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Eu, Cristina Gonzales, tradutora publica e intérprete comercial, certifico e dou fé, para os devidos fins, que
me foi apresentado um documento no idioma INGLES, em PDF, que passo a traduzir para o vernaculo no
seguinte teor:
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A autoimunidade tem sido associada a deficiéncia e resisténcia da vitamina D, com polimorfismos
genéticos relacionados ao metabolismo de vitamina D frequentemente descritos em pacientes afetados.
Altas doses de vitamina D3 podem compensar a resisténcia herdada aos seus efeitos bioldgicos. Este
estudo teve como objetivo avaliar a eficacia e a seguranga do tratamento prolongado de alta dosagem de
vitamina D3 em pacientes com psoriase ¢ vitiligo. Nove pacientes com psoriase ¢ 16 pacientes com
vitiligo receberam vitamina D3 35.000 UI uma vez por dia durante seis meses em associagdo com uma
dieta de baixo céalcio (evitando laticinios e alimentos enriquecidos com calcio, como “leite” de aveia,
arroz ou soja) e hidratagdo (minimo de 2,5 L diarios). Todos os pacientes com psoriase pontuaram de
acordo com o “indice da gravidade da psoriase por area” (PASI) na referéncia e apds o tratamento. A
avaliacdo da resposta clinica dos pacientes com vitiligo exigiu uma escala de classificacdo de quartis.
Todos os pacientes apresentaram baixos niveis de vitamina D (soro 25(OH)D3 < 30 ng/mL) na
referéncia. Apds o tratamento, os niveis de 25(OH)D3 aumentaram significativamente (de 14,9 + 7,4
para 106,3 = 31,9 ng/mL e de 18,4 + 8,9 para 132,5 £ 37,0 ng/mL) e os niveis de PTH diminuiram
significativamente (de 57,8 + 16,7 para 28,9 + 8,2 pg/mL e de 55,3 + 25,0 para 25,4 £ 10,7 pg/mL) em
pacientes com psoriase e vitiligo, respectivamente. Concentragdes de soro de PTH e 25(OH)D3
correlacionadas inversamente. O escore PASI melhorou significativamente em todos os nove pacientes
com psoriase. Catorze dos 16 pacientes com vitiligo apresentaram de 25-75% de repigmentagdo. A ureia
sérica, creatinina e calcio (total e ionizado) ndo mudaram e a excregdo urindria de calcio aumentou dentro
da faixa normal. A terapia de vitamina D3 de alta dosagem pode ser eficaz e segura para pacientes com
vitiligo e psoriase.
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Introduciao

O hormoénio esteroide conhecido como a forma ativa de vitamina D (“calcitriol”, “1,25-1,25-
dihidroxicholecalciferol” ou “1,25(OH)2D”) gera uma ampla gama de respostas biologicas. O genoma
humano possui 2.776 posi¢des ocupadas pelo VDR; cerca de 10% dos genes humanos sdo, portanto, direta
e/ou indiretamente responsivos a vitamina D.! Da mesma forma, diversas células humanas (incluindo osso,
co6lon, mama, prostata, pele, musculo, vaso sanguineo, cérebro e células imunes) expressam a enzima 25-
hidroxivitamina D-1 a-hidroxilase (CYP27B1), indicando que a sintese intracrina e paracrina extra-renal
1,25(0OH)2D3 pode afetar criticamente as atividades de muitos tecidos e 6rgdos.>* Nesse ponto, os dados
cumulativos associaram baixos niveis de vitamina D (como avaliado pela medi¢ao de “25-hidroxivitamina
D3” ou “25(OH)D3”— a principal forma de circulacdo da vitamina D) ndo s6 para raquitismo e
osteoporose, mas também para um numero crescente de doengas prevalentes, incluindo doengas
autoimunes, infecciosas e cardiovasculares, hipertensio, diabetes e cnceres mortais.>>”’

Contrastando com a importancia fisiopatologica de 1,25(OH)2D3, a deficiéncia de vitamina D é uma
epidemia mundial pouco reconhecida entre criangas e adultos.? Exposi¢do solar regular e moderada (a inica
fonte natural significativa de vitamina D para a maioria dos individuos) ¢ atualmente incomum devido ao
estilo de vida em ambientes fechados (indoor), a prevencao a exposi¢do solar e ao uso indiscriminado do
protetor solar.” Embora haja evidéncias que indicam que as doses fisiologicas devem estar mais proximas
das alcangadas por alguns minutos diarios de exposi¢do da pele a luz solar,” a IDR atualizada (de 200 para
600 UI por dia) pelo Institute of Medicine em 2010® permanece muito menor do que isso,’ e € inferior as
doses didrias necessarias para corrigir a deficiéncia de vitamina D na maioria dos individuos.’

*Correspondéncia para: Cicero G. Coimbra; E-mail: coimbracg.nexp@epm.br
Apresentado: 29/01/2013; Revisado: 10/04/2013; Aceito: 25/04/2013
http://dx.doi.org/10.4161/derm.24808
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Figura 1. Cinética enzimatica de trés variantes polimodrficas hipotéticas de 25-hidroxivitamina D-1 a-
hidroxilase (CYP27B1), “A”, “B” e “C”. Algumas variantes previsivelmente apresentam diminui¢ao da
afinidade pelo substrato (aumento da Km) e/ou diminui¢do da Vms, exigindo uma concentragdo de
substrato suprafisiologico para alcancar uma taxa fisioldgica de transformacao de substrato. As variantes
polimorficas “B” e “C” requerem concentragdes plasmaticas mais elevadas de 25-hidroxivitamina D
(“x2” e “x3” respectivamente) para alcangar a taxa “y” da sintese da 1,25-dihidroxivitamina D do que a
Km (“x17) da variante enzimatica “A”. Comparada com “A” ou “B”, a variante polimorfica “C” requer
uma concentracdo plasmatica muito maior de 25-hidroxivitamina D para compensar uma atividade
intracelular reduzida e alcangar concentracdes fisiologicas de 1,25-dihidroxivitamina D dentro das
células imunes.

Doses diarias mais altas podem ser particularmente criticas para controlar a atividade de doencas
autoimunes. Dados cumulativos nos tltimos 30 anos estabeleceram os efeitos regulatdrios da vitamina D
em respostas imunes inatas e adaptativas,'®!! e niveis circulantes de 25(OH)D3 inversamente relacionados
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a atividade da doenc¢a autoimune.'*'® A¢des intricrinas e pardcrinas de 1,25(0OH)2D3 sintetizadas dentro
de células imunes podem controlar a ativa¢do inadequada de células produtoras de interleucina-17?% — a
resposta aberrante Th17, que pode desempenhar um papel patogénico importante em multiplas doengas
inflamatdrias e autoimunes.?® Evidéncias cumulativas também indicam que a vitamina D promove — por
mecanismos diretos e indiretos — células T reguladoras (Treg) que inibem uma variedade de respostas
imunes inadequadas (inatas e adaptativas) subjacentes a doenga autoimune.?!*’

As estimativas das exigéncias diarias de vitamina D3 para pacientes com doengas autoimunes devem levar
em conta as consequéncias funcionais dos polimorfismos genéticos relacionados ao metabolismo da
vitamina D. Por exemplo, as altera¢des polimorficas da enzima CYP27B1 associadas a autoimunidade®®?
previsivelmente resultam em uma resisténcia relativa a vitamina D, ou seja, um nivel mais alto de circulagao
25(OH)D3 necessario para alcangar concentragdes normais de 1,25(OH)2D3 dentro das células imunes.
Enquanto a K, in vivo da enzima normal excede a variagdo da concentragio fisiologica de 25(OH)D3,3%3!
uma variante polimoérfica pode ter uma Ky, mais alto (diminui¢do da afinidade com o substrato) e/ou uma
Vmax inferior, exigindo maiores concentragdes de substrato para alcancar uma taxa fisiologica de formagao
do produto (Fig. 1). Polimorfismos genéticos frequentes e variabilidade ampla (dez a cem vezes) na
expressdo enzimatica da superfamilia citocromo P450 de enzimas (CYPs) sdo comuns e podem modificar
consideravelmente a atividade enzimadtica, causando grande variabilidade interindividual na taxa de
formag¢do do produto.’*3% Portanto, um individuo portador de um polimorfismo CYP27B1 pode ser
propenso a desenvolver autoimunidade ao manter concentragdoes de 1,25(OH)2D3 dentro das células
imunes que sdo insuficientes para os efeitos tolerogénicos totais da intracrina e paracrina desta poderosa
molécula de esteroides. Altas doses de vitamina D3 levando a faixa suprafisiologica de circulagdo de
25(0OH)D3 podem compensar esse estado genético relacionado a deficiéncia relativa de vitamina D,
estabelecendo assim tolerancia aos auto-antigenos.

Doses que variam até 40.000 Ul/dia de vitamina D3 provavelmente sdo seguras para individuos
saudaveis,*®*’ e polimorfismos enzimaticos que afetam o metabolismo da vitamina D podem aumentar a
tolerabilidade em pacientes com doengas autoimunes. Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia
terapéutica e a seguranga de uma dose diaria de 35.000 UI de vitamina D3 administrada com dieta de baixo
calcio por 6 meses para pacientes com psoriase ¢ vitiligo.

Resultados

Individuo: As caracteristicas fisicas dos 25 pacientes que participaram deste estudo estdo mostradas na
Tabela 1.

