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RESUMO 

 
 
Introdução: Esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica, desmielinizante, 
imuno-mediada, com envolvimento de muitos processos lesivos e de etiologia desconhecida. 
A identificação de novos preditores da doença para auxiliar no diagnóstico, prognóstico, 
classificação das formas clínicas ou monitoração da eficácia terapêutica é de grande 
importância devido à heterogeneidade clínica e complexidade da EM.  
Objetivos: O objetivo do presente estudo foi avaliar os níveis séricos de vitamina D e 
marcadores inflamatórios e de estresse oxidativo e nitrosativo em pacientes com EM.  
Materiais e Métodos: Foram avaliados 258 pacientes com EM atendidos no Ambulatório de 
Doenças Desmielinizantes do Ambulatório de Especializadades do Hospital Universitário da 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Paraná, e 249 indivíduos saudáveis, doadores 
de sangue do Hemocentro Regional de Londrina. A incapacidade dos pacientes foi avaliada 
pela Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS). O estresse oxidativo foi avaliado 
pela formação de hidroperóxidos lipídicos iniciada por t-butil (CL-LOOH), produtos 
avançados de oxidação proteica (AOPP), dosagem de proteínas carbonílicas, determinação 
dos metabólitos do óxido nítrico (NOx) e capacidade antioxidante total do plasma corrigidos 
pelo ácido úrico (TRAP/AU). Os marcadores inflamatórios analisados foram proteína C 
reativa (PCR), albumina, proteínas totais e ferritina. Os níveis séricos de 25 hidroxivitamina 
D [25(OH)D] foram quantificados por  quimioluminescência e os pacientes com EM foram 
categorizados em 2 grupos: 25(OH)D ≥20 ng/mL (status não deficiente  de vitamina D) e  <20 
ng/mL (status deficiente de vitamina D).  
Resultados: Pacientes com EM eram mais velhos que os indivíduos do grupo controle 
(p<0,0001), e os marcadores ferritina e CL-LOOH apresentaram associação positiva com EM 
e podem ser considerados preditores da doença [odds ratio (OR): 1,006; 95% intervalo de 
confiança (IC): 1,003-1,009, p<0,001, e OR: 1,029, 95% IC: 1,007-1,052, p=0,009, 
respectivamente)]. Outros marcadores como albumina, TRAP/AU, AOPP e NOx 
apresentaram asssciação negativa com EM (p=0,019, p=0,003, p=0,001, e p=0,003, 
respectivamente). A regressão logística ajustada pela idade mostrou que pacientes com formas 
progressivas da EM apresentaram níveis séricos diminuídos de albumina e aumentados de 
AOPP quando comparados aos pacientes com a forma remitente-recorrente (EM-RR). Além 
disso, pacientes com EM apresentaram maior frequencia de deficiencia de vitamina D 
(p=0,001) e menores níveis séricos de 25(OH)D (p=0,002), NOx (p<0,0001) e TRAP/AU 
(p<0,0001) do que os controles. Após a regressão logística com ajuste da idade, os valores de 
25(OH)D, NOx e TRAP permaneceram significativos. Pacientes com 25(OH)D < 20 ng/mL 
mostraram maior EDSS e menor AOPP que o grupo com 25(OH)D ≥ 20 ng/mL (p=0,016 e 
p=0,046, respectivamente). Após regressão logistítica binária com as variáveis que 
apresentaram p<0,10, somente o EDSS permaneceu associado com a deficiência de vitamina 
D, independentemente de fatores que podem influenciar a incapacidade dos pacientes, como 
estresse oxidativo (AOPP e NOx), idade, sexo, índice de massa corporal, etnia, duração da 
doença, tratamento para EM, uso do interferon beta e as formas clínicas da doença, com uma 
razão de chance de 1,380 (intervalo de confiança de 95%: 1,030-1,843, p=0,031). Além disto, 
a análise de regressão linear mostrou uma associação entre os níveis séricos de 25(OH)D e 



 

EDSS (r2=0,115, p=0,002) e demonstrou que deficiência de vitamina D pode predizer 11,5% 
de aumento do EDSS em pacientes com EM. Os resultados demonstraram, também, que os 
níveis de 25(OH)D não apresentraram asociação com as formas clínicas da EM (p=0,553).  
Conclusão: Os resultados sugerem que ferritina, albumina e marcadores do estresse oxidativo 
e nitrosativo como CL-LOOH, AOPP, TRAP e NOx foram preditores de diagnóstico de EM, 
enquanto albumina e AOPP foram preditores das formas clínicas da doença. Além disso, 
nossos dados sugerem que níveis diminuídos de 25(OH)D podem ser preditores de 
prognóstico, indicando que a deficiência de vitamina D pode ser considerada um dos fatores 
que contribui para o aumento da incapacidade dos pacientes, independente do estado redox 
dos pacientes, sugerindo que a vitamina D exerça propriedades anti-inflamatórias e 
imunomuduladoras em diferentes vias envolvidas na fisiopatologia da EM.  
 
Palavras-chave: Esclerose múltipla, albumina. Ferritina. Estresse oxidativo. AOPP. EDSS. 

Inflamação. Vitamina D.  
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ABSTRACT 
 
 
Background: Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory, demyelinating, and 
immune-mediated disease with unkown etiology that involves many lesive processes. The 
identification of new predictors of the disease may be useful to assist in the diagnosis, 
prognosis, classification of clinical forms or monitoring of therapeutic efficacy and is of great 
importance because of the clinical heterogeneity and complexity of MS. 
Objective: The aim of this study was to evaluate the serum levels of vitamin D, inflammatory 
and oxidative and nitrosative stress markers in patients with MS. We enrroled in the study 258 
MS patients and 249 healthy blood donors. The disability of the MS patients was evaluated 
using Expanded Disability Status Scale (EDSS). Oxidative stress markers evaluated were 
lipid hydrperoxides initiated by terc-butyl chemiluminescence (CL-LOOH), advanced 
oxidation protein product (AOPP), carbonil proteins, nitric oxide metabolites (NOx), and total 
radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) after uric acid (UA) correction. The 
inflammatory markers evaluated were C-reactive protein (CRP), albumin, total protein, and 
ferritin. Serum levels of 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] were quantified by 
chemiluminescence and MS patients were divided in two groups: 25(OH)D ≥20 ng/mL (no 
deficient vitamin D status) and <20 ng/mL (deficient vitamin D status).  
Results: Patients with MS were older than controls (p<0.0001) and markers such as ferritin 
and CL-LOOH were positively associated with MS and may be considered predictors of 
disease [odds ratio (OR): 1.006; 95% confidence interval (CI): 1.003-1.009, p<0.001, and OR: 
1.029, 95% CI: 1.007-1.052, p=0.009, respectively).  Other markers, such as albumin, TRAP, 
AOPP, and NOx were negatively associated with MS (p=0.019, p=0.003, p=0.001, and 
p=0.003, respectively). In the logistic regression analysis age-adjusted, MS patients with 
progressive forms showed lower albumin and higher AOPP than those with relapsing-
remitting MS (RRMS) (p=0.037). In addition, MS patients showed lower serum levels of 25 
(OH)D (p=0.002), NOx (p<0.0001), and TRAP/UA (p=<0.0001) than controls. After logistic 
regression analysis age-adjusted, 25(OH)D, NOx, and TRAP remained significant. Patients 
with 25 (OH)D <20 ng / ml showed an increase in EDSS score (p =0.016) and AOPP levels 
(p=0.046) than the group with 25 (OH)D ≥ 20 ng/mL. In subsequent six models of logistic 
regression analyses, low levels of 25(OH) were significantly associated with EDSS 
independently of O&NS (AOPP and NOx), sex, age, body mass index (BMI), ethnicity, 
duration of the disease, MS therapy, use of interferon beta, and clinical forms of MS (OR: 
1.380, 95% CI: 1.030-1.843, p=0.031). Moreover, it was observeed an association between 
serum levels of 25(OH)D and EDSS (r2 = 0.115, p = 0.002) showing that 25(OH)D can 
predict 11.5% of increased in EDSS in MS patients. There was no difference in the levels of 
25(OH)D between patients with relapsing-remitting MS (RRMS)  and progressive MS 
(p=0.553).  
Conclusion: The results suggest that ferritin, albumin, and O&NS markers, such as CL-
LOOH, AOPP, TRAP, and NOx were predictors of MS diagnosis, whereas albumin and 
AOPP were predictors that differentiated RRMS from the progressive forms of MS. Our 
results also suggest that vitamin D deficiency may be considered one of the predictors of the 
disability in MS patients, independently of their redox status, probably through diferent anti-



 

inflammatory and immunorregulatory properties of this hormone. Further studies are 
warranted to a better comprehension of the mechanisms involved in the interaction between 
hypovitaminosis D, O&NS markers and disability in MS. 
 
Keywords: Multiple sclerosis. Oxidative stress. Albumin. Ferritin. AOPP. EDSS. 

Inflammation. Vitamin D. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Aspectos Gerais da Esclerose Múltipla 

 A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica imuno-

mediada, desmielinizante e neurodegenerativa do sistema nervoso central (SNC) que 

apresenta o envolvimento de vários processos fisiopatológicos como inflamação, 

desmielinização, perda de oligodendrócitos, comprometimento dos axônios, estresse 

oxidativo e mecanismos de reparo, embora estes eventos não estejam presentes em todos os 

pacientes de maneira uniforme (MILLER et al., 2012). Na maioria dos casos, as 

manifestações iniciais da EM ocorrem entre os 20 e 40 anos de idade, sendo duas a três vezes 

mais frequente em mulheres e em indivíduos caucasianos (VALE, 2010). O número estimado 

de pessoas com EM em todo o mundo aumentou de 2,1 milhões em 2008 para 2,3 milhões 

em 2013 (MILO; KAHANA, 2010; BROWNE  et al., 2014).  

 A prevalência da EM varia consideravelmente entre os países. Estima-se 

que vários países da América do Sul, apresentam menor prevalência de EM (5 a 20 casos por 

100.000 habitantes), enquanto que na América do Norte e alguns países da Europa como 

Espanha, Itália e Inglaterra,a prevalência pode variar entre 60 a 100 casos por 100.000 

habitantes, no Hemisfério Norte, a prevalência é mais elevada, sendo > 100 casos por 100.000 

habitantes (BROWNLEE; MILLER, 2014).  

 Embora o Brasil seja considerado uma área de baixa prevalência da EM, 

há regiões com prevalência média (entre 5 a 30 casos por 100.000 habitantes), como 

demonstram estudos realizados em cidades da região sul do país (CALLEGARO  et al., 2001; 

ROCHA  et al., 2002; GAMA  et al., 2004; RIBEIRO  et al., 2011; LANA-PEIXOTO  et al., 

2012). Um estudo realizado recentemente no Brasil, em João Pessoa, Paraíba, demonstrou a 

prevalência de 12,0 casos/100.000 habitantes, com predomínio no sexo feminino (77%) e em 

brancos (66,7%), idade média de 43 anos e idade média do primeiro surto de 32,2 anos 

(NEGREIROS  et al., 2015). 

  EM é uma doença heterogênea do ponto de vista clínico e, atualmente, não 

existem marcadores biológicos ou de imagem que permitam caracterizar, com rigor, a forma 

clínica de evolução dos pacientes (MARQUES, 2010). O grau de incapacidade da doença é 

avaliada pela Escala Expandida do Estado de Incapacidade (Expanded Disability Status Scale 
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EDSS), proposta por Kurtzke (1983), que é parcialmente baseada em avaliações de oito áreas 

do SNC conhecidas como sistemas funcionais (funções piramidais, tronco cerebral, 

cerebelar, sensoriais, intestinais, vesicais, cerebrais e visuais)  (KURTZKE, 1983). 

 Tomando-se em consideração a ocorrência de surtos e progressão, a EM 

pode ser classificada em quatro formas clínicas, de acordo com a sociedade norte-americana 

de EM: EM remitente-recorrente (EM-RR), EM secundariamente progressiva (EM-SP), EM 

primariamente progressiva (EM-PP) e EM progressiva recorrente  (EM-PR). A forma mais 

comum é a EM-RR que representa 80% de todos os casos no início da doença. Esta forma 

clínica é caracterizada por episódios de surtos bem definidos no tempo, com alteração de uma 

ou mais funções neurológicas, com posterior recuperação que, geralmente, pode ser completa 

ou deixar sequelas. Nesta forma clínica, não ocorre progressão dos déficits entre os surtos 

(KOCH et al., 2007; MARQUES, 2010). A forma EM-SP é uma evolução natural da forma 

EM-RR em 30 a 40% dos casos após 10 anos do diagnóstico. Constata-se uma deterioração 

contínua das funções neurológicas  e constitui cerca de 15 a 20% de todas as formas de EM 

num dado momento (MARQUES, 2010). EM-PP é a forma mais grave da doença e também 

a menos frequente entre os portadores de EM, responsável por cerca de 10 a 15% dos casos.  

Nesta forma, observa-se uma progressão desde o início da doença e a velocidade de 

progressão pode ser variável; esta  é a forma que mais se distingue das demais, pelos critérios 

clássicos de disseminação no tempo não estarem presentes, o que dificulta seu diagnóstico. 

EM-PR é caracterizada pelo início progressivo surgindo posteriormente surtos bem 

identificados, mantendo um padrão de progressão entre os surtos. Esta forma constitui cerca 

de 5% dos casos e parece ser a evolução natural da forma clínica EM-PP (MARQUES, 2010). 

