulsants, barbiturates or glucocorticoids, and travel outside the
Brazilian South region during the previous 120 days. Skin phototype was evaluated
according to Fitzpatrick (7).

Groups were formed according to randomization. Numbers were assigned to
subjects in the order of inclusion in the study. Subjects were randomized to 4 groups
with a tool obtained in http://www.randomizer.org. Different meals were given
sequentially according to the order of the number assigned in the randomization.

All participants came to the research unit on the same week at 7:00 a.m., after
overnight fasting. Blood and urine samples were collected at baseline and after 14 days
to measure serum 25(OH)D, parathyroid hormone (PTH), total calcium, albumin,
magnesium and creatinine levels, and urinary creatinine, calcium and magnesium levels.
Then, 50,0001U of cholecalciferol or placebo [Group 4 (G4)] was administered orally to
each subject during breakfast containing fat according to randomization [Group 1 (G1):
no fat meal; Group 2 (G2): 15g-fat meal, and Group 3 (G3): 30g-fat meal]. The no fat
meal contained orange juice, fat-free white bread, jam, and fruit; the 15g fat meal
contained chocolate milk, fruit, and cookies; and the 30g fat meal was composed by
chocolate milk, white bread, bologna and vegetable oil margarine. All meals had
approximately 500 calories. All subjects ingested the whole content of the assigned
meal, and then were advised to avoid sun exposure and changes in their usual eating
pattern for the next two weeks.

Serum was kept at -70°C until the assays. All samples were analyzed in the same
run: 25(OH)D by chemiluminescence (LIAISON, DiaSorin Inc., Stillwater/MN, USA,
intra-assay coefficient of variation = 5.5%), PTH by electrochemiluminescence (Roche

Diagnostics, Indianapolis/IN, USA, intra-assay coefficient of variation = 2.8%); all
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other biochemical measurements were made by routine methods of the laboratory of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Cholecalciferol was purchased from Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) and had a purity of 99.9%. Vitamin D3 and placebo capsules were prepared
by a pharmacist and put in sequentially numbered containers; geometric dilution method
was used to fractionate vitamin D. All capsules were individually weighted and the
estimated content of vitamin D was 50000IU + 1326IU. The content of capsules was
disclosed to the research team after the biochemical measurements. Assignment groups
were unknown to the researchers who collected the samples, as well as to the
technicians responsible for biochemical measurements. The number of subjects,
calculated to detect a difference of 8ng/ml in mean variation of serum 25(OH)D levels
between groups after supplementation with cholecalciferol, with a standard deviation of
6.5ng/mL(4), power of 90%, and p<0.05, was 15 per group. One additional subject was
included in each group to allow for losses.

ANOVA was used to compare mean variation of serum 25(OH)D levels between
groups. Post hoc analysis was made by the Tukey test. All data were analyzed with
SPSSv.16.0, and differences were considered significant when p<0.05.

The study was approved by the Ethics Committee of HCPA, and participants

were included after written informed consent.

Results

Eighty-seven resident physicians were invited to participate, and all agreed. Ten

were excluded because they had traveled to regions with high UVB incidence in the last

120 days, eleven were excluded for having BMI >25 kg/m’, and two were using
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anticonvulsants or steroids drugs. One participant did not complete the protocol. All
others were included in the analyses (Figure 1). The study was conducted in October
2011 (spring in the southern hemisphere).

Baseline characteristics are shown in Table 1. Phototypes ranged from I to II
Serum 25(OH)D was <30ng/ml in 61/63 subjects, <20ng/ml in 47/63 subjects, and
<10ng/ml in 12/63 subjects.

After 2-weeks of vitamin D3 or placebo intake during breakfast, mean variation
of serum 25(OH)D levels was different between groups (p<0.001). The mean variation
of serum 25(OH) D levels after vitamin D ingested during no fat breakfast (5.28 +3.24
ng/mL) was higher when compared to placebo (1.14 + 2.00ng/mL), p=0.001.
Nevertheless, the intake of fat during vitamin D administration increased further the
variation of mean serum 25(OH)D levels: GIXG2 (8.59 +2.71ng/mL), p=0.007; and
G1XG3(8.64 £2.99ng/mL), p=0.008. These data are shown in Figure 2. At day 14, no
subject had hypercalcemia, and mean serum total calcium, PTH, magnesium, and
albumin levels, and mean urinary calcium, magnesium, and creatinine levels were

similar in all groups, as shown in Table 2.