Parametros laboratoriais. Como mostrado nas Tabelas 2 e 3 e Figuras 2 e S, todos os pacientes
apresentaram baixos niveis de referéncia de 25(OH)D3 (< 30 ng/mL ou < 75 nmol/L), com média de 14,9
+ 7,4 ng/mL no grupo com psoriase ¢ média de 18,4 £+ 8,9 ng/mL em pacientes com vitiligo. Apos 6 meses
de tratamento com vitamina D3 (35.000 UI por dia), os niveis de 25(OH)D3 aumentaram
significativamente, a 106,3 + 31,9 ng/mL no grupo com psoriase (p < 0,0001, Teste de Postos Sinalizados
de Wilcoxon) e 132,5 + 37,0 ng/mL em pacientes com vitiligo (p < 0,0005, Teste de Postos Sinalizados de
Wilcoxon).

As concentragdes de referéncia de PTH foram de 57,8 = 16,7 pg/mL no grupo com psoriase e 55,3 &+ 25,0
pg/mL em pacientes com vitiligo. Apds 6 meses de tratamento com vitamina D3, os niveis de PTH
diminuiram significativamente, a 28,9 £+ 8,2 pg/mL no grupo com psoriase (p = 0,0039, Teste de Postos
Sinalizados de Wilcoxon) e 25,4 = 10,7 pg/mL em pacientes com vitiligo (p = 0,0005, Teste de Postos
Sinalizados de Wilcoxon) (Tabelas 2 e 3, Fig. 2 e 5).

A andlise estatistica revelou uma correlagdo negativa entre os niveis de 25(OH)D3 e PTH (r =-0,6753,p =
0,0153 no grupo com psoriase; r = -0,5091, p = 0,0015 em pacientes com vitiligo, correlagdo de Pearson).
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A regressdao linear também revelou correlacdo negativa entre esses dois parametros utilizando dados
coletados na referéncia e resultado de 6 meses (Fig. 2 e 5, r? e valores-p indicados).

As concentragdes de calcio sérico, ureia e creatinina (total e ionizado) ndo diferem significativamente dos
valores da referéncia apds 6 meses de tratamento de alta dosagem de vitamina D3 (Tabelas 2 e 3; Fig. 3 e
6; Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon).

A excrec¢do urindria de célcio aumentou significativamente em 6 meses de tratamento de vitamina D3 em
ambos os grupos de 123,6 + 60,0 mg/24 h para 226,8 = 41,6 mg/24 h no grupo com psoriase (p = 0,0039,
Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon) e de 158,3 &+ 73,6 mg/24 h a 230,1 + a 81,4 mg/24 h no grupo
com vitiligo (p = 0,0239, Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon), mas permaneceu dentro da faixa
normal (Tabelas 2 e 3; Fig. 3 e 6). A analise estatistica revelou correlagdo positiva entre excregao urinaria
de calcio e os niveis de 25(OH)D3 em ambos os grupos de pacientes (r = 0,5372, p = 0,0108 no grupo com
psoriase; r = 0,3972, p = 0,0122 em pacientes com vitiligo, correlacdo de Pearson). A regressao linear
também revelou correlagdo negativa entre esses pardmetros (Fig. 3 e 6, r? ¢ valores-p indicados).

Resultado clinico. A condicdo clinica de todos os pacientes com psoriase (n = 9) melhorou
significativamente durante o tratamento (Fig. 4 e 8; p = 0,0023, Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon)
A analise estatistica revelou correlagdo negativa entre o escore PASI e os niveis de 25(OH)D3 (r =-0,5614,
p = 0,0011, correlacdo de Pearson). A regressdo linear também demonstrou correlagdo entre esses
parametros (Fig. 4, r? e valores-p indicados).

Dois dos 16 pacientes com vitiligo ndo apresentaram repigmentagdo das areas afetadas; quatro pacientes
apresentaram 1-25% de repigmentagdo, cinco pacientes apresentaram 26-50% de repigmentacdo, cinco
pacientes apresentaram 51-75% de repigmentagdo e nenhum apresentou mais de 75% de repigmentagao
das areas afetadas (Fig. 7 e 9).

Discussao

Trata-se de um ensaio aberto em que todos os pacientes com psoriase ou vitiligo receberam tratamento oral
com 35.000 Ul de vitamina D por dia durante seis meses associados a medidas preventivas (restri¢ao parcial
de calcio dietético e hidratagdo diaria de pelo menos 2,5 L). O tratamento proporcionou beneficio para 9 de
9 pacientes com psoriase ¢ para 14 de 16 pacientes com vitiligo.

Uma abordagem controlada com placebo foi evitada por razdes éticas Dados cumulativos implicaram
deficiéncia de vitamina D na fisiopatologia de vitiligo®®*° e psoriase.?**! Deficiéncia de vitamina D (niveis
deficientes de um potente hormdnio esteroide que modula centenas de genes humanos) também aumenta o
risco de desenvolver ou agravar uma miriade de transtornos graves de saude,' incluindo cancer*? ou morte
por eventos cardiovasculares.** Administrar placebo a pacientes com deficiéncia de vitamina D por causa
da randomizagdo pode ndo ser eticamente aceitdvel.***3 Os potenciais participantes da pesquisa ndo
correriam o risco de serem designados ao grupo controle se informados sobre a associacao dos niveis de
vitamina D e atividade da doenca. Por outro lado, omitir intencionalmente informagdes essenciais para
facilitar o consentimento ao tratamento com placebo pode implicar desrespeito 4 autonomia do paciente*®
e violagdo do principio da beneficéncia por parte do médico.*” Além disso, restaurar os niveis intracelulares
fisiologicos de um potente hormdnio esteroide (aumentando a disponibilidade de substrato a sua enzima de
ativacdo polimorfica) deve ser considerada como uma boa pratica médica.

Tabela 1. Caracteristicas dos individuos do estudo

Z Vitiligo Psoriase
Idade (a = DP) 492 +11,9 453+122
Sexo (N) 3 4
M 13 5
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F
IMC + DP (Kg/m2) 26,6 + 4,4 27,0 +4,0
Fototipo cutianeo de N) N)
Fritzpatrick
I 0 1
11 0 2
111 11 3
v 4 3
\% 1 0
VI 0

IMC, indice de massa corporal; a, anos; N, nimero de individuos; DP, desvio padrao.

Tabela 2. A concentragdes de soro de 25(OH)D3, PTH, calcio total, calcio ionizado, ureia e creatinina e
estado clinico de nove pacientes com psoriase na referéncia e apds o tratamento com vitamina D (35.000
Ul por dia por 6 meses)

Parametro Periodo de Referéncia 6 meses Valor-p *
(faixa normal) (média £ DP) (média = DP)
25(OH)D3 149+ 7,4 106,3 + 31,9 <0,0001
(30-100 ng/mL)
PTH
(8-74 pg/mL) 57,8+16,7 28,9 +8,2 0,0039
Calcio Sérico 9,7+0,7 9,4+0,7 0,1641
(8,4-11 mg/dL)
Calcio ionizado 1,4+0,3 1,2+0,2 0,1641
(1,10-1,40 mmol/L)
Cilcio Urinario 123,6 + 60,0 226,8 £ 41,6 0,0039
(100-300 mg/24h)
Ureia 358+£83 28,9+9,8 0,1289
(<50 mg/dL)
Creatinina 0,9+0,2 0,8+ 0,2 0,6406

(0,7-1,5 mg/dL)
* Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon.

Nao foram observados sinais laboratoriais ou clinicos de toxicidade (hipercalcemia, hipercalcitria ou
disfuncdo renal) em nenhum dos 25 participantes, incluindo um paciente com vitiligo que atingiu uma
concentragdo de soro de 25(OH)D3 de 202,2 ng/mL (504,49 mmol/L). Considerando que 25(OH)D3 tem
uma meia-vida de 15 dias *® essas altas concentra¢des de 25(OH) D3 foram alcangadas em dois meses ¢
sustentadas nos ultimos quatro meses de tratamento sem efeitos colaterais. Até onde sabemos, esta ¢ a maior
dose de vitamina D3 administrada terapeuticamente a pacientes com doengas autoimunes diariamente por
varios meses. Esses achados sdo consistentes com o ponto de vista de que as concentragdes de soro
25(OH)D inferiores a 750 nmol/L (300 ng/mL) sdo improvaveis de causar toxicidade.* O aprimoramento
da imunidade inata e adaptativa® ¢ uma vantagem significativa da terapia de vitamina D3 de alta dosagem
para doengas autoimunes com relagdo ao tratamento atual com imunossupressores.

Tabela 3. A concentragdes de soro de 25(OH)D3, PTH, calcio total, calcio ionizado, ureia e creatinina e
estado clinico de 16 pacientes com vitiligo na referéncia e apds o tratamento com vitamina D (35.000 Ul
por dia por 6 meses)

Parametro Periodo de Referéncia 6 meses Valor-p *
(faixa normal) (média + DP) (média = DP)
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25(OH)D3 18,4+ 8.9 132,5+ 37,0 0,0005
(30-100 ng/mL)
PTH 55,3 +£25,0 25,4 +10,7 0,0005
(8-74 pg/mL)
Calcio Sérico 9,2+0,3 9,2+0,3 0,7615
(8.4-11,0 mg/dL)
Calcio ionizado 1,2+0,2 1,2+0,1 0,5417
(1,10-1,40 mmol/L)
Cilcio Urinario 158,3+ 73,6 230,1 + 81,4 0,0239
(100-300 mg/24h)
Ureia 35,5+7,2 33,9+9.9 0,7148
(<50 mg/dL)
Creatinina 0,9+0,2 09+0,2 0,5016

(0.7-1,5 mg/dL)
* Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon

A suplementacdo de alta dosagem de vitamina D3 para pacientes com doencas autoimunes ¢
concebivelmente vantajosa ao longo do tratamento de 1,25 (OH)2D3 com relagdo a efeitos calcémicos mais
baixos e controle mais eficiente da autoimunidade. A administragdo de 1,25(OH)2D3 ou 1,25(0OH)2D3
analogos ultrapassa mecanismos regulatdrios criticos relacionados aos efeitos calciotropicos da vitamina D
estimulando diretamente o VDR intestinal e a absor¢ao de calcio. Em contrapartida, a administracdo de
vitamina D3 aumenta as concentragdes circulantes de 25(OH)D3, que entdo enfrenta diferentes mecanismos
de controle renal e extra-renal para expressio e atividade da enzima 1 a-hidroxilase.*! A 1 a-hidroxilase
renal sofre uma sub-regulacdo na resposta (associado com suprarregulacdo da 24-hidroxilase) com a
produgdo de 1,25 (OH)2D3 e 1,25(0OH)2D3 também estd sob controle rigoroso de outros hormonios
reguladores de calcio e fosfato (PTH e FGF23).’! Por outro lado, a disponibilidade de 25(OH)D3 para
células imunes (a produgdo da qual ndo é fortemente controlada pelo figado)®” pode ser o determinante
primario da quantidade de 1,25(OH)2D3 produzida para os efeitos intracrinos e paracrinos em locais de
inflamacdo,*® onde a expressdo local de citocinas pode, em vez disso, facilitar a conversdo de 25(0OH)D3
induzindo a expressio de 1 a-hidroxilase.’!?

