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Resumo

Introducéo: O magneésio (Mg) é um dos ions mais importantes do corpo humano. Apesar de
alguns estudos mostrarem que os pacientes com fibrose cistica (FC) podem ter deficiéncia de Mg
nenhum estudo avaliou o impacto da suplementacdo oral de Mg em criancas e adolescentes com
FC. Obijetivos: Avaliar prospectivamente a eficacia da suplementacdo oral de Mg na funcgéo
pulmonar, forca muscular respiratéria e escore de Shwachman-Kulczycki (SK) em criangas e
adolescentes com FC. Metodologia: Estudo duplo-cego, randomizado, controlado com placebo e
cruzado. Foram incluidos 44 escolares e adolescentes com FC (idade, 7 a 19 anos, 20
masculinos) randomizados para receber Mg (n = 22, 300mg/dia) ou placebo (n = 22) durante 8
semanas com um periodo de intervalo de 4 semanas entre os dois periodos de suplementacao.
Todos os escolares e adolescentes foram submetidos ao tratamento convencional para a FC. O
protocolo experimental incluiu a avaliacéo clinica pelo escore SK, a dosagem urinaria de Mg, a
manuvacuometria e a espirometria. O desfecho priméario foi o volume expiratério for¢cado no
primeiro segundo (VEF 1) medido pela espirometria. O teste de normalidade foi realizado para
todas as variaveis avaliadas. Como foi utilizado o desenho cruzado e os resultados ndo tiveram
distribuicdo normal, o teste Wilcoxon foi utilizado. Em todos os testes estatisticos que foram
utilizados, a diferenca entre os grupos foi considerada significativa quando o p-valor do teste
aplicado foi < 0,05. Resultados: Na avaliacdo espirométrica houve aumento estatisticamente
significativo no VEF1, na capacidade vital forcada (CVF) e na relacdo VEF1/CVF somente no
grupo que recebeu Mg (variacdo no VEF1: 4,17% previsto ap6s Mg comparado com 0,72%,
previsto apds placebo, p = 0,002; variacdo na CVF 3,9% previsto apés Mg comparado com
0,27% previsto apos placebo, p = 0,02; variacdo na VEF1/CVF: 1,73% previsto apdés Mg
comparado com -0,99% previsto apds placebo, p = 0,002). Houve melhora estatisticamente
significativa das pressbes respiratorias maximas (Plmax e PEmax) somente apos a
suplementacdo com Mg oral (variagdo no Pimax: 11,02% previsto comparado com 0,45%
previsto apos placebo; variagdo no PEmax: 11,93% previsto ap6s Mg comparado com 0,79%
previsto apos placebo, p <0,001 para ambos). Além disso, os pacientes suplementados com
magnésio apresentaram melhora significativa na avaliacdo clinica pelo escore SK (variacdo: 4,48
pontos apdés Mg comparado com -1,30 pontos apés placebo, p <0,001). Conclusbes: A
suplementacdo oral de Mg melhorou os parametros espirométricos, manuvacuomeétricos e
clinicos, avaliados pelo escore SK, nos escolares e adolescentes com FC avaliados.

Palavras-chave: Fibrose cistica, magnésio, funcdo pulmonar, nutricdo, forca muscular
respiratoria, crianca.



Abstract

Background: Magnesium (Mg) is one of the most important ions in the body. Although some
studies report that patients with cystic fibrosis (CF) lack Mg, no international study has assessed
the impact of oral Mg supplementation in CF patients. Objective: We prospectively investigated
the long-term effect of oral Mg supplementation on lung function, respiratory muscle strength
and Shwachman-Kulczycki’s (SK) score of children and adolescents with CF. Design: This
double-blind randomized placebo-controlled crossover study included 44 patients with CF (age,
7-19 years; 20 males) who were randomized to receive Mg (n=20, 300mg/day) or placebo (n=20)
for 8 weeks with a 4-week washout period between trials. All were undergoing conventional
treatment for CF. The experimental protocol included clinical evaluation with SK score, urinary
dosage of Mg, manuvacuometry and spirometry. The primary outcome was the forced expiratory
volume at first second (FEV1) measured with spirometry. The normality test was performed for
all variables. As a crossover design was used and the results were not normally distributed, the
Wilcoxon Signed Ranks test was used. In all statistical tests that were used, the difference
between groups was significant when the p-value of the test was < 0.05. Results: In spirometry
measurements FEV1, the forced vital capacity (FVC) and the FEV1/FVC ratio has augmented
significantly in the Mg period only (change in FEV1: 4.17 % predicted after Mg versus 0.72 %
predicted after placebo, p=0.002; change in FVC: 3.9 % predicted after Mg versus 0.27 %
predicted after placebo, p=0.02; change in FEV1/FVC: 1.73 % predicted after Mg versus -0.99 %
predicted after placebo, p=0.002). In respiratory muscle strength measurements, the maximal
inspiratory and expiratory pressures (MIP and MEP) significantly improved only after Mg
(change in MIP: 11.02% predicted after Mg versus 0.45% predicted after placebo; change in
MEP: 11.93% predicted after Mg versus 0.79% predicted after placebo; p < 0.001 for both).
Moreover, Mg administration had a beneficial effect on SK score (change: 4.48 points after Mg
versus -1.30 points after placebo, p < 0.001). Conclusions: Oral Mg supplementation helped
improve lung function, respiratory muscle strength and SK score parameters in children and
adolescents with CF evaluated.

Key Words: Cystic Fibrosis, magnesium, lung function, nutrition, respiratory muscle strength,
children.



SUMARIO

APRESENTAGAO. ... eaee s as s es s e an s an e 17
LINTRODUGAO.........cooeeeceeeeeeeeeeeees e 19
RETEIENCIAS. ...ttt et se et sr et e 24
2 REVISAO DA LITERATURA . ......oooiiie et e esee e s 26
2.1 IMIAGNESIO ...ttt ettt ettt er e e n e e e 27
2.1.1 Magnesio N0 COIPO NUMANO. .......coveiiruieeerie ittt 27
2.1.2 Quimica e bioquimica do MAGNESIO. ........ccceriruieririeieieeie e 28
2.1.3 Fisiologia do MagnESi0.........cceveiieerieeiieiesriesieeseeseeeete e sree e s see e eneeesee s 30
2.1.4 Ingestdo de magnésio Na dIeta..........cceeeveeieerieeie e 33
2.1.5 Aspectos ClinicOS d0 MAQNESIO. ......ccviivrereeririeeeeieseesee e e e eie e sreeseens 34
2.2 Magnésio Na fibroSe CISHICA..........cccveiieeie e 35
2.2.1 Mecanismo de acdo do magnésio na fibrose cistica............cccocevveiveiiennnnn. 35
RETEIBINCIAS. ... vttt bttt nr e 43
SOBUIETIVOS . ...ttt 49
3.1 ODJEtiVO PrIMATIO....cc.eoivieieiiece ettt 50
3.2 ODjJetiVOS SECUNUAIIOS. .......ecviecveiecie ettt sttt sre e 50
A METODOLOGIA. ... et snee s 51

4.1 Local € €poca d0 €STUAOD.........ciuviirieie et 52



4.2 DESENN0O A0 BSTUAD ... ..o ettt et e e e e e e e e nnn 52

4.3 Critérios de elegibilidade............cocooviiiiicii e 52
A4 VAITAVEIS. ...ttt ettt et ettt ettt en e e ens 53
4.5 HIPOTESE. ...ttt ettt e e e et e 53
4.6 Tamanho da @MOSIIa........ueiiiieiiiieie e e 53
4.7 RANJOMIZAGAD. ... vttt sttt st sr e e 54
4.8 Delineamento e procedimento do eStUdO..........cccveveeieriiieeieecr e 54
4.9 INStrumeNtoS O ESTUTO. ......c.uiieiiiieieeiiee et s 57
4.9.1 Dosagem de magnesio UFNANIO. .......ccvevereerueruereeiereeie sttt 57
4.9.2 Escore de Shwachman-KulCZYCKi.........ccccvvveiieiiiiciece e, 58
4.9.3 AvaliaGao antrOPOMEBLIICA..........cvueeierierieeeeieeee st sre e erae e e e eee s 59
4.9.4 Avaliacéo da forca muscular reSpIratoria...........cccevvveveeiieeiveiesie e sesieeineas 60
4.9.5 Avaliacdo da fungao PUIMONAr...........cceivcieiieieie e e 62
4.10 ANALISE ESTALISTICA. .....c.vverveei e e 64
4,11 ASPECLOS BLICOS. . ..vveiveeieeceeeiece ettt e ettt e s e e e e e e teeraesre e e 65
RETEIBINCIAS. . ...ttt e e 66
S RESULTADO Sttt e b et r e sn e nnee e 67

5.1 Oral magnesium supplementation in children with cystic fibrosis improves
lung function parameters: A double-blind randomized placebo-controlled

CPOSSOVEE tTIAL. . . .o 68



5.2 Oral magnesium supplementation in children with cystic fibrosis improves
clinical and respiratory muscle strength parameters: A double-blind

randomized placebo-controlled crossover trial.................coiiiiiiiiiinn, 84
B CONCLUSOES........oooieeeeeeeeeeeeeee e es e s s s an e 102
7 CONSIDERACOES FINAIS.......coeveveeeeeeeeeeeee e ees s iess s sness s 104
8 APENDICES E ANEXOS........ooiiireieieeeseeseseessessesseesissessesees s esssnssssssssess s 107
APENDICE Aottt s 108
APENDICE Bh.....cooooicioeeeeee ettt es s sas st 110
APENDICE C...coooveeeeee ettt es e 112
APENDICE Di...coooviiviieee ettt st 113

ANEXO A o 133



ADP

A
AMPc
ATP
ATS
CFTR
CVF
AMPC
DHA
DNA
DPC
DPOC
ERS
EPA

FC
FEV1
FEF25-75%
GEB
GSH-Px
IL

IMC

A\

MG
MEP
MIP
NADP
NADPH
NUPAD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenosina difosfato

Altura

Adenosina monofosfato ciclico

Adenosina trifosfato

American Thoracic Society

“Cystic fibrosis transmembrane regulator”
Capacidade vital forcada

Adenosina monofosfato ciclica

Acido docosahexandico

Acido desoxirrubonucléico

Desnutrigéo proteica calorica

Doenca pulmonar obstrutiva crénica

European Respiratory Society

Acido eicosapentandico

Fibrose cistica

Fluxo expiratorio forcado no primeiro segundo
Fluxo Expiratério Forcado entre 25% e 75% da Capacidade Vital Forcada.
Gasto energético basal

Glutationa peroxidase

Interleucina

indice de massa corporal

Intravenoso

Magnésio

“Maximal expiratory pressure”

“Minimal expiratory pressure”

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato reduzido

Nucleo de Ac¢des e Pesquisa em Apoio Diagndstico



PC
PC20

PEmax
PFE
PFP
PG
PImax
PUFAS
RDA
rhDNase
RNA
SK
TCLE
TNF
UFMG
VEF1
VFC
WHO

Peso

Placebo control

Concentracdo da metacolina que causa 20% de queda do pardmetro de
fungdo pulmonar utilizado.

Pressdo expiratéria maxima

Pico de fluxo expiratério

Prova de funcéo pulmonar

Prostaglandina

Pressdo inspiratoria maxima

Acidos Graxos Poliinsaturados

“Recommended Daily Allowances” - Cota diaria recomendada
Dornase alfa recombinante humana

Acido ribonucléico

Shwachman-Kulczycki

Termo de consentimento livre e esclarecido

Fator de necrose tumoral

Universidade Federal de Minas Gerais

Volume expiratorio forgado no primeiro segundo

Capacidade vital forcada
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O presente trabalho foi estruturado conforme as normas do Programa de P6s-graduacdo em
Ciéncias da Salde, area de concentracdo em Saude da Crianga e do Adolescente, da seguinte

forma:

Parte |

Introdugéo

Revisdo da Literatura
Objetivos
Metodologia

Parte 11

Resultados e Discussao

Artigo 1: Oral magnesium supplementation in children with cystic fibrosis improves lung
function parameters: A double-blind randomized placebo-controlled crossover trial.

Artigo 2: Oral magnesium supplementation in children with cystic fibrosis improves clinical and

muscle strength parameters: A double-blind randomized placebo-controlled crossover trial.

Parte 111
Conclusoes
Consideracdes Finais

Apéndices e Anexo

Nota de esclarecimento com relacé@o aos artigos:

Artigo 1: 40 escolares e adolescentes preencheram os critérios de inclusdo, 4 escolares nao
conseguiram realizar as provas de funcdo pulmonar devido a idade (7 a 8 anos).

Artigo 2: 44 escolares e adolescentes preencheram os critérios de inclusdo, todos conseguiram

realizar a manuvacuometria.
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A Fibrose Cistica (FC) € a doenca letal, hereditaria, autossbmica recessiva mais comum
na raca branca, que afeta o sistema glandular exdcrino, sendo o sistema respiratorio e o trato
digestivo os mais afetados’. Tem como caracteristica um defeito no transporte de eletrélitos
através de membranas celulares epiteliais do organismo, resultando em secre¢cBes mucosas
espessas e viscosas, que causam obstrucdo no nivel de ductos e canaliculos glandulares, com
triade clinica caracterizada por®: doenca pulmonar obstrutiva supurativa cronica, insuficiéncia
pancredtica com ma digestdo e ma absorgdo e niveis anormalmente elevados de eletrélitos no
suor.

O defeito compromete a proteina “Cystic fibrosis transmembrane regulator” (CFTR),
resultando em aumento da viscosidade das secre¢des glandulares e diminuicdo do clearance
mucociliar®. A manifestacio clinica da doenca difere entre os pacientes, com variagdo no grau de
comprometimento pulmonar e gastrointestinal, sendo o quadro respiratorio registrado como causa
mais comum de morte®. A deterioracdo pulmonar progressiva decorre da inflamacéo, retencéo de
muco, infeccdo cronica por Stafilococus aureus e Pesudomonas, hiperreatividade bronquica,
hiperinsuflacdo, instabilidade e obstrucdo das vias aéreas®. A antibioticoterapia ideal para o
tratamento ainda ndo é consenso®, mas o controle da infeccdo pulmonar é parte importante do
conjunto de cuidados, assim como o clearance da secrecdo bronquica, suplementacdo de enzimas
com melhora da mé-absorcao e suporte nutricional®.