Discussion

A single oral 50000IU dose of cholecalciferol given during breakfast containing
no fat, 15g of fat, or 30g of fat increased mean variation of serum 25(OH)D levels,
when compared to placebo Nevertheless, subjects that received fat-containing meals had
a higher increase in mean variation of serum 25(OH)D levels. As patients with mal-
absorption diseases are more susceptible to vitamin D deficiency, such an effect seems

logical (6), although the mechanism by which fat intake may influence vitamin Dj
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absorption has not been completely elucidated. It could be due to a higher release of
bile, allowing an increased incorporation of fat in the bile salt micelle (8).

Food-drug interactions may depend on the size and the composition of meals as
well as the timing of drug intake in relation to it (9). Drug oral absorption occurs after
solubilization, and depends on intestinal permeability (10). The volume of intestinal
fluids may increase 2—3 fold following a meal and the levels of phospholipids and bile
salts in the gut also may increase 4-5 times (11, 12). Enhanced solubility in the
postprandial intestine can markedly improve the bioavailability of a poorly soluble drug
(13). In addition to the actual constituents of meal, the resulting changes in the volume
of intestinal fluids and the fluidic environment is important for absorption(9, 14). For
poorly soluble compounds, higher levels of bile may allow for enhanced wetting of the
drug as well as increased micellar solubilization, both of which can increase the
dissolution rate (10).

Food constituents have been widely studied and the composition of meals has
been evaluated in humans to determine the pharmacokinetic of drug changes in response
to meals composition. Triglycerides are predominant in fatty foods, and their digestion
and absorption have been widely examined (8). When fat reaches the small intestine,
fluid secretion increases with peak bile. Bile acids, their salts and lipases break down
fats into monoglycerides and fatty acids that are able to cross the intestinal mucosal cell
membrane. In addition, bile salts undergo aggregation into polymolecular micelles
which increase in size, when emulsified with the breakdown products of lipid
hydrolysis, resulting in improved solubilization ability (15-18).

Concomitant food intake may result in increased drug bioavailability either
because of a food-induced increase in drug solubility, or due to the secretion of gastric

acid or bile in response to food intake (19).
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Testosterone, as vitamin D, is a steroid hormone. Several studies evaluated the
absorption of oral testosterone in response to dietary fat. In a crossover study,
investigating the effect of food composition on the pharmacokinetics of oral
testosterone undecanoate, postmenopausal women ingested the drug with four different
meals in a randomized order (0.6g, 5g, 19g or 44g of fat); the authors concluded that
approximately 19g of lipid per meal was enough to maximize the absorption of
testosterone (20). In a recent study of self-emulsifying oral testosterone, a lipophilic
testosterone ester with a complex lipid matrix and an emulsifying agent, hypogonadal
men that received the drug with food had not only prolonged maximum serum
concentration of testosterone but also higher minimum testosterone concentration (21).
Another crossover study evaluated the effect of dietary fat on the pharmacokinetics of a
single oral dose of testosterone undecanoate containing 300 mg of testosterone in a self-
emulsifying capsule formulation, also in hypogonadal men. The drug was administered
with no food or 30 minutes after an approximately 800 calorie meal containing 10%,
20%, 30% or 50% fat. The magnitude of the increase in serum testosterone was shown
to be directly dependent on the amount of fat in the meal. Food containing 20% to 50%
dietary fat produced testosterone levels at or above the upper range of adult men and
testosterone levels trended higher as dietary fat content increased (22) Although the
formulation used in this two last pharmacokinetics studies contained an emulsifying
agent, these results suggest that this emulsifier was not able to maximize testosterone
absorption.

Few studies have evaluated the effect of dietary fat in vitamin D absorption.
Nevertheless, a food effect on vitamin D absorption is suggested by a recent
uncontrolled study; higher mean serum 25(OH)D levels were observed when vitamin D

supplements were ingested during the largest meal of the day; however, the content of
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these meals was not described (5). A recent randomized parallel trial in young adults
compared mean serum 25(OH)D levels after one single oral dose of 50,000 IU of
cholecalciferol administered during a 1.7g-fat meal or 25g-fat meal. Mean serum
25(OH)D levels were higher in subjects which received the 25g-fat meal (4). In a
clinical trial that compared the effect of 25 000IU of vitamin D, intake with whole milk
(8.4g of fat/serving), skimmed milk (2.4g of fat/serving), or toast with 0.ImL of corn
oil, there was no difference in mean serum vitamin D, levels, so the authors suggested
that vitamin D absorption is independent of its administration with fat (23). In another
study, normal subjects received low-fat cheese (~3g of fat/serving) or high-fat cheese
(~11g of fat/serving), fortified with 28000IU of vitamin D, or the same amount of
vitamin D dissolved in ethanol, with or without food, per week, for 8§ weeks. Mean
serum 25(OH)D were similar in all groups treated with vitamin D, and higher than
placebo (24). Although in these studies there was no difference between serum vitamin
D levels between groups, the amount of fat provided during the meals was smaller than
in the present study. Besides, it is not known if their subjects were allowed to intake
other foods with unknown fat content along with vitamin D. In another study, mean
serum vitamin D, levels were higher in young and older adults when vitamin D was
ingested with cheese (~20g of fat/serving) when compared to water, suggesting that
fatty food facilitates its absorption despite age (3). In this study, the fat content of
cheese was similar to the one provided in our study.