A hipervitaminose D esta associada a suprarregulacdo do VDR intestinal ¢ ao aumento da absor¢do de
calcio dietético.”® Uma dieta de baixo calcio protege contra a toxicidade da vitamina D, ndo apenas pela
reducdo da disponibilidade de calcio para absor¢do gastrointestinal, mas também pela facilitacdo da
inativa¢do da vitamina D em locais relacionados ao metabolismo do calcio.’” Redugdo do calcio intestinal
por restricdo alimentar do leite, laticinios e alimentos enriquecidos com célcio (como “leite” de aveia, arroz
ou soja) contribuiram para minimizar os efeitos calciotropicos das altas doses diarias de vitamina D3 no
presente estudo. O aumento da absor¢do gastrointestinal de calcio é parcialmente responsavel pela
hipercalcemia na intoxicac¢do por vitamina D e uma baixa ingestdo de calcio dietético reduz gradualmente
o calcio sérico nesses pacientes.** Dados preliminares (ndo mostrados) obtidos de pacientes tratados com
doses progressivamente maiores de vitamina D3 até 35.000 Ul diariamente mostraram que a adogdo de
recomendagdes alimentares tdo facilmente compreensiveis reduziu o calcio urinario dos niveis elevados
limitrofes (cerca de 400 mg ou 10 mmol por dia, com célcio sérico sustentado na faixa normal superior) a
valores dentro da faixa normal sem alterar a dose diaria de vitamina D. Outra restri¢do do célcio dietético
(evitando também alimentos preparados com leite, como puré de batatas, paes, bolos e bolachas) reduziu o
calcio urinario para niveis abaixo do limite inferior da faixa normal adotada pelo laboratorio local (100 mg
ou 2,5 mmol por dia) enquanto o calcio sérico permaneceu em torno do limite inferior (8,6 mg/dL ou 2,15
mmol/L).

Juntos, esses dados sugerem que a restricdo parcial de calcio dietético previne eficientemente a
hipercalcemia e a hipercalciuria, controlando a disponibilidade gastrointestinal de calcio sob o efeito
calciotropico do paradigma de tratamento empregado em pacientes com psoriase e vitiligo neste estudo. A
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potencializacdo da atividade osteocldstica no osso por niveis farmacologicamente altos de 25(OH)D3
competindo pela vinculagdo ao VDR € um mecanismo reconhecido de hipercalcemia na intoxicagdo por
vitamina D.>”% As altas doses didrias de vitamina D3 administradas para 6 meses neste estudo, no entanto,
ndo parecem ter significativamente melhorado a atividade osteoclastica em pacientes com psoriase e
vitiligo, uma vez que a restri¢ao parcial do calcio dietético impediu a hipercalcemia e a hipercalciuria de
forma eficiente.

Em comparacdo com este estudo, pesquisas de acompanhamento de longo prazo devem procurar efeitos
colaterais potenciais ainda desconhecidos relacionados ao tratamento de alta dosagem de vitamina D3 de
uma amostra maior de individuos com doencas autoimunes. Estudos futuros também devem visar
desenvolver um método para definir a dose diaria especifica que compense polimorfismos genéticos e
outras caracteristicas distintas, proporcionando o maior efeito terap€utico contra a autoimunidade sem
causar efeitos colaterais como hipercalcemia/hipercalcitria devido a atividade osteocléstica aprimorada. A
dose individual necessaria para alcangar os efeitos biologicos ideais da vitamina D pode estar relacionada
ndo apenas a um Unico poliformismo genético, mas também a polimorfismos genéticos multiplos que
afetam as hidroxilases de vitamina D, DBP e/ou VDR,*, bem como ao peso corporal, gordura corporal,
idade, cor da pele, estagdo, latitude e habitos de exposigdo solar;* efeito terapéutico ideal na autoimunidade,
além disso, deve exigir doses farmacoldgicas, muito superiores as necessarias para medidas preventivas.
Todas as intervencdes utilizando alta dosagem de vitamina D3 até agora aplicadas para tratar doengas
autoimunes, incluindo a atual, utilizaram doses arbitrariamente selecionadas, sem levar em conta a potencial
grande variabilidade da resisténcia aos beneficios e efeitos colaterais da vitamina D entre os pacientes
participantes do ensaio clinico. Tal abordagem de pesquisa uniforme impede o desenvolvimento de um
protocolo racional para estabelecer a dose diaria ideal de vitamina D para cada paciente, o que melhoraria
tanto a seguranca quanto a eficacia terapéutica no cendrio clinico. Em ultima andlise, com todas essas
multiplas variaveis interagindo no mesmo organismo, a concentracdo sérica de PTH pode ser o melhor
indicador biologico para a configuracdo individual da dose terap€utica ideal de vitamina D3 para o
tratamento de doengas autoimunes. Uma medi¢ao isolada da concentragdo de PTH sérico ndo fornece um
parametro auxiliar confidvel para estimar a dose de vitamina D3 necessaria para o controle ideal da
autoimunidade. O efeito de aumento do PTH na produgéo renal de 1,25(OH)2D3 diminui com a idade,’
para que pacientes jovens possam sustentar uma absorgao gastrointestinal eficiente de calcio sem elevar o
PTH a faixa normal superior ou acima em contraste com adultos mais velhos ou idosos. Por outro lado, a
magnitude da diminui¢do da concentragdo de PTH sérico, do valor basal ao nivel alcangado ap6s um
periodo de tratamento, pode fornecer uma estimativa razoavel de quanto a dose diaria inicial de vitamina
D3 deve ser aumentada para reduzir os niveis de PTH sérico para a faixa de referéncia mais baixa. Um
periodo de pelo menos 2 meses deve ser permitido entre as duas medidas de PTH sérico, considerando que
25(0OH)D3 tem uma meia-vida de 15 dias.*® Usando o nivel PTH como indice auxiliar de resposta
terapéutica requer uma dieta apenas parcialmente restrita em calcio (como a descrita neste estudo) uma vez
que a restrigdo excessiva da ingestdo de calcio manteria o aumento da reabsor¢do Ossea para preservar a
normocalcemia, com isso limitando ou prevenindo a queda de PTH induzida por vitamina D3. Evitar doses
excessivamente altas de vitamina D3 capazes de suprimir PTH e medir periodicamente a densidade ossea,
por outro lado, pode indicar que os niveis de 25(OH)D3 provavelmente ndo atingiram concentragdes
circulantes capazes de aumentar a atividade osteoclastica. De acordo com essa visdo, as redugdes de PTH
observadas com soro normal sustentado e calcio urinario apds 6 meses de tratamento, seja em pacientes
com psoriase (de 57,8 + 16,7 pg/mL para 28,9 + 8,2 pg/mL) ou vitiligo (de 55,7 pg/mL 3 + 25,0 pg/mL a
25,4 + 10,7 pg/mL) nao atingiram o limite inferior da faixa de referéncia (8-74 pg/mL), sugerindo que
poderiam obter beneficio terapéutico adicional de doses ainda maiores de vitamina D3 do que as utilizadas
no presente estudo sem comprometer a seguranca do tratamento.
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Figura 2. Concentragdes de soro de 25(OH)D3 ¢ PTH em pacientes com psoriase antes ¢ depois do
tratamento com vitamina D (35.000 Ul por dia durante 6 meses). (A) Grafico mostrando as concentragdes
de soro de 25(OH)D3 antes e depois do tratamento. (B) O mesmo para as respectivas concentracdes de
PTH sérico. Nivel de significancia (Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon) indicado em (A) e (B).
(C) Concentragoes de soro de 25(OH)D3 e PTH, respectivamente, aumentaram e diminuiram durante o
tratamento. (D) A regressdo linear do soro PTH nas concentragcdes de soro 25(OH)D3 ¢ significativa
(nivel de significincia e valor r* sio mostrados; as linhas tracejadas representam os 95% de Cls para a

linha de regressao linear; as referéncias e valores para 6 meses sdo respectivamente mostrados como
circulos vazios e preenchidos).