Segundo o Consenso Europeu de Nutricdo, os pacientes com Fibrose Cistica tém
inimeras deficiéncias nutricionais. Cabe destacar o deéficit de vitaminas lipossoliveis A, D, E, K
e hidrossoluveis C, B12; bem como, dos minerais: sodio, cloro, potassio, calcio e magnésio. Com
relacdo aos oligoelementos ocorre déficit principalmente de ferro, zinco, cobre, manganés,
selénio e cromo’. Cada um destes nutrientes tem uma acéo fisiologica e bioquimica importante
para todos os seres vivos. Alguns destes nutrientes tém uma importante acdo antioxidante como
as vitaminas A, E, C, os beta carotenos, o selénio, manganés, cobre, zinco e magnésio’.

Dentre os minerais, 0 magnésio atua como co-fator em mais de 300 reacdes enzimaticas,
incluindo aquelas envolvidas no sistema adenilato ciclase. O fato de ser indispensavel para o
metabolismo do ATP significa que ele é essencial para um grande nimero de processos
metabolicos como a utilizagdo de glicose, a sintese de gorduras, proteinas e acidos nucléicos; a
contracdo muscular e a transmissdo neuromuscular. Nestes dois Gltimos casos atua juntamente

com o célcio®.
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A deficiéncia de magnésio esta relacionada a uma série de doengas no organismo, como a
eclampsia, hipertensdo arterial, arteriosclerose, cardiopatias, osteoporose, diabetes, alergias,
DPOC e asma®. Nos Ultimos anos houve um crescente interesse no estudo do magnésio e sua
importancia na regulacdo da musculatura lisa bronquica e vascular pulmonares. Estes resultados
tém levantado a possibilidade para a utilizacdo deste mineral no tratamento de doengas
pulmonares como a asma, alergias, DPOC e hipertenséo pulmonar®.

O mecanismo de a¢do do magnésio na asma, por exemplo, ainda ndo estd completamente
esclarecido. A melhora imediata notada ap6s administracdo de magnésio intravenoso aponta para
um efeito broncodilatador. Isto pode ocorrer pela relagdo com o célcio. O célcio é importante para
a contracdo da musculatura lisa brénquica e 0 magnésio promove o seu relaxamento. Assim, o
magnesio compete com o calcio na sua entrada para o interior da célula, e também promove
inibicdo da liberacdo intracelular de célcio pelo reticulo endoplasméatico®. Com a diminuicdo do
calcio e o aumento proporcional do magnésio intracelular ocorre o relaxamento da musculatura
brénquica.

O magnésio é o segundo cétion mais abundante no meio intra-celular®. Ele é essencial
para manter o potencial elétrico através da membrana celular e assim o ténus broncomotor. Ele

inibe a contracdo vascular® e bronquial®

da musculatura lisa “in vitro”, inibe a liberagdo de
histamina dos mastdcitos*’ , estimula a producéo de prostaciclina** e 6xido nitrico*® . Assim, a
deficiéncia de magnésio aumenta a concentracdo intracelular de célcio, o grau de peroxidagédo
lipidica e a secrecéo de histamina e citoquinas inflamatérias (Interleucina 1 e 6)**. O magnésio
também inibe a transmissdo colinérgica™. Isto pode explicar porque a deficiéncia de magnésio
intra-celular pode estar associada com a inflamacao e hiperreatividade das vias aéreas.

Ha evidéncia epidemioldgica de que uma dieta pobre em magnésio, na populacao geral,

estd associada com piora da funcdo pulmonar, hiperreatividade brénquica e aumento no risco de

17, 18 19, 20

sibilancia®®. Estudos utilizando magnésio intravenoso , Ou inalatério mostraram efeito

benéfico no controle da asma aguda em adultos e criancas. Com relacdo ao uso do magnésio oral

na asma, Hill J et al.?

, em 1997, realizaram um estudo randomizado, duplo-cego, placebo
controlado e cruzado com 17 asmaticos com idade entre 25 e 60 anos, submetidos a aumento do
magnésio na dieta por periodo de 2 semanas. Eles verificaram que este aumento estava
associado a uma melhora dos sintomas clinicos e reducdo do uso de broncodilatador. Em

contrapartida, ndo houve melhora nas medidas de reatividade das vias aéreas. Os autores colocam
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a possibilidade do tempo de reposicao ter sido insuficiente para uma alteracdo na reatividade. Por
outro lado, em 2003 Fogarty et al. mostratam que a suplementagdo de magnésio oral ndo teve
efeito em adultos asméticos?.

Em 2006 concluiu-se na Unicamp (Campinas - SP) um estudo duplo-cego, randomizado e
controlado com placebo. Foram incluidos 37 escolares e adolescentes (7-19 anos de idade) com
asma atopica persistente moderada e os autores concluiram que a suplementacdo oral de
magnésio por 2 meses foi eficaz em melhorar clinicamente a asma moderada. Também houve
uma melhor resposta ao teste cutaneo de hipersensibilidade imediata e ao teste de provocagéo
bronquica com metacolina®.

Estudo realizado em 1991 mostrou que pode haver uma deficiéncia de Magnésio nos
pacientes fibrocisticos®*. Embora em estudo anterior, os autores ndo encontraram reducéo dos
niveis séricos de magnésio nos pacientes com fibrose cistica®. O magnésio é um fon intracelular
e a correlacdo entre o nivel sérico e o nivel intracelular & pequeno. Provavelmente porque apenas
1% das reservas de magnésio corporal pode ser encontrada no sangue®. O tratamento dos
pacientes com fibrose cistica com alguns antibidticos como aminoglicosideos levam a uma
deplecéo das reservas de magnésio, contribuindo ainda mais para os disttrbios respiratérios®’.

No manuseio de pacientes com fibrose cistica, a inalagdo com rhDNase-1 € usada para
facilitar a remocdo de muco dos pulmdes. Entretanto, um importante grupo de pacientes com
fibrose cistica ndo se beneficiam com este tratamento. Assim, um estudo foi realizado por
Sanders et al., em 2006, para elucidar o motivo desta falta de resposta. Os autores verificaram
que a auséncia de resposta a inalacdo com rhDNase-I, por parte de alguns pacientes foi devido a
baixa concentracdo de magnésio no escarro e que 0 aumento na concentragdo de magnésio no
escarro por meio da suplementacdo oral pode ser uma estratégia promissora para 0s pacientes sem
resposta & inalagdo com rhDNase %%, Resultados semelhantes foram encontrados por Rosenecker
em 2009 Z.

Embora o mecanismo de acdo do magnésio na doenca respiratoria ainda nao esteja
completamente elucidado, o seu uso inalatorio, intra-venoso ou oral tem se mostrado eficaz nas
diferentes doencas pulmonares em varios estudos realizados, tanto em adultos como em criangas.
Assim, considerando a fibrose cistica uma importante doenca nutricional com manifestacfes
pulmonares e gastrointestinais, fica evidente a importancia de tratamentos que melhorem o

quadro nutricional e a0 mesmo tempo sejam efetivos na melhora do quadro respiratorio.
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Nas tltimas décadas houve um interesse cada vez mais crescente no estudo da bioquimica
do magnésio, sua importancia nutricional e participagdo potencial nas doengas humanas e
particularmente na patogénese dos disturbios pulmonares. Além disto, 0 magnésio é um mineral
de baixo custo e ndo foram verificados efeitos colaterais mais graves, apos a sua suplementacéo,
nos diferentes estudos realizados. Embora existam estudos mostrando que 0s pacientes com
Fibrose Cistica tém deficiéncia de magnésio, existe uma escassez de estudos que avaliem a

importancia da suplementacédo oral de magnésio em pacientes fibrocisticos.
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2.1 Magnésio

2.1.1 O magnésio no corpo humano

O organismo humano contém de 21 a 28 g de magnésio, distribuidos de maneira bem
desigual’. A concentracdo de magnésio é muito maior no liquido intracelular que no liquido
extracelular. Apds o potassio, é o segundo cation em importancia no liquido intracelular?.

A maior concentracdo de magnésio no organismo humano encontra-se no esqueleto, que
contém cerca de 60% das reservas totais de magnésio. A massa muscular contém cerca de metade
do restante do magnésio do organismo; nele, a concentracdo €, em condi¢cdes normais, da ordem
de 15 a 20 meq/Kg de peso seco (26%). O musculo liso é tdo rico em magnésio como o musculo
estriado. O teor de magnésio do liquido intracelular dos musculos tem um papel determinante na
sua excitabilidade®.

Os globulos vermelhos contém cerca de 5 meg/l de magnesio, equivalente a 1% das
reservas totais, e por isto ndo é um bom pardmetro de medida do magnésio no organismo. O
magneésio encontra-se no nucleo das células, e os globulos vermelhos ndo tém nucleo; isto explica
por que os reticuldcitos sdo mais ricos em magnésio que os glébulos vermelhos mais velhos®.

Apesar da dosagem de magnésio sérica ndo mostrar a reserva corporal 6ssea, muscular e
de outros tecidos, € normalmente utilizada na pratica clinica para determinar a quantidade de
magnésio no organismo. A concentracdo normal sérica de magnésio, reflexo do teor de magnésio
do liquido extracelular, é de 1,8 a 2,8 meg/I°>. O magnésio intracelular pode ser encontrado em
todos os 6rgdos. Aqueles que mais o contém sdo: o coracgdo, o figado, o pancreas, o cérebro, os
rins, o tubo digestivo, o baco e os pulmdes*®. A TABELA 1 mostra o teor do magnésio em

diferentes érgdos do organismo.
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TABELA 1. Teor de magnésio dos diferentes 6rgdos em estado natural em mg/Kg

Orgaos Teor de Magnésio (mg/Kg)
Osso 1.000
Musculos 215
Rins 207
Coracdo 175
Bago 142
Cérebro 140
Testiculos 95
Pulmdes 74

Tabela extraida de Lederer®.

2.1.2 Quimica e bioquimica do magnésio

O magnésio é um dos principais cations intracelulares, com uma concentragédo livre no
citoplasma em torno de 0,5 mmol/I"®°. O célcio livre no citoplasma é somente 1/10000 do fon
correspondente extracelular, tradicionalmente chamado célcio ionizado. Assim, o calcio é um
agente ideal para transducao de sinais rapidos e ativacdo celular. O magnésio, cujo gradiente na
membrana plasmatica é insignificante, e a concentracao extracelular (magnésio ionizado) esta em
torno de 0,7 mmol/l, pode ter uma acdo como elemento regulatério em longo prazo” ***.

Com o objetivo de entender o mecanismo de a¢do do magnésio, é importante estudar sua
quimica e bioguimica. Diferente do célcio, 0 magnésio é um ion menor que atrai moléculas de
4gua mais avidamente. Assim, na pratica o fon é grande® **?, Suas 6 ligacdes coordenadas tém
distancias mais rigidas que as 6 a 8 ligacdes coordenadas do ion calcio.

O magnésio liga-se a grupos de nitrogénios neutros como aminoacidos e grupos
imidazoélicos, além de se unir ao oxigénio em grupos acidos. Por outro lado, o célcio se liga ao
oxigénio em anions multidentados®. Como resultado, as ligagdes do magnésio as proteinas e

outras moléculas sdo mais fracas que as ligacdes do célcio. Assim, é mais dificil para 0 magnésio
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alcancar as ligacdes mais profundamente situadas nas proteinas e passar pelos canais estreitos nas
membranas biolégicas®.

O magnésio é o co-fator de centenas de reacbes enzimaticas®'****°

e € especialmente
importante para as enzimas que utilizam nucleotideos como co-fator ou substrato. Como regra,
ndo é o nucleotideo livre, mas sua forma combinada ao magnésio, o real co-fator ou substrato.
Isto é verdade para as fosfotransferases e hidrolases como ATPases, que sdo de importancia
central na bioquimica da célula, particularmente no metabolismo energético.

Em adicdo, o magnésio € requerido para a sintese de proteinas e acidos nucléicos, para o
ciclo celular, integridade do citoesqueleto e da mitocdndria e para a ligacdo de substancias a
membrana plasméatica® *°. O magnésio frequentemente modula o transporte iénico por bombas,
carreadores e canais, e assim pode modular a transducdo de sinais e as concentragdes
citoplasmaticas de célcio e potéassio®*>1¢1"

O magnésio intervém particularmente para ativar as enzimas que hidrolisam e transferem
os fosfatos, particularmente as fosfatases, e, principalmente, aquelas que dizem respeito a
adenosina trifosfato (ATP)?. O ATP ¢ indispenséavel para a utilizacdo da glicose, na sintese das
gorduras, proteinas, acidos nucléicos e coenzimas, na contragdo muscular, na transferéncia dos
grupos metil, na ativacdo de sulfatos, acetatos e formatos. Isto quer dizer que o efeito ativador do
magnésio se exerce em todas essas reacoes®.

Wacker em 1969*° mostrou que o magnésio catalisa também as enzimas que utilizam o
ATP ou que atuam na transferéncia de fosfatos. Como o ATP pode formar um complexo com o
magnésio, Mc Intyre em 1963%° sugeriu que esse complexo seria 0 substrato da enzima. Para
Schroeder et al. (1969)%*, 0 magnésio, que ndo forma complexos estaveis, seria a ponte em um
grande nimero de relagdes quimicas. Quando fosfatos organicos tomam parte numa reacao, o
magnésio seria habitualmente o co-fator inorganico.

Carregado positivamente (Mg++) o magnésio é capaz de se ligar eletrostaticamente a
grupos carregados negativamente nas membranas, proteinas e acidos nucléicos. A ligacdo a
membrana fosfolipidica pode modificar a conformacéo local e ter um efeito geral elétrico®.

O magnésio também deve influenciar a ligacdo de outros cations como célcio e
poliaminas™ que, dependendo de suas concentrages, deve ter efeito antagonico ou cooperativo.
Geralmente, 0 magnésio tem um efeito protetor e estabilizador da membrana, que deve ser devido

ao seu efeito elétrico® e inibicao da fosfolipase A2,
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Em muitas reagdes bioquimicas o magnésio pode ser parcialmente, ou em alguns casos,
completamente substituido por poliaminas, espermina, espermidina ou a diamina putrescina®.
Assim, magnésio e poliaminas se ligam eficientemente a grupos carregados negativamente nas
membranas, 4cidos nucléicos e ribossomos®*?. Os dois tipos de cations sdo envolvidos na sintese
de DNA, RNA, e proteinas. Entretanto, uma questdo ndo resolvida é: se 0 magnésio e poliaminas
podem ter acOes iguais ou similares, que tipo de cation é atualmente operante na célula em uma
condicdo fisioldgica particular? Além do mais, o que determina a escolha da célula na alternativa
particular realmente usada? Poliaminas com suas cargas separadas a distancias fixas deve ser a
espécie molecular preferida sempre e quando a complexidade estrutural da espécie interativa
requer, como na estabilizacdo do DNA. Ha também evidéncia experimental de efeitos
substitutivos. Assim, a deficiéncia de magnésio no rato, produz um aumento no contetdo de
espermidina no cortex cerebral®.