An association of dietary fat composition estimated by food frequency
questionnaire with serum 25(OH)D levels was observed in a cohort study of subjects in
the active treatment arm (700 IU vitamin D and calcium supplementation daily) of a
randomized clinical trial, although there was no association of total daily fat intake with

25(OH)D increment. In contrast, the variation in 25(OH)D was positively associated
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with total daily monounsaturated fatty acid intake and inversely associated with total
polyunsaturated fatty intake (25). The main limitations of this study are the estimation
of fat content of meals by food frequency questionnaire, and unaccounted for
confounding, as the time interval between vitamin D and fat-containing food intake.

In our study, baseline mean serum 25(OH)D levels were low in most of the
participants. It could be explained by some factors related to the study, as its location
(Porto Alegre, RS, Brazil, 30°S), and the season (spring) in which it was performed
(26). Besides all subjects worked in a hospital setting and had low sun exposure.

Our study has limitations. The content of vitamin D in dietary food was not
evaluated. Nevertheless, it is very improbable that dietary vitamin D influenced the
results, because natural food contains small amounts of vitamin D, and food is usually
not supplemented with vitamin D in Brazil. Another limitation was the measurement of
serum 25(OH)D levels as a surrogate for serum vitamin D3 levels. Nonetheless, as this
metabolite increases rapidly after vitamin D supplementation, it has frequently being
used to assess the effect of vitamin D supplementation (23, 27-32). Another point that
deserves comment in our study is our inability to quantify the amount of emulsifiers
present in the fat containing meals, because there was no information on the label of
industrialized food offered (cookies; white bread, bologna and vegetable oil margarine).

The administration of vitamin D in powder in our study might have affected its
results. A recent systematic review of different vehicles on vitamin D bioavailability
identified few clinical studies with this purpose. The results of each study were
standardized by equation with total change in mean serum 25(OH)D divided by the
mean dose of vitamin D administered per day multiplied by 100IU. The authors
concluded that vitamin D in oil produced a greater 25(OH)D response than vitamin D in

powder or ethanol in healthy subjects (33).
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In conclusion, after two weeks, a single oral dose of vitamin D, administered
with a meal containing fat or not, increased serum 25(OH)D levels. Nevertheless, the
increase was higher when the meals contained 15g or more of fat. These findings can
have important implications to define the most effective way to supplement oral vitamin

D.
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Figure 1: Flow diagram of the participants
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Subjects invited and agreed to participate n= 87

Excluded:

BMI >25 kg/m? n=11

Travel to other region in the last 120 days n=10

Use of anticonvulsants or steroids drugs n=2

Randomization n=64

30g fat/meal
50,000 IU Vitamin D;n=15
Placebo n=5

15g fat/meal
50,000 IU Vitamin D;n=17
Placebo n=5

0g fat/meal
50,000 IU Vitamin D;n=15
Placebo n=7

Lost to follow up n=0
Included in the analysis

n=20

Lost to follow up n=1
Included in the analysis

n=21

Lost to follow up n=0
Included in the analysis

n=22




Tablel: Baseline characteristics of study groups
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Parameters 30g fat/meal 15g fat/meal 0g fat/meal Placebo
(n=15) (n=17) (n=15) (n=16)