Em resumo, o presente estudo sugere que, pelo menos para pacientes com doengas autoimunes como
vitiligo e psoriase, uma dose diaria de 35.000 UI de vitamina D é uma abordagem terap€utica segura e
eficaz para a redugdo da atividade da doenga. O calcio dietético limitado ao evitar laticinios e alimentos
enriquecidos com calcio — como “leite” de aveia, arroz ou soja e hidratagdo minima (2,5 L por dia) garante
a seguranga. Novas pesquisas devem investigar se a magnitude da redugdo do PTH pode ser um marcador
valioso para a defini¢do individual de doses diarias maximas de vitamina D em doencgas autoimunes.
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Figura 3. Graficos (A), (B), (C), (D), (F), respectivamente, que mostram as concentragdes de calcio
sérico, a excrecdo de calcio urinario de 24 h, ureia sérica e creatinina sérica em pacientes com psoriase
antes e depois do tratamento com vitamina D (35.000 UI por dia durante 6 meses), com uma diferenca
significativa pré- e pos-tratamento encontrada apenas para excre¢do de calcio urinario de 24 horas (Teste
de Postos Sinalizados de Wilcoxon). (D) A regressdo linear da excregdo urinaria de calcio de 24 h nas
concentragdes de soro 25(0OH)D3 ¢ significativa (nivel de significincia e valor r* sdo mostrados; as linhas
tracejadas representam os 95% de Cls para a linha de regressdo linear; as referéncias e valores para 6
meses s30 respectivamente mostrados como circulos vazios e preenchidos).

Materiais e Métodos

Individuos: O Comité de Etica do Hospital Heliopolis (Sdo Paulo) e o Comité de Etica da Universidade
Federal de Sao Paulo aprovaram este protocolo de estudo (registrado perante CONEP sob o n° 0356/08).
Todos os pacientes deram consentimento oral e por escrito antes da inclusdo no estudo.

O estudo incluiu nove pacientes com psoriase e 16 pacientes com vitiligo de dois ambulatdrios de Sdo Paulo
— a Clinica de Dermatologia do Hospital Heliopolis e a Clinica de Medicina Interna da Universidade
Federal de Sao Paulo. Os individuos eram homens ou mulheres maiores de 18 anos. O protocolo de estudo
excluiu (1) pacientes em tratamento com os diuréticos tiazida ou litio para evitar intera¢cdes medicamentosas
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e vitamina D no metabolismo do célcio;*® (2) pacientes que tomam medicamentos indutores de psoriase ou
vitiligo;*>%° (3) pacientes com comprometimento cognitivo; (d) Pacientes com insuficiéncia renal e (4)
pacientes com calcio/calcitria elevado ou hiperparatireoidismo primario.
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Figura 4. O escore PASI em pacientes com psoriase antes ¢ depois do tratamento com vitamina D
(35.000 UI por dia durante 6 meses). (A) Os perfis temporais individuais do escore P.A.S.I. durante o
tratamento apresentando melhora clinica em todos os pacientes. (B) A regressdo linear do escore P.A.S.I.
com relagdo a concentragdo de 25(OH)D3 ¢ significativa (nivel de significAncia e valor r? sio mostrados;
as linhas tracejadas representam os 95% de ClIs para a linha de regressao linear; as referéncias e valores
para 6 meses sdo respectivamente mostrados como circulos vazios e preenchidos).
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Figura 5. As concentragdes de soro de 25(0OH)D3 e PTH em pacientes com vitiligo antes e depois do
tratamento com vitamina D (35.000 UI por dia durante 6 meses). (A) Grafico mostrando as concentragdes
de soro de 25(0OH)D3 antes e depois do tratamento. (B) O mesmo para as respectivas concentragdes de
PTH sérico. Nivel de significancia (Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon) indicado em (A) e (B).
(C) As concentragoes de soro de 25(OH)D3 e PTH, respectivamente, aumentaram e diminuiram durante
o tratamento. (D) A regressdo linear de soro PTH nas concentragdes de soro de 25(OH)D3 ¢ significativa
(nivel de significancia e valor r? sdo mostrados; as linhas tracejadas representam os 95% de Cls para a
linha de regressao linear; as referéncias e valores para 6 meses sdo respectivamente mostrados como
circulos vazios e preenchidos).

Projeto: Trata-se de um ensaio aberto em que todos os pacientes receberam tratamento oral com 35.000
Ul de vitamina D (1,75 ml de uma solugdo de dleo de girassol de 20,000 Ul/mL) por dia. Sempre que
presentes, os tratamentos padrdo nao foram alterados. Seguindo as instru¢des, todos os pacientes excluiram
leite e laticinios (bem como alimentos fortificados com calcio, como leite de soja, aveia ou arroz) de sua
dieta e ingeriram pelo menos 2,5 L de liquido por dia para evitar, respectivamente, absorgao excessiva de
calcio intestinal e calcio urinario concentrado. A suplementacdo de calcio ndao foi permitida. O
aparecimento de sintomas sugestivos de hipercalcemia (aumento da sede, prisdo de ventre, ndusea, vomito)
exigiria a realizacdo de exames laboratoriais extras. Consultas regulares de acompanhamento médico
garantiram o cumprimento da restricdo alimentar e da ingestao de fluidos.
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Figura 6. Graficos (A), (B), (C), (D), (F), respectivamente, mostrando concentragdes de calcio sérico,
excrecao de calcio urinario de 24 h, ureia sérica e creatinina sérica em pacientes com vitiligo antes e
depois do tratamento com vitamina D (35.000 Ul por dia durante 6 meses), com uma diferenca
significativa de pré- e pds-tratamento encontrada apenas para excre¢ao de calcio urinario de 24h (Teste
de Postos Sinalizados de Wilcoxon). (D) A regressdo linear da excrecdo de calcio urindrio de 24 h nas
concentragdes de soro 25(oH)D3 ¢ significativa (nivel de significAncia e valor r* sdo mostrados; as linhas
tracejadas representam os 95% de Cls para a linha de regressao linear; as referéncias e valores para 6
meses sdo respectivamente mostrados como circulos vazios e preenchidos).

Apos o diagnostico clinico, todos os pacientes apresentaram pontuagdo clinica, documentacao fotografica
das areas afetadas da pele, exames laboratoriais realizados anteriormente e exames realizados com trés e
seis meses de tratamento. Os testes laboratoriais incluiram niveis de vitamina D basal (niveis de
25(0OH)D3), célcio sérico total e ionizado, excrecdo de calcio urindrio total de 24 h, paratorménio (PTH),
ureia sérica e creatinina. Ao coletar todos os dados de margo a outubro de 2011 e de marco a outubro de
2012, os autores tentaram minimizar as varia¢des sazonais nos niveis de 25(OH)D3 e efeitos relacionados.

Métodos analiticos. Os niveis de 25(OH)D3 foram determinados por HPLC (LC 20AT) com detecgdo UV
a 265 nm (UV/VIS modelo SPD-20A). Padrdao 25(OH)D3, solventes e outros reagentes foram de grau
analitico (todos comprados da Sigma-Aldrich).

Um padréo interno (PI) de 25(OH)D3 compensou a sensibilidade reduzida do HPLC para detectar niveis
muito baixos de 25(OH) D3. A solugdo padrdo de PI foi preparada em metanol a 100 ng/mL e mantida
a -20°C em tubo ambar. As condi¢des HPLC foram LiChrosorb RP-18 5 um, coluna de 12,5 x 0,44 mm
(Merck), 40°C, acetonitrilo-metanol-agua (90:4:6, v/v) como fase movel, 3,2 min. para o tempo de retengdo
e a taxa de fluxo de 1 ml/min. A curva de calibragao foi linear sobre a faixa de concentragdo de 9,8 ng/mL
a 1250,0 ng/mL (1> = 0,9994).

Amostras de soro foram imediatamente armazenadas a -80°C até a analise. As etapas seguintes foram
realizadas sob protecdo leve. Cada amostra de soro de 100 pL foi descongelada, adicionada a 70 pL de
mistura de metanol-2-propanol (80:20) e depois misturada com centrifuga por 30 segundos. Posteriormente,
foram adicionados 400 puL de hexano, misturados novamente por 60 segundos e centrifugados abaixo de
2500 g por 10 min a 10°C. Um volume de 100 pL da fase orgéanica resultante foi submetido a evaporagao
em um Concentrador modelo 5301 por 10 minutos & temperatura ambiente. O residuo seco resultante foi
entdo suspendido novamente em 50 pulL de metanol mais 50 uL. de PI (solugdo de trabalho de 200 ng/mL) e
centrifugado por 2 minutos antes da inje¢do no HPLC. O resultado final foi obtido deduzindo a quantidade
correspondente ao PI adicionado do valor final liberado do HPLC. O método PI apropriadamente
correlacionou com avaliagdes de concentragdes padrao 25(OH)D3 e amostras de soro.

O PTH foi ensaiado por quimioluminescéncia, enquanto outros testes laboratoriais (calcio sérico total e
ionizado, ureia e creatinina) foram analisados por métodos padrdo no Laboratorio Central do Hospital
Universitario (Universidade Federal de Sdo Paulo).

Parametros clinicos de vitiligo e psoriase. O escore PASI utilizado para avaliagdo da gravidade e extensdo
da psoriase®® possibilitou a avaliagdo da resposta ao tratamento. A documentagdo fotografica pré- e pds-
tratamento da pele afetada sob a luz de Wood (UVA 351 nm) e uma escala de classificagdo de quartil®
permitiram a avaliacdo da resposta clinica ao tratamento em pacientes com vitiligo. A porcentagem da
superficie da pele afetada que alcangou a repigmentagdo em 6 meses de tratamento rendeu cinco categorias
de resposta clinica. Estes incluiam “0” para nenhuma repigmentacéo; “1” para 1 a 25% de repigmentagao,
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“2” para 26 a 50% de repigmentacao, “3” para 51 a 75% de repigmentagdo e “4” para repigmentacdo acima
de 75% da area de referéncia total da pele afetada.