O magnésio tem um papel importante na estrutura de numerosas macromoléculas. Os
estudos de Dove e Davidson (1962)*" e Rodgers (1966)*® mostram que a organizacdo bem

ordenada do DNA, RNA e dos ribossomos fica estabilizada gracas a presenca do magnesio.

2.1.3 Fisiologia do magnésio
A. Controle do magnésio livre citoplasmatico

O magnésio é importante para as funcGes normais neurologicas e musculares. A
hipomagnesenia leva a hiperexcitabilidade em razdo principalmente do transporte celular de
célcio® &4,

Embora a concentragdo de magnésio livre na membrana plasmatica seja pequena, ele
influencia varias atividades celulares. Os principais fatores que afetam o magnésio livre no
citoplasma sdo a concentragdo de nucleotideo e a operacdo do sistema de transporte na membrana
plasmatica e mitocondrial. Especialmente importante € o ATP que se fixa ao magnésio com uma
constante de associagdo em torno de 4°. J4 a constante de associacdo do magnésio pelo ADP é em
torno de 2. Assim, o magnésio livre no citoplasma, aumenta nas células que tem menos energia,
ou seja, menos ATP®. Isto ocorre, por exemplo, na andxia ou isquemia®’. O mesmo ocorre com o

30
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magnésio livre na matriz mitocondrial®™. Uma situacdo especial ocorre nos eritrocitos, onde a

hemoglobina e o 2,3-bifosfogluconato sdo importantes tampdes de magnésio. A influéncia do
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magnésio livre e total sobre o estado de oxigenacdo da hemoglobina (magnésio livre aumenta a
deoxigenac&o) foi descoberto recentemente por Raftos et al.®".

A passagem de magnésio para dentro da célula ocorre por difusdo, a partir da maior
concentracéo idnica livre no espaco extracelular”®*°. Isto é promovido pelo potencial negativo da
membrana na por¢do citoplasmatica. Ja a saida do magnésio de dentro da célula, ocorre contra o
gradiente eletroquimico, envolvendo um gasto energético. Isto ocorre a custa do gradiente de

sodio nos eritrécitos, hepatdcitos, axonios e células asciticas®'*>*.

Estudo realizado por
Flatman em 1991 mostra a possibilidade de um mecanismo neuroelétrico de 2 Na+/ 1Mg+, onde
a energia utilizada seria somente as custas do gradiente de sodio. Inclusive nas células musculares
lisas, ocorre 0 mesmo mecanismo®”. Entretanto, h4 uma dependéncia de ATP, que tem sido
relacionada a existéncia de um mecanismo de bomba do magnésio; podendo, também, estar
envolvido a ligagdo ou fosforilagéo a proteinas. O magnesio também influencia a atividade de
proteinas quinases, assim, a elevacdo de magnésio nos eritrocitos observada com a deoxigenagédo
da hemoglobina, est4 associada com a fosforilagdo da banda 3 da tirosina*:.

O transporte mitocondrial de magnésio também influencia 0 magnésio intracelular. O
gradiente, na parte interna da membrana mitocondrial, é pequeno, mas, as custas de energia,
ocorre o fluxo de magnésio da mitocondria para o citosol. O mecanismo deste transporte ndo esta
claro. O magnésio livre na matriz mitocondrial também modifica com o estado metabdlico: €
reduzido pelo fosfato inorganico e ATP e aumentado pela conversio do ATP em ADP*. O
influxo é estimulado pelo fosfato inorganico e inibido por potéssio e quinina®. O magnésio livre
na matriz mitocondrial regula a fosforilacdo oxidativa e afeta a troca K+/H+ que controla o
volume mitocondrial®®>. De especial importancia é a inibicdo pelo magnésio da dilatagdo e
desacoplamento da mitocdndria que eleva a concentracdo de calcio até o seu limiar. Esta
disfuncdo mitocondrial é causada pela abertura de um grande poro na parte interna da membrana,
0 que é chamado permeabilidade mitocondrial transitéria®®. A probabilidade da abertura do poro
aumenta com o célcio e diminui com o magnésio®. Esta é a maneira como o magnésio pode
proteger a célula do efeito nocivo da abertura irreversivel do poro, que ocorre em varias
condigBes patolégicas®® *°. Células tumorais tém um alto contetido de magnésio que inibe a

permeabilidade transitoria®.



32

A saida do magnésio da mitocondria ocorre por um mecanismo separado’®*,

possivelmente por antagonismo ao H+ ou K+*'. SituacBes que aumentam o magnésio livre na
matriz mitocondrial, como diminuicdo do ATP com troca pelo ADP, também estimula a saida®.
O reticulo endoplasmatico também esta envolvido na captacdo do magnésio, que atua

como antagonista do célcio na bomba de calcio, pelo menos em algumas situag&es®.

B. Absorcédo intestinal do magnésio

O magnésio é absorvido principalmente ao nivel do fleo e c6lon®'*. A absorcdo principal
ocorre por mecanismo paracelular passivo. Sua passagem para a serosa ocorre por mecanismo
ativo®*?. O que dé suporte & teoria do transporte passivo é o encontro de uma relacéo linear entre
a concentracdo de magnésio no limen e sua absorcdo, embora existam indicios de saturacao; que,
entretanto, pode se dever & fixacdo do magnésio e ndo ao seu transporte*.

Estudos mais recentes com vesiculas das vilosidades intestinais, usando Mag-fura-2
confirmam o envolvimento de uma bomba de 2Na+ / 1Mg+ na absor¢do do magnesio pela

membrana basolateral®

. Entretanto, a dependéncia do sédio pode ser devido a atividade da Na+,
K+ — 2ClI- que fornece o Cl-a Mg++ — 2CI- conjugada que é considerado o atual mecanismo de
extrusdo do magnésio®.

A absorcdo do magnésio no decorrer do dia é bastante variavel e depende do ritmo
alimentar, sendo mais importante apds o almoco e & tarde”.

Alcock e Mc Intyre, em 1964*; mostraram que uma quantidade excessiva de calcio reduz
a absorcdo intestinal de magnésio. Segundo o0s autores, isto ocorre por um mecanismo de

concorréncia, pois a via metabdlica seria a mesma para estes dois cations.

C. Excrecao renal

O rim € o 6rgdo mais importante na homeostase do magnésio contido no organismo.
Aproximadamente 75% do total do magnésio plasmatico é filtrado através da membrana
glomerular. Contrario ao sédio e céalcio, somente 15% do filtrado é reabsorvido no tabulo
proximal, a maior parte (50 a 60%) na porcéo ascendente da alca de henle’®.

Em condicdes fisioldgicas, somente 3 a 5% do magnésio filtrado é excretado na urina®. A

reabsorcéo tubular ocorre pelo mecanismo passivo paracelular e transporte epitelial. Drogas como
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os diuréticos, tiazidicos, cisplatina, gentamicina e ciclosporina causam a perda de magnésio na

urina, pela inibic&o da reabsorcao tubular”®.

D. Modulacao hormonal do magnésio

Apesar de estudos recentes com propostas para a existéncia de um controle hormonal

especifico na homeostase do magnésio*®*’

, 0s fatores enddcrinos que controlam o0 magneésio
plasméatico ou urinario ndo estdo completamente esclarecidos. Entre muitas extensas revisdes
sobre a homeostase do magnésio®®, descrevem o magnésio como um fon 6rfdo no organismo, pela
aparente auséncia de controle enddcrino especifico similar ao existente para o calcio, sddio e
potassio. A disponibilidade celular do magnesio é regulada pelo rim, trato gastro-intestinal e 0sso.
O rim é o principal 6rgdo na regulacdo do magnésio corporal. Muitos hormdnios, incluindo o
paratormdnio, calcitonina, vitamina D, insulina, glucagon, hormdnio antidiurético, aldosterona e
horménios sexuais foram citados por alguns pesquisadores como tendo uma ag@o no balanco do

magnésio no organismo*’

, ndo afastando a possibilidade que estes hormdnios ndo sejam 0s
reguladores primarios da homeostase do magnésio.

Em muitos tecidos, hormoénios afetam o contetddo celular de magnesio, pela modulacéo da
saida de magnésio que € dependente de energia. Este processo pode ser influenciado por
horménios via mensageiros intracelulares, frequentemente o calcio livre citoplasmatico ou o
cAMP*. Agonistas al adrenérgico como fenilefrina e B adrenérgico como norepinefrina ou
isoproterenol estimulam a saida de magnésio em células cardiacas e hepaticas™®.

Mc Coy & Kenny™, em 1996, mostraram que ha interacdo entre a vitamina D e o

magnésio, interferindo positivamente no sistema imunolégico.
2.1.4 Ingestdo de magnésio da dieta
As fontes mais ricas de magnésio na dieta sdo: sementes inteiras, cereais integrais,

vegetais de folhas verdes, legumes e nozes. O magnésio que esta presente em alimentos ndo

processados é quase completamente perdido no processamento dos alimentos®”.
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Fitatos, &lcool ou um excesso de fosfato e célcio diminuem a absor¢do de magnésio,
presumivelmente pela diminuicdo relativa na concentracdo luminal de magnésio. Carne, peixe,
leite e frutas sdo geralmente pobres em magnésio®".

A quantidade de magnésio diaria que deve ser ingerida (RDA) é de 350 mg/ dia para
adultos masculinos e 280 mg/ dia para adultos femininos (Food and Nutrition Board, 1989)°.
Este valor aumenta com a lactacdo (355 mg/dia). O leite humano contém 30 a 40 mg/l de
magnésio que é suficiente para o recém-nascido.

Ha evidéncias de que a ingestdo diaria de magnésio diminuiu desde o inicio deste século,
quando era estimado em torno de 475 a 500 mg°®. Servicos de investigagdo epidemiolégica em
dieta mostram que a média de ingestao diaria atual de magnésio em paises ocidentais esta abaixo
da RDA < 300 a 350 mg™*.

Morgan e Stampley®® mediram a ingestdo de magnésio e célcio nas mulheres, comparando
os dados do “US Department of Agriculture’s” de 1977 a 1978 com o ‘“Nationwide Food
Consumption Survey” e o “Continuing Survey of Food Intake by individuals” de 1985. Os
resultados mostraram que a ingestdo de célcio aumentou significativamente de 1978 para 1985,

enquanto a ingestdo de magnésio diminuiu neste mesmo periodo.

2.1.5 Aspectos clinicos do magnésio

O magnésio tem um importante papel na modulacdo das fungdes de transporte e
receptores, transducdo de sinais, atividades enzimaticas, metabolismo energético, sintese de
acidos nucléicos e proteinas, bem como protecdo das membranas biolégicas. Assim, uma dieta
deficiente em magnésio tem uma importante acdo na patogénese e no agravamento de muitas
enfermidades. Entre estas enfermidades destaca-se a doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia
cardiaca congestiva, arritmias cardiacas, morte subita, complicacbes vasculares do diabetes
mellitus, eclampsia e pré-eclampsia, hipertensdo arterial, aterosclerose, alergias, hipertensdo
pulmonar e asma>®°"°®*%®  Além disto, muitos estudos demonstram o efeito benéfico da
suplementacdo do magnésio no tratamento de doencas como o acidente vascular cerebral®,
eclampsia®, osteoporose®®, enxaquecas®, desordens do sistema imunolégico® e asma

bronquica®>°®°’,
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2.2 Magnésio na fibrose cistica

Muitos fatores podem ser responsaveis pela deficiéncia de magnésio em pacientes com
fibrose cistica. Primeiro, inquéritos alimentares atuais mostram que a ingestdo de Mg média nos
paises ocidentais, € muitas vezes aquém das recomendadas pela RDA (280 e 350 mg / dia para
adultos do sexo feminino e masculino, respectivamente)®’. Segundo, a mé absorcio
gastrointestinal, um sintoma comum da fibrose cistica, pode causar hipomagnesemia®®. Terceiro,
certos antibiéticos e agentes quimioterapicos usados por pacientes com fibrose cistica também
podem induzir a hipomagnesemia®.

Estudos realizados em pacientes com fibrose cistica evidenciaram esta deficiéncia de

magnésio’®"

, embora um estudo anterior ndo encontrasse qualquer reducdo nas concentracdes de
Mg sérico nestes pacientes’®. O magnésio é um fon intracelular e a correlagdo entre o nivel sérico
e o nivel intracelular é pequeno. Provavelmente porque apenas 1% das reservas de magnesio
corporal pode ser encontrada no sangue. Medidas de magnesio sérico refletem variacbes em curto
prazo na ingestdo, mas ndo refletem as reservas de magnésio corporal 2. Mesmo as dosagens de
magneésio no eritrcito, celulas mononucleares e granulocitos podem néo refletir as dosagens de
magneésio corporal, pois a maior concentracdo de magnésio encontra-se nos musculos (30%) e
05505 (60%) 2.

No manuseio de pacientes com fibrose cistica, a inalacdo com rhDNase-1 é usada para
facilitar a remocdo de secrecdo dos pulmdes. Entretanto, um importante grupo de pacientes com
fibrose cistica ndo se beneficiam com este tratamento. Assim, um estudo foi realizado por
Sanders et. al. em 2006* para elucidar o motivo desta falta de resposta. Os autores verificaram
que a auséncia de resposta a inalacdo com rhDNase-I, por parte de alguns pacientes foi devido a
baixa concentracdo de magnésio no escarro. Os autores concluiram que o0 aumento na
concentracdo de magnésio no escarro por meio da suplementacdo oral pode ser uma estratégia
promissora para 0s pacientes sem resposta a inalacdo com rhDNase. Em outro estudo realizado

por Rosenecker e colaboradores em 2009 os autores obtiveram resultados semelhantes’™.