A busca por preditores que auxiliem o diagnóstico, prognóstico e identificação das formas 

clínicas da EM é necessária para auxiliar o médico na definição de sua conduta terapêutica. 

A Figura 1 ilustra as formas clínicas da EM.   

 A Síndrome Clinicamente Isolada (CIS) é definida como uma manifestação 

clínica causada por inflamação no SNC que pode ser o primeiro sintoma da EM. Esta situação 

pode ser também a primeira manifestação de outras condições como o lúpus eritematoso 

sistêmico (LES) e a Doença de Behçet. Entretanto, mais comumente, a CIS é a primeira 

manifestação da EM, sendo seus sintomas, portanto, um surto de EM. A CIS tem os mesmos 

sintomas de um surto de EM, tais como alterações visuais (visão turva ou dupla), 
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formigamento ou adormecimento na face, braços ou pernas, tontura e alterações do 

equilíbrio, diminuição da força ou coordenação, e incontinência urinária. Estes sintomas 

podem aparecer isolados, ou em combinação, e geralmente se instalam de forma gradual ao 

longo de alguns dias. Dois terços dos pacientes que apresentam a forma CIS poderão evoluir 

para a forma de EM-RR (BROWNLEE; MILLER, 2014). 

 

Forma recorrente-remitente 

 
Forma secundariamente progressiva 

 
Forma primariamente progressiva 

 
Forma primária progressiva recorrente (com surtos
 
) 

 
  

Figura 1 Representação gráfica das formas clínicas da esclerose múltipla.  

Fonte: MARQUES (2010)  

 

1.2 Vitamina D na Esclerose Múltipla  

 

A etiologia da EM ainda permanece desconhecida. Provavelmente seja o 

resultado de uma complexa interação entre fatores genéticos, imunológicos e ambientais que 

contribuem para o desenvolvimento da doença (KJELL-MORTEN, 2009; KALLAUR et al., 

2011). Entre os fatores ambientais que podem  estar envolvidos com o desencadeamento da 

EM estão uso crônico do tabaco, obesidade, doenças virais, sedentarismo e baixos níveis 
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séricos de vitamina D (FRAGOSO, 2014). Dentre os vários fatores ambientais estudados, a 

vitamina D pode ser considerada um dos candidatos mais atraentes que parece participar da 

fisiopatologia da doença (KJELL-MORTEN, 2009; ASCHERIO; MUNGER; SIMON, 

2010).   

A vitamina D provem de três fontes potenciais: 1) pode ser formada na pele 

a partir da exposição à luz solar; 2) fontes nutricionais; e 3) suplementos com vitamina D 

(HOLICK  et al., 2007; MOAN  et al., 2008). Em humanos, a principal via de síntese de 

vitamina D é por meio da exposição solar pela radiação ultravioleta (UV) (280 a 315 nm) 

que, ao entrar em contato com a pele, induz a formação de vitamina D. Quimicamente, a 

vitamina D é derivada do esteróide 7-dehidrocolesterol, derivado do colesterol que é 

encontrado nas glândulas sebáceas da pele dos animais. Após exposição à luz solar, o 

composto 7-dehidrocolesterol absorve a luz UV e converte a precalciferol (também 

denominado de previtamina D) na pele. Eventualmente, parte do precalciferol é isomerizado 

em colecalciferol (também denominado de vitamina D3) por meio de uma conversão térmica 

(HOLICK et al., 1980). Além do 7-dehidrocolesterol em animais, ergosterol, esteróide 

comumente presente em plantas, pode ser ativado pela irradiação para produzir ergocalciferol 

(também denominado de vitamina D2). Ambas as vitaminas D3, tanto a formada na pele e a 

vitamina D3 absorvida do trato digestivo, são transportadas para o fígado, onde são 

hidroxiladas no carbono 25 pela 25-hidroxilase (CYP2R1 e CYP27A1) para formar o 

calcidiol, ou também denominada 25- hidroxivitamina D, abreviada como 25(OH)D. Este 

composto, 25(OH)D, é o principal metabólito circulante da vitamina D e é um indicador do 

status da vitamina D no indivíduo. Após a hidroxilação hepática, o calcidiol é posteriormente 

hidroxilado pela 1-alfa hidroxilase (CYP27B1) pelas células dos túbulos proximais dos rins, 

formando o calcitriol, também denominado de 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH) 2D), que 

é considerada a forma ativa da vitamina D (JONES; STRUGNELL; DELUCA, 1998). Em 

nível celular, a 1,25(OH)2D interage com o receptor de vitamina D (VDR) localizado no 

núcleo celular para modular a transcrição gênica. 

Os níveis de vitamina D dependem da sazonalidade, alcançando os 

menores valores no inverno e os valores máximos no final do verão. Os valores de referência 

para os níveis séricos de vitamina D são muito variáveis na literatura. Com base nos efeitos 

da vitamina D na homesostase mineral e óssea, indica-se como deficiência de vitamina D 
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valores  <20 ng/mL e níveis suficientes de vitamina D valores entre 21 e 29 ng/mL (ROSEN  

et al., 2011; ROSS  et al., 2011). Outros autores caterigozam em valores suficientes como ≥ 

30 ng/mL e deficientes < 30 ng/mL (SOUBERBIELLE, 2010).            

Tem sido sugerido que os níveis circulantes de 1,25(OH) 2D são muito 

baixos para afetarem a resposta imune in vivo e que níveis suficientes são obtidos localmente 

pela conversão da 25(OH)D a 1,25(OH)2D. Outros importantes fatores que influenciam a 

biodisponibilidade dos níveis de vitamina D são a proteína ligadora de vitamina D (DBP) e 

albumina. As formas 25(OH)D e 1,25(OH) 2D circulam  ligadas à DBP (80-90%) e à 

albumina (10–15%) com <1% presente na sua forma ativa (KONGSBAK et al., 2014). 

Estudos em animais deficientes de DBP têm mostrado que a DBP age como reservatório de 

vitamina D protegendo contra a degradação e secreção renal  (SAFADI et al., 1999).    

As vias de síntese da vitamina D dão suporte para as evidências 

epidemiológicas que mostram uma distribuição geográfica para a presença da EM,  onde a 

prevalência da doença é menor nas regiões equatorianas e torna-se maior com aumento da 

latitute (SELLNER et al., 2011). Este fenômeno poderia ser causado pela falta de luz solar 

nas regiões de alta latitude que é necessária para a síntese cutânea da vitamina D e sugere 

que níveis insuficientes deste hormônio poderia ser um potencial fator de risco para EM 

(ASCHERIO; MUNGER; SIMON, 2010).  

Evidências epidemiológicas e experimentais têm sugerido que níveis 

suficientes ou elevados de vitamina D diminuem o risco de indivíduos desenvolverem EM 

(MUNGER et al., 2006; SIMON; MUNGER; ASCHERIO, 2012). De fato, estudos 

mostraram uma correlação inversa entre prevalência da EM e exposição solar (KURTZKE, 

1967; VAN DER MEI et al., 2001). Um estudo concluiu que os níveis séricos de 25(OH)D 

em adultos caucasianos saudáveis é um importante preditor de risco para o desenvolvimento 

de EM, independente de local de nascimento e latitude do local onde viveu durante a infância 

(MUNGER et al., 2006). Pacientes com EM apresentam níveis séricos de 25(OH)D e 

1,25(OH)2D mais baixos do que controles sem a doença (SOILU-HANNINEN et al., 2005; 

CORREALE; YSMAELIT; GAITAN, 2009). Variações sazonais nos níveis séricos de 

25(OH)D foram semelhantes em pacientes com EM e controles (SOILU-HANNINEN et al., 

2008), mas os níveis de 25(OH)D foram menores durante as fases de surtos de EM do que 

nas fases de remissão da doença, sugerindo que a vitamina D poderia estar envolvida na 
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regulação da progressão clínica e gravidade da doença  (SOILU-HANNINEN et al., 2005; 

SOILU-HANNINEN et al., 2008; CORREALE; YSMAELIT; GAITAN, 2009). 

Outros estudos também demonstraram que a maioria dos pacientes com 

EM apresentava níveis deficientes de vitamina D (VAN DER MEI et al., 2007; SMOLDERS 

et al., 2008; HIREMATH  et al. 2009). Baixos níveis de 25(OH)D foram associados com 

maior incapacidade e taxas de surtos em pacientes com EM (VAN DER MEI et al., 2007; 

SMOLDERS et al., 2008) e associados negativamente com a atividade da EM (LØKEN-

AMSRUD et al., 2012; MOWRY et al., 2012). Entretanto, os níveis séricos de 1,25(OH)2D, 

que é a forma biologicamente ativa do hormônio, não foram diretamente associados com a 

incapacidade e taxas de surtos (HIREMATH  et al. 2009). Dois estudos descreveram uma 

forte correlação inversa entre os níveis séricos de  25(OH)D e o risco de EM (MUNGER  et 

al.,2006; KRAGT  et al., 2009); entretanto, a correlação foi evidente somente entre 

caucasianos e hispânicos (MUNGER et al.,2006). A razão para os pacientes com EM 

geralmente apresentarem níveis séricos mais baixos de 25(OH)D do que indivíduos 

saudáveis poderia ser a combinação de ingestão insuficiente de vitamina D e diminuição de 

atividades em ambientes externos causados pelas alterações no estilo de vida associadas  ao 

aumento da incapacidade. Entretanto, é desconhecido se a alta prevalência da deficiência da 

vitamina D encontrada nos pacientes com EM é a causa ou efeito da doença, uma vez que os 

estudos apresentam delineamentos de caso–controle.                

 O calcitriol, forma ativa da vitamina D, mostrou-se efetivo na prevenção e 

tratamento da encefalomielite experimental autoimune (EAE), modelo experimental da EM 

(LEMIRE; ARCHER, 1991; CANTORNA; HAYES; DELUCA, 1996). Os resultados destes 

estudos experimentais sugeriram a hipótese de que a vitamina D poderia ser benéfica na 

prevenção e no tratamento da EM em humanos. Outro estudo realizado com pacientes 

classificados como CIS e seguidos por cinco anos mostrou que pacientes que apresentavam 

níveis aumentados de vitamina D desenvolveram menor taxa de progressão e redução da 

atividade da doença  (ASCHERIO, 2014). Estes resultados sugerem que baixos níveis de 

vitamina D podem ser considerados preditores de maior EDSS, sendo um fator facilmente 

corrigido nestes pacientes.   

 Considerando que a deficiência de vitamina D poderia aumentar o risco de 

EM (CANTORNA, 2006), a detecção da deficiência da vitamina D e a recuperação do status 
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da vitamina D para níveis adequados poderia ser considerado como parte do tratamento 

clínico da EM. De fato, a intervenção com vitamina D têm sido avaliada em vários estudos 

(NORDVIK  et al., 2000; ACHIRON  et al., 2003; WINGERCHUK  et al., 2005). Em um 

estudo clínico com pacientes com EM, 1000 UI de colecalciferol foram administradas  

diariamente por seis meses e os resultados demonstraram apenas aumento do fator de 

transformação do crescimento (TGF)- β, sem alteração de outras citocinas (MAHON et al., 

2003).  

 Os efeitos da suplementação de vitamina D na resposta imune em humanos 

não têm sido sistematicamente investigado. Há poucos estudos duplos-cegos, placebo 

controlados publicados (MAHON et al., 2003; JORDE et al., 2010). Os estudos clínicos 

foram incapazes de fornecer evidências definitivas para dar suporte aos efeitos terapêuticos 

da intervenção com vitamina D, sendo a maioria devido ao pequeno número de pacientes 

com EM que foram recrutados. Devido a falta de um estudo duplo cego, placebo controlado 

e randomizado com um grande número de pacientes, os benefícios da suplementação oral da 

vitamina D na progressão da EM necessita de mais investigações (ANTICO  et al., 2012). 

Além da efetividade clínica, a dose ótima e duração da suplementação de vitamina D não 

estão bem definidas e pode variar entre os pacientes (YANG et al., 2013).              

  

1.3 Vitamina D como Imunomodulador  

 

A hipótese de que a deficiência de vitamina D é um fator de risco para EM 

ganhou credibilidade após a descoberta do efeito imunomodulador deste hormônio  

(ASCHERIO; MUNGER; SIMON, 2010). Embora a função mais conhecida da vitamina D 

seja atuar no metabolismo ósseo e na regulação fisiológica dos níveis séricos do cálcio, 

fostato e paratormônio pela sua ação no intestino, óssos, glândulas paratireóides e rins, este 

hormônio também parece exercer importantes efeitos no desenvolvimento e funcionamento 

do cérebro, proliferação celular e apoptose, na diferenciação de células imunológicas e na 

modulação da resposta imune (DELUCA; CANTORNA, 2001; ASCHERIO; MUNGER; 

SIMON, 2010). 

Os efeitos biológicos da 1,25 (OH)2D são mediados pelo VDR. Este 

receptor é expresso em diferentes tipos celulares do SNC (GARCION et al., 2002), bem como 
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em células do sistema imunológico como monócitos, macrófagos, células apresentadoras de 

antígenos (APCs) e linfócitos (VELDMAN;CANTORNA; DELUCA, 2000), exercendo 

diversas funções imunomoduladoras tanto na resposta imune inata como na adaptativa.  