Estatistica. Os resultados sdo expressos em tabelas como média de + desvio padrdo. O Teste de Postos
Sinalizados de Wilcoxon foi empregado para avaliar o efeito do tratamento com vitamina D (50.000 UIL
diariamente durante seis meses). A relagdo entre 25(OH)D3 e variaveis continuas (PTH e excrecdo de calcio
urinario) foi avaliada utilizando-se um coeficiente de correlagdo de Pearson. Curvas que relacionam os
niveis de soro 25(OH)D3 e PTH ou os niveis de calcio urinario foram montadas utilizando modelos de
regressdo linear. Analises estatisticas e apresentacdo grafica foram realizadas utilizando-se o GraphPad
Prism (Versao 3.02, San Diego, EUA).
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quartile grading scale (0-4)
Legenda:
number of patients per grade numero de pacientes por categoria
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Figura 7. A resposta clinica de 16 pacientes com vitiligo apds tratamento com vitamina D (35.000 UI
por dia durante seis meses). Dois pacientes ndo apresentaram repigmentacao (quartil 0); quatro pacientes
apresentaram repigmentacao de 1 a 25% (quartil 1), cinco pacientes apresentaram repigmentacao de 26
a 50% (quartil 2), cinco pacientes apresentaram repigmentagdo de 51 a 75% (quartil 3) ¢ nenhum
apresentou mais de 75% de repigmentagdo (quartil 4).
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| Figura 8. Para a legenda da figura, consulte a pagina 11. |

Figura 8. Fotografias de dois pacientes do sexo masculino com psoriase antes (A e C) e depois (B e D)
com seis meses de tratamento com vitamina D (35.000 UI por dia). (A e B) Um paciente de 59 anos com
IMC de 24,8 apresentando escore PASI de 31 antes do tratamento e alcancando o escore de 18,2 apds
seis meses de tratamento; sua concentracdo de soro de 25(OH)D3 foi de 22,8 ng/mL na referéncia,
atingindo 127,5 ng/mL apds 6 meses de tratamento. (C e D) pacientes de 60 anos com IMC de 33,6
apresentando escore PASI de 40,4 na referéncia, alcangando o escore de 12,4 apds seis meses; sua
concentracdo de soro de 25(OH)D3 foi de 5,6 ng/mL, atingindo 103,2 ng/mL apds seis meses de
tratamento.
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| Figura 9. Para a legenda da figura, consulte a pagina 13. |

Figura 9. Fotografias de duas pacientes do sexo feminino com vitiligo antes (A e C) e depois (B e D) de
seis meses de tratamento com vitamina D (35.000 UI por dia). (A e B) Uma paciente de 50 anos com
IMC de 28,3 alcangando entre 51 ¢ 75% de repigmentagdo (quartil 3) apos seis meses de tratamento; sua
concentracao de soro de 25(OH)D3 foi de 12,5 ng/mL na referéncia, atingindo 92,4 ng/mL apds 6 meses
de tratamento. (C e D). Uma paciente de 36 anos com IMC de 22,7 alcangando entre 1 ¢ 25% de
repigmentacao (quartil 1) apds seis meses de tratamento; sua concentragdo de soro de 25(OH)D3 foi de
12,0 ng/mL na referéncia, atingindo 92,5 ng/mL apds 6 meses de tratamento.
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A pilot study assessing the effict of prolonged
administration of high daily doses of vitamin D
on the clinical course of vitiligo and psoriasis

Danilo C. Finamor,! Rita Sinigaglia-Coimbra,’ Luiz C.M. Neves,? Marcia Gutierrez,® Jeferson J. Silva,' Lucas D. Torres,' Fernanda
Surano,' Domingos J. Neto,® Neil F. Novo,® Yara Juliano,® Antonio C. Lopes* and Cicero Galli Coimbra'*

"Laboratorio de Fisiopatologia Clinica e Experimental; Universidade Federal de Sao Paulo; Sdo Paulo, Brazil; 2Instituto de Ciéncias da Satude; Universidade Paulista; Sao

Paulo, Brazil; *Farmacia Sensitiva; Sdo Paulo, Brazil; *Disciplina de Clinica Médica; Universidade Federal de Sao Paulo; Sdo Paulo, Brazil; *Hospital Heliopolis; Sao Paulo, Brazil;
®Disciplina de Cirurgia Plastica; Universidade Federal de Sdo Paulo; Séo Paulo, Brazil

Keywords: vitiligo, psoriasis, vitamin D, 25(OH)D3, high dose, calcium, treatment, toxicity, autoimmunity

Abbreviations: BMI, body mass index; Cls, confidence intervals’; CYP, cytochrome P450 superfamily; CYP27B1,
25-hydroxyvitamin D-1 alpha-hydroxylase; DBP, vitamin D-binding protein; VDR, vitamin D receptor; FGF23, fibroblast growth
factor 23; HPLC, high performance liquid chromatography; IOM, Institute of Medicine; IS, internal standard; K , Michaelis—
Menten constant; PASI, psoriasis area and severity index; PTH, parathormone; RDA, recommended dietary allowance; Treg,

regulatory T cells; VDR, vitamin D receptor; V., maximal velocity of enzymatic reaction; UV, ultraviolet; UVA, ultraviolet A

Autoimmunity has been associated with vitamin D defilency and resistance, with gene polymorphisms related to
vitamin D metabolism frequently described in affcted patients. High doses of vitamin D3 may conceivably compensate
forinherited resistance to its biological effcts. This study aimed to assess the effacy and safety of prolonged high-dose
vitamin D3 treatment of patients with psoriasis and vitiligo. Nine patients with psoriasis and 16 patients with vitiligo
received vitamin D3 35,000 IU once daily for six months in association with a low-calcium diet (avoiding dairy products
and calcium-enriched foods like oat, rice or soya “milk”) and hydration (minimum 2.5 L daily). All psoriasis patients were
scored according to “Psoriasis Area and Severity Index” (PASI) at baseline and after treatment. Evaluation of clinical
response of vitiligo patients required a quartile grading scale. All patients presented low vitamin D status (serum 25(OH)
D3 <30 ng/mL) at baseline. After treatment 25(0H)D3 levels signifiantly increased (from 14.9 + 7.4 to 106.3 £ 31.9 ng/mL
and from 18.4 + 8.9 to 132.5 + 37.0 ng/mL) and PTH levels signifiantly decreased (from 57.8 + 16.7 to 28.9 + 8.2 pg/mL
and from 55.3 + 25.0 to 25.4 + 10.7 pg/mL) in patients with psoriasis and vitiligo respectively. PTH and 25(0OH)D3 serum
concentrations correlated inversely. The PASI score signifiantly improved in all nine patients with psoriasis. Fourteen
of 16 patients with vitiligo had 25-75% repigmentation. Serum urea, creatinine and calcium (total and ionized) did not
change and urinary calcium excretion increased within the normal range. High-dose vitamin D3 therapy may be effctive

and safe for vitiligo and psoriasis patients.

Introduction

The steroid hormone known as the active form of vitamin D
(“calcitriol,” “1,25-dihydroxy vitamin D” or “1,25(OH)2D”)
generates a wide range of biological responses. The human
genome possesses 2,776 positions occupied by the VDR; about
10% of the human genes are, therefore, directly and/or indirectly
responsive to vitamin D.! Similarly, diverse human cells (includ-
ing bone, colon, breast, prostate, skin, muscle, blood vessel, brain
and immune cells) express the enzyme 25-hydroxyvitamin D-1
a-hydroxylase (CYP27B1), indicating that the extra-renal intra-
crine and paracrine 1,25(OH)2D3 synthesis may critically affect
the activities of many tissues and organs.>* Accordingly, cumu-
lative data have associated low vitamin D status (as assessed by

*Correspondence to: Cicero G. Coimbra; Email: coimbracg.nexp@epm.br
Submitted: 01/29/13; Revised: 04/10/13; Accepted: 04/25/13
http://dx.doi.org/10.4161/derm.24808
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measuring “25-hydroxyvitamin D3” or “25(OH)D3”—the main
circulating form of vitamin D) not only to rickets and osteoporo-
sis, but also to an increasing number of prevalent health disorders
including autoimmune, infectious and cardiovascular diseases,
hypertension, diabetes and deadly cancers.>>”

Contrasting with the pathophysiological importance of
1,25(0OH)2D3, vitamin D deficiency is a poorly recognized
worldwide epidemic among both children and adults.? Regular
and moderate sun exposure (the only significant natural source
of vitamin D for most subjects) is currently uncommon due to
indoor lifestyle, sun avoidance and indiscriminate sunscreen use.’
Even though there is mounting evidence indicating that physio-
logic doses should be closer to those achieved through a few min-
utes of daily skin exposure to sunlight,? the RDA upgraded (from
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Figure 1. Enzyme kinetics of three hypothetical polymorphic variants
of 25-hydroxyvitamin D-1 a-hydroxylase (CYP27B1), “A,” “B” and “C.”
Some variants predictably exhibit decreased affity for the substrate
(increased Km) and/or decreased V., requiring requiring a supra-
physiologic substrate concentration to achieve a physiologic rate of
substrate transformation. The polymorphic variants “B” and “C” require
higher plasma concentrations of 25-hydroxyvitamin D (“x2" and “x3" re-
spectively) to achieve the rate “y” of 1,25-dihydroxy vitamin D synthesis
than the Km (“x1”) of the enzyme variant “A.” Compared with “A” or “B,”
the polymorphic variant “C” requires a much higher plasma concentra-
tion of 25-hydroxyvitamin D to compensate for a reduced intracellular
activity and achieve physiologic concentrations of 1,25-dihydroxy
vitamin D within the immune cells.