2.2.1 Mecanismo de acdo do magnésio na fibrose cistica:

O mecanismo de acdo do magnésio na fibrose cistica ainda ndo estd completamente

elucidado. Como o magnésio tem uma participacdo importante em uma grande variedade de
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atividades celulares e processos bioldgicos, a sua acdo na fibrose cistica pode envolver muitas
vias metabdlicas. Ele atua como co-fator em mais de 300 rea¢Ges enzimaéticas, incluindo aquelas
envolvidas no sistema adenilato ciclase e age com o calcio para afetar a transmissdo
neuromuscular. Evidéncias sugerem que a agdo do magneésio na fibrose cistica pode ser explicada

pelos seguintes mecanismos basicos:

O papel do magnésio no metabolismo energético

Antagonismo com o célcio

O efeito pro-inflamat6rio com a deple¢do de magnésio

Aumento na producédo de espécies reativas de oxigénio com a deficiéncia de magnésio

moow>

Outras a¢des do magnesio

A. Magnésio e metabolismo energético

A fibrose cistica € uma doenca autossémica recessiva caracterizada por mutagdes no gen
responsavel pela producdo da CFTR. Esta proteina controla um canal iénico de cloretos e sodio
localizado na membrana apical das células dos epitélios de varios 6rgaos do sistema respiratorio e
digestivo e é regulada pelo AMPc (adenosina 3’5’ monofosfato ciclico)’®. O AMPc é um dos mais
importantes mensageiros secundarios, envolvido como modulador de processos fisiologicos. Este
mensageiro secundario é formado a partir do ATP em uma reacdo catalisada pela adenilil ciclase,
uma enzima associada com a face interna da membrana plasmatica. O magnésio é um co-fator de
todas as enzimas envolvidas nas reacdes de transferéncia de fosfato que utilizam a adenosina-

trifosfato (fosforilagdo oxidativa) e outros nucleotidios-trifosfato como substratos.’’

B. Antagonismo com o Calcio

Estudo prévio conduzindo em adultos saudaveis jovens demonstrou a importancia do
magnésio no transporte de membrana e na contracio e relaxamento muscular’®. A deficiéncia de
magnésio causa danos estruturais nas células musculares promovendo o aumento do estresse
oxidativo com comprometimento da homeostase intracelular de calcio."

A relacdo de antagonismo do magnesio com o calcio € bem evidenciado na asma
brénquica. O magnésio € um cation que tem efeito modulatério na contratilidade das células

musculares de varios tecidos: hipomagnesemia leva & contratilidade®*°; hipermagnesemia, ao
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relaxamento®. A relacdo entre hipomagnesemia e aumento da contratilidade pode ser explicada
pelo antagonismo entre magnésio e célcio®’.

Como antagonista do célcio, 0 magnésio atua nas vias aéreas provocando o relaxamento
da musculatura lisa, vascular e bronquica, conseguindo impedir ou retardar os transtornos
ocasionados no equilibrio eletrolitico muscular®.

O magnésio extracelular reduz a permeabilidade das membranas ao bloquear canais
especificos de célcio, o magnésio existente nas membranas ativa as bombas que expulsam o
calcio e o0 sodio para o exterior da célula. O magnésio intracelular debilita a unido entre o célcio e
as proteinas miofibrilares (treponina e miosina) e reduz a liberacdo de célcio a partir do reticulo
endoplasmatico®’:

Além do efeito direto na musculatura lisa bronquica, o magnésio tem um efeito indireto,
também como antagonista do calcio:

v" Via inibicdo da transmissao colinérgica, diminuindo a liberacdo de acetilcolina pelos
terminais nervosos motores, reduzindo a sensibilidade da placa motora a acetilcolina e
diminuindo a amplitude do potencial da placa motora®.

v" O magnésio diminui a liberacdo de histamina, citoquinas inflamatérias (IL1 e IL6) e
outros mediadores quimicos pelos baséfilos e mastécitos®.

v" Promove a estabilizacio dos linfécitos T%.

Adultos moderadamente treinados apresentam melhora da fungdo cardiorrespiratdria
durante um teste de esforco submaximo de 30 min, apos receberem suplementa¢do com magnésio
oral®. Estes achados sugerem um efeito potencialmente benéfico da suplementacdo de magnésio
na forca e no metabolismo muscular. No entanto, ainda ndo esta claro se este efeito benéfico do
magnésio estd relacionado a um prévio estado nutricional deficiente ou a um efeito
farmacologico™.

A relacdo do magnésio com o célcio pode explicar também a acdo do magnésio nos
pacientes com fibrose cistica que ndo respondem a dornase alfa recombinante humana (rhDNase),
uma vez que o calcio é importante para a estabilidade da rhDNase | enquanto o magnésio é

importante para sua atividade™.
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C. Deficiéncia de Magnésio e inflamacéao

A inflamacdo das vias aéreas desempenha um papel fundamental na patogénese da fibrose
cistica, sendo o resultado da combinacdo de infeccdo pulmonar bacteriana crénica com a resposta
exacerbada do paciente. Muitos estudos mostram a relagdo entre inflamacdo, infeccédo crénica e
desnutricéo, conforme resumido pela FIGURA 1%

A deficiéncia de magnésio esté relacionada a um estado pro inflamatério pela producgéo
aumentada de Interleucina 1p e do fator de necrose tumoral o®’. Além disto, com a deficiéncia de
magnésio ocorre um aumento na concentracio de neuropeptidios proinflamatérios®.

Hé& duas classes de &cidos graxos poli-insaturados obtidos a partir da dieta: 6mega 3 e
O0mega 6. O acido graxo 6mega 6 representado pelo acido linoleico, que € metabolizado em &cido
aracdonico e o acido graxo 6mega 3 representado pelo acido o linolénico, que ¢ metabolizado em
acido eicosapentandico (EPA) e acido docosahexanoico (DHA). O acido aracdonico é
incorporado a membrana celular a partir do qual é liberado para atuar como precursor dos
leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanos da série par. Quando o &cido eicosapentandico é
liberado da membrana ele substitui o acido aracdbénico e é o precursor para a sintese das
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos da serie impar. Importante ressaltar que o0s
precursores da série impar sdo menos inflamatdrios que os da série par. Para a producdo do acido
graxo eicosapentandico € importante a acdo da enzima delta 6 dessaturase que é dependente de
magneésio. Assim, com a deficiéncia de magnésio ocorre maior producao dos precursores da série

par e, portanto maior inflamacao™.
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FIGURA 1: Desnutri¢do e inflamacéo cronica na fibrose cistica.

Defeito intrinseco M4 absorgao anorexia psicogenica,
(CFTR)? gastrointestinal,
latrogenica
A 4 \ 4 v
Aumento do Aumento das perdas Diminuicdo da
requerimento ingestao
energético
4 Deficiéncia de Energia ~
Inflamacéo
Perda de peso 1
Infeccdes
L 4 Pulmonares
Diminuigdo da forca | Comprometimento 7'y

muscular da imunidade

l

Destruicéo pulmonar |,

Extraido de Staab D, 2004.

D. Efeito antioxidante do Magnésio

O magnésio tem acdo nas reacbes enzimaticas relacionadas ao sistema da adenilato-
ciclase para producdo de ATP. A deficiéncia de magnésio leva a uma reducdo na producdo de
ATP, prejudicando a bomba de sodio/potéassio e causando a despolarizacdo celular com influxo
de fons sodio e calcio para o meio intracelular e edema citotoxico™.

O aumento do calcio pelo influxo através da membrana e também pela maior liberacéo
das reservas intracelulares (reticulo endoplasmatico) desperta outras vias metabdlicas, incluindo a
ativacdo da fosfolipase, liberacdo de prostaglandinas, lipases, proteases e endonucleases que
lesam vérias estruturas celulares™.

O aumento do calcio intracelular contribui para a formacdo de xantina, hipoxantina e

prostaglandinas que inativam a fosforilagdo oxidativa intra-mitocondrial. A hipoxantina é o
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substrato para a xantina oxidase, uma das duas formas da enzima xantina oxidoredutase. Em
condigdes fisioldgicas a forma xantina dehidrogenase da xantina oxidoredutase predomina. Esta
forma utiliza NAD+ como aceptor de elétron e ndo gera metabdlitos toxicos. Em condicGes de
isquemia ou reducdo do ATP (deficiéncia de magnésio), a xantinaoxidoredutase é rapidamente
convertida em xantina oxidase que utiliza moléculas de oxigénio como substrato para producéo

de espécies reativas do oxigénio como o radical superéxido e o peréxido de hidrogénio®.

Hipoxantina + O, X0 > H,0, + Acido Urico + O,-

O radical superoxido e o perdxido de hidrogénio, na presenca de ions ferro e cobre, pela
reacdo de Fenton proposto por Haber e Weis, em 1934%, origina o radical hidroxila, o oxidante

mais instavel que se conhece.

0,- + H,0,  ions ferro e cobre - O, + OH- + OH-

Sendo muito reativo, o radical hidroxila provoca reacdo em cadeia, atacando e danificando
quase todas as moléculas em microssegundos®. O radical hidroxila reage com substancias
biologicas como proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e acidos graxos poliinsaturados
(PUFAS). E esta ultima reacdo que resulta na peroxidacdo da membrana lipidica. PUFAS estio
presentes em altas concentraces na membrana celular e s8o mais susceptiveis ao ataque de
radicais livres. Com isto ocorre a liberacdo de &cido aracdbnico, que pode ser catalisado pela
lipoxigenase; com producdo de eicosandides (citoquinas) e leucotrienos, ou pela cicloxigenase,
com producdo de tromboxano, prostaglandina e prostaciclina®.

Estes produtos tém uma importante acdo na fisiopatologia da inflamacdo na fibrose
cistica, promovendo dano ao epitélio pulmonar, aumento da permeabilidade vascular e
quimiotaxia de leucdcitos. Isto pode explicar porque a deficiéncia de magneésio intracelular pode
estar associada a alteracdes pulmonares cronicas nos pacientes fibrocisticos® %%,

Além disto, estudo realizado por Mak et al., em 1992%, mostra que os bloqueadores dos

canais de calcio protegem as células endoteliais contra as espécies reativas do oxigénio por sua
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propriedade lipidica antiperoxidativa e manutencdo dos niveis de glutationa. O magnésio como
antagonista do calcio pode ter também um efeito neste sentido (FIGURA 2).

FIGURA 2. Rela¢édo da deficiéncia de magnésio com a liberacdo de mediadores inflamatérios

e especies reativas do oxigénio.
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Espécies reativas do Oxigénio

Atualmente estudos sugerem que os radicais livres podem estar envolvidos na lesdo
tissular induzida pela deficiéncia de magnésio”. Por exemplo, o magnésio é o co-fator da glicose-
6-fosfato dehidrogenase e da 6-fosfogluconato dehidrogenase, duas enzimas do ciclo das pentoses
que catalisam a producdo do NADPH a partir do NADP+. Assim a deficiéncia de magnésio na
dieta, diminui a atividade da glutationa redutase, resultando na oxidacdo de proteinas induzida
por radicais (indicado pela geracdo de proteina carbonila) com lesdes tissulares nos rins, cérebro e
musculatura’. Em estudo realizado por Cairns e Kraft®®, em 1996, os autores verificaram reducéo
na producdo de superoxido em neutrofilos, obtidos de adultos asmaticos; evidenciando o efeito

antioxidante e antiinflamatério do magnésio.
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E. Outras a¢Bes do magnésio:

e Magnésio, juntamente com a vitamina C, B3 (niacina), B6 (piridoxina) e o zinco séo os co-fatores
da enzima delta 6 dessaturase. Esta enzima catalisa a reacdo onde o acido docosapentandico
(DPA) ganha duas ligaces e se transforma no &cido docosahexandico (DHA). Este, por sua vez,
é importante para a fluidez da membrana celular e para a troca entre as células. Os receptores das

membranas também s&o ativados pelo DHA®®,

e Magnésio desempenha um papel vital na associagdo reversivel das particulas intra-celulares e na
ligagdo de macromoléculas as organelas subcelulares. Assim, a ligacdo do RNAm aos ribossomos
depende do magnésio, bem como a integridade funcional das subunidades ribossdmicas. Ele é
indispensavel para a sintese dos &cidos ribonucléicos e desoxirribonucléicos. Neste sentido, o

magnésio também é importante para a transmissao de caracteres hereditarios dos seres vivos™.

e Geracdo de 6xido nitrico® e prostaciclina®®.
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3.1 Objetivo Primério

Avaliar a eficicia da suplementacdo oral de Magnésio sobre os parametros da funcéao
pulmonar medidos pela espirometria nos escolares e adolescentes com Fibrose Cistica atendidos
no ambulatério da UFMG.

3.2 Objetivos Secundarios

1) Avaliar a eficécia da suplementacdo oral de Magnésio sobre a forca muscular respiratdria nos
pacientes com FC medidos pela manuvacuometria.

2) Verificar se a suplementagéo oral de Magnésio melhora o estado clinico nos pacientes com
FC avaliados pelo escore de Shwachman-Kulczycki.



4 Metodologia
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4.1 Local e época do Estudo

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas as dependéncias do Ambulatorio Bias Fortes
do Hospital das Clinicas da UFMG. Os pacientes foram selecionados do ambulatério de Fibrose
Cistica e o estudo foi realizado entre janeiro de 2008 e dezembro de 2010.

4.2 Desenho do Estudo

Ensaio clinico randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado.

Os pacientes foram divididos em 2 grupos.
Grupo I: Pacientes com Fibrose Cistica que receberam o tratamento convencional
associado a suplementacéo oral de magnesio.
Grupo Il: Pacientes com Fibrose Cistica que receberam o tratamento convencional
associado a placebo.

Numa segunda etapa, apdés um periodo de intervalo (“wash-out”) de 4 semanas, ocorreu o

cruzamento. Assim, o grupo | recebeu placebo e o grupo I, magnésio.

4.3 Critérios de Elegibilidade:

4.3.1 Critérios de Incluséo:

v Pacientes de 7 a 19 anos, com diagnostico de Fibrose Cistica, realizado a partir de quadro
clinico e comprovado por duas dosagens de cloretos no suor (> 60mmol/l) de acordo com
0 método de Gibson e Cooke®;

v Consentimento prévio dos pais ou responsaveis legais, assim como dos escolares e
adolescentes para participacdo no estudo por meio da assinatura do TCLE;

v’ Ser capaz de realizar os procedimentos de coleta estabelecidos previamente no projeto do
estudo;

v’ Estar em condic@es de estabilidade clinica, ou seja, sem necessidade de uso de

antibioticoterapia oral ou parenteral 4 semanas antes dos exames.
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4.3.2 Critérios de Excluséo:
v' Escolares e adolescentes com alteragéo da funcéo renal;
v’ Escolares e adolescentes em uso de medicamentos que afetassem a absorcdo ou excrecéo
do magnésio como diuréticos, digoxina e medicamentos contendo célcio;
v Fumantes ativos e passivos;

v’ Baixa adesdo ao tratamento, ou seja, uso menor que 80% da dose administrada.