A ativação do VDR induz alteração de transcrição, proliferação e 

diferenciação de células envolvidas na resposta imunológica (VELDMAN; CANTORNA; 

DELUCA, 2000). Vitamina D exerce um efeito anti-inflamatório por causar inibição da 

proliferação de linfócitos T, redução da expressão de citocinas pró-inflamatórias, indução a 

apoptose de linfócitos T ativados, inibição da proliferação de linfócitos B e, 

consequentemente, diminuição da produção de imunoglobulinas (SMOLDERS et al., 2008; 

KJELL-MORTEN, 2009). Estudos têm observado que quando ocorre ligação da 1,25 

(OH)2D ao VDR, este atua inibindo a transcrição de algumas citocinas pró-inflamatórias 

como a interleucina (IL)-2 e tem a capacidade de alterar o balanço entre o perfil de citocinas 

produzidas pelos linfócitos T helper Th1 e Th2, a favor de células Th2 (SMOLDERS et al., 

2008; ZELLA et al., 2010). Além disso, um estudo indicou que a vitamina D (calcitriol) foi 

capaz de suprimir diretamente a transcrição da IL-17, citocina que exerce um papel crítico 

na fisiopatologia de doenças autoimunes, incluindo EM (JOSHI et al., 2011). Resultados 

obtidos in vitro demonstraram que a administração de vitamina D inibiu a produção de fator 

de necrose tumoral (TNF)-, IL-6 e óxido nítrico (NO) pelas células da micróglia, indicando 

um efeito anti-inflamatório e imunomodulador deste hormônio (SLOMINSKI et al., 2014).  

Células T regulatórias (Treg) são definidas como células T CD4+, CD25+ 

FoxP3+ pela expressão de CD4, CD25 (receptor de IL-2 de alta afinidade) e do fator de 

transcrição FoxP3. Estas células desempenham importante papel na proteção do indivíduo 

contra a apresentação e reconhecimento de auto antígenos pelas células efetoras do sistema 

imune, principalmente as células Th1 e Th17, suprimindo a autoimunidade. Fortes evidências 

sugerem o seu papel na prevenção do desenvolvimento da EM (NOORI-ZADEH et al., 

2016).  

A capacidade de migração das Treg para o SNC inflamado e sua habilidade 

em controlar o processo inflamatório na EM é ainda matéria de debate. Foi realizado um 

estudo de meta-análise para avaliar se o baixo número de Treg seria um fator de risco 

contribuindo para a patogênese da EM. Os resultados mostraram claramente que não há 
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diferença entre os pacientes com EM e sem quanto à frequência das células Treg (NOORI-

ZADEH et al., 2016).      

Além da ação da vitamina D em macrófagos e monócitos, outras APCs 

como as células dendríticas também expressam o VDR e as enzimas metabolizadoras como 

a 1α-hidroxilase e a 24-hidrozilase. Nestas células, a vitamina D exerce um papel importante 

na promoção da sua tolerogenicidade via alteração de suas funções e morfologia (ADORINI; 

PENA, 2009; GHOREISHI et al., 2009). Na presença da 1,25(OH)2D, as células dendríticas 

exibem uma redução da expressão das moléculas do complexo maior de histocompatibilidade 

(MHC) de classe II e várias moléculas de adesão como CD40, CD80 e CD86 (ADORINI et 

al., 2003; PENNA et al.,2007; FERREIRA  et al., 2011).  Isto leva a redução da apresentação 

do antígeno que é acompanhada pela redução da secreção de IL-12 e aumento da secreção da 

citocina tolerogênica IL-10, promovendo o desenvolvimento e diferenciação das células Th2, 

criando um perfil mais tolerogênico diante de um fenômeno de autoimunidade (LANG  et 

al., 2014).          

A administração de vitamina D aumentou o número de linfócitos Treg, 

produtores de IL-10, uma citocina com efeitos anti-inflamatórios, e diminuiu o número das 

células produtoras de IL-6 e IL-17, além de ter inibido a produção de IL-17 em pacientes 

com EM e controles (CORREALE et al., 2009). Tratamento de células T com calcitriol ou 

análogos, inibe a secreção de citocinas pró-inflamatórias Th1 (IL-2, IFN-γ e TNF-α), Th9 

(IL-9) e Th22 (IL-22) (LEMIRE  et al., 1995; CANTORNA, 2010; VAN BELLE; 

GYSEMANS; MATHIEU, 2011; PALMER  et al., 2011) mas promove a produção de mais 

citocinas anti-inflamatórias Th2 (IL-3, IL-4, IL-5 e IL-10) (OVERBERG et al., 2000; 

BOONSTRA  et al., 2001; LANG  et al., 2013). Células T expostas a 1,25(OH)2D produzem 

valores significativamente diminuídos de IL-17, IFN-γ e IL-21 e apresentam aumento 

significativo da expressão de genes típicos das Tregs (JEFFERY et al, 2009). As Treg têm 

uma papel anti-inflamatório e controle das doenças autoimunes pela liberação de IL-10 e 

TGF-β (SAKAGUCHI  et al., 2006).    

Portanto, como a produção aumentada de citocinas pró-inflamatórias está 

intimamente relacionada à fisiopatologia da EM, baixos níveis de vitamina D poderiam 

contribuir com o processo inflamatório e o desequilíbrio imunológico observado nestes 

pacientes.   
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1.4 Estresse Oxidativo na Esclerose Múltipla  

 

Estudos têm sugerido que o estresse oxidativo pode exercer importante 

papel na patogênese da EM. Espécies reativas de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERNs), 

geradas em excesso pela micróglia ativada, têm sido implicadas como mediadores da 

desmielinização e podem contribuir para a formação e persistência das lesões características 

da doença (VAN HORSSEN et al., 2008). O SNC é particularmente susceptível ao estresse 

oxidativo devido ao elevado consumo de oxigênio, resultando em produção excessiva de 

EROs, além da alta concentração de ácidos graxos poli-insaturados, os quais são 

particularmente vulneráveis ao ataque de peroxidação lipídica (FRIEDMAN, 2011). Além 

disso, o cérebro possui menor defesa antioxidante comparado à outros órgãos, altos níveis de 

ferro que agem como pró-oxidantes sob condições patológicas, e a ocorrência de reações 

envolvendo oxidação de dopamina e glutamato no tecido cerebral (ALLEN; 

BAYRAKTUTAN, 2009). 

Estudos prévios evidenciaram aumento dos produtos de peroxidação 

lipídica no líquido cefalorraquidiano (LCR) e no plasma de indivíduos com EM (GRECO; 

MINGHETTI; LEVI, 2000; FERRETI et al., 2005). Além disso, marcadores de oxidação 

proteica como proteínas carbonílicas, mostraram-se elevados em pacientes com EM 

(MILLER et al., 2012). Os radicais livres danificam os componentes celulares como lipídios, 

proteínas e ácidos nucléicos o que resulta em morte celular por necrose ou apoptose 

(GILGUN-SHERKI; MELAMED; OFFEN, 2004). Desta maneira, teoricamente, o 

tratamento de pacientes com EM com antioxidantes poderia prevenir a propagação do dano 

tecidual e melhorar o quadro clínico (GILGUN-SHERKI; MELAMED; OFFEN, 2004). 

A incapacidade dos pacientes com EM, avaliada pelo EDSS, foi associada 

com o estresse oxidativo, mesmo em fase de remissão clínica. Marcadores do estresse 

oxidativo como produtos de peroxidação lipídica determinados por método de 

quimioluminescência (QL) (CL-LOOH) e proteínas carbonílicas apresentaram uma 

correlação positiva com EDSS, sugerindo que o estresse oxidativo poderia ter um importante 

papel na fisiopatologia da progressão da doença (OLIVEIRA et al., 2012). 

Enquanto a oxidação lipídica tem sido extensivamente estudada em EM, a 

oxidação proteica tem recebido menos atenção (BIZZOZERO, 2009). Proteínas modificadas 
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oxidativamente são responsáveis por pertubações adicionais na tolerância ao próprio porque 

representam potenciais alvos para o sistema imunológico pela quebra da tolerância de células 

B (SHEIKH et al., 2007). Além das proteinas carbonílicas, os produtos de oxidação proteica, 

denominados de produtos avançados da oxidação proteica (AOPP) são marcadores do 

estresse oxidativo encontrados elevados em plasma de pacientes com doenças crônicas como 

uremia crônica na doença renal dialítica (WITKO-SARSAT et al., 1996; WITKO-SARSAT 

GAUSSON; DESCAMPS-LATSCHA, 2003), doença arterial coronariana, diabetes mellitus 

tipo 2, esclerose sistêmica, doença reumática valvar e cancer coloretal (CAO  et al., 2014). 

A formação de AOPP é correlacionada com a concentração de oxidantes clorinados, 

indicando que AOPP resulta da interação entre oxidantes e proteínas plasmáticas (WITKO-

SARSAT  et al., 1996).  

Em relação à EM, um estudo avaliou marcadores de oxidação proteica em 

pacientes com EM-RR sem tratamento com imunomoduladores, pacientes com surtos e 

pacientes tratados com interferon (IFN)-β e acetato de glatiramer (SADOWSKA-BARTOSZ 

et al., 2013). Estes autores relataram que os níveis de AOPP foram maiores em pacientes 

EM-RR sem tratamento e em pacientes com surto. Além disso, este estudo mostrou que 

marcadores de oxidação proteica estão correlacionados com proteína C reativa (PCR), 

sugerindo que as modificações de proteínas estão relacionados com o processo inflamatório. 

Os resultados do estudo indicam que ocorre oxidação de proteínas na EM e que marcadores 

do dano proteico, especialmente, a AOPP, podem ser úteis no monitoramento do estresse 

oxidativo em pacientes com EM (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2013). 

A albumina, a proteína plasmática mais abundante, foi identificada como a 

principal fonte de AOPPs no plasma (WITKO-SARSAT et al., 1996; CAPEILLERE-

BLANDIN et al., 2004). A albumina é um dos principais determinantes da capacidade 

antioxidante no plasma humano. Esta molécula possui a capacidade de se ligar e transportar 

scavengers, varredores de radicais livres, além de  sequestrar metais de transição com 

atividade pró-oxidante e atuar diretamente com ação antioxidante (AYDIN et al., 2014). 

Além do seu potencial efeito antioxidante, sua relação com o processo inflamatório, como 

proteína de fase aguda negativa, justifica sua investigação como possível preditor em doenças 

inflamatórias.  

Outra proteína que tem sido estudada em pacientes com doenças 
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neurológicas é a ferritina. Trata-se de uma proteína de fase aguda positiva de síntese hepática 

induzida pela ação de citocinas pró-inflamatórias como IL-1 e IL-6. Estudos têm relatado 

aumento nos níveis séricos de ferritina em pacientes com EM quando comparado ao grupo 

controle (LEVINE et al., 1999; DA COSTA et al., 2011). Os níveis plasmáticos elevados de 

ferritina têm sido associados com deterioração neurológica precoce. Valores de ferritina >275 

mg/mL predizem, independentemente, a deterioração neurológica precoce em pacientes com 

infartos hemisféricos (DAVALOS et al., 2000). Outro estudo mostrou que níveis séricos de 

ferritina estavam significativamente aumentados no líquido cefalorraquidiano de pacientes 

com EM com formas progressivas comparados aos pacientes EM-RR (LEVINE et al., 1999). 

Os autores deste trabalho sugeriram que os níveis séricos de ferritina poderiam ser 

marcadores laboratoriais das formas clínicas progressivas na EM.  

    

1.5 Vitamina D como Antioxidante 

 

Além dos efeitos imunomoduladores da vitamina D, evidências têm 

surgido, indicando um possível efeito antioxidante deste hormônio. Baixos níveis de 

vitamina D foram associados ao aumento dos marcadores inflamatórios, do estresse oxidativo 

e nitrosativo (IO&NS) (LAN, et al., 2014; CHEN et al., 2014; SHARIFI et al., 2014). 

Wiseman (1993), foi o primeiro a descrever o possível papel antioxidante da vitamina D, 

mostrando que a forma ativa deste hormônio foi capaz de inibir a peroxidação lipídica 

dependente de ferro. No entanto, os resultados são conflitantes quanto as propriedades 

antioxidantes da vitamina D, enquanto alguns estudos mostraram associação entre vitamina 

D e marcadores do estresse oxidativo (TARCIN et al., 2009; SHARIFI et al., 2014; DE 

MEDEIROS CAVALCANTE et al., 2015), outros não observaram mudança nos marcadores 

de estresse oxidativo mesmo após suplementação com vitamina D (EFTEKHARI et al., 2013; 

ASEMI et al., 2013).  

Tarcin et al., (2009) relataram que a administração de 300.000 UI mensal 

de vitamina D3 por três meses em pacientes com deficiência de vitamina D diminui 

significativamente os níveis séricos de malondialdeído (MDA), importante marcador de 

peroxidação lipídica. Em concordância com estes resultados, Sharifi et al. (2014), avaliaram 

o efeito da suplementação mensal com 50.000 UI de vitamina D3 por quatro meses em 
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adultos com doença hepática não alcoólica e os resultados demonstraram que, após a 

suplementação, níveis séricos da proteína de fase aguda positiva PCR e MDA apresentaram 

redução significativa, indicando um possível efeito inibidor da peroxidação lipídica nestes 

pacientes.  