200 to 600 IU per day) by the Institute of Medicine in 20108
remains much lower than that,” and are lower than the daily
doses required to correct vitamin D deficiency in most subjects.’

Higher daily doses may be particularly critical for controlling
the activity of autoimmune disorders. Cumulative data over the
past 30 y have established the regulatory effects of vitamin D on

both innate and adaptive immune responses,'*!!

and circulating
levels of 25(OH) D3 inversely relate to the activity of autoimmune
disease.””™ Intracrine and paracrine actions of 1,25(OH)2D3
synthesized within immune cells may control inappropriate acti-
vation of interleukin-17-producing cells?**—the Th17 aberrant
response, which may play a major pathogenic role in multiple

inflammatory and autoimmune disorders.** Cumulative evidence

2 Dermato-Endocrinology

also indicates that vitamin D promotes—by both direct and indi-
rect mechanisms—regulatory T cells (Treg) that inhibit a variety
of inappropriate (both innate and adaptive) immune responses
underlying autoimmune disease.?"*’

Estimations of daily requirements of vitamin D3 for patients
with autoimmune disorders should take account of the func-
tional consequences of genetic polymorphisms related to vitamin
D metabolism. For instance, the polymorphic changes of the
282 predict-
ably originates a relative resistance to vitamin D, i.e., a higher

enzyme CYP27B1 associated with autoimmunity

level of circulating 25(OH)D3 required to achieve normal
1,25(OH)2D3 concentrations within the immune cells. While
the in vivo K of the normal enzyme exceeds the physiologic
range of 25(OH)D3 concentrations,’”" a polymorphic variant
may have a higher K (decreased affinity for substrate) and/
or a lower V , requiring higher concentrations of substrate to
achieve a physiologic rate of product formation (Fig. 1). Frequent
genetic polymorphisms and wide (ten to a hundred fold) vari-
ability in enzyme expression of the cytochrome P450 super-
family of enzymes (CYPs) are common and may considerably
modify enzyme activity, causing large interindividual variability
in the rate of product formation.?*3> Therefore, a subject bearing
a CYP27B1 polymorphism may be prone to develop autoimmu-
nity for sustaining concentrations of 1,25(OH)2D3 within the
immune cells that are insufficient for full intracrine and para-
crine tolerogenic effects of this powerful steroid molecule. High
doses of vitamin D3 leading to supraphysiologic range of circu-
lating 25(OH) D3 may compensate for this genetic-related status
of relative vitamin D deficiency, thereby establishing tolerance
to auto-antigens.

Doses ranging up to 40,000 IU/day of vitamin D3 are prob-
ably safe for healthy individuals,?*”
affecting vitamin D metabolism may conceivably increase toler-

and enzyme polymorphisms

ability in patients with autoimmune disorders. This study aimed
to assess the therapeutic efficacy and safety of a daily dose of
35,000 IU of vitamin D3 administered with a low-calcium diet
for 6 mo to patients with psoriasis and vitiligo.

Results

Subjects. The physical characteristics of the 25 patients who par-
ticipated in this study are shown in Table 1.

Laboratory parameters. As shown in Table 2 and 3 and
Figures 2 and 5, all patients presented low baseline levels of
25(OH)D3 (< 30 ng/mL or < 75 nmol/L), with a mean of 14.9
+ 7.4 ng/mL in the psoriasis group and a mean of 18.4 + 8.9 ng/
mL in vitiligo patients. After 6 mo of treatment with vitamin D3
(35,000 IU per day), 25(OH)D3 levels increased significantly, to
106.3 £ 31.9 ng/mL in the psoriasis group (p < 0.0001, Wilcoxon
signed rank test) and to 132.5 + 37.0 ng/mL in vitiligo patients (p
< 0.0005, Wilcoxon signed rank test).

Baseline concentrations of PTH were 57.8 + 16.7 pg/mL in
the psoriasis group and 55.3 + 25.0 pg/mL in vitiligo patients.
After 6 mo of treatment with vitamin D3 PTH levels decreased
significantly to 28.9 + 8.2 pg/mL in the psoriasis group (p =
0.0039, Wilcoxon signed rank test) and to 25.4 + 10.7 pg/mL in
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vitiligo patients (p = 0.0005, Wilcoxon signed rank test) (Tables
2 and 3, Figs. 2 and 5).

Statistical analysis revealed a negative correlation between
25(OH)D3 and PTH levels (r = -0.6753, p = 0.0153 in the pso-
riasis group; r = -0.5091, p = 0.0015 in vitiligo patients, Pearson’s
correlation). Linear regression also revealed negative correlation
between these two parameters using data collected at baseline
and 6-mo outcome (Fig. 2 and 5, r* and p values indicated).

The concentrations of (total and ionized) serum calcium, urea
and creatinine did not differ significantly from baseline values
after 6 mo of high-dose vitamin D3 treatment (Tables 2 and 3;
Fig. 3 and 6; Wilcoxon signed rank test).

Urinary calcium excretion significantly increased at 6 mo of
vitamin D3 treatment in both groups from 123.6 + 60.0 mg/24 h
t0 226.8 + 41.6 mg/24 h in psoriasis group (p = 0.0039, Wilcoxon
signed rank test) and from 158.3 + 73.6 mg/24 h to 230.1 + to
81.4 mg/24 h in vitiligo group (p = 0.0239, Wilcoxon signed rank
test), but remained within the normal range (Tables 2 and 3;
Fig. 3 and 6). Statistical analysis revealed a positive correlation
between urinary calcium excretion and 25(OH)D3 levels in both
groups of patients (r = 0.5372, p = 0.0108 in the psoriasis group;
r=0.3972, p = 0.0122 in vitiligo patients, Pearson’s correlation).
Linear regression also revealed a negative correlation between
these parameters (Fig. 3 and 6, r* and p values indicated).

Clinical outcome. The clinical condition of all patients with
psoriasis (n = 9) significantly improved during the treatment
(Fig. 4 and 8; p = 0.0023, Wilcoxon signed rank test). Statistical
analysis revealed a negative correlation between the PASI score
and 25(OH)D3 levels (r = -0.5614, p = 0.0011, Pearson’s correla-
tion). Linear regression also demonstrated correlation between
these parameters (Fig. 4, r* and p values indicated).

Two out of 16 vitiligo patients showed no repigmentation
of the affected areas; four patients showed 1-25% repigmenta-
tion, five patients showed 26-50% repigmentation, five patients
showed 51-75% repigmentation and none showed more than
75% repigmentation of the affected areas (Fig. 7 and 9).

Discussion

This is an open-label study where all patients with psoriasis or
vitiligo received oral treatment with 35,000 IU of vitamin D per
day for six months associated with preventive measures (partial
dietary calcium restriction and a daily hydration of at least 2.5
L). The treatment provided benefit to 9 out of 9 patients with
psoriasis and to 14 out of 16 patients vitiligo.

A placebo-controlled approach was avoided for ethical rea-
sons. Cumulative data have implicated vitamin D deficiency in

3 and psoriasis.**! Vitamin

the pathophysiology of vitiligo
D deficiency (deficient levels of a potent steroid hormone that
modulates hundreds of human genes) also increases the risk
of developing or aggravating a myriad of serious health disor-
ders,">” including cancer®? or death from cardiovascular events.*
Administering placebo to vitamin D-deficient patients for
the sake of randomization may not be ethically acceptable.*
Potential research participants would not take the chances of

being assigned to the control group if informed of the association

www.landesbioscience.com

Table 1. Characteristics of study subjects

z Vitiligo Psoriasis
Age (y + SD) 49.2+£11.9 453 +12.2
Sex (N) 3 4
M 13 5
F
BMI + SD (Kg/m?) 26.6 +4.4 27.0+4.0
Fritzpatrick skin phototype (N) (N)
1 0 1
Il 0 2
1] 1 3
v 4 3
Vv 1 0
Vi 0 0

BMI, body mass index; y, years; N, number of subjects; SD, standard
deviation.

Table 2. Serum concentrations of 25(0OH)D3, PTH, total calcium, ionized
calcium, urea and creatinine and clinical status of nine patients with
psoriasis at baseline and after treatment with vitamin D (35,000 IU per
day for 6 mo)

Parameter Baseline 6 mo p value *
(normal range) (mean +SD) (mean £ SD)
25(0OH)D3 149+ 74 106.3 £ 31.9 < 0.0001
(30-100 ng/mL)
PTH 57.8+16.7 289 +8.2 0.0039
(8-74 pg/mL)
Serum Calcium 9.7+0.7 9.4+0.7 0.1641
(8.4-11 mg/dL)
lonized Calcium 14+0.3 1.2+0.2 0.1641
(1.10-1.40 mmol/L)
Urinary Calcium 123.6 £ 60.0 226.8 +41.6 0.0039
(100-300 mg/24h)
Urea 358+8.3 289+9.8 0.1289
(< 50 mg/dL)
Creatinine 09+0.2 0.8+0.2 0.6406
(0.7-1.5 mg/dL)

* Wilcoxon signed rank test.

of vitamin D levels and disease activity. On the other hand,
intentionally omitting essential information to facilitate consent
to placebo treatment may imply disregard for patient autonomy*
and violation of the principle of beneficence on the part of the
physician.” Conversely, restoring the physiologic intracellular
levels of a potent steroid hormone (by increasing the availabil-
ity of substrate to its polymorphic activating enzyme) should be
regarded as good medical practice.