Age(yr) 28.4+3.2 27.3+£3.2 27.4+3.1 27.8+3.1
BMI (kg/m?) 21.1+1.5 222421 22.0+1.8 21.9+1.2
Serum
25(OH)D(ng/mL) 15.2+6.0 14.6+6.1 17.8+6.8 14.3£5.4
PTH(pg/mL) 46.4£19.5 37.0£14.5 46.8+16.9 46.3+18.6
Albumin(g/dL) 4.5+0.3 4.4+0.2 4.5+0.3 4.5+0.3
Calcium(mg/dL) 9.0+0.3 8.8+0.3 9.0+0.4 9.1+0.3
Creatinine(mg/dL) 0.8+0.1 0.8+0.1 0.8+0.1 0.8+0.1
Magnesium(mg/dL) 2.1+0.1 2.1+0.1 2.1+0.1 2.1+0.1
Urine
Creatinine(mg/dL) 173.8+41.0 173.6+£70.9 179.9+99.6 182.6£101.9
Calcium(mg/dL) 13.6+£8.3 14.3+£8.9 10.7+£6.7 14.7+10.6
Magnesium(mg/dL) 8.8£2.9 9.6+5.0 8.344.9 10.2+4.9

Values are shown as mean + SD. Baseline values did not differ among groups (P>0.05). BMI: Body Mass

Index
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Table 2: Biochemical responses 14 days after a single 50,0001IU oral dose of vitamin

D3, administered with fat-containing breakfast or not, or placebo.

Parameters 30g fat/meal 15g fat/meal 0g fat/meal Placebo
(n=15) (n=17) (n=15) (n=16)

Serum
25(OH)D(ng/mL) 23.8+5.4 22.6+6.4 23.14£5.6 15.445.8
PTH(pg/mL) 32.1£17.4 41.3+12.1 35.1£14.1 43.9+17.6
Calcium(mg/dL) 8.9+0.2 8.9+0.4 8.9+0.3 8.9+0.3
Creatinine(mg/dL) 0.8+0.3 0.8+0.1 0.8+0.1 0.7+0.1
Magnesium(mg/dL) 2.1+0.1 2.1+0.1 2.1+0.1 2.1+0.2
Urine
Creatinine(mg/dL) 184.4+£76.8 197.8+47.5 146.7+46.1 148.3+61.4
Calcium(mg/dL) 11.8+7.4 14.9+13.0 16.6£11.9 15.2+16.8
Magnesium(mg/dL) 8.1+£3.9 9.5+4.3 7.9£5.5 9.4+6.6

Values are shown as mean £ SD. The mean variation of all parameters measured in serum and urine,

except for serum 25(OH)D levels, were not significant between groups.
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Figure 2: Mean variation of serum 25(OH)D levels 14-days after a single 50,000IU
oral dose of vitamin D3, administered with fat-containing breakfast or not, or

placebo. Data are shown as mean and 95% confidence interval.

10 -

A 25(0OH)D ng/mL

Placebo No fat 15g of fat 30g of fat

*Different from placebo group (p=0,001); **Different from no fat group (p<0,01)
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Otimizar as recomendagdes para a ingestdo de suplementos orais de vitamina D
para a populagdo em geral requer considerar como os alimentos podem influenciar a
biodisponibilidade da vitamina D.

Uma dose oral unica de 50.000IU de colecalciferol associada a refei¢des
contendo 0, 15 ou 30 gramas de gordura, apresentou um aumento na variagdo média dos
niveis séricos de 25(OH)D em jovens sauddveis, quando comparada ao grupo placebo.
No entanto, os individuos que receberam maior conteido de gordura nas refeicdes
apresentaram uma maior aumento na variagdo média dos niveis séricos de 25(OH)D.
Embora o mecanismo pelo qual a ingestdo de gordura pode influenciar a absor¢do de
vitamina D3 ndo tenha sido completamente elucidado, a presenga de gordura pode ter
provocado uma maior liberagdo de bile, permitindo um aumento da incorporagdo de
vitamina D as micelas e consequentemente maior absor¢ao intestinal.

Em nosso estudo, os niveis séricos de 25(OH)D basais foram baixos na maioria
dos participantes. Isso pode ser explicado por alguns fatores, como a sua localizacdo
geografica (Porto Alegre, RS, Brasil, 30° S), e a estagdo do ano (primavera), na qual o
estudo foi realizado. Além disso, todos os participantes tinham uam rotina de trablaho
em ambiente fechado, dentro de um hospital, com baixa ou nenhuma exposi¢ao solar.

O teor de vitamina D em alimentos dietéticos ndo foi avaliado. No entanto, ¢
muito improvavel que vitamina D proveniente de alimentos tenha influenciado os

resultados, porque poucos alimentos contém naturalmente vitamina D e o Brasil ndo
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possui legislacdo especifica para incentivo a fortificagdo de alimentos com esta
vitamina. Outro ponto que merece comentario em nosso estudo € a nossa incapacidade
para quantificar o montante de emulsificantes presentes nas refei¢des que continham
gordura, porque ndo havia informagao sobre a quantidade de emulsificantes nos rotulos
dos alimentos industrializados utilizados.