4.4 Variaveis:

4,4.1 Variavel preditora (independente): Suplementa¢do com magnésio oral.

4.4.2 Variaveis de desfecho (dependente): Funcdo pulmonar, for¢ca muscular respiratoria

avaliado pela manuvacuometria e avaliacao clinica pelo escore de Shwachman-Kulczycki.

4.4.3 Desfecho primario “primary outcome”: funcdo pulmonar (VEF1).

4.5 Hipotese:

A suplementacdo oral de magnésio nos escolares e adolescentes com FC proporciona
melhora na funcdo pulmonar, na forca muscular respiratéria e na avaliacdo clinica pelo escore de

Shwachman-Kulczycki.

4.6 Tamanho da Amostra

Como néo foi encontrado estudos semelhantes na revisao realizada, ndo havia dados que
relacionassem a suplementacdo oral de magnésio com a avaliagdo da funcdo pulmonar em
criancas e adolescentes com fibrose cistica. Assim, o tamanho da amostra foi calculado através
de um estudo piloto realizado com os primeiros 20 pacientes incluidos. Uma amostra de 19
pacientes para cada grupo foi determinada, considerando os célculos apropriados para ensaios
clinicos randomizados e a possibilidade de um erro tipo 112. Considerando-se um desvio padréo

de 4,34 unidades (% previsto para VEF1, usado como desfecho primario (“primary outcome™),
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encontrado no estudo piloto, calculou-se que 19 pacientes em cada grupo seriam necessarios para
um poder do teste de 85% com 5% de nivel de significancia (teste t de Student). Prevenindo uma
possivel evasdo dos pacientes foi calculada uma taxa de 15% a mais, totalizando 22 pacientes em

cada grupo.
4.7 Randomizacéao

A aleatorizacdo foi balanceada e estratificada, usando uma tabela gerada por computador
com nimeros aleatorios®. Os pacientes incluidos foram designados aleatoriamente para o grupo |
ou grupo Il. As variaveis utilizadas para a estratificacdo foram a idade, o peso e 0 sexo. Para
evitar o viés de selecdo, optou-se pela aleatorizacdo cega; ou seja, 0s investigadores e 0s
pacientes ndo sabiam se receberiam magnésio ou placebo. Para isto, a farmacéutica responsavel
preparava 0 magnesio, baseada em solicitacdo por contato telefénico com o medico. Os frascos
com os medicamentos vinham codificados. Somente a farmacéutica sabia em que grupo cada
paciente se encontrava. O método cego foi utilizado desde a aleatorizacdo, administracdo e

avaliacdo dos resultados.
4.8 Delineamento e procedimento do estudo

Apos a confirmacdo diagndstica com duas dosagens positivas de cloro no suor de acordo
com o método de Gibson e Cooke?, os pacientes foram encaminhados para o preenchimento do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido se houvesse interesse e disponibilidade para
participar da pesquisa (Apéndice D). Em seguida foi preenchido o protocolo clinico dos escolares
e adolescentes com idade entre 7 e 19 anos que foram incluidos no estudo. Este protocolo constou
de interrogatorio geral, exame fisico e exames laboratoriais que fizeram parte da pesquisa
(Apéndice A).

Foram realizados os seguintes exames laboratoriais antes do estudo: dosagem de cloro no
suor, RX de térax, hemograma, uréia, creatinina, sédio, potassio, cloro, célcio, fésforo, magnésio,
gordura fecal de 24 h em fezes de 72 h. A excrecdo urinaria de magnésio foi avaliada antes e ap0s

cada etapa do tratamento em ambos os grupos. Os pacientes foram rotineiramente avaliados pela
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equipe multiprofissional, composta por medicos, nutricionista, fisioterapeuta, psicéloga e
assistente social.

A avaliacdo nutricional incluiu a historia clinica, nutricional, exame fisico e dados
antropométricos como 0 peso, estatura e indice de massa corporea (IMC). As medidas
antropométricas foram comparadas com referenciais para sexo e idade, sendo utilizadas as tabelas
e curvas da OMS* de 2007. Em seguida os pacientes foram agendados, 4 semanas depois da
primeira consulta, para serem submetidos a avaliacdo da forca muscular respiratoria pela
manuvacudmetria e avaliacdo da fung@o pulmonar pela espirometria.

Os escolares e adolescentes incluidos no estudo foram divididos aleatoriamente em dois
grupos e participaram de duas etapas. Na primeira etapa do estudo o grupo | recebeu magnésio
quelado com glicina (“Magnesium-glycine Taste Free”, nimero do lote 251755) na dose de 300
mg por dia e o grupo Il recebeu placebo (glicina). A aparéncia externa e sabor do magnésio
quelado e do placebo foram semelhantes e ambos foram administrados por um periodo de 2
meses. A glicina foi escolhida como placebo para que pudesse ser avaliado exclusivamente o
efeito do magnésio. A dose de magnésio/placebo foi administrada no domicilio, pela manha e em
jejum pelo proprio paciente e/ou responsavel, conforme orientado previamente nas consultas
ambulatoriais. Ambos 0s grupos continuaram com o tratamento habitual para a fibrose cistica,
incluindo suplementagdo com enzima pancreatica — 5000 a 10000 Ul/Kg/dia (500 a 1500
Ul/Kg/refeicdo) de lipase; suplementacdo de vitaminas lipossoliveis e hidrossollveis nas doses
recomendadas pelo consenso europeu® e medicamentos respiratdrios de acordo com o protocolo
adotado pelo servico® e pelo “Cystic Fibrosis Pulmonary Guidelines” de 2007’. Apds 0s 2 meses
de tratamento foi dado um intervalo de 1 més e em seguida iniciado a segunda etapa do estudo
onde os grupos foram cruzados. Assim o grupo | recebeu placebo e o grupo Il magnésio, na
mesma dose e tempo de tratamento utilizado na primeira etapa do estudo.

Durante as consultas foram investigados a administracdo das medicacdes em uso,
mudancas no aspecto das evacuacgdes, episodios de tosse, mudanca no aspecto do escarro e
internacOes. Neste periodo o retorno foi com 30 dias para avaliacdo clinica e para verificar a
adesdo ao tratamento. Se os pacientes utilizassem menos que 80% das doses de Mg ou
placebo/més eram excluidos. Ao final dos 2 meses foi entdo feito nova consulta clinica, escore
SK, avaliacdo da forca muscular respiratéria pela manuvacuometria e novos testes de funcao

pulmonar com a espirometria. Os resultados da avaliacdo clinica pelo escore SK,
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manuvacuometria e fungdo pulmonar foram, ao término do estudo, comparados nos dois grupos
antes e ap0s a administracdo de magnésio ou placebo.

Desta forma avaliou-se a eficacia do magnésio na melhora da funcdo pulmonar, da forca
muscular respiratéria e da avaliacdo clinica pelo escore SK de escolares e adolescentes com
fibrose cistica. O delineamento do estudo esté sintetizado na FIGURA 3 e na TABELA 2.

FIGURA 3: Organograma com o delineamento do estudo.

Avaliados para elegibilidade

(n=50)
N&o preencheram os
critérios de incluséo (n=6)
Resultados
coletados Randomizados (n=44)
Pré-
tratamento . | Etapa
Grupo I: Magnesio Grupo Il: Placebo (n=22
300 mg (n=22) po II: (n=22) 8 Semanas
Pos- ST
tratamento el T
. P Intervalo
o “washout”
............................ 4 semanas
Pré- o T
tratamento -
Grupo I: Magnésio Grupo I1: Placebo (n=22) 11 Etapa
300 mg (n=22) 8 Semanas
Pds-
tratamento
A 4 A 4
Analisados Analisados
n= n=
44 44

OBS: Para os exames de fungdo pulmonar 4 pacientes ndo realizaram as provas,
sendo 2 de cada grupo. Assim os resultados da fungdo pulmonar foram avaliados
em 40 escolares e adolescentes.
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TABELA 2. Planilha do delineamento do estudo.

_ | Etapa Il Etapa
Avaliacdo
L Pré- Pos- Pré- Pos-
inicial
tratamento | tratamento | tratamento | tratamento

Avaliagdo clinica X X X X X
Diagnostico X
Inclusdo X
Mg urinario X X X X
Escore SK X X X X
T.C.L.E. X
Randomizacao X
Manuvacuometria X X X X
Funcéo pulmonar X X X X

T.C.L.E. = Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; Mg = Magnésio; Escore SK = Escore

de Shwachman-Kulcyzcki

A dose de magnésio utilizada para os escolares e adolescentes variou de 5 a 12 mg/kg/dia
de acordo com as recomendacdes da RDA. Na fase inicial do estudo foi avaliada a média de peso
do grupo para proceder a randomizacdo estratificada. Assim, foi escolhido a dose padronizada de
300 mg/dia com base nesta média de peso dos pacientes incluidos no estudo (40 kg x 7,5 mg/kg =
300 mg/dia).

4.9 Instrumentos do estudo

4.9.1 Dosagem de Magnésio urinario

A dosagem de Magnésio na urina de 24 horas foi avaliada em todos os pacientes antes e
depois de cada etapa do estudo. A concentracdo urinaria de Magnésio foi determinada utilizando
o Slides Mg VITROS e o kit de calibrador 1 VITROS “Chemistry Products” nos sistemas
quimicos VITROS 250/350/950/5, 1 FS e 4600 e no Sistema Integrado VITROS 5600 (Johnson
& Johnson, Sdo José dos Campos — SP, Brasil). O Slide Mg VITROS é constituido por um

elemento analitico de maltiplas camadas revestido por um suporte de poliéster. E adicionada uma
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gota da amostra do doente no Slide, sendo esta uniformemente distribuida pela camada de difusdo
para as camadas subjacentes. O Magnésio, tanto livre como o ligado as proteinas da amostra,
reage depois com o derivado do corante Formazan na camada de reagente; a elevada afinidade do
corante separa 0 Mg das proteinas de ligacdo. O complexo resultante de Magnésio-corante
origina um desvio maximo de absorcdo do corante. A quantidade de complexo de corante
formado é proporcional a concentracdo de Mg presente na amostra e é medida pela densidade do

reflexo.

4.9.2 Escore de Shwachman-Kulczycki

O escore de Shwachman-Kulczycki (SK) é um escore cléassico elaborado exclusivamente
para a doengca fibrocistica que avalia a gravidade da doenca e seu prognéstico® (Apéndice B). O
escore SK continua sendo uma avaliagdo simples e atil para monitorar a gravidade nos pacientes
com fibrose cistica’.

Aborda quatro parametros de avaliacdo: a atividade geral, o exame fisico, o estado
nutricional e os achados radioldgicos. Cada um destes parametros tem 5 sub escores com base no
grau de comprometimento (5, 10, 15, 20 ou 25 pontos). As pontuacdes dos 4 parametros foram
somadas para obter a pontuacdo final, a partir do qual a condi¢do clinica do paciente foi
categorizada como grave, moderada, leve, bom e excelente de acordo com uma escala de 20 a
100 pontos, conforme a TABELA 3.

TABELA 3. Classificacdo do escore de Shwachman-Kulczycki.

Classificacao Pontuacdo do Escore SK
Excelente 86-100
Bom 71-85
Leve 56-70
Moderado 40-55
Grave <40
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O escore SK foi aplicado pelo pesquisador no decorrer da rotina do ambulatério de

Fibrose Cistica. Os parametros avaliados pelo escore SK foram:

Atividade geral

Foi aplicado um questionario (Apéndice C) cujas perguntas objetivas foram respondidas
pela mée ou responsavel e pelos proprios adolescentes somente com "sim ou nao". As perguntas
foram relacionadas as atividades de vida diaria, frequéncia escolar, comportamento, atividade

fisica e exercicios.

Estado Nutricional

Através dos valores das medidas de peso, estatura, relacdo de compatibilidade com padrao
familiar, juntamente com a avaliacdo do tdnus e massa muscular, além de informacdes referentes
ao apetite, caracteristica das fezes e dos habitos alimentares, o pesquisador pontuou 0s parametros

nutricionais.

Exame fisico

O exame fisico foi realizado pela equipe médica através da observacdo da postura e do
baqueteamento digital apresentado pelo paciente, ausculta pulmonar e avaliacdo das frequéncias
respiratoria e cardiaca, além de interrogatdrio aos responsaveis com relacdo a caracteristica da

tosse, vomitos e hemoptise.

Achados radioldgicos

As radiografias de torax dos pacientes foram avaliadas pela equipe médica.

4.9.3 Avaliacdo Antropomeétrica

Os dados antropométricos foram comparados a curvas padres da OMS e foram os

seguintes:



Peso (P)
As criangas foram pesadas sem sapatos e com o minimo de roupas (traje de pratica de
atividade fisica). Foi utilizada uma balanca plataforma, marca Filizola, com capacidade de 150

Kg, sendo o peso anotado em gramas e sempre pelo mesmo profissional.

Altura (A)

Para medir a altura, foi utilizado um antropdmetro vertical anexado a balanga, com
comprimento de 200 cm. As criangas permaneceram com 0s pés juntos e a planta dos pés
totalmente apoiados no chdo, os calcanhares, gliteos, ombros e cabega juntos ao antropdmetro.

Peso/idade (P/1) e altura/idade (A/l)

Com relacéo ao peso e altura a referéncia foi o score Z, baseado no nimero de desvios
padrdes acima ou abaixo da média. Assim, foram avaliadas as relagdes Peso/idade (P/I) e
altura/idade (A/I).

indice de Massa Corporal (IMC)

O indice de massa corporal foi determinado pelo indice de Quetelet, sendo obtido pela
equacdo da divisdo do peso corporal pela estatura elevada ao quadrado:
IMC: Peso Corporal (kg) / Estatura (m) .

4.9.4 Avaliacdo da forga muscular respiratéria:
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A forca da musculatura respiratdria foi avaliada pela mensuracdo da pressdo inspiratéria

maxima (PIméax,,) e da pressdo expiratoria maxima (PEmax,,), medidas pelo mesmo médico

pesquisador, treinado pela equipe de fisioterapia, utilizando o manuvacudmetro.