Laboratory or clinical signs of toxicity (hypercalcemia,
hypercalciuria or kidney dysfunction) were not observed
in any of the 25 participants, including a patient with vit-
iligo who reached a serum concentration of 25(OH)D3 of
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Table 3. Serum concentrations of 25(0OH)D3, PTH, total calcium, ion-
ized calcium, urea and creatinine and clinical status of 16 patients with
vitiligo at baseline and after treatment with vitamin D (35,000 IU per day
for 6 mo)

Parameter Baseline 6 mo p value *
(normal range) (mean * SD) (mean % SD)
25(0OH)D3 18.4+8.9 132.5 +37.0 0.0005
(30-100 ng/mL)
PTH 55.3+25.0 254 +10.7 0.0005
(8-74 pg/mL)
Serum Calcium 9.2+0.3 9.2+0.3 0.7615
(8.4-11.0 mg/dL)
lonized Calcium 1.2+0.2 1.2+0.1 0.5417
(1.10-1.40 mmol/L)
Urinary Calcium 158.3+73.6 230.1 +81.4 0.0239
(100-300 mg/24h)
Urea 355+72 33.9+99 0.7148
(< 50 mg/dL)
Creatinine 09+0.2 09+0.2 0.5016

(0.7 - 1.5 mg/dL)

* Wilcoxon signed rank test.

202.2 ng/mL (504.49 mmol/L). Considering that 25(OH)D3
has a half-life of 15 d*® those high concentrations of 25(OH)
D3 were achieved at two months and sustained for the last
four months of treatment without side effects. To the best of
our knowledge, this is the highest dose of vitamin D3 admin-
istered therapeutically to patients with autoimmune disorders
on a regular daily basis for several months. These findings are
consistent with the viewpoint that serum 25(OH)D concentra-
tions lower than 750 nmol/L (300 ng/mL) are unlikely to cause
toxicity.” Enhancing both innate and adaptive immunity®® is a
significant advantage of high-dose vitamin D3 therapy for auto-
immune disorders over the current treatment with immunosup-
pressive drugs.

High-dose vitamin D3 supplementation to patients with
autoimmune disorders is conceivably advantageous over
1,25(OH)2D3 treatment concerning lower calcemic effects
and more efficient control of autoimmunity. Administration of
1,25(0OH)2D3 or 1,25(0OH)2D3 analogs overpasses critical regu-
latory mechanisms related to the calciotropic effects of vitamin D
by directly stimulating intestinal VDR and calcium absorption.
In contrast, administration of vitamin D3 increases circulating
concentrations of 25(OH)D3, which then faces different renal
and extra-renal control mechanisms for expression and activity
of the enzyme 1 a-hydroxylase.” Renal 1 a-hydroxylase under-
goes feedback downregulation (associated with 24-hydroxylase
upregulation) by 1,25(OH)2D3 and 1,25(OH)2D3 production
is also under strict control of other calcium- and phosphate-regu-
lating hormones (PTH and FGF23).' Conversely, the availabil-
ity of 25(OH)D3 to immune cells (the production of which is
not tightly controlled by the liver)’” may be the primary deter-
minant of the amount of 1,25(OH)2D3 produced for intracrine
and paracrine effects at sites of inflammation,*® where the local

4 Dermato-Endocrinology

expression of cytokines may instead facilitate the conversion of
25(OH)D3 by inducing the expression of 1 a-hydroxylase.”">

Hypervitaminosis D is associated with upregulation of intes-
tinal VDR and increased absorption of dietary calcium.”® A low
calcium diet protects against vitamin D toxicity, not only by
reducing the availability of calcium for gastrointestinal absorp-
tion, but also by facilitating vitamin D inactivation at sites related
to calcium metabolism.” Reduced intestinal calcium by dietary
restriction of milk, dairy products and calcium-enriched foods
(like oat, rice or soya “milk”) has contributed to minimize the
calciotropic effects of high daily doses of vitamin D3 in the cur-
rent study. Increased gastrointestinal absorption of calcium is
partly responsible for the hypercalcemia in vitamin D intoxica-
tion and a low dietary calcium intake gradually reduces serum
calcium in such patients.” Preliminary data (not shown) obtained
from patients treated with progressively higher doses of vitamin
D3 up to 35,000 IU daily showed that the adoption of such eas-
ily understandable dietary recommendations reduced urinary cal-
cium from borderline elevated levels (around 400 mg or 10 mmol
per day, with serum calcium sustained at the upper normal range)
to values within the normal range without changing vitamin D
daily dose. Further restriction of dietary calcium (by also avoiding
foods prepared with milk, such as smashed potatoes, bread, cakes
and cookies) dropped urinary calcium to levels below the lower
limit of the normal range adopted by the local laboratory (100 mg
or 2.5 mmol per day) while serum calcium remained around the
lower limit (8.6 mg/dL or 2.15 mmol/L).

Taken together, those data suggest that partial dietary calcium
restriction efficiently prevents hypercalcemia and hypercalciuria
by controlling the gastrointestinal availability of calcium under
the calciotropic effect of the treatment paradigm employed in
patients with psoriasis and vitiligo in this study. Potentiation
of osteoclastic activity in bone by pharmacologically high levels
of 25(OH)D3 competing for binding to VDR is a recognized
mechanism of hypercalcemia in vitamin D intoxication.””> The
high daily doses of vitamin D3 administered for 6 mo in this
study, however, do not seem to have significantly enhanced osteo-
clastic activity in patients with psoriasis and vitiligo, since partial
restriction of dietary calcium efficiently prevented hypercalcemia
and hypercalciuria.

Compared with this study, longer-term follow up research
should look for yet unknown potential side-effects related to
high-dose vitamin D3 treatment of a larger sample of subjects
with autoimmune disorders. Future studies should also aim
to develop a method for setting the particular daily dose that
compensates for genetic polymorphisms and other distinctive
features, providing the highest therapeutic effect against auto-
immunity without causing side effects like hypercalcemia/hyper-
calciuria due to enhanced osteoclastic activity. The individual
dose needed to achieve optimal biological effects of vitamin D
might be related not only to a single but also to multiple gene
polymorphisms affecting vitamin D hydroxylases, DBP and/
or VDR,* as well as to body weight, body fat, age, skin color,

season, latitude and sunning habits;*

optimal therapeutic
effect in autoimmunity, in addition, should conceivably require

pharmacological doses, much higher than those necessary for
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Figure 2. Serum concentrations of 25(0H)D3 and PTH in patients with psoriasis before and after treatment with vitamin D (35,000 IU per day for 6 mo).
(A) Box plot showing serum concentrations of 25(0H)D3 before and after treatment. (B) Same for the respective serum PTH concentrations. Signifi
cance level (Wilcoxon signed rank test) indicated in (A) and (B). (C) Serum concentrations of 25(0OH)D3 and PTH respectively increased and decreased
during treatment. (D) Linear regression of serum PTH on serum 25(0OH)D3 concentrations is signifiant (signifiance level and r
dashed lines represent the 95% Cls for the linear regression line; baseline and 6-mo values are respectively shown as empty and fied circles).

2value are shown;

preventive measures. All interventions using high-dose vitamin
D3 so far applied to treat autoimmune disorders, including the
current one, have used arbitrarily selected doses, without taking
into account the potentially large variability of resistance to the
benefits and side-effects of vitamin D among the patients par-
ticipating in the clinical trial. Such uniform research approach
precludes the development of a rational protocol for establish-
ing the optimal daily dose of vitamin D for each patient, which
would improve both safety and therapeutic effectiveness in the
clinical setting. Ultimately resulting from all these multiple vari-
ables interacting in the same organism, the serum concentration
of PTH may be the best biological indicator for the individual
setting of the optimal therapeutic dose of vitamin D3 for the
treatment of autoimmune disorders. An isolated measurement
of serum PTH concentration does not provide a reliable ancil-
lary parameter to estimate the dose of vitamin D3 required for
optimal control of autoimmunity. The enhancing effect of PTH
on renal 1,25(OH)2D3 production declines with age,” so that
young patients may sustain efficient gastrointestinal absorption
of calcium without raising PTH to the upper normal range or
above in contrast to mature or old adults. Conversely, the mag-
nitude of the decrease in serum PTH concentration, from the
basal value to the level achieved after a period of treatment, may
provide a reasonable estimation of how much the initial daily

www.landesbioscience.com

dose of vitamin D3 should be increased to reduce serum PTH
levels to the lower reference range. A period of at least 2 mo
should be allowed between the two serum PTH measurements,
considering that 25(OH)D3 has a halflife of 15 d.* Using the
PTH level as an ancillary index of therapeutic response requires
a diet only partially restricted in calcium (like the one described
in this study) since excessive restriction of calcium intake would
maintain increased bone resorption to preserve normocalcemia,
thereby limiting or preventing vitamin D3-induced PTH drop.
Avoiding excessively high doses of vitamin D3 capable of sup-
pressing PTH and periodically measuring bone density, on the
other hand, may conceivably indicate that 25(OH)D3 probably
have not reached circulating concentrations capable of increasing
osteoclastic activity. According to this view, the PTH reductions
observed with sustained normal serum and urinary calcium after
6 mo of treatment either in patients with psoriasis (from 57.8 +
16.7 pg/mL to 28.9 = 8.2 pg/mL) or vitiligo (from 55.3 + 25.0
pg/mL to 25.4 + 10.7 pg/mL) did not reach the lower limit of the
reference range (874 pg/mlL), suggesting that they could obtain
additional therapeutic benefit from even higher doses of vitamin
D3 than those used in the current study without compromising
the safety of treatment.