Os resultados deste ensaio clinico randomizado controlado duplo cego
contribuirdo para a elaboragdo de recomendagdes sobre suplementagdao de vitamina D,
em busca de uma melhor eficicia dos suplementos dietéticos de vitamina D. Novos
estudos sdo necessarios, para investigar o papel de outros componentes alimentares,

além da gordura, na absor¢do de suplementos dietéticos de vitamina D.
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APENDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO

Consentimento Livre e Esclarecido do Projeto “Efeito da Gordura na Absorcio de

Vitamina D; Suplementada em Dose Oral Unica”’

Convidamos o senhor(a) a participar de um estudo que serd realizado no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com o objetivo de avaliar a absor¢ao de suplemento dietético
de vitamina D através da variacdo de 25(OH)D no sangue, conforme a refei¢do associada a
administragdo do suplemento.

Em estudo realizado recentemente no HCPA, observou-se uma alta prevaléncia de
hipovitaminose D em médicos residentes, na primavera. Tendo em vista a dificuldade de
obtengdo desta vitamina através da sintese cutinea por irradiacio UVB ou alimentagdo, o
suplemento dietético € uma opgao para prevenir e tratar a defici€ncia de vitamina D. Estima-se
que sua absor¢do e biodisponibilidade podem variar conforme o teor de gordura da refeigao
realizada no momento da administragcdo do suplemento. A verificagdo desta variagdo contribuira
para a orientacdo fornecida aos pacientes quanto a importincia ou nao da ingestdo do
suplemento dietético com alimentos ricos em gordura.

Por se tratar de um estudo cegado e com intervengdo placebo, o participante podera
receber uma capsula sem o suplemento. Os pesquisadores envolvidos na coleta e na intervencao
ndo sabem quais as capsulas contém o suplemento de vitamina D. Todos os participantes do
estudo receberdo os resultados dos exames e terdo sua identidade preservada.

Os participantes receberdo uma refei¢do juntamente com o suplemento e realizardo
coletas de duas amostras de urina (20ml cada) e duas amostras de sangue (8ml cada), além de
responder um questionario ¢ medir peso e altura. O tempo total para responder ao questionario
sera de 10 minutos e aproximadamente 20 min para realizar cada coleta.

O uso de suplementos dietéticos de vitamina D, com a dosagem de 50.000 UI nao
apresenta risco ao usuario tendo em vista que estudos com dosagem igual ou maior
apresentaram resultados satisfatorios, além de ndo apresentarem danos a saide dos
participantes. O unico risco do estudo € o da pungdo venosa, que pode causar equimoses € muito
raramente, tromboflebite superficial. O procedimento para medir peso e altura ¢ indolor e nao
invasivo. A participagdo no estudo € voluntaria e os participantes poderao se retirar do estudo a
qualquer momento, se assim o desejarem.

Este estudo ndo provera despesas aos participantes. As despesas com a refeigdo
oferecida com o suplemento, o proprio suplemento e os exames serdo custeados pelo projeto de

pesquisa.
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Todos os participantes poderdo ser esclarecidos a qualquer momento pelos telefones
informados no final deste documento. Este documento possui duas vias, sendo que uma dela

permanecera com o pesquisador e a outra com o participante.

Eu, concordo em participar do estudo.

Assinatura:

Porto Alegre,  de de 2011.

Pesquisador/Entrevistador

Dra. Tania Furlanetto

Pesquisadora Responsavel

Contatos: Fabiana Viegas Raimundo (9105.6415), Dra. Tania Furlanetto (9964.8624) ou Comité
de Etica em Pesquisas do HCPA (3359-7640 - atendimento das 8h as 17h)

Endereco do HCPA: Rua Ramiro Barcellos, 2350 Bairro Rio Branco - Porto Alegre/RS CEP
90035-903
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APENCICE B: ANAMNESE - FICHA DE AVALIACAO DOS PARTICIPANTES

Nome:
DN: / /  Telefone: Idade: Sexo: ( )F ( )M
Naturalidade:

Medicamentos em  uso:

Se expde ao sol diariamente? ( )sim ( )ndo Duragdo: ~ Horario:
Semanalmente? ( )sim ( )ndo Duragdo:  Horério: Uso de
bloqueador solar rotineiro? Quantos dias por semana?

Tabagista atual? ( )sim ( )ndo Fototipo: VI ( ) II/IV( ) V/VI( )
Peso: Altura: IMC:

Local/Horario Alimentos e/ou Preparacoes Quantidades