Técnica de Mensuracao:

As medidas da PIméx,, e PEmaéax,, foram efetuadas usando um manuvacudmetro

analégico (Imebréds TM, Sdo Paulo, SP, Brasil), com intervalos operacional de 0-300 cm H,0

(FIGURA 4). Todos os testes foram realizados de acordo com as diretrizes estabelecidas pela

ATS/ERS™ pelo mesmo pesquisador. O aparelho foi conectado a uma traqueia de plastico de 16
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cm de comprimento e 1,5 cm de diametro interno. A extremidade da traqueia foi conectada a um
bocal de plastico rigido que possuia um orificio de fuga de 2 mm para prevenir o fechamento da
glote, conforme recomendacdo da ATS/ERS. Para a realizacdo dos testes, as criangas e
adolescentes ficaram na posicdo sentada, estando o tronco num angulo de 90° com as coxas,
utilizando pinga nasal para oclusdo do nariz e mantendo um bocal firmemente entre os labios.

A Pressdo Inspiratoria Maxima foi medida a partir da posicdo de expiracdo maxima,
quando o volume de gas contido nos pulmbes é o volume residual (PIméax). A Pressdo
Expiratoria Maxima foi medida a partir de inspiracdo maxima quando alcancada a capacidade
pulmonar total.

A avaliacdo foi considerada completa quando o individuo realizava trés medidas
aceitaveis e, dentre essas, um namero minimo de duas reprodutiveis. Foram consideradas
aceitaveis manobras sem vazamentos de ar e com sustentagdo da pressdo por pelo menos um
segundo, e reprodutiveis as medidas com variacdo igual ou inferior a 10% do maior valor. Houve
um intervalo de um minuto entre as medidas, e 0 maior valor entre as manobras reprodutiveis foi
0 selecionado para analise, desde que esta ndo fosse a Ultima manobra. Foram realizadas um
méaximo de 5 manobras para cada medida. Os valores das medidas foram expressos em cm H,0 e
comparados com os parametros de normalidade por meio de equacdes de predicdo de Wilson et
al.'t,

O aparelho foi calibrado anteriormente ao inicio do estudo segundo recomendagfes do
INMETRO, por meio da aplicacdo crescente de pressao e vacuo até o limite estabelecido pelo
fabricante do equipamento. Anteriormente a cada teste, foi realizada uma verificacdo da posicéo
do ponteiro no ponto zero e, caso necessario, um simples ajuste do parafuso do ponteiro foi

realizado.
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FIGURA 4: Manuvacuémetro analdgico Imebras TM, Sao Paulo, SP, Brasil.

4.9.5 Avaliac¢éo da fungéo pulmonar:

A espirometria foi realizada no Laboratorio de Funcdo Pulmonar do Servico de
Pneumologia e Cirurgia Toracica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, seguindo as recomendagbes da American Thoracic Society — ATS™ e utilizando um
espirdmetro da marca Collins Pulmonary Testing System, Braintree, MA, EUA (FIGURA 5). O
exame de espirometria foi utilizado para obtencéo dos valores diretos de capacidade vital forcada
(CVF) e o fluxo expiratorio forcado no primeiro segundo (FEV1), além de valores estimados
indiretamente como a capacidade pulmonar total (Apéndice A).

A prova de funcdo pulmonar ou espirometria € a medida do ar que entra e sai dos
pulmdes. E um exame que auxilia na prevencdo e permite o diagndstico e a quantificacio dos
disturbios ventilatorios. Além disso, sua aplicacdo regular permite 0 acompanhamento e resposta
aos diferentes tratamentos, avaliacdo de incapacidade e condi¢cdo do paciente.

O paciente foi medido, pesado, sendo anotado sexo, idade e raca e em seguida treinado
para a realizacdo correta da prova que foi conduzida sempre pelo mesmo profissional técnico do
ambulatorio. O paciente foi posicionado sentado em frente ao espirdmetro, com os pés apoiados,
0 tronco a 90° em relacdo ao quadril, com o bucal e o pneumotacometro ajustados a sua boca e o
clipe nasal ocluindo sua narina, impedindo dessa forma qualquer escape de ar. O paciente foi
incentivado a realizar manobra expiratéria vigorosa e prolongada (minimo de 6 segundos de

tempo expiratorio), de maneira a atingir o critério de reprodutibilidade do software de
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espirometria BREEZE PF Versdo 3.8 B for Windows 95/98/NT. O exame espirométrico foi feito
sempre pela manhé.

Foram obtidas, pelo menos trés curvas de expiracdo maxima e forcada, tecnicamente
adequadas, em cada ocasido de medida. A diferenca de volume entre as mesmas foi de 5% no
maximo, de acordo com a padronizacdo. A curva escolhida para o célculo foi a de melhor
expiragdo forcada, ou seja, a que apresentava o maior VEF1, ou em caso de duas curvas
semelhantes nesse aspecto, a de maior soma de CVF e VEF1, também conforme padronizacdo. A
aceitabilidade das curvas dependeu dos valores espirométricos da curva volume-tempo e da
morfologia da curva fluxo-volume.

A calibracdo de volume foi feita diariamente, com seringa fornecida pelo fabricante. Os
limites aceitaveis de variacdo foram de f 3,5% ou f 0,100 L, o que era maior, para volume. As
tolerancias permitidas incluiram os erros inerentes as seringas empregadas nos ensaios (< 0,5%).
FIGURA 5: Espirdmetro volumétrico Collins Pulmonary Testing System, Braintree, Ma,

USA.

R
(&

As variaveis medidas foram:
Capacidade Vital Forcada (CVF): é a diferenca de volume entre a inspiragdo maxima e a

expiracdo completa, medidas ao nivel da boca, realizada rapidamente e com esforco maximo. Foi
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obtida solicitando-se que a crianga realizasse uma inspiracdo méaxima, até o nivel da capacidade
pulmonar total (CPT), seguida por uma expiracao rapida e intensa, mas prolongando sua durac&o,
até que todo o ar fosse expirado.

Volume Expiratério Forcado no 1° segundo (VEF1): é o volume de ar exalado no primeiro
segundo da manobra de capacidade vital forcada.

Fluxo Expiratdrio Forgado entre 25% e 75% da CVF (FEF25-75): € o fluxo de ar eliminado
durante a parte central da CVF.

Pico de Fluxo Expiratorio (PFE): é um parametro expiratério esforco-dependente que reflete o
calibre das vias aéreas proximais. E um indice interessante para avaliar a colaboracio do paciente

durante o teste.

Saturagdo transcutanea de oxigénio da hemoglobina (oximetria de pulso): a crianca ou
adolescente ficou sentada com a mao espalmada em repouso sobre uma superficie plana, com a
extremidade do dedo indicador esquerdo previamente esterilizado por alcool, onde foi colocado o
eletrodo e, ap6s um minuto, o valor numerico mais frequente e estavel no mostrador digital do

aparelho foi registrado. Estes valores foram avaliados em cada consulta.

Os valores de funcdo pulmonar obtidos foram comparados com o0s parametros de

normalidade por meio das equacdes de predicdo de Polgar-Promadhat™.

4.10 Analise estatistica

Por se tratar de um estudo cruzado a analise estatistica baseou-se na comparacdo do
consolidado dos grupos nas duas etapas avaliadas. As varidveis categoricas foram descritas com o
valor absoluto e frequéncia. As variaveis continuas foram descritas como média e desvio padréo
ou mediana, minimo, maximo e intervalo de confianca de 95% conforme a analise de
normalidade dos dados. Em todos os testes estatisticos que foram utilizados, a diferenca entre os
grupos foi considerada significativa quando o p-valor do teste aplicado foi < 0,05. O teste t de

Student foi utilizado para comparar a idade, o peso e o indice de massa corporal (IMC) em ambos
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0s grupos. O Mann Whitney U-test foi utilizado para comparar altura. O teste Qui-quadrado e o
teste exato de Fisher foram utilizados para analisar o género e cor, respectivamente. Por se tratar
de um estudo cruzado foi verificado o efeito de carreamento (“carry over”) para todas as variaveis
avaliadas™* (ANOVA). Uma vez que os resultados das concentragbes urinarias de magnésio
tiveram distribuicdo normal, o teste t de Student pareado foi utilizado. O teste de normalidade foi
realizado para todas as variaveis avaliadas. Como foi utilizado o desenho cruzado e os resultados
ndo tiveram distribuicdo normal, o teste Wilcoxon foi utilizado. Os dados foram analisados

utilizando o “Statistical Package for Social Sciences” (SPSS, versao 17 para Windows, Chicago,
IL)".

4.11 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (COEP) e aprovado conforme parecer ETHIC n° 559 de 2007 (ANEXO A). O
registro do estudo pelo COEP e CAAEO 559.0.203.000-07. Endereco eletrénico:
http://portal2.saude.gov.br/sisnep/Projetos Aprovados.cfm?uf=MG&inicio=01/01/2008&fim=01/01/2009.

Todo o levantamento de dados foi precedido da garantia da clara compreensdo do contetdo do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e da sua assinatura em triplicata pelos pais
ou responsaveis legais e pelo escolar ou adolescente. Apds assinado, uma via do TCLE foi
entregue para cada um deles e uma via ficou em poder dos pesquisadores (Apéndice D).

Foram respeitadas as condicOes éticas pertinentes ao protocolo seguidos rigorosamente 0s
principios enunciados na Declaracdo de Helsink 11, de 1975 e revisada em 1983 e do Ministério
da Satde do Brasil/Comité Nacional Brasileiro de Etica em Pesquisa, da resolucio 196/1996 para

pesquisa em seres-humanos.


http://portal2.saude.gov.br/sisnep/Projetos_Aprovados.cfm?uf=MG&inicio=01/01/2008&fim=01/01/2009
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5.1 ARTIGO I: Oral magnesium supplementation in children with cystic
fibrosis improves lung function parameters: a double-blind randomized

placebo-controlled crossover trial

ABSTRACT

Background: Magnesium (Mg) has been reported as an effective medical therapy in an
expanding array of conditions. The role of Mg in cystic fibrosis (CF) disease needs more
investigation. Objective: We prospectively investigated the long-term effect of oral Mg
supplementation on lung function and Shwachman-Kulczycki’s (SK) score of schoolchildren and
adolescents with CF. Design: This double-blind randomized placebo-controlled crossover study
included 40 CF patients (age, 7-19 years; 20 males) who were randomized to receive Mg (n=20,
300mg/day) or placebo (n=20) for 8 weeks with a 4-week washout period between trials. All
were undergoing conventional treatment for CF. SK score, urinary dosage of Mg and spirometry
were evaluated. The primary outcome was the forced expiratory volume at first second (FEV1)
measured with spirometry. Results: Urinary Mg increased after Mg administration (change:
37.12 mg/day after Mg versus 0.64 mg/day after placebo, p<0.001). In spirometry measurements
FEV1, the forced vital capacity (FVC) and the FEV1/FVC ratio has augmented significantly in
the Mg period only (change in FEV1: 4 % predicted after Mg versus 1 % predicted after placebo,
p=0.002; change in FVC: 4.5 % predicted after Mg versus 0 % predicted after placebo, p=0.02;
change in FEV1/FVC: 1 % predicted after Mg versus -1 % predicted after placebo, p=0.002).
Moreover, Mg administration had a beneficial effect on SK score (change: 5 points after
magnesium versus 0 points after placebo, p<0.001). Conclusions: Oral Mg supplementation
helped improve SK score and spirometry in schoolchildren and adolescent patients with CF.

Key Words: magnesium, cystic fibrosis, nutrition, lung function and children.
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INTRODUCTION

Magnesium (Mg) is essential in a wide variety of cellular activities and metabolic
pathways, acting as a cofactor in hundreds of enzymatic reactions in the human body. Current
dietary surveys show that the average Mg intake in Western countries is often below the
Recommended Dietary Allowance (1) which has raised concern about the health effects of Mg
deficiency. Mg depletion has been associated with atherosclerosis, cardiovascular disorders,
diabetes mellitus, metabolic syndrome and asthma (2-5).

Patients with cystic fibrosis (CF) may have Mg deficiency (6, 7), even though a previous
study did not find any reduction in serum Mg concentrations in these patients (8). Mg is an
intracellular ion, and there is only a small correlation between serum and intracellular
concentrations of Mg, probably because only 1% of the body’s Mg store is found in blood (9).

In the last decade, there have been increasing concerns with biochemical studies of Mg, its
nutritional relevance, its potential participation in human diseases, and particularly with the
pathogenesis of pulmonary disorders (10). For instance, Mg deficiency has been associated with
airway hyperactivity and impairment of lung function (5). Moreover, it has been shown that
inhaling, intravenous or an oral use of Mg improves lung function and lessens disease severity
(11, 12). Whether it enhances lung function in patients with CF is not known.

A promising new strategy in patients with CF could be increasing the Mg concentration in
the airway surface liquid by aerolisation of Mg solutions or by oral intake of Mg supplements,
which may facilitate the removal of highly viscous mucus in chronic lung disease by activating
endogenous DNase activity (13, 14). Furthermore, there is evidence that the use of oral
magnesium in children and adolescents with CF is associated with improvement in clinical and
functional variables (15).

The mechanism for a beneficial effect of Mg in CF patients is not completely clear. Mg
has a variety of functions, including acting as a co-factor for sodium, potassium-ATPase, which is
responsible for maintaining muscle membrane potential and action potential propagation.
Deficiencies can result in muscle weakness and cramping. It is also a co-factor in over 300
enzymatic reactions and deficiency is linked with oxidative stress (16).

We hypothesized that CF patients have low body Mg storage and that Mg

supplementation could improve lung function and SK Score. This study aimed to evaluate the
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effects of oral Mg supplementation on spirometry parameters and clinical data in CF children and
adolescents.

SUBJECTS AND METHODS

Enrollment and follow-up for this crossover study were performed between January 2008
and December 2010. Forty schoolchildren and adolescents from a single center were included.
The patients were recruited and followed-up at the University Hospital Cystic Fibrosis Pediatric
Clinic, Federal University of Minas Gerais, Brazil. Inclusion criteria were as follows: age, 7-19
years; 2 positive sweat tests (> 60 mmol/l) according to the Gibson and Cooke method (17); and
stable clinical condition (i.e, no need for oral or IV antibiotic treatment in the 4 weeks before
testing).

Smokers and patients receiving any treatment likely to affect Mg absorption or excretion,
such as diuretics, digoxin, or calcium-containing medications, were excluded from the study.

All children were undergoing conventional treatment for cystic fibrosis, including
respiratory medications, pancreatic enzyme, and supplementation of water-soluble and fat-soluble
vitamins according to the European Consensus (18).