In summary, the present study suggests that, at least for patients
with autoimmune disorders like vitiligo and psoriasis, a daily
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Figure 3. (A), (B), (C), (D), (F) Box plots respectively showing concentrations of serum calcium, 24-h urinary calcium excretion, serum urea and serum
creatinine in patients with psoriasis before and after treatment with vitamin D (35,000 IU per day for 6 mo), with a signifiant pre- and post-treatment
diffrence only found for 24-h urinary calcium excretion (Wilcoxon signed rank test). ( D) Linear regression of 24-h urinary calcium excretion on serum
25(0OH)D3 concentrations is signifiant (signifiance level and r 2 value are shown; dashed lines represent the 95% Cls for the linear regression line;

dose of 35,000 IU of vitamin D is a safe and effective therapeu-
tic approach for reducing disease activity. Dietary calcium limited
by avoiding dairy products and calcium-enriched foods — like oat,
rice or soya “milk” and minimum hydration (2.5 L daily) ensures
safety. Further research should investigate whether the magnitude
of PTH reduction may be a valuable marker for the individual set-
ting of maximal daily doses of vitamin D in autoimmune diseases.

Materials and Methods
Subjects. The Ethics Committee of the Hospital Heliépolis (Sao

Paulo Brazil) and the Ethics Committee of the Universidade
Federal de Sio Paulo approved this study protocol (registered

Dermato-Endocrinology

under the CONEP number 0356/08). All patients gave spoken
and written informed consent before inclusion in the study.

This study included nine psoriasis patients and 16 vitiligo
patients from two outpatient clinics in Sao Paulo, Brazil—the
Dermatology Clinic of the Hospital Helidpolis and the Internal
Medicine Clinic of Universidade Federal de Sao Paulo. Subjects
were men or women over 18 y of age. The study protocol excluded
(1) patients under treatment with thiazide diuretics or lithium
to avoid drug-vitamin D interactions on calcium metabolism;*®
(2) patients taking psoriasis- or vitiligo-inducing drugs;*>% (3)
patients with cognitive impairment; (d) patients with renal insuf-
ficiency and (4) patients with elevated calcium/calciuria or pri-
mary hyperparathyroidism.
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Figure 4. PASI| scores in patients with psoriasis before and after treatment with vitamin D (35,000 IU per day for 6 mo). (A) Individual temporal profes
of the P.A.S.I. score during the treatment showing clinical improvement in all patients. (B) Linear regression of P.A.S.I. on 25(0OH)D3 concentration is
signifiant (signifiance level and r 2 value are shown; dashed lines represent the 95% Cls for the linear regression line; baseline and 6-mo values are
respectively shown as empty and fied circles).
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Figure 5. Serum concentrations of 25(0OH)D3 and PTH in patients with vitiligo before and after treatment with vitamin D (35,000 IU per day for 6 mo).
(A) Box plot showing serum concentrations of 25(0OH)D3 before and after treatment. (B) Same for the respective serum PTH concentrations. Signifi
cance level (Wilcoxon signed rank test) indicated in (A) and (B). (C) Serum concentrations of 25(0H)D3 and PTH respectively increased and decreased
during treatment. (D) Linear regression of serum PTH on serum 25(0OH)D3 concentrations is signifiant (signifiance level and r 2 value are shown;
dashed lines represent the 95% Cls for the linear regression line; baseline and 6-mo values are respectively shown as empty and fied circles).

Design. This is an open-label study where all patients received ~ standard treatments were not changed. Following instructions,
oral treatment with 35,000 IU of vitamin D (1.75 ml of 220,000  all patients excluded milk and dairy products (as well as calcium-
IU/mL sunflower oil solution) per day. Whenever present, fortified foods like soy, oat or rice milk) from their diet and
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Figure 6. (A), (B), (C), (D), (F) Box plots respectively showing concentrations

25(0OH)D3 concentrations is signifiant (signifiance level and r
baseline and 6-mo values are respectively shown as empty and fied circles).

creatinine in patients with vitiligo before and after treatment with vitamin D (35,000 IU per day for 6 mo), with a signifiant pre- and post-treatment
diffrence only found for 24-h urinary calcium excretion (Wilcoxon signed rank test). ( D) Linear regression of 24-h urinary calcium excretion on serum
2value are shown; dashed lines represent the 95% Cls for the linear regression line;

of serum calcium, 24-h urinary calcium excretion, serum urea and serum

ingested at least 2.5 L of fluid per day to prevent, respectively,
excessive absorption of intestinal calcium and concentrated
urinary calcium. Calcium supplementation was not allowed.
The onset of symptoms suggestive of hypercalcemia (increased
thirst, constipation, nausea, vomiting) would require performing
extra laboratory tests. Regular medical follow-up appointments
ensured compliance with dietary restriction and fluid intake.
After clinical diagnosis, all patients had clinical scoring,
photo documentation of affected skin areas, laboratory tests per-
formed before, at three and six mo of treatment. Laboratory tests
included basal vitamin D status (25(OH)D3 levels), total and
ionized serum calcium, total 24-h urinary calcium excretion,

8 Dermato-Endocrinology

parathormone (PTH), serum urea and creatinine levels. By col-
lecting all data from March to October 2011 and from March to
October 2012, the authors attempted to minimize seasonal varia-
tions in 25(OH)D3 levels and related effects.

Analytical methods. 25(OH)D3 levels were determined by
HPLC (LC 20AT) with UV detection at 265 nm (UV/VIS model
SPD-20A). 25(OH)D3 standard, solvents and other reagents
were of analytical grade (all purchased from Sigma-Aldrich).

An internal standard (IS) of 25(OH)D3 compensated the
reduced HPLC sensitivity to detect very low levels of 25(OH)
D3. Stock solution of IS was prepared in methanol at 100 g/
mL and kept at -20°C in amber tube. The HPLC conditions
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were LiChrosorb RP-18 5 um, 12.5 x 0.44 mm column
(Merck), 40°C, acetonitrile-methanol-water (90:4:6, v/v) as
the mobile phase, 3.2 min for retention time and flow rate of
1 ml/min. The calibration curve was linear over the concen-
tration range of 9.8 ng/mL to 1250.0 ng/mL (r* = 0.9994).

Serum samples were immediately stored at -80°C until
analysis. The following steps were performed under light
protection. Each serum sample of 100 pL was thawed,
added to 70 L of methanol-2-propanol mixture (80:20)
and then vortex-mixed for 30 sec. Subsequently, 400 WL of
hexane was added, vortex-mixed again for 60 sec and centri-
fuged under 2500 g for 10 min at 10°C. A volume of 100 p.L
of the resulting organic phase was submitted to evaporation
in a Concentrator model 5301 for 10 min at room tempera-
ture. The resulting dried residue was then resuspended in
50 L of methanol plus 50 pL of IS (working solution of
200 ng/mL) and vortex-mixed for 2 min prior to injection
into HPLC. The final result was obtained by deducting the
amount corresponding to added IS from the ultimate figure
released from HPLC. The IS method appropriately corre-
lated with assessments of standard 25(OH)D3 concentra-
tions and serum samples.
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Figure 7. Clinical response of 16 patients with vitiligo after treatment with
vitamin D (35,000 IU per day for six months). Two patients showed no repig-
mentation (quartile 0); four patients showed 1-25% repigmentation (quartile
1), fie patients showed 26-50% repigmentation (quartile 2), fie patients
showed 51-75% repigmentation (quartile 3) and none showed more than
75% repigmentation (quartile 4).

PTH was essayed by chemiluminescence, while other
laboratory tests (total and ionized serum calcium, urea and
creatinine) were analyzed by standard methods at the Central
Laboratory of the University Hospital (Federal University of Sao
Paulo).

Clinical parameters of vitiligo and psoriasis. The PASI
score used for assessment of severity and extent of psoriasis®!
enabled the evaluation of the response to treatment. Pre- and
post-treatment photographic documentation of the affected skin
under Wood’s light (UVA 351 nm) and a quartile grading scale®
enabled the evaluation of the clinical response to the treatment in
patients with vitiligo. The percentage of the affected skin surface
that achieved repigmentation at 6 mo of treatment yielded five
categories of clinical response. These included “0” for no repig-
mentation; “1” for 1 to 25% repigmentation, “2” for 26 to 50%
repigmentation, “3” for 51 to 75% repigmentation and “4” for
repigmentation above 75% of the total baseline area of affected
skin.

Statistics. Results are expressed in tables as mean + standard
deviation. The Wilcoxon assigned rank test was employed to
assess the effect of treatment with vitamin D (50,000 IU daily
for six months). The relationship between 25(OH)D3 and con-
tinuous variables (PTH and urinary calcium excretion) was

evaluated using a Pearson correlation coefficient. Curves relating
serum 25(OH)D3 and PTH or urinary calcium levels were fitted
using linear regression models. Statistical analyses and graphical
presentation were performed using the GraphPad Prism (Version

3.02, San Diego, USA).
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Figure 8. Photographs of two male patients with psoriasis before (A and C) and after (B and D) six months of treatment with vitamin D (35,000 IU per
day). (A and B) A 59 y-old patient with BMI of 24.8 presenting a PASI score of 31 before treatment and achieving score of 18.2 after six months of treat-
ment; his serum concentration of 25(0OH)D3 was 22.8 ng/mL at baseline, reaching 127.5 ng/mL after 6 mo of treatment. (C and D) 60 y-old patient with
BMI of 33.6 presenting a PASI score of 40.4 at baseline, achieving score of 12.4 after six months; his serum concentration of 25(0H)D3 was 5.6 ng/mL,

reaching 103.2 ng/mL after six months of treatment.
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Figure 9. Photographs of two female patients with vitiligo before (A and C) and after (B and D) six months of treatment with vitamin D (35,000 IU per
day). (A and B) A 50 y-old patient with BMI of 28.3 achieving between 51 and 75% of repigmentation (quartile 3) after six months of treatment; her
serum concentration of 25(0H)D3 was 12.5 ng/mL, at baseline, reaching 92.4 ng/mL after 6 mo of treatment. (C and D) A 36 y-old patient with BMI of
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