A suplementação com vitamina D reduziu marcadores de inflamação, 

estresse oxidativo e nitrosativo (IO&NS) em diversas populações (CHEN et al., 2014; 

SHARIFI et al., 2014; DE MEDEIROS CAVALCANTE et al., 2015).  Um estudo realizado 

no Brasil mostrou que, após suplementação com vitamina D durante quatro semanas, 

mulheres idosas apresentaram um aumento significativo da capacidade antioxidante total do 

plasma e uma diminuição de PCR e alfa-1 glicoproteína ácida (DE MEDEIROS 

CAVALCANTE et al., 2015).   

Por outro lado, um ensaio clínico randomizado, duplo cego, placebo 

controlado realizado com mulheres com diabetes mellitus gestacional  mostrou que após 

suplementação com vitamina D3 com uma dose de 50,000 IU durante 6 semanas, não 

observaram alterações dos parâmetros de estresse oxidativo (ASEMI et al., 2013). Outro 

estudo realizado com pacientes com diabetes mellitus tipo II, também não mostrou diferenças 

significativas nos marcadores de estresse oxidativo, após suplementação com vitamina D 

durante 2 meses  (EFTEKHARI et al., 2013). Portanto, as propriedades da vitamina D como 

antioxidantes permanecem incertas, e mais estudos são necessários para esclarecer estes 

resultados e delinearem possíveis mecanismos de ação deste hormônio no desequilíbrio 

redox. 

Estudos in vitro buscam esclarecer possíveis mecanismos antioxidantes da 

vitamina D, induzindo a inflamação e estimulando o estresse oxidativo para verificar os 

possíveis efeitos da vitamina D nestes processos. Um estudo usou a endotoxina bacteriana 

lipopolissacarídica (LPS) para induzir inflamação em cultura de células da glia e 

investigaram como a 1,25 (OH)2D  poderia afetar a neuroinflamação. A indução por LPS 

estimulou a produção de EROs, IL-6, NO, entre outros mediadores inflamatórios. Neste 

estudo, os autores observaram que o tratamento com a 1,25 (OH)2D  suprimiu a produção de 

EROs induzidos por LPS, reduziu a produção de IL-6 e a expressão da óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) sem causar morte celular (HUANG et al., 2015). Estes resultados sugerem 

que a vitamina D atenua a neuroinflamação inibindo a via de sinalização das proteínas 
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quinases ativadas por mitógenos (MAPK) em culturas de células da glia. A ativação da via 

MAPK por LPS inicia uma cascata caracterizada pela ativação de células da glia e um 

aumento de produção de mediadores inflamatórios, incluindo EROs, NO, citocinas e 

quimiocinas. Portanto, o controle da ativação das células da glia, como resultado da 

suplementação com vitamina D, poderia ser usado como estratégia terapêutica integrativa 

para a modular a neuroinflamação (HUANG et al., 2015).  
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2 JUSTIFICATIVA  

 

Até o presente momento, a classificação nas formas clínicas da EM torna-

se difícil pela falta de preditores que poderiam auxiliar o médico nesta etapa. A busca por 

novos preditores de diagnóstico, prognóstico, identificação de formas clínicas da EM e 

monitoração de eficácia terapêutica, torna-se necessária devido a complexidade e 

heterogeneidade da EM. Há poucos registros na literatura que propõem possíveis preditores 

da doença, baseando-se num modelo estatístico. 

 Observamos as inúmeras evidências do papel da vitamina D como 

imunomodulador, anti-inflamatório e antioxidante em diversas populações; no entanto, ainda 

não há registros na literatura de trabalhos que tenham investigado a associação dos níveis 

séricos de vitamina D com marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo em pacientes com 

EM. A descoberta de propriedades anti-inflamatórias e imunomoduladoras da vitamina D 

ampliou este campo de pesquisa promissor que busca compreender melhor o papel protetor 

da vitamina D na EM e considera este hormônio associado às terapias convencionais uma 

terapia complementar e integrativa às terapias convencionais para o tratamento da doença. 

Além disso, não há registros de estudos que avaliaram os níveis séricos de vitamina D e 

correlacionaram com aspectos clínicos e laboratoriais na população brasileira. É importante 

saber se, mesmo em países tropicais como o Brasil, onde a exposição solar é maior quando 

comparados aos países do Hemisfério Norte, indivíduos da população em geral como os 

pacientes com EM apresentam deficiência de vitamina D e se nos pacientes com EM, esta 

deficiência poderia estar associada ao estresse oxidativo e assim contribuir para a 

incapacidade destes pacientes.  

 Estas informações podem contribuir para um melhor entendimento dos 

mecanismos fisiopatológicos da EM e caracterização do perfil clínico e epidemiológico 

destes pacientes na população brasileira. Neste contexto, a hipótese de nosso trabalho é que 

baixos níveis de vitamina D possam contribuir com o aumento do estresse oxidativo e 

nitrosativo em pacientes com EM e desta maneira ser mais um fator envolvido com o 

aumento da incapacidade destes pacientes.    
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral  

Avaliar os níveis séricos de vitamina D, marcadores inflamatórios e do 

estresse oxidativo e nitrosativo em pacientes com esclerose múltipla.   

 

3.2 Objetivos Específicos  

3.2.1.Determinar os níveis séricos de 25(OH)D nos pacientes com EM comparando-os ao  

grupo controle; 

3.2.2 Avaliar o estresse oxidativo e nitrosativo em pacientes com EM e indivíduos 

saudáveis; 

3.2.3 Avaliar se existe associação entre os níveis séricos de 25(OH)D e marcadores do 

estresse oxidativo e nitrosativo em pacientes com EM; 

3.2.4 Avaliar a associação entre os níveis séricos de 25(OH)D e a incapacidade dos 

pacientes, avaliada pela escala EDSS; 

3.2.5 Avaliar possíveis preditores da EM e marcadores que possam auxiliar na diferenciação 

das suas formas clínicas. 
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4 CASUÍSTICA, MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Delineamento  

Foi realizado um estudo observacional, caso-controle para atingir os 

objetivos descritos no trabalho.  

 

4.2 Aspectos Éticos   

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, com o Parecer de 

Aprovação no. 159/10, CAAE no. 0140.0.268.000-10, em 30 de agosto de 2010 (ANEXO 

A). Todos os indivíduos foram convidados a participarem voluntariamente da pesquisa, 

informados, em detalhes, sobre o estudo a ser desenvolvido e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (APÊNCIDE A). 

 

4.3 População 

Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes com 

diagnóstico de EM, adultos, de ambos os sexos, atendidos no Ambulatório de Doenças 

Desmielinizantes do Ambulatório de Especialidades do Hospital Universitário (AEHU) da 

Universidade Estadual de Londrina (UEL), em Londrina, Paraná. O convite foi realizado de 

forma consecutiva, no período de janeiro de 2013 a dezembro de 2015. Neste mesmo período, 

foram convidados indivíduos saudáveis candidatos a doadores de sangue do Hemocentro 

Regional de Londrina e da população em geral, adultos, de ambos os sexos.     

 

4.4 Cálculo do Tamanho da Amostra  

O cálculo do tamanho da amostra foi realizado no STATCALC do 

Programa Epi Info versão 6.04d. Para calcular o tamanho da amostra, dados de um estudo 

anterior desenvolvido por Naidoo e Knapp (1992) foram considerados. Neste estudo, 

produtos da peroxidação lipídica foram quantificados no soro de pacientes com EM e 

comparados ao grupo controle, obtendo-se uma diferença entre as médias de 30%. De acordo 

com os cálculos, a estimativa do tamanho da amostra para o presente estudo seria de 70 

indivíduos em cada grupo. 
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4.5 Amostra 

Os pacientes com EM foram selecionados no Ambulatório de Doenças 

Desmielinizantes AEHU da UEL. A amostra foi obtida por conveniência de tempo e local. 

Foram avaliados no estudo 258 pacientes com EM, diagnosticados segundo os critérios de 

McDonald (POLMAN et al., 2011) e classificados como EM-RR, EM-SP e EM-PP. O grau 

de incapacidade dos pacientes foi avaliado por meio da EDSS, com escores que variam de 

0,0 a 10,0 (KURTZKE, 1983). As informações sobre fatores que influenciam no estilo de 

vida e história médica foram obtidos na avaliação clínica.  

O grupo controle foi composto de 249 indivíduos saudáveis selecionados, 

consecutivamente, entre os doadores de sangue fidelizados do Hemocentro Regional de 

Londrina. Fatores como idade, sexo, etnia, tabagismo, índice de massa corporal (IMC) e uso 

dos medicamentos foram ajustados para não interferirem nos parâmetros avaliados. Os 

indivíduos avaliados deste grupo não apresentavam características clínicas ou laboratoriais 

de doenças autoimunes, renal, cardíaca ou hepática e reportaram não fazerem uso de 

medicamentos anti-inflamatórios e suplementos antioxidantes. Todos os indivíduos 

envolvidos neste estudo relataram não fazer uso de bebidas alcoólicas regularmente e não 

praticavam exercício físico regularmente. Os hábitos nutricionais dos pacientes foram 

similares aos do grupo controle e nenhum dos indivíduos estava recebendo algum tipo de 

dieta específica.  

 

 

4.5.1 Critérios de exclusão    

Foram excluídos do estudo os pacientes com CIS e neuromielite óptica, 

pacientes e controles que estavam em uso de medicamentos anti-inflamatórios, suplemento 

com vitamina D e/ou antioxidante.   

 

4.6 Características dos Sujeitos     

Foram coletados dados demográficos (idade, sexo, etnia), epidemiológicos, 

antropométricos (peso, altura e IMC) e clínicos (formas clínicas, EDSS e terapia para EM) 

dos indivíduos inseridos no estudo. Os dados foram coletados pela aplicação de um 

questionário padrão (Apêndice B), respondidos pelos pacientes e pelos indivíduos do grupo 
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controle. Os dados foram, também, obtidos por meio de consulta aos prontuários médicos e 

à base de dados LABHOS do Laboratório de Análises Clínicas (LAC) do HU/UEL e do 

Hemocentro Regional de Londrina. As medidas antropométricas avaliadas foram peso 

corporal (Kg) e altura (m), obtidas, por interrogatório, durante a aplicação do questionário. 

O IMC foi calculado como peso (Kg) dividido pela altura (m) ao quadrado e expresso em 

kg/m2. Por meio do questionário foram obtidas informações sobre hábitos alimentares, tempo 

de exposição solar/dia, uso de protetor solar e uso de medicamentos em geral e específicos 

para o tratamento da EM. 

 

4.7 Coleta de Material Biológico 

Para a análise dos marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo, amostras 

de sangue periférico foram coletadas pela equipe de funcionários do LAC/HU, segundo a 

requisição de exames laboratoriais padronizada pelo hospital. Foram coletados 10 mL em 

tubo de coleta a vácuo sem anticoagulante e dois tubos de 5 mL com anticoagulante EDTA. 

Para análise dos marcadores bioquímicos, a coleta de sangue periférico, com EDTA e sem 

anticoagulante, foi realizada após um período de 12 horas de jejum. O material foi 

encaminhado imediatamente ao laboratório para registro, processamento e armazenamento 

das amostras. O material coletado foi centrifugado a 3.000 r.p.m. por 15 minutos e alíquotas 

de plasma e soro foram armazenadas no freezer a -80°C até o momento de uso. Todos os 

pacientes e controles, bem como suas respectivas amostras foram identificados por número 

e letra para garantir o anonimato e confidencialidade dos indivíduos e dos resultados obtidos.  

 

4.8. Marcadores do Estresse Oxidativo e Nitrosativo 

 

4.8.1 Determinação de hidroperóxidos lipídicos iniciados por t-butil (CL-LOOH) 

A avaliação da formação de lipoperóxidos por QL foi efetuada em uma 

adaptação da técnica descrita por Gonzales-Flecha e colaboradores (1991). A QL estimulada 

por t-butil hidroperóxido (CL-LOOH) foi empregada para analisar a integridade dos 

mecanismos de defesa antioxidantes não enzimáticos e os níveis de lipoperóxidos presentes 

no plasma. O teste baseia-se na premissa de que um aumento de QL está relacionado com 

um estresse oxidativo prévio sofrido pelo tecido, levando ao consumo das defesas 
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antioxidantes de baixo peso molecular, tais como vitamina E, com formação de 

lipoperóxidos, resultando em um aumento da emissão de fótons. O método de QL foi 

realizado em equipamento luminômetro (GloMAx 20/20 Single Tube Luminometer, 

Promega Corporation, WI, USA). Uma média de leituras realizadas após 1 hora de reação foi 

expressa em unidades relativas de luz (URL) (Lozovoy et al., 2011).  

 

4.8.2 Determinação dos produtos Avançados de Oxidação Proteica (AOPP) 

AOPP foi determinada no plasma usando um método semiautomático 

descrito por Witko-Sarsat et al. (1996). AOPP resulta da oxidação de resíduos de 

aminoácidos, tais como a tirosina, que são detectados espectrofotometricamente. As 

concentrações são expressas em micromol/ L (umol/L) de equivalente de cloramina T.  

 

4.8.3 Determinação de proteínas carbonílicas 

O conteúdo carbonílico de proteínas é amplamente utilizado como 

biomarcador de dano oxidativo em proteínas, sob condições de estresse oxidativo 

(VASCONCELOS et al., 2007). O método utilizado para sua quantificação no plasma foi 

espectrofotométrico, baseado na reação da 2,4 dinitrofenilhidrazina com o grupo carbonila, 

formando a 2,4 dinitrofenilhidrazona, de acordo com a técnica descrita por Reznick et al. 