After an initial screening and run-in period of 4 weeks, the 40 patients were randomly
assigned to the study treatments. Each participant received 300 mg of oral magnesium-glycine
(MG, n = 20) or placebo control (PC, n = 20) once daily for 8 weeks, with a wash-out period of 4
weeks between trials (Figure 1). Magnesium amino acid chelate (taste free; lot number 251755)
from Albion Laboratory (Sdo Paulo, Brazil) was used. The magnesium’s dose used for each
participant ranged from 5 to 12 mg/Kg/day according to the RDA recommendations. In the initial
phase of the study we have evaluated the average weight of the group to perform a stratified
randomization. Thus, we arbitrarily choose the dose of 300 mg/day based on the median weight
of the children and adolescents included at the study (40 Kg x 7.5 mg/Kg = 300 mg/day). Patient
compliance to the prescribed Mg therapeutic regimen was assessed in a monthly follow-up with a
guestionnaire.

Investigators and patients were blinded to the randomization, drug manipulation, and
dispensing, which were performed independently from the recruitment and assessment of
participants. The Mg and placebo powders were similar in appearance and were pre-packaged by

a pharmacist in identical containers that were coded according to a randomized sequence.
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Stratified randomization was performed using a computer-generated table of random numbers,
and participants were randomly assigned to the interventional or placebo group. The
randomization code was revealed at the end of the study (19). The magnesium powder was
provided in a single dose packet. The same researcher provided the packages containing either
Mg or placebo in each appointment to ensure the accuracy. Glycine was used as placebo, so the
difference between the two groups was only the presence or absence of magnesium. The
magnesium and placebo had a similar taste and appearance. Participant adherence was evaluated
at each appointment, checking the empty used packages brought in by the parents or legally
member of the family. If the patients used less than 80% of the monthly doses of magnesium or
placebo, they were excluded.

The experimental protocol included clinical evaluation, assessment of urinary Mg and
spirometry. All of these assessments were performed at the beginning of the trial as well as after
60 d of Mg or placebo administration during both trial periods.

FIGURE 1. Flow chart of study enrollment and design.

300 mg 300 mg Analyzed
Magnesium- Magnesium- > (n=40)
glycine (n=20) (\A/fv\z;;sgg) glycine (n=20)
Met the study criteria .
Randomized
(n=40) (n=40) 8 Weeks 8 Weeks
i _ | Analyzed
Placebo (n=20) | Placebo (n=20) > " (n=40)
Outcomes | > Baseline v Y Post- Post- v v Post-
Collected treatment Washout treatment

Pulmonary function test
Spirometry was performed at the pulmonary function laboratory of Clinical Hospital of
Federal University of Minas Gerais, following the recommendations of the American Thoracic

Society — ATS (20) by using a Collins Pulmonary Testing System (Braintree, Ma, USA).
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Spirometric calibrations and room temperatures (controlled at 23-25°C) were measured just
before, during, and just after each testing session and lung function measurements were corrected
for changes in calibration or internal temperature. Spirometry was performed with the patient in a
seated upright position by using nasal clamp. Each subject was asked to perform three
satisfactory maneuvers, and no more than eight maneuvers were attempted during any test
session. The best of > 3 acceptable measurements, of which 2 were reproducible according to the
ATS criteria (20), was accepted for inclusion in the analysis. The following spirometric
parameters were evaluated: forced vital capacity (FVC), forced expiratory volume at first second
(FEV1), mid-expiratory flow at 25-75% of vital capacity (FEF25-75) and FEV1/FVC ratio. The
pulmonary function values were described and analyzed as percent predicted values for the study
subjects. The predicted values were based on the Polgar-Promadhat normal values (21).

Clinical assessment

The SK score was calculated by 2 pediatric pulmonologists with expertise in CF. The
pediatric pulmonologists were blinded to each other and to subject treatment and order of
treatment. The SK score is divided into 4 domains: general activity, physical examination,
nutrition, and radiological findings. Each of these domains has 5 possible subscores based on the
degree of impairment. The scores of the 4 domains are summed to obtain the final score, from
which the condition of the patient is categorized as excellent (86-100 points), good (71-85
points), average (5670 points), poor (41-55 points), or severe (<40 points) (22).

Anthropometry

Anthropometric measurements included weight, height and BMI. They were performed
according to the WHO recommendations (23) by the same member of the research team. Weight
(in Kg) was measured by using an anthropometric platform scale (Filizola SA), and height (in
cm) was measured by using a stadiometer attached to the same scale. BMI was calculated as
weight divided by height squared. Values of weight, height, and BMI were standardized by age

and sex according to the WHO Growth Curve (24) and expressed as z scores.
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Urinary dosage of Mg

Urinary dosage of magnesium was assessed in all patients before and after each study
period. Urinary Mg concentration was determined through the VITROS Mg slide method with
Mg Slides and Chemistry Products Calibrator Kit 1 in VITROS 250/350/950/5, 1 FS and 4600
chemistry systems, and the 5600 Integrated System (Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos —
SP, Brazil).

Outcomes measures
The primary outcome was FEV1 and the secondary outcomes were FVC, FEF25-75,
FEV1/FVC and respiratory disease severity assessed by SK score.

ETHICS

Written informed consent was obtained from each participant and/or their parents before
the study. The Research Committee approved both the informed consent and the experimental
protocol in accordance with the Brazilian Ministry of Health/Brazilian National Committee on
Ethics in Research, Resolution No. 196/1996. All procedures were conducted in accordance with
the Helsinki Declaration of 1975 as revised in 1983.

STATISTICAL ANALYSIS

On the basis of a previous pilot study (data not published), a sample size of 19 patients
was determined for each group, considering appropriate calculations for randomized clinical trials
and the possibility of a type Il error. With an SD of 4.34 base units of FEV1 (percent predicted),
used as the primary outcome, we calculated that 19 subjects in each group would be required for
85% power at the 5% level of significance (single paired Student t-test). Descriptive statistics
were assessed accordingly. The results are represented as bar graphs and tables showing the mean
and standard deviation if normally distributed or median, minimum, maximum and 95% CI if not
normally distributed.

Student’s t test was used to compare age, weight, BMI and FEV1 in both groups. The
Mann Whitney U test was used to compare height, and the z score for weight, height and BMI.
Chi-square test was used to analyze sex and pancreatic insufficiency and Fisher’s exact test was
used to analyze race. Because the urinary concentrations of Mg were normally distributed, a

single paired Student t test was used.
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Normality was tested for all outcomes. Because a crossover design was used and the
results were not normally distributed, the Wilcoxon Signed-Rank test was used. All data were
entered before the treatment codes were revealed and were analyzed by using Statistical Package
for Social Sciences (version 17 for Windows; SPSS); p values < 0.05 were considered significant
(25).

RESULTS

Forty patients screened to participate in this study, met the study criteria. There were no
dropouts. The effects of sequence and period-by-treatment interaction, which are possible
indicators of a carryover effect, were not significant for any outcomes (p > 0.05 for all outcomes,
ANOVA). Thus, no carry-over effect was seen in the groups starting with either magnesium or
placebo. No adverse effects were reported from patients in either group.

Randomization resulted in a well-balanced equivalent distribution of patients regarding
age, sex, race, weight, height and body mass index (BMI) at baseline. These results are shown in
Table 1. Both groups presented appropriate compliance.

Figure 2 shows the urinary concentration of Mg at baseline and at the end of follow-up
for both groups.

Table 2 shows outcomes measures: SK score and lung function tests data at baseline and

at the end of the follow up in both groups.



TABLE 1. Demographic characteristics of cystic fibrosis patients enrolled in a randomized

crossover trial of magnesium supplementation compared with placebo at baseline (n = 40)

Magnesium group

Placebo Control group

Characteristics All (n = 40) p value
(n=20) (n=20)
Age (y) 13.10 + 3.62° 12.70 + 3.64 13.50 + 3.64 0.4*
Sex (M:F) 20 : 20 10: 10 10: 10 1.00°
Race (White:black) 39:5 17:3 18:2 1.00°
Weight (kg) 40.48 +12.82° 39.64 + 13.07 41.31 +12.85 0.68*
z Score -1.20 (-3.0, 2.5)° -1.2(-2.8, 2.5) -1.2 (-3.0, 2.5) 0.62’
Height (m) 1.51(1.1-1.76)° 1.49 (1.10, 1.76) 1.52 (1.15, 1.66) 0.96
z Score -1.40 (-2.8, 2.4)° 1.2 (-2.7,2.3) -1.75 (-2.8, 2.4) 0.45
BMI (Kg/m?) 18.21 + 2.44% 17.79 +2.25 18.61 + 2.60 0.30*
z Score 1.45 (-2.7, 2.5)° -1.2 (-2.6, 2.5) 1.7 (-2.7, 2.4) 0.56
FEV1(% predicted) 80.15+11.06° 79.15+12.87 81.15+9.12 0.57*
PI [n (%)] 7/40 (17.5) 3/17 (17.6) 4/17 (23.5) 1.00°

L FEV4, forced expiratory volume in 1 s; P, children and adolescents with pancreatic

insufficiency.
?Mean * SD

® Median, minimum and maximum in parentheses.

75

*Student’s t test.
>Chi-square test.

® Fisher’s exact test
"Mann-Whitney U test.
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FIGURE 2. Change in urinary Magnesium’s concentration at baseline and post treatment in both

groups (n=40).

p <0.001

B MG
OPC

Urinary Magnesium concentration
mg/day
N
&

Change

MG = Magnesium group, PC = Placebo control group
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TABLE 2. SK score and lung function tests data of cystic fibrosis patients during magnesium or

placebo.
Magnesium group (n=40) Placebo-control group (n=40)

p value
Outcomes Baseline Post Change Baseline Post Change
SK (points) 80 (57,100) 85 (65,100) 5(2.6,6.3) 80(60,100) 77 (60,100) 0(-2.1,00 <0.001
FEV1 (%) 80 (60,100) 84.5(64,116) 4(3.05.3)  81(57,101) 80(41,112)  1(-0.8,2.3) 0.002
FVC (%) 86 (71,109) 89 (75,112) 4.5(1.9,5.8) 85.5(75111) 88.5(53,112) 0(-2.0,25)  0.02
FEF 25-75%  67.5(32,106) 68 (29,125) 2(-0.4,41) 73(32,113) 71.5(26,115) 0(-2.7,1.13)  0.09
FEV1/ FVC(%) 82 (55,93) 83.5 (60,96) 1(0.6,2.8) 83 (58,93) 83 (55,94) -1(-1.8,-0.1) 0.002

Wilcoxon Signed Ranks Test for all outcomes
Median; minimum, maximum and 95% CI for changes (in parentheses)

SK, Schachman-Kulczycki score; FEV1, forced expiratory volume at first second; FVC, forced
vital capacity; FEF 25-75%, mid-expiratory flow at 25-75% of vital capacity.
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DISCUSSION

In this randomized crossover trial in cystic fibrosis schoolchildren and adolescents,
magnesium supplementation for 8 weeks significantly improved both pulmonary function and
clinical data assessed by means of SK Score.

These findings lend support to the hypothesis that hypomagnesaemia in children with
cystic fibrosis is under-recognized (6, 7) and that magnesium plays a beneficial role in lung
function. However, on the basis of our trial it was not possible to clarify whether the effect of
magnesium was given by nutrition or pharmacological action.

Many factors may be responsible for Mg deficiency in CF patients. First, current dietary
surveys show that the average Mg intake in western countries is often below the RDA
recommendations (280 and 350 mg/day for female and male adults, respectively) (1). Second,
gastrointestinal malabsorption, a common symptom of CF, may cause hypomagnesaemia (26).
Third, certain antibiotics and chemotherapeutic agents used by CF patients also induce
hypomagnesaemia (27). Mg supplementation is therefore a promising strategy for improving
clinical symptoms and respiratory musculature strength in CF patients, as was shown by this trial.

The assessment of serum Mg concentrations is not an accurate reflection of the Mg status
of muscle, bone, and other tissues. There is a poor correlation between serum and intracellular
Mg concentrations, most probably because only 1% of total body Mg reserves can be found in the
whole blood (6). We therefore decided to check the urinary concentration of Mg before and after
each period of Mg or placebo administration (9). Our results showed statistically significant
differences with the use of Mg (p < 0.001), corroborating patient adherence to Mg
supplementation.

We observed statistical significant improvements in FEV1, FVC and FEV1/FVC ratio
with Mg supplementation only. The findings reported here show that Mg enhances lung function
in CF children and adolescents. Low Mg intake was associated with decreased lung function in
asthmatic children (28). Mg is essential for maintenance of electrical potential across cell
membranes and therefore modulates bronchial tone and diameter (29).

The proposed action of Mg in CF patients is not completely understood. At least 3
mechanisms may explain our findings: 1) the role of Mg in energetic metabolism, 2) the
proinflammatory effect of Mg depletion and 3) the increased reactive oxygen species production

in Mg deficiency.
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In young volunteers, Mg status affects muscle performance, probably due to Mg’s Key
role in energetic metabolism, transmembrane transport, and muscle contraction and relaxion (30).
Mg depletion causes structural damage to muscle cells through increased oxidative stress and
impaired intracellular calcium homeostasis (31).

Mg is a co-factor in over 300 enzymatic reactions, and its deficiency is linked to
inflammation and oxidative stress (16). For example, it is a cofactor for glucose-6-phosphate
dehydrogenase and 6-phosphogluconate dehydrogenase, 2 pentose-cycle enzymes catalyzing the
production of NADPH from NADP+. Thus, a deficiency of dietary Mg reduces glutathione
reductase activity and results in radical-induced protein oxidation and marked lesions in tissues
like the skeletal muscles, brain, kidneys, and lungs (31). Furthermore, magnesium may itself
possess antioxidant properties, scavenging oxygen radicals, possibly by affecting the rate of
spontaneous dismutation of the superoxide ion (32). Chronic hypomagnesemia results in
excessive production of oxygen-derived free radicals (33) which supports a role for magnesium in
altering the threshold antioxidant Capacity.

Finally, we observed better clinical results in those patients who received oral magnesium
assessed by SK score. Evaluating further the SK score it was possible to verify that the
improvement occurred specifically in the domains general activity and physical examination.
Dorlochte et al performing spirometry (FEV3), assessing indirect calorimetry and correlating
them with SK score in cystic fibrosis patients demonstrated a close connection between disease
severity, caloric requirement and lung damage (34).

In conclusion our double-blind randomized crossover study shows that schoolchildren and
adolescents with CF who received conventional treatment in combination with oral Mg
supplementation presented significant improvement in lung function and better clinical results.
Further studies should assess other clinical outcomes such as need for antibiotics, hospitalization
rates, and quality of life and survival. Besides it’s important to include established methods to

evaluate the Mg’s antioxidant effect in CF patients.
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5.2 ARTIGO II: Oral magnesium supplementation in children with cystic
fibrosis improves clinical and respiratory muscle strength parameters: A

double-blind randomized placebo-controlled crossover trial

ABSTRACT

Background: Magnesium (Mg) is one of the most important ions in the body. Although some
studies report that patients with cystic fibrosis (CF) lack Mg, no international study has assessed
the impact of oral Mg supplementation in CF patients. Objective: We prospectively investigated
the long-term effect of oral Mg supplementation on respiratory muscle strength by
manuvacuometry and Shwachman-Kulczycki’s (SK) score among children and adolescents with
CF. Design: This double-blind randomized placebo-controlled crossover study included 44 CF
patients (age, 7-19 years; 20 males) who were randomized to receive Mg (n = 22, 300 mg/day) or
placebo (n = 22) for 8 weeks with a 4-week washout period between trials. All were undergoing
conventional treatment for CF. The experimental protocol included clinical evaluation,
assessment of urinary concentration of Mg, and manuvacuometry (maximal inspiratory and
expiratory pressures: MIP and MEP). MIP was the primary outcome. Results: Urinary Mg
increased after Mg administration (change: 36.38 mg/day after Mg versus 0.72 mg/day after
placebo, p < 0.001). Moreover, MIP and MEP significantly improved only after Mg
administration (change in MIP: 11.02% predicted after Mg versus 0.45% predicted after placebo;
change in MEP: 11.93% predicted after Mg versus 0.79% predicted after placebo; p < 0.001 for
both). Mg administration had a beneficial effect on clinical parameters assessed by SK score
(change: 5 points after Mg versus 0 points after placebo, p < 0.001). Conclusions: Oral Mg
supplementation helped improve both the SK score and respiratory muscle strength in pediatric
and adolescent patients with CF.

Key Words: magnesium, cystic fibrosis, nutrition, respiratory muscle strength, children.
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INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF) is a recessively inherited condition caused by mutation of the CF
transmembrane conductance regulator (CFTR) gen regulatory and results in higher mortality in
the Caucasian population. Pulmonary and gastrointestinal manifestations influence the nutritional
condition of patients, with the reverse also being true. Nutrition-based treatments can contribute
to reducing the mortality and morbidity of CF (1, 2).

Patients with CF may have magnesium (Mg) deficiency (3, 4), even though a previous
study did not find any reduction in serum Mg concentrations in these patients (5). Mg is an
intracellular ion, and there is only a small correlation between serum and intracellular
concentrations of Mg, probably because only 1% of the body’s Mg store is found in the blood (6).
Serum Mg tests measure short-term intake variations, but they do not reflect the body’s Mg store.
Even the Mg concentration in erythrocytes, mononuclear cells, and granulocytes cannot reflect
the body’s Mg store since it is primarily concentrated in muscles and bones (6, 7).

A promising new strategy in patients with CF could be increasing the Mg concentration in
the airway surface liquid by aerolisation of Mg solutions or by oral intake of Mg supplements,
which may facilitate the removal of highly viscous mucus in chronic lung disease by activating
endogenous DNase activity (8, 9).

Moderately trained adults given Mg supplements showed improved cardiorespiratory
function during a 30-min submaximal exercise test (10). These findings suggest a potentially
beneficial effect of Mg supplementation on muscle metabolism. Supplemental Mg improves
strength and muscle metabolism in health subjects. However, it is unclear whether these
observations are related to impaired nutritional status or to a pharmacologic effect (11).

Although the mechanism of action of Mg in respiratory disease is not fully understood,
inhalation and intravenous as well as oral administration of Mg has proven effective in its
treatment in both children and adults (12, 13, 14, 15).

Over the last decade, interest in Mg has increased with biochemical studies on Mg, its
nutritional relevance, its potential roles in human diseases, and particularly its association with
the pathogenesis of pulmonary disorders (16, 17).

Moreover, Mg is a low-cost mineral, and no serious side effects have been found after Mg

supplementation in several studies.
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We hypothesized that oral Mg supplementation in CF patients could improve respiratory
muscle strength. This study aimed to evaluate the effects of oral Mg supplementation on the

respiratory musculature.

SUBJECTS AND METHODS

Enrollment and follow-up for this crossover study were performed between January 2008
and December 2010. Forty-four children and adolescents from a single center were included. The
patients were recruited and followed-up at the University Hospital CF Pediatric Clinic, Federal
University of Minas Gerais, Brazil. Inclusion criteria were as follows: age, 7—19 years; 2 positive
sweat tests (>60 mmol/l) according to the Gibson and Cooke method (18); and stable clinical
condition (i.e., no need for oral or 1V antibiotic treatment in the 4 weeks before testing).

Smokers and patients receiving any treatment likely to affect Mg absorption or excretion,
such as diuretics, digoxin, or calcium-containing medications, were excluded from the study.

All children were undergoing conventional treatment for CF, including respiratory
medications, pancreatic enzyme, and supplementation of water-soluble and fat-soluble vitamins
according to the European Consensus (2, 19).

After an initial screening and run-in period of 4 weeks, the 44 patients were randomly
assigned to the study treatments. Each participant received 300 mg of oral magnesium-glycine
(MG, n = 22) or placebo control (PC, n = 22) once daily for 8 weeks, with a wash-out period of 4
weeks between trials (Figure 1). Magnesium amino acid chelate Taste Free (lot number 251755)
from Albion Laboratory (Sdo Paulo, Brazil) was used. The magnesium’s dose used for each
participant ranged from 5 to 12 mg/Kg/day according to the RD A recommendations. In the initial
phase of the study we have evaluated the average weight of the group to perform a stratified
randomization. Thus, we arbitrarily choose the dose of 300 mg/day based on the median weight
of the children and adolescents included at the study (40 Kg x 7.5 mg/Kg = 300 mg/day). Patient
compliance to the prescribed Mg therapeutic regimen was assessed in a monthly follow-up with a
guestionnaire.

Investigators and patients were blinded to the randomization, drug manipulation, and
dispensing, which were performed independently from the recruitment and assessment of
participants. The Mg and placebo powders were similar in appearance and were pre-packaged by

a pharmacist in identical containers that were coded according to a randomized sequence.
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Stratified randomization was performed using a computer-generated table of random numbers,
and participants were randomly assigned to the interventional or placebo group. The
randomization code was broken at the end of the study (20). The magnesium powder was
provided in a single dose packet. The same researcher provided the packages containing either
Mg or placebo in each appointment to ensure the accuracy. Glycine was used as placebo, so the
difference between the two groups was only the presence or absence of magnesium. The
magnesium or placebo presented a similar taste and appearance. The adherences were evaluated
in each appointment, checking the empty used packages brought by the parents or legal
responsible family. If the patients used less than 80% of the doses/month of Mg/placebo, they
were excluded.

The experimental protocol included clinical evaluation and assessment of urinary Mg and
strength of respiratory musculature. All of these assessments were performed at the beginning of
the trial as well as after 60 days of Mg or placebo administration during both trial periods.
Maximal inspiratory and expiratory pressures (MIP and MEP, respectively) were measured as
indices of respiratory muscle strength. The primary outcome was MIP, and the secondary
outcomes were MEP and respiratory disease severity assessed by the Shwachman-Kulczycki
(SK) score.



FIGURE 1. Flow chart of study enrollment and design.
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Maximal respiratory pressures

MIP and MEP were measured using an analogical manuvacuometer (Imebras™, Sao
Paulo, SP, Brazil), with operating intervals of 0-300 cm H;O. All the tests were performed
according to ATS/ERS statements (21) by the same member of the research team. Inspiratory and
expiratory muscle strength were measured before and immediately after each treatment period
using maximal static pressures produced at the mouth. MIP was measured at residual volume and
MEP was measured at total lung capacity with the subject seated in a hard backed chair. Each
pressure was measured at 1 minute intervals, a minimum of three times until there was less than
10% difference between the two highest values. The maximal MIP and MEP respiratory pressure
values were described and analyzed as percent predicted values for the study subjects. The
predicted values were based on those reported by Wilson et al. (22).

Clinical assessment

The SK score was calculated by a pediatric pulmonologist with expertise in CF. The SK
score is divided into 4 domains: general activity, physical examination, nutrition, and radiological
findings. Each of these domains has 5 possible sub-scores based on the degree of impairment.
The scores of the 4 domains are summed to obtain the final score, from which the condition of the
patient is categorized as excellent (86—100 points), good (71-85 points), average (56—70 points),
poor (41-55 points), or severe (<40 points) (23).

Anthropometry

Anthropometric measurements included weight, height and body mass index (BMI).
Weight (in Kg) was measured using an anthropometric platform scale (Filizola S.A., Sdo Paulo,
Brazil), and height (in cm) was measured using a stadiometer attached to the same scale. BMI
was calculated as weight/height®. Values were expressed as z scores and anthropometric

measurements followed the European Consensus (19).

Urinary concentration of Mg
Urinary concentration of Mg was assessed in all patients before and after each study

period. Urinary Mg concentration was determined through the VITROS Mg slide method with
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Mg Slides and Chemistry Products Calibrator Kit 1 in VITROS 250/350/950/5, 1 FS and 4600
chemistry systems, and the 5600 Integrated System (Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos —
SP, Brazil).

ETHICS

Written informed consent was obtained from each participant and/or their parents before
the study. The Research Committee approved both the informed consent and the experimental
protocol in accordance with the Brazilian Ministry of Health/Brazilian National Committee on
Ethics in Research, Resolution No. 196/1996. All procedures were conducted in accordance with
the Helsinki Declaration of 1975 as revised in 1983.

STATISTICAL ANALYSES

On the basis of our previous pilot study (data not published), a sample size of 19 patients
was determined for each group, considering appropriate calculations for randomized clinical trials
and the possibility of a type Il error. Considering a standard deviation of 6.46 base units of MIP
(% predicted) used as the primary outcome, we calculated that 19 subjects in each group would
be required for 85% power at the 5% level of significance (single paired Student t-test). On the
expectation of a 15% withdrawal rate, we recruited subjects until a total of 22 in each group.
Descriptive statistics were assessed accordingly. Categorical variables were described with the
absolute value and frequency and continuous variables were described as mean and standard
deviation or median, according to the analysis of data normality. The results are represented as
box plot and tables showing the mean and standard deviation or median, minimum and maximum
as appropriate.

Student’s t-test was used to compare age, weight, and body mass index (BMI) in both
groups. The Mann Whitney U-test was used to compare height. Chi-square and Fisher’s exact
tests were used to analyze gender and race, respectively. Since the urinary concentrations of Mg
were normally distributed, a single paired Student t-test was used.

Normality was tested for all outcomes. Since a crossover design was used and the results
were not normally distributed, the Wilcoxon Signed-Rank test was used. All data were entered
before the treatment codes were broken, and were analyzed using Statistical Package for Social

Sciences (SPSS, version 17 for Windows, Chicago, IL); p <0.05 was considered significant (24).
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RESULTS

Forty-four patients screened for participation in this study met the study criteria. There
were no dropouts. No carry-over effect was seen in the groups starting with either Mg or
placebo. Although it is impossible to accurately test for the presence of a “carryover” effect (i.e.,
whether the effect of treatment “carries over” and impacts results while on placebo) in a
traditional 2 X 2 crossover design (two groups, two periods) such as this one, we have tested the
effects of sequence and period-by-treatment interaction, which are possible indicators of a
carryover effect. The effects of sequence and period-by-treatment interaction were not significant
for any outcomes (p > 0.05 for all outcomes, ANOVA).

No adverse effects of Mg toxicity such as vomiting, double vision, feeling of warmth,
flushing and hypotension were reported from patients in either group.

Randomization resulted in a well-balanced equivalent distribution of patients with respect
to age, gender, race (self-reported), weight, height, BMI, forced expiratory volume in 1 s (FEV1)
and pancreatic insufficiency (PI) at baseline. These results are shown in Table 1. Both groups
showed appropriate compliance.

Table 2 shows the urinary concentration of Mg and SK score data at baseline and at the
end of follow-up for both groups.

Figure 2 shows that after the intervention period, MIP showed an 10% (0%, 30%)
predicted increase; from 97.5% (60%, 150%) to 100% predicted (65%, 160%) in the Mg group
with no increase 0% predicted (-10%, 20%); from 100% predicted (60%, 150%) to 100% (60%,
160%) in the placebo group. MEP also showed a 10% (0%, 50%) predicted increase; from 90%
predicted (60%, 150%) to 100% predicted (70%, 170%) after Mg administration with no increase
0% predicted; from 92.5% predicted (60%, 150%) to 90% predicted (60%, 150%) after placebo
administration. The differences between the intervention and placebo periods were statistically
significant (p < 0.001 for both MIP and MEP).



TABLE 1. Characteristics of the cystic fibrosis enrolled patients.

Characteristics  All (n = 44) MG (n=22) PC(n=22) p value
Age (y) 1286 £3.72 12.68+3.73  13.05+3.79 0.75
Gender (M:F) 20:24 10: 12 10: 12 1.00°
Race (C:B) 39:5 19:3 20:2 1.00°
Weight (kg) 39.63+12.81 39.22+12.86 40.04 +13.04 0.83!
Z escore -1.13+1.37 -1.08+13 -1.18 + 1.47 0.60"
Height (m) 1.46+0.17  146+0.18  1.47+0.18 0.94*
Z escore -1.10+£1.34  -1.0+125 -1.20 £ 1.44 0.29"
BMI (Kg/m?) 17.95+252 17.68+2.24 1821 +2.69 0.49'
Z escore -115+£1.37  -1.09+1.31 -1.20+1.46 0.43"
FEV1 (%) 75+ 23 69 + 25 80 + 18 0.26"
PI 7144 (15.9%)  3/22 (13.6%)  4/22 (18.2%) 1.00°

! Student’s t test, > Chi-Square test, > Ficher’s test, * Mann Whitney test
MG = magnesium group, PC = placebo control group, C = Caucasian, B = Black;

FEV1 = forced expiratory volume in 1 s expressed as % predicted,;
Pl = pancreatic insufficiency

92



93

TABLE 2. Urinary concentration of magnesium and SK score data at baseline and at the end of
the follow up for both groups.

Magnesium group (n=44) Placebo-control group (n=44)
Baseline Post Change Baseline Post Change p
value*
Ur Mg 39.69+9.46 76.08+16.09 36.38+11.29 39.94+9.89  40.664+9.92  0.72+3.21 <0.001

SK