(1994). Os resultados foram expressos em nmol mL-1 mg-1 proteínas totais. 

 

4.8.4  Determinação de nitrito para estimativa do NO 

A estimativa da concentração de NO nas amostras foi realizada pela técnica 

descrita por Navarro-Gonzalvez e colaboradores (1998) adaptada. O método baseia-se na 

redução de nitrato a nitrito mediada por reações de oxirredução ocorridas entre o nitrato 

presente na amostra e o sistema cadmio-cobre dos reagentes, com posterior diazotação e 

detecção colorimétrica do azocomposto formado pela adição do reagente de Griess a 550nm. 

Os resultados foram expressos em µm. 
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4.8.5 Capacidade Antioxidante Total do Plasma (Total Radical Trapping Antioxidant 

Parameter, TRAP)  

Determinou-se a capacidade antioxidante total do plasma por meio da 

técnica do TRAP. Nesta análise, avalia-se a ação cumulativa de todos os antioxidantes 

presentes no meio que resulta em um parâmetro integrado capaz de revelar alterações no 

delicado equilíbrio redox existente in vivo (VASCONCELOS et al., 2007).  Esta técnica 

quantifica antioxidantes hidro e lipossolúveis presentes no plasma, por meio de QL, como 

descrito previamente (REPETTO et al., 1996). Baseia-se no princípio da adição de um 

azoiniciador ao plasma, substância capaz de gerar radicais livres, que por sua vez, são 

neutralizados pelos antioxidantes presentes no plasma, período no qual a oxidação é inibida 

e comparada ao do Trolox (New Jersey, EUA) análogo hidrossolúvel da vitamina E, usado 

como antioxidante de referência e quantitativamente relacionado a capacidade antioxidante 

total do plasma. Os valores de TRAP foram corrigidos pelos níveis séricos de ácido úrico 

(AU), segundo estudos prévios (VENTURINI et al. 2012) e os resultados foram expressos 

pela razão entre TRAP/AU. A determinação dos níveis séricos de AU foi realizada 

utilizando-se um autoanalisador bioquímico (Dimension® RxL Max, Sistema Integrado de 

Química, Newark, NJ, USA), expressos em mg/dL, segundo as recomendações e valores de 

referência do fabricante. 

  

4.9 Marcadores Bioquímicos  

 

4.9.1 Determinação dos níveis séricos de 25(OH)D 

Níveis séricos de 25(OH) foram determinados em amostras de soro pelo 

imunoensaio de micropartículas por quimioluminescência (CMIA) (Architech™, Abbott 

Laboratory, Abbott Park, IL, USA) e os resultados foram expressos em ng/mL. Foram 

considerados deficientes de vitamina D indivíduos que apresentaram níveis séricos de 

25(OH)D < 20 ng/mL e suficientes de vitamina D quando os valores de 25(OHD foram ≥ 20 

ng/mL (HOLICK ET AL., 2011; THOUVENOT et al., 2015) 

Os níveis séricos de albumina foram determinados usando um 

autoanalisador bioquímico (DimensionTM Dade AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA), e os 
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resultados foram expressos em g/dL.  Os níveis séricos de proteínas totais foram avaliados 

por colorimetria e os resultados foram expressos em g/L.  

 

4.10 Marcadores Inflamatórios 

Os níveis séricos de PCR ultrassensível (usPCR) foram quantificados por 

nefelometria (Behring Nephelometer II, Dade Behring, Marburg, Germany), com 

sensibilidade analítica de 0,175 mg/L e expressos em mg/L. Os níveis séricos de ferritina 

foram avaliados por CMIA (Architech™, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA) e 

expressos em ng/mL. Valores de ferritina > 274,7 ng/mL e > 204,0 ng/mL são considerados 

elevados para homens e mulheres, respectivamente, segundo as instruções do fabricante.    

 

4.11 Análise Estatística  

As análises das tabelas de contingência (teste de x2) foram utilizadas para 

avaliar as associações entre as características dos dois grupos pacientes e controles. Foi 

utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade de distribuição das 

variáveis. Transformações logarítmicas (ln) de dados contínuos foram utilizadas nas análises 

quando as variáveis não apresentaram distribuição normal ou quando não havia 

heterogeneidade da variância (conforme avaliado com o teste de Levene). Para avaliar as 

diferenças nos dados demográficos, clínicos e exames laboratoriais entre pacientes e controle 

foi utilizada a análise de variância (ANOVA). Para se realizar a comparação entre os três 

grupos (pacientes com EM-RR, formas progressivas e grupo controle foi utilizado o teste de 

Fisher (LSD at p <0.05). A regressão logística binária foi usada para definir o preditor 

significante, com odds ratio (OR) e 95% de intervalo de confiança (IC) de EM versus 

controle. A regressão logística multinomial foi utilizada para avaliar os preditores 

significativos entre as formas clínicas da doença. Todos os testes foram realizados no 

programa SPSS 20.0 (Chicago, IL, USA), utilizando-se p<0,05 para valores estatisticamente 

significativos.  
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5 RESULTADOS  

 

 Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em 

dois artigos científicos descritos a seguir.  

O primeiro artigo descreve os possíveis preditores da EM e de suas formas 

clínicas, tendo como base um modelo estatístico proposto pelo grupo de pesquisa em EM da 

UEL. Em novembro de 2015, foi submetido no Molecular Neurobiology (ISSN: 0893-7648 

(Print) e v1559-1182 (Online), com fator de impacto 5,135, e aceito para publicação em 

março de 2016. O artigo foi disponibilizado online no PubMed em 30 de março de 2016. 

O segundo artigo descreve os resultados da associação entre 

hipovitaminose D, marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo e incapacidade dos 

pacientes com EM.  
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Abstract 

Background: The aim of this study was to assess vitamin D status in patients with multiple 

sclerosis (MS) and to evaluate whether it was associated with oxidative and nitrosative stress 

(O&NS) markers and disability.  

Methods: This study included 137 patients with MS and 218 healthy controls. At the 

inclusion of patients, the disability was obtained using Disability Expanded Status Scale 

(EDSS) and blood samples were obtained to evaluate the serum levels of 25-hydroxyvitamin 

D [25(OH)D] and O&NS markers, such as lipid hydroperoxides, advanced oxidation protein 

products (AOPP), nitric oxide metabolites (NOx), and total radical-trapping antioxidant 

parameter TRAP/UA). MS patients were divided in two groups: non deficient [25(OH)D ≥20 

ng/mL] and deficient [25(OH)D <20 ng/mL].  

Results: Among the patients, 91 (66.4%) were female and 112 (81.7%) were Caucasians. 

MS patients presented higher age (p<0.0001), and lower 25(OH)D (p=0.002), NOx, and 

TRAP/UA (<0.0001) than controls. When the age was used as an additional explanatory 

variable in binary logistic regression analyses, 25(OH)D, NOx, and TRAP/UA remained 

significant (p=0.016, p<0.0001, and p=0.002, respectively). Patients with 25(OH)D <20 

ng/mL showed higher EDSS (p=0.016) and lower AOPP (p=0.046) than those with 25(OH)D 

≥ 20 ng/mL. After the binary logistic regression analyses, EDSS remained significantly 

associated with vitamin D deficiency. A binary logistic regression analysis also showed that 

lower levels of 25(OH) were associated with higher EDSS independently of variables such 

as O&NS (AOPP and NOx), age, sex, body mass index, ethnicity, disease duration, MS 

therapy, use of interferon beta, and clinical forms of MS (odds ratio: 1.380, 95% confidence 

interval 1.030-1.843, p=0.031). Moreover, the study showed an association between serum 

levels of 25(OH)D and EDSS (r2=0.115, p=0.002), demonstrating that 25(OH)D may 

contributed with 11.5% of increase in EDSS.  

Conclusion: Our results suggest that vitamin D deficiency may be considered one of the 

predictors of the disability in MS patients, independently of their redox status, probably 

through diferent anti-inflammatory and immunorregulatory properties of this hormone. 

Further studies are warranted to a better comprehension of the mechanisms involved in the 

interaction between hypovitaminosis D, O&NS markers and disability in MS. 
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Introduction 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease characterized by immune-

mediated damage of central nervous system (CNS) and its etiology has been attributed to a 

complex interaction between several genetic and environmental factors [1-3].  

Recent evidence suggests that inflammation and oxidative/nitrosative stress (IO&NS) 

are the major causes of ongoing tissue damage in MS patients. Reactive oxygen species 

(ROS) and reactive nitrogen species (RNS) are produced by active macrophages and 

microglia and are, thus, likely candidates to be involved in tissue damage in MS [4]. Haider 

et al. (2011) showed an important role of oxidative damage in the pathogenesis of 

demyelination and neurodegeneration in MS lesions, which may act in addition to nitric oxide 

radicals [5]. In a previous report we showed that patients with relapsing-remitting multiple 

sclerosis (RRMS) presented higher levels of oxidative stress markers than healthy individuals 

and that lipid and protein oxidation were correlated with the disability of the patients 

evaluated by the Expanded Disability Status Scale (EDSS) [6]. 

Deficiency of vitamin D might be one of the most attractive candidates among the 

environmental factors that have been suggested to contribute to the development and 

progression of MS [7-9]. Low levels of vitamin D have been reported during the remitting 

clinical phase of the disease in patients with RRMS [8,10,11] and these levels correlated 

inversely with disability [8,11].   

Vitamin D shows important anti-inflammatory and immunomodulatory effects 

[12,13] and some studies have reported possible association between vitamin D and oxidative 

stress markers [14,15]. The results regarding the antioxidant properties are scarces and 

conflicting. While some studies showed that vitamin D supplementation reduces the 

oxidative stress markers [14,15], others did not confirm this result [16,17]. Several studies 

have demonstrated the effect of vitamin D deficiency on oxidative stress in different 

conditions [18-21], however, at the best of our knowledge, no study has been performed in 

MS patients.  
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Considering that IO&NS are intrinsically associated in the development and 

progression of MS [4-6] and that evidences show that patients with MS have lower serum 

levels of vitamin D [7-11], we hypothesized that this reduction could be associated with 

oxidative and nitrosative stress (O&NS) markers, contributing to the increase of disability of 

the MS patients. Therefore, the aim of the present study was to assess the vitamin D status in 

MS patients and to evaluate whether low serum levels of vitamin D were associated with 

O&NS markers, as well as with disability of them. 

 

Methods 

Subjects 

This study included 137 patients with MS who were recruited from the Neurology 

Outpatient of the University Hospital, University of Londrina, Londrina, Paraná, Brazil. The 

diagnosis of MS was established according to the McDonald criteria [22] and the patients 

were clinically evaluated for disability using the Expanded Disability Status Scale (EDSS) 

[23].  

The control group consisted of 218 healthy individuals selected among blood donors 

of the Regional Blood Bank of Londrina with similar nutritional status of the patients. None 

of the participants of the study presented clinical symptoms of heart, thyroid, renal, hepatic, 

gastrointestinal, or oncological diseases, as well as none of them were receiving antioxidant 

and/or vitamin D supplementation.  

The protocol (CAAE no 0140.0.268.000-10) was approved by the Institutional 

Research Ethics Committee of State University of Londrina, Paraná, Brazil, and all 

individuals invited were informed in detail about the research and gave written informed 

consent.  

 

Anthropometric Measurements 

Body weight was measured to the nearest 0.1 kg by using an electronic scale, with 

individuals wearing light clothing, but no shoes, in the morning; height was measured to the 

nearest 0.1 cm by using a stadiometer. Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg) 

divided by height (m) squared.  
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Status of vitamin D  

The quantitative determination of 25-hydroxivitamin D [25(OH)D] was assayed 

using the chemiluminescence microparticle immunoassay (Architect, Abbott Laboratory, 

Abbott Park, IL, USA), and the results were expressed as ng/mL. The individuals were 

categorized according to their vitamin D status, as deficient when 25(OH)D < 20 ng/mL and 

non deficient when (25(OH)D ≥20 ng/mL), based on previous reports [11, 24]. 

 

Oxidative and nitrosative stress (O&NS) markers  

Tert-butyl hydroperoxide-initiated chemiluminescence (CL-LOOH) 

Plasma levels of lipid hydroperoxide were evaluated by CL-LOOH as described 

previously [25] and the results were expressed in relative light unit (RLU).  

 

Determination of Advanced Oxidation Protein Products (AOPP) 

AOPP was determined in the plasma samples using the semi-automated method 

described previously [26]. AOPP results from oxidation of amino acid residues such as 

tyrosine, leading to the formation of dityrosine-containing protein cross-linking products 

detected by espectrophotometry. AOPP levels were expressed as umol/L of chloramines-T 

equivalents.  

 

Determination of nitric oxide metabolites (NOx)  

Serum levels of NOx were assessed by nitrite (NO2
-) concentration according to the 

Griess reaction, supplemented by the reduction of nitrate to nitrite with cadmium [27]. 

 

Total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) 

The TRAP was determined as reported [28]. This method detects hydrosoluble and/or 

liposoluble plasma antioxidants by measuring the chemiluminescence inhibition time 

induced by 2,2-azobis (2-amidinopropane). The system was calibrated with the vitamin E 

analog TROLOX. Uric acid (UA) serum levels were determined using a biochemical auto-

analyzer (Dimension Dade AR Dade Behring, Deerfild, IL) and were used to correct the 

TRAP values. The TRAP results were expressed by the mM Trolox/UA mg/mL ratio [29].   
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Statistical analyses  

Categorical data were analyzed by chi-square test and were expressed as absolute 

number and percentage. Comparisons between two groups were performed using ANOVA 

and data were expressed as mean ± standard deviation (±SD). The Kolmogorov-Smirnov test 

was used to assess normality of distribution. Logarithmic (Ln) transformation of continuous 

data was used in the analyses when the variables were not normally distributed or when there 

was heterogeneity of variance (as assessed with the Levene test). To determine association 

between O&NS parameters, 25(OH)D and MS diagnosis, the variables that presented p <0.10 

in the univariate analyses were included in the binary logistic regression model. The linear 

regression analysis with six models was also performed to verify the association between 

25(OH) levels and EDSS. Odds ratio (OR) and 95% confidence interval (CI) were also 

determined. All the results were considered significant when p<0.05. The software SPSS 

20.0 (Chicago, IL, USA) was used for the analysis. 

 

Results 

Characteristics of the subjects 

Table 1 shows the demographic, anthropometric, and clinical characteristics of the 

MS patients and controls included in the study. Patients were older than controls (mean 42.68 

± 13.43 vs. 35.67 ± 10.45 years, p<0.0001); other parameters including sex, ethnicity, BMI, 

smoking, and the frequency of comorbidities, such as type 2 diabetes mellitus and 

hypertension, did not differ when patients and controls were compared. Most of the patients 

97 (70.8%) presented RRMS, the mean of EDSS and duration of the disease were 3.28 and 

8.04 years, respectively. Regarding the therapy, 76 (55.5%) were using interferon (IFN)-β 

(1a or 1b) and 30 (21.9%) glatiramer acetate.  

Table 2 shows the vitamin D status and O&NS markers in MS patients and controls. 

The frequency of vitamin D deficient status was higher in MS patients than controls (24.08% 

vs. 10.55%, p=0.001); moreover, MS patients showed lower 25(OH)D levels than controls 

(26.12 ng/mL ± 8.47 vs. 29.71 ng/mL ± 9.17, p= 0.002). Regarding the O&NS markers, MS 

patients showed lower NOx (17.05 M ±12.35 vs. 34.84 M ± 27.39, p<0.0001) and TRAP 

(182.98 M of Trolox/UA mg/dL ±59.44 vs. 239.63 M of Trolox/UA mg/dL ± 123.00, 
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p<0.0001) than controls. AOPP and CL-LOOH did not differ between the patients and 

controls (p>0.05). 

As the MS patients and controls differed in age, a binary logistic regression analysis 

was made between the presence of MS and the variables that presented significance in the 

univariate analysis with age as an additional covariate (Table 3). The results showed that low 

levels of 25(OH)D, NOx, and TRAP/UA remained negatively associated with MS (p=0.016, 

p<0.0001, and p=0.02, respectively).   

 

Clinical and laboratory parameters of MS patients according to their vitamin D status 

The characteristics of the MS patients stratified according to their vitamin D status 

are summarized in Table 4. The variables sex, ethnicity, age, BMI, smoking, and treatment 

for MS did not differ between those with and without vitamin D deficient status. MS patients 

with vitamin D deficient status showed higher EDSS when compared to those without 

vitamin D deficient status (4.41  2.91 vs. 2.91  2.03, p=0.016).  AOPP showed lower levels 

among the patients with 25(OH)D < 20 ng/mL than those   20 ng/mL (133.83  58.95 vs. 

164.99  91.40, p=0.046). However, after a binary logistic regression analysis with EDSS, 

AOPP, and other variables with p<0.1, such as NOx (p=0.091) and IFN therapy (p=0.100), 

only EDSS remained significantly associated with the vitamin D status.  

Thereafter, some results of the univariate statistical analyses were used to delineate 

the significant explanatory variables as determinants of independent association between 

vitamin D status and EDSS in subsequent models of logistic regression analyses (Table 5). 

With model 1, adjusted for AOPP and NOx, low levels of 25(OH)D was associated with 

EDSS (OR:1.311, 95% CI: 1.080-1.590, p=0.006); with model 2, that included model 1 and 

additionally adjusted for age, sex, BMI, and ethnicity, low levels of 25(OH)D remained 

associated with EDSS (OR:1.387, 95% CI: 1.086-1.771, p=0.009); with model 3, that 

included model 2 and disease duration (years), this association remained significant (OR: 

1.492, 95% CI: 1.127-1.979, p=0.005); with model 4, that included model 3 and any MS 

treatment, the association also remained significant (OR: 1.531, 95% CI: 1.143-2.049, 

p=0.004); when any MS treatment was excluded and IFN therapy was added into model 5, 

the association also remained significant (OR: 1.482, 95% CI: 1.110-1.976, p=0.007). 

Finally, with model 6, that included model 4 and was additionally adjusted for MS clinical 
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forms, this association remained significant (OR: 1.380, 95% CI: 1.030-1.843, p=0.031).  In 

addition, there was an association between EDSS and 25(OH)D levels (r2=0.115; p=0.002) 

and this result showed that 11.5% of EDSS can be explained by the variations of vitamin D 

levels (Figure 1).   

Moreover, the serum levels of 25(OH)D did not differ between the patients with 

different clinical forms, such as RRMS and progressive MS (26.39 ng/mL ± 8.06 vs. 25.44 

ng/mL ± 9.49, p=0.553) (data not shown). 

 

Discussion  

 The main findings of the present study were that low vitamin D deficiency status and 

the redox changes are associated with the presence of MS, although the deficient vitamin D 

status was associated with the increase of disability independently of the O&NS. Even after 

controlling for the classical variables that could interfere in the disability of the patients, such 

as sex, age, ethnicity, duration of the disease, and therapy for MS, the low levels of 25(OH)D 

remained associated with the EDSS scores. Therefore, vitamin D deficiency status can be 

considered an independent factor associated with the disability of the patients. In addition, 

the present study showed a negative association between low levels of NOx and total 

antioxidant capacity and MS.  

Our results are consistent with previous studies that also described low levels of 

vitamin D in patients with MS and their association with disability [8,11]. Apart from its 

classical effects on bone and skeletal homeostasis [30], vitamin D has been associated with 

the regulation of inflammatory response through several mechanisms, such as inhibiting 

prostaglandin, mitogen-activated protein kinase (MAPK, and nuclear factor kappa B (NF-

κB) pathways [31,32], downregulation of pro-inflammatory cytokines, such as tumor 

necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-6, IL-12, and interferon (IFN)-γ, and upregulation 

of anti-inflammatory T regulatory (Treg) and Th2 cells and their cytokines [33-35]. All these 

potential inflammatory mechanisms may explain the association between vitamin D 

deficiency and MS, as well with disability. Moreover, vitamin D induces neuroprotection by 

increasing neurotrophic factors, such as nerve growth factor (NGF), neurotrophins and glial 

cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) [36, 37]. Therefore, vitamin D deficiency may 

increase disability by decreasing the availability of neuroprotective growth factors. 
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The reason why MS patients generally have lower serum 25(OH)D levels than 

healthy controls could be a combination of insufficient vitamin D intakes and decreased 

outdoor activities caused by lifestyle changes associated with the increasing disability [38]. 

In addition, the present study showed that low levels of the vitamin D may contribut with 

11.5% of increase in disability of the patients. Our data are in agreement with a recent study 

[39], which demonstrated that high serum levels of 25(OH)D robustly predicted a low degree 

of MS activity, magnetic resonance imaging (MRI) lesion load, brain atrophy, and clinical 

progression evaluated by EDSS over 5 years of follow-up.  

Previous studies reported that vitamin D levels were significantly higher in RRMS 

than in progressive forms of MS [8, 11]. In contrast to these authors, our results showed that 

serum levels of 25(OH)D did not differ among the patients with different clinical forms of 

MS. One reason for this discrepancy could be that, in the present study, we evaluated 

progressive forms, such as primary progressive MS (PPMS) and secondary progressive 

(SPMS) in the same subgroup due to the small number of individuals with these clinical 

forms, while the previous studies [8,11] evaluated them separately.  

Regarding the O&NS, patients with MS showed an unfavorable oxidative stress 

profile, as previously demonstrated [6, 40, 41]. In the present study, patients with MS showed 

low levels of NOx and total antioxidant capacity that were negatively associated with the 

presence of MS. It has been suggested that NO production via inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) plays an important role in the pathogenesis of several systemic autoimmune disorders 

[42]. It is feasible to suggest that in conditions of inflammation and increased oxidative stress, 

such as MS, NO is consumed in a reaction with superoxide anion yielding the strong oxidant 

peroxynitrite, which in turn accelerates the lipid peroxidation reaction and decrease NO 

bioavailability [42,43]. 

The lower plasma total antioxidant capacity observed among the MS patients 

compared to controls is also in agreement with previous studies [6,44]. Antioxidant 

deficiencies may occur during the course of MS as result of chronic inflammation and 

oxidative stress; however, it is not clear if antioxidant deficiency in MS is constitutive or due 

to excessive antioxidant consumption to cope with oxidative stress [45]. 

Our results showed that the O&NS markers did not differ in MS patients according 

to their vitamin D status. Studies have shown that deficient 25(OH)D levels increased O&NS 
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and inflammatory response in different conditions, such as non-alcoholic fatty liver disease 

in adults [14], obesity in children [18], and chronic hepatitis C [21], but there is no 

information on MS patients. Moreover, the results are conflicting regarding the antioxidant 

property of vitamin D. While some studies show an association between vitamin D and 

oxidative stress markers [14,15,19, 21], others did not show changes in the oxidative stress 

markers after vitamin D supplementation [16,17]. A double-blind and placebo controlled 

clinical trial carried out with women with gestational diabetes mellitus did not observe 

difference in the oxidative stress markers after vitamin D supplementation [16]. Other study 

also did not show significant effects of vitamin D on oxidative stress markers in patients with 

type 2 diabetes mellitus [17].  

At our knowledge, the present study is the first to evaluate whether vitamin D is 

associated with O&NS markers and disability of MS patients. Our results showed that 

deficiency of vitamin D is associated with increased disability but not through the oxidative 

stress lesive mechanisms evaluated using the makers aforementioned in this study. Different 

O&NS markers of lipid, protein, and nucleic acid damage than those evaluated in the present 

study should be further included in this model of analysis.  

Probably, the vitamin D deficiency fails to modulate inflammatory pathways that are 

involved in the pathophysiological mechanisms of MS and the disability of the patients.  

Studies reported that vitamin D deficiency is associated with inflammatory markers [15, 18], 

through increased TNF-α and transcription nuclear factor kappa B (NF-kB) expression 

compared to those patients with vitamin D sufficiency [18]. 

One limitation of the present study is the small number of patients with progressive 

clinical forms of MS that may influence the statistical analysis of the results. Although the 

current study design does not allow to link the vitamin D deficiency with the causality of MS 

and disability of patients, the independent association observed suggested that vitamin D 

deficiency may be considered one predictor of the disability in MS patients and underscores 

the important role of vitamin D in the MS pathophysiology. Although previous studies have 

already shown an association between vitamin D and EDSS [8,11], the strength of the present 

study can be considered the robust statistical analysis with stepwise models to evaluate 

whether other possible factors besides vitamin D deficiency could interfere in the disability 

of the patients. 
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Taken together, our results suggest that vitamin D deficiency may be considered one 

of the predictors of the disability in MS patients, independently of their redox status, probably 

through diferent anti-inflammatory and immunorregulatory properties of vitamin D. Further 

studies are warranted to a better comprehension of the mechanisms involved in the interaction 

between hypovitaminosis D, O&NS markers and disability in MS. 

 

CONFLICT OF INTEREST STATEMENT 

All the authors declare that there is no conflict of interest. 

 

REFERENCES 

 

1 Kallaur AP, Kaimen-DR Maciel, Morimoto HK, et al. (2011) Genetic polymorphisms 

associated with the development and clinical course of multiple sclerosis (review). Int J Mol 

Med 28 (4): 467-79. 

 

2 Luckey D, Bastakoty D, Mangalam AK (2011) Role of HLA class II genes in susceptibility 

and resistance to multiple sclerosis: studies using HLA transgenic mice. J Autoimmun 

37:122–128 

 

3 Moroni L, Bianchi I, Lleo A (2012) Geoepidemiology, gender and autoimmune disease. 

Autoimmun Rev 11:A386–A392 

 

4 Van Horssen J, Schreibelt G, Drexhage J et al (2008) Severe oxidative damage in multiple 

sclerosis lesion coincides with enhnced antioxidant enzyme expression. Free Radical Biology 

& Medicine 45: 1729-1737. 

 

5 Haider L, Fischer MT, Frischer JM et al (2011) Oxidative damage in multiple sclerosis 

lesions. Brain 134(Pt 7):1914-1924. 

 



56 

 

6 Oliveira SR, Kallaur AP, Simão AN et al (2012) Oxidative stress in multiple sclerosis 

patients in clinical remission: association with the expanded disability status scale. J Neurol 

Sci 321 (1-2): 49-53. 

 

7 Ascherio A, Munger KL (2007) Environmental risk factors for multiple sclerosis. Part II: 

noninfectious factors. Ann Neurol 61: 504–513 

 

8 Smolders J, Menheere P, Kessels A et al (2008) Association of vitamin D metabolite levels 

with relapse rate and disability in multiple sclerosis. Mult Scler 14: 1220–1224 

 

9 Kjell-Morten M (2009) Vitamin D treatment in multiple sclerosis. Journal of the 

Neurological Sciences 286: 104–108 

 

10 Soilu-Hänninen M, Airas L, Mononen I et al (2005) 25-Hydroxyvitamin D levels in serum 

at the onset of multiple sclerosis. Mult Scler 11:266– 271 

 

11 Thouvenota E, Orsinic M, Daures JP (2015) Vitamin D is associated with degree of 

disability in patients with fully ambulatory relapsing–remitting multiple sclerosis. European 

Journal of Neurology 22: 564–569 

 

12 Hayes CE, Cantorna MT, Deluca HF (1997) Vitamin D and multiple sclerosis. Proc Soc 

Exp Biol Med 216: 21–27 

 

13 Ascherio A, Munger KL, Simon KC (2010) Vitamin D and multiple sclerosis. Lancet 

Neurol 9: 599–612 

 

14 Sharifi N, Amani R, Hajiani E et al (2014) Does vitamin D improve liver enzymes, 

oxidative stress, and inflammatory biomarkers in adults with non-alcoholic fatty liver 

disease? A randomized clinical trial. Endocrine 47:70–80. 

 



57 

 

15 de Medeiros Cavalcante IG, Silva AS, Costa MJ et al (2015) Effect of vitamin D3 

supplementation and influence of BsmI polymorphism of the VDR gene of the inflammatory 

profile and oxidative stress in elderly women with vitamin D insufficiency Vitamin D3 

megadose reduces inflammatory markers. Experimental Gerontology 66:10-16.  

 

16 Asemi, Z.; Hashemi, T.; Karamali, M. et al. (2013) Effects of vitamin D supplementation 

on glucose metabolism, lipid concentrations, inflammation, and oxidative stress in 

gestational diabetes: a double-blind randomized controlled clinical trial. Am J Clin Nutr. v. 

98, n. 6, p.1425-1432.  

 

17 Eftekhari, M.H.; Akbarzadeh, M.; Dabbaghmanesh, M.H. et al. (2014) The effect of 

calcitriol on lipid profile and oxidative stress in hyperlipidemic patients with type 2 diabetes 

mellitus. ARYA Atheroscler. v.10, n. 2, p.82-88.  

 

18 Codoñer-Franch P, Tavárez-Alonso S, Simó-Jordá R et al (2012) Vitamin D status is 

linked to biomarkers of oxidative stress, inflammation, and endothelial activation in obese 

children. J Pediatr 161:848–854 

 

19 Tarcin O, Yavuz DG, Ozben B et al (2009) Effect of vitamin D deficiency and replacement 

on endothelial function in asymptomatic subjects. J. Clin. Endocrinol. Metab 94:4023–4030. 

 

20 Lan N, Luo L, Yang X et al (2014) 25-Hydroxyvitamin D3-deficiency enhances oxidative 

stress and corticosteroid resistance in severe asthma exacerbation. PLoS One 9 (11): e111599 

 

21Sales de Almeida JP, Liberatti LS, Nascimento Barros FE et al (2016). Profile of oxidative 

stress markers is dependent on vitamin D levels in patients with chronic hepatitis C. Nutrition 

32 (3):362-367.  

 

22 Polman CH, Reingold SC, Banwell B et al (2011) Diagnostic criteria for multiple 

sclerosis: 2010 revisions to the McDonald criteria. Ann Neurol 69 (2): 292-302 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sales%20de%20Almeida%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26847403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liberatti%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26847403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20Barros%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26847403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26847403


58 

 

 

23 Kurtzke JF (1983) Rating neurologic impairment in multiple sclerosis: an expanded 

disability status scale (EDSS). Neurology 33:1444–1452 

 

24 Holick MF, Binkley NC, Bischoff-Ferrari et al. (2011) Evaluation, Treatment, and 

Prevention of Vitamin D Deficiency: An Endocrine Society Clinical Practice Guideline. 

Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 96(7): 1911–1930. 

 

25 Gonzales-Flecha BG, Llesuy S, Boveris A (1991) Hydroperoxide-initiated 

chemiluminescence: an assay for oxidative stress in biopsies of heart, liver and muscle. Free 

Radic Biol Med 10:93-100 

 

26 Witko-Sarsat V, Friedlander M, Capeillere-Blandin C et al (1996) Advanced oxidation 

protein products as a novel marker of oxidative stress in uremia. Kidney International 

49:1304-13 

 

27 Panis C, Mazzuco T, Costa CZF et al (2011) Trypanossoma cruzi: Effects of the absence 

of 5-lipoxygenase (5-LO)-derived leukotrienes on levels of cytokines, nitric oxide and iNOS 

expression in cardiac tissue in the acute phase of infection in mice. Exp Parasitol, 127: 58-

65 

 

28 Repetto M, Reides C, Carretero MLG et al (1996) Oxidative stress in blood of HIV 

infected patients. Clin Chim Acta 255:107-117 

 

29 Venturini D, Simão AN, Scripes NA et al (2012) Evaluation of oxidative stress in 

overweightsubjects with or without metabolic syndrome. Obesidade (Silver Spring) 20 (12): 

2361-2366. 

 

30 Ebeling PR (2014) Vitamin D and bone health: Epidemiologic studies. Bonekey Rep 

3:511  

 



59 

 

31 Cohen-Lahav M, Shany S, Tobvin D, et al. (2006) Vitamin D decreases NFkappaB 

activity by increasing IkappaBalpha levels.Nephrol. Dial Transplant. 21(4):889–897. 

 

32 Huang YN, Ho YJ, Lai CC, et al. (2015) 1,25-Dihydroxyvitamin D3 attenuates endotoxin-

induced production of inflammatory mediators by inhibiting MAPK activation in primary 

cortical neuron-glia cultures. J. Neuroinflammation. 12:147. 

 

33 Zhang Y, Leung DY, Richers BN, et al. (2012) Vitamin D inhibits monocyte/macrophage 

proinflammatory cytokine production by targeting MAPK phosphatase-1. J Immunol. 188 

(5): 2127–2135. 

 

34 Boonstra A, Barrat FJ, Crain C, et al. (2001) 1alpha,25-Dihydroxyvitamin d3 has a direct 

effect on naive CD4(+) T cells to enhance the development of Th2 cells.J. Immunol. 167 (9): 

4974–4980. 

 

35 Penna G, Roncari A, Amuchastegui S, et al. (2005) Expression of the inhibitory receptor 

ILT3 on dendritic cells is dispensable for induction of CD4+Foxp3+ regulatory T cells by 

1,25-dihydroxyvitamin D3. Blood. 106 (10):3490–3497. 

 

36 Neveu I, Naveilhan P, Jehan F, et al. (1994) 1,25-dihydroxyvitamin D3 regulates the 

synthesis of nerve growth factor in primary cultures of glial cells. Brain Res Mol Brain Res. 

24(1-4):70-76 

 

37 Garcion E, Wion-Barbot N, Montero-Menei CN, et al. (2002) New clues about vitamin D 

functions in the nervous system. Trends Endocrinol. Metab. 13(3):100-105.  

 

38 Yang CY, Leung PS, Adamopoulos IE et al (2013) The implication of vitamin D and 

autoimmunity: a comprehensive review. Clin Rev Allergy Immunol 45(2):217-226. 

 

39 Ascherio A, Munger KL, Branco R et al (2014) Vitamin D as an early predictor of multiple 

sclerosis activity and progression. JAMA Neurol 71 (3): 306-314. 



60 

 

40 Koch M, Mostert J, Arutjunyan AV et al (2007) Plasma lipid peroxidation and progression 

of disability in multiple sclerosis. European Journal of Neurology 14:529-533 

 

41 Miller E, Walczak A, Saluk J et al (2012) Oxidative modification of patient’s plasma 

proteins and its role in pathogenesis of multiple sclerosis. Clinical Biochemistry 45:26-30 

 

42 Nagy G, Koncz A, Telarico T et al (2010) Central role of nitric oxide in the pathogenesis 

of rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus. Arthritis Res Ther 12(3):210 

 

43 Simão ANC, Lozovoy MAB, Simão TNC, et al (2011) Immunological and biochemical 

parameters of patients with metabolic syndrome and the participation of oxidative and 

nitroactive stress. Braz J Med Biol Res 44: 606-728. 

 

44 Besler HT, Comoglu S (2003) Lipoprotein oxidation, plasma total antioxidant capacity 

and homocysteine level in patients with multiple sclerosis. Nutritional neuroscience 6:189-

196 

 

45 Van Meeteren ME, Teunissen CE, Dijkstra CD et al (2005) Antioxidants and 

polyunsaturated fatty acids in multiple sclerosis. European Journal of Clinical Nutrition, 59: 

1347-1361 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 

 

Table 1 Demographic, anthropometric, and clinical characteristics of the patients with 

multiple sclerosis (MS) and healthy individuals (controls).   

 Controls 

(n=218) 

MS patients 

(n=137) 
p value 

Sex n (%) 

Female 

Male 

 

152 (69.72) 

66 (30.28) 

 

91 (66.42) 

46 (33.58) 

 

0.515 

Ethnicity n (%) 

Caucasian 

No Caucasian 

 

174 (79.81) 

44 (20.19) 

 

112 (81.75) 

25 (18.25) 

 

0.653 

Age (years)  35.67 (±10.45)  42.68 (±13.43) <0.0001 

Body Mass Index (Kg/m2) 25.46 (±4.54) 24.68 (±5.46) 0.648 

Smoking n (%) 

No 

Yes 

 

194 (88.99 ) 

24 (11.01) 

 

121 (88.32) 

16 (11.68) 

 

0.846 

Other disease n (%) 

Hypertensive Yes/No 

 

27 (12.39) /191 (87.61) 

 

23 (16.79)/114 (83.21) 

 

0.245 

Diabetics Yes/No 32 (14.68) /186 (85.32) 21 (15.33)/ 116 (84.67) 0.867 

Clinical Forms n (%) 

Relapsing-remitting 

Progressive Forms 

 

--- 

--- 

 

97 (70.8) 

40 ( 29.2) 

 

EDSS (score) --- 3.28 (±2.35)  

Disease duration (years) --- 8.04 (±7.20)  

Therapy n (%) 

Interferon β (1a or 1b) 

Glatiramer acetate 

Fingolimode 

No treatment 

Natalizumab 

 

--- 

--- 

--- 

--- 

--- 

 

76 (55.5) 

30 (21.9) 

13 (9.5) 

11 (8.0) 

7 (5.1) 

 

Categorical data are expressed as absolute number (n) and percentage (%) and analyzed using Chi-square test; 

the continuous variables were expressed as mean ± standard deviation (SD); † These variables were processed 

in Ln transformation.; EDSS, Expanded Disability Status Scale 



62 

 

Table 2 Vitamin D status and oxidative stress blood markers in patients with multiple 

sclerosis and healthy controls. 

 Controls 

n=218 

MS patients 

n=137 

p value 

Vitamin D status  

25(OH)D < 20 ng/mL 

25(OH)D ≥ 20 ng/mL 

 

23 (10.55) 

195 (89.45) 

 

33 (24.08) 

104 (75.92) 

 

0.001 

25(OH)D (ng/mL) 29.71 (±9.17) 26.12 (±8.47) 0.002 

CL-LOOH (RLU) † 186.71 (±146.05) 195 (±153.42) 0.162 

AOPP (µmol/L of chloramine-

T equivalents) † 

142.16 (±56.77) 157.32 (±85.44) 0.121 

NOx (µM) † 34.84 (±27.39) 17.05 (±12.35) <0.0001 

TRAP (µM of Trolox/UA 

mg/dL) 

239.63 (±123.00) 182.89 (±59.44) <0.0001 

 

Categorical data are expressed as absolute number (n) and percentage (%) and analyzed using Chi-square test; 

the continuous variables were expressed as mean ± standard deviation (SD); † These variables are processed in 

Ln transformation; 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; CL-LOOH, Lipid hydroperoxide-initiated 

chemiluminescence; AOPP, Advanced oxidation protein product; NOx, Nitric oxide metabolites; TRAP/UA, 

Total radical-trapping antioxidant parameter/uric acid. 
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Table 3 Binary logistic regression age-adjusted between the presence of multiple sclerosis 

(MS) and the variables that were significant in the univariate analysis 

 
B S.E. Wald df p value OR 95% C.I. 

 

Age (year) 0.037 0.012 9.890 1 0.002 1.037 1.014 – 1.062 

 

25(OH) D (ng/mL) 

 

-0.042 0.017 5.856 1 0.016 0.959 0.927 – 0.992 

 

NOx (µM) 

 

-0.048 0.010 23.921 1 <0.0001 0.953 0.935 -0.972 

TRAP (µM of 

Trolox/UA mg/dL) 
-0.006 0.002 9.815 1 0.002 0.994 0.991 – 0.998 

 

25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; NOx, Nitric oxide metabolites; TRAP, Total radical-trapping antioxidant 

parameter/uric acid ratio. OR, odds ratio; CI, confidence interval  
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Table 4 Epidemiological, clinical and oxidative stress parameters of multiple sclerosis (MS) 

patients according to the vitamin D status  

 Vitamin D  

non deficient 

(n=104) 

Vitamin D  

Deficient  

(n=33) 

p value 

Age (years) 42.23 (±13.94) 44.14 (±11.70) 0.360 

Sex  

Female/Male 

 

68 (65.38)/36 (24.62) 

 

23 (69.70)/10 (30.30) 

 

0.648 

Ethnicity  

Caucasian/No Caucasian 

 

87 (83.65)/17 (16.35) 

 

28 (84.84)/5 (15.16) 

 

0.966 

BMI (Kg/m2) 26.07 (±5.71) 24.58 (±4.44) 0.199 

Smoking 

Yes/No 

 

11 (10.58)/93 (89.42) 

 

5 (15.15)/28 (84.85) 

 

0.364 

Disease duration (years)†  8.09 (±7.48) 7.89 (±7.19) 0.901 

Treatment 

Yes/No 

 

95 (91.35)/9 (8.65) 

 

31 (93.94)/2 (0.06) 

 

0.990 

Interferon β therapy 

Yes/No 

 

62 (59.62)/33 (40.38) 

 

14 (42.42)/15 (57.58) 

 

0.100 

EDSS (score)† 2.91 (±2.03) 4.41 (±2.91) 0.016 

25(OH)D (ng/mL) 29.41 (±6.80) 15.71 (±3.05) <0.0001 

CL-LOOH (RLU) † 199.70 (±134.63) 188.63 (±97.36) 0.876 

AOPP (µmol/L of 

chloramine-T equivalents)  
164.99 (±91.40) 133.83 (±58.95) 0.046 

NOx (µM) † 17.84 (±13.05) 14.61 (±9.7) 0.091 

TRAP (µM of Trolox/UA 

mg/dL) † 
178.51 (±56.71) 195.41 (±66.10) 0.322 

Categorical data are expressed as absolute number (n) and percentage (%) and analyzed using Chi-square or 

exact Fisher test; the continuous variables were expressed as mean ± standard deviation (SD); † These variables 

are processed in Ln transformation. 

25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; BMI, Body Mass Index; EDSS, Expanded Disability Status Scale; CL-

LOOH, Lipid hydroperoxide-initiated chemiluminescence; AOPP, Advanced oxidation protein product; NOx, 

Nitric oxide metabolites; TRAP/UA, Total radical-trapping antioxidant parameter/uric acid.
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Table 5 Odds ratio (95% confidence interval) of binary logistic regression analysis to evaluate the association between vitamin D 

deficient status and disability of patients with multiple sclerosis 

 

Vitamin D status Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 Model 5 Model 6 

Deficient  (<20.0 ng/mL) 
1.311 

(1.080-1.590) 

p=0.006 

1.387 

(1.086-1.771) 

p=0.009 

1.492 

(1.127-1.979) 

p=0.005 

1.531 

(1.143-2.049) 

p=0.004 

1.482 

(1.110-1.976) 

p=0.007 

1.380 

(1.030-1.843) 

p=0.031 

Non deficient (≥20 ng/mL) 1 

(Reference) 

1 

(Reference) 

1 

(Reference) 

1 

(Reference) 

1 

(Reference) 

1 

(Reference) 

 

Model 1, adjusted for Advanced oxidation protein product (AOPP) and nitric oxide metabolites (NOx); 

Model 2, additionally adjusted for age (years) and sex, body mass index levels (kg/m2), and ethnicity; 

Model 3, additionally adjusted for disease duration (years); 

Model 4, additionally adjusted for treatment (yes/no); 

Model 5, retired treatment e additionally for IFN (yes/no); 

Model 6, model 4 additionally adjusted for clinical forms (RR/Progressive).  
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Figure 1 Linear simple regression between Expanded Disability Status Scale (EDSS) score 

and serum 25 hydroxyvitamin D [25(OH)D] levels in multiple sclerosis patients with of 

vitamin D insufficient status (r2 = 0.115; p=0.002). 
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6 CONCLUSÕES 

 Os resultados obtidos na presente tese de doutorado permitem as seguintes 

conclusões: 

 Os níveis de albumina, TRAP, AOPP e NOx foram negativamente associados com EM;  

 Mesmo após o ajuste da idade, pacientes com as formas progressivas da EM apresentaram 

níveis séricos diminuídos de albumina e aumentados de  AOPP quando comparados aos 

pacientes com EM-RR;  

 Os níveis séricos de ferritina e hidroperóxidos lipídicos apresentaram associação positiva 

com EM e podem ser considerados preditores da doença; 

 Pacientes com EM apresentaram menores níveis séricos de 25(OH)D do que os controles, 

mesmo após ajuste da idade; 

 Pacientes com deficiência de vitamina D [(25(OH) < 20 ng/mL] mostraram aumento da 

incapacidade, avaliada pelo EDSS, comparados ao grupo de pacientes não deficientes de 

vitamina D [25(OH)D > 20 ng/mL]; no entanto, os pacientes com EM não apresentaram 

alteração significativa nos marcadores de estresse oxidativo e nitrosativo quado avaliados 

segundo o status de vitamina D (deficiente vs. não deficiente);     

 Uma associação negativa foi observada entre os níveis de 25(OH)D e EDSS, 

independente de fatores como estresse oxidativo (AOPP e NOx), sexo, idade, etnia, IMC, 

duração da doença, tratamento de EM, uso de IFN- β e formas clínicas da EM. Pacientes 

com deficiência de vitamina D apresentam uma razão de chance de 1,380 (com IC 95% 

de 1,030-1,843) de terem maior incapacidade do que os sem deficiência de vitamina D; 

 Os níveis séricos de 25(OH)D apresentaram associação negativa com o EDSS, sendo 

preditor de 11,5% do aumento de incapacidade nos pacientes com EM;     

 Os níveis séricos de 25(OH)D não diferiram entre os pacientes com as formas EM-RR e 

progressivas da EM.  

Os resultados sugerem que ferritina, albumina e marcadores do estresse 

oxidativo e nitrosativo como CL-LOOH, AOPP, TRAP e NOx foram preditores de 

diagnóstico de EM, enquanto albumina e AOPP foram preditores das formas clínicas da 

doença. Além disso, os dados sugerem que níveis diminuídos de 25(OH)D podem ser 

preditores de prognóstico e que a deficiência de vitamina D pode ser considerada um dos 

fatores que contribui para o aumento da incapacidade dos pacientes com EM, 
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independentemente do estado redox dos pacientes, sugerindo que a vitamina D exerça 

propriedades anti-inflamatórias e imunomuduladoras em diferentes vias envolvidas na 

fisiopatologia da EM.  
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

Não há consenso quanto aos níveis séricos recomendados e dose ótima de 

vitamina D para suplementação em pacientes com EM. Parece que altas doses de 

suplementação poderiam resultar em melhores desfechos na progressão da atividade da EM, 

mas ainda existe grande variabilidade entre os estudos e conclusões ainda não foram obtidas. 

Mais estudos envolvendo um maior número de pacientes são necessários para determinar 

como a suplementação de vitamina D afetaria a expressão de genes envolvidos na 

fisiopatologia da EM, os níveis séricos de marcadores inflamatórios, anti-inflamatórios e do 

estresse oxidativo e nitrosativo e a evolução clínica dos pacientes com EM. Além disto, 

avaliar como a suplementação de vitamina D poderia contribuir para melhorar a eficácia das 

atuais terapias convencionais disponíveis para o tratamento de pacientes com EM.      
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ANEXO A 

Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL 
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APÊNDICE A 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)  

 

Por favor, leia cuidadosamente este consentimento e não hesite em perguntar sobre qualquer 

dúvida que tenha.  

 

 Você está sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, de um projeto de pesquisa 

com o título “AVALIAÇÃO DE BIOMARCADORES BIOQUÍMICOS E DE ESTRESSE 

OXIDATIVO EM PACIENTES COM ESCLEROSE MÚLTIPLA”, coordenado pela 

professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche e com a participação de outros docentes 

pesquisadores da Universidade Estadual de Londrina. Cabe ao senhor (a) decidir se pretende 

participar ou não. Caso não tenha condições de ler e/ou compreender as informações contidas 

neste termo, o mesmo poderá ser assinado e datado por um membro da sua família ou 

responsável legal.  

Você está tendo a opção de participar de uma pesquisa que tem o objetivo de saber 

quantos pacientes com Esclerose Múltipla apresentam alterações no sangue como exames 

bioquímicos e os que compõem o estresse oxidativo, com ênfase no estudo da importância e 

ação dos radicais livres na Esclerose Múltipla. Para participar do projeto, será necessária a 

coleta dos dados como peso, altura e cálculo do índice de massa corpórea (IMC = peso/altura2); 

circunferência abdominal e medida de pressão arterial. Também será necessária a coleta uma 

pequena amostra de sangue (20mL) para realização das provas bioquímicas e avaliação do 

estresse oxidativo. A coleta dos dados e da amostra de sangue será efetuada no mesmo dia em 

que o senhor (a) será atendido pelo serviço especializado para a realização dos exames de rotina 

do monitoramento do seu tratamento. Não haverá necessidade de agendar outros dias para 

coletas específicas para este projeto de pesquisa.   

Os dados pessoais fornecidos e os resultados do exame realizado serão mantidos sob 

sigilo e somente serão utilizados para fins de pesquisa. Durante todas as etapas do projeto, os 

participantes serão identificados por um número codificado que será utilizado nas análises 

posteriores para garantir a preservação da integridade do indivíduo, garantir o anonimato e 

evitar a quebra de confidencialidade. Ao final do projeto, os resultados serão divulgados em 

forma de artigos científicos e comunicações em eventos científicos, sempre mantendo o sigilo 

da identidade dos participantes e as amostras de material biológico coletadas serão descartadas 

em local apropriado de descarte de material biológico (sangue, soro, plasma) dos laboratórios 

envolvidos, seguindo as normas de biossegurança padronizada no Hospital Universitário.        

Declara que está completamente esclarecido sobre a forma como a pesquisa será 

realizada, não tenho nenhuma dúvida sobre sua natureza e os procedimento, sem risco, aos quais 

será submetido. Declara também que está ciente de que sua participação é voluntária, de que 

será informado sobre os resultados dos exames realizados, de não terá nenhum ônus e de que 

poderá se recusar ou abandonar a pesquisa em qualquer momento sem que haja penalização ou 

prejuízo algum para seu atendimento e tratamento. Está ciente também que o seu tratamento 

continuará sendo conduzido pelo seu médico e que nenhum pagamento ou benefício será feito 

ao participante ou aos familiares pela participação no presente estudo.   

 

Eu estou disposto a participar dessa pesquisa e compreendi as condições acima descritas, 

concordo voluntariamente a participar desse estudo. 

Assinaturas 
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Paciente ou representante legal (caso o paciente esteja impossibilitado de assinar ou 

compreender o conteúdo deste TCLE 

Nome:__________________________________________________________ 

Assinatura:     ___________________________________________________ 

Local e data:    __________________________________________________ 

 

 

Profissional que obteve o TCLE 

Nome:_________________________________________________________ 

Assinatura: _____________________________________________________ 

Local e data: ___________________________________________________ 

 

Pesquisador responsável 

Nome: Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche 

Endereço: Departamento de Patologia, Análises Clínicas do Centro de Ciências da Saúde, 

Hospital Universitário de Londrina. Av. Robert Koch, 60, Vila Operária, CEP 86038-440. 

Fone: 43-3371-2321 (Imunologia) 

 

Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina     Fone: 

43-3371-2490 
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APÊNDICE B 

Questionário para coleta de dados demográficos, clínicos e terapêuticos  

Dados demográficos Nº no projeto: 

Nome  

Endereço  Telefone:  

Data de nascimento  

Imunomodulador  (   ) IFN-β1a    (   ) IFN-β1b    (   ) Glatiramer    (   ) Natalizumab   

Corticóide (   ) Pulsoterapia   (   ) Corticóide oral                 mg 

Outros medicamentos   

Doenças associadas  

Etnia (   ) Caucasiano      (  ) Negro     (   ) Mulato     (   ) Asiático   

Cor da pele (   ) Branca    (   ) Negra    (   ) Pardo     (   ) Amarela      

Exposição solar diária (    ) Não se expõe ao sol diariamente 

(    ) Baixa exposição ( ≤ 20 min/dia ) 

(    ) Exposição solar adequada (> 20 min/dia) 

Usa protetor solar? (   ) Sim  (   ) Não       Frequência 

Tabagismo (    ) Sim          (     ) Não 

Consumo de álcool (    )  Sim         (     ) Não 

Profissão  

 

Hábitos de dieta 

(   ) Suplementação alimentar  (   ) Antioxidante   (   ) Vitamina   

(   ) Dieta específica 

Obs.: 

Dados Clínicos 

IMC: Peso:  Altura: Circunferência: 

Forma clínica (  ) RR     (  ) SP     (  ) PP     (  ) CIS     (  ) não definida 

EDSS 2013  

Atividade da doença (  ) Remissão    (  ) Surto       N° de surtos/ ano:  

 

RMN 

N° lesões: (  ) Gd+    (  ) Gd- Data RMN: 

Local: 

Tipo de RMN: 

Inflamação/ Infecção (   ) Sim    (   ) Não Qual? 

Pós Menopausa (   ) Sim    (   ) Não Data última menstruação: 

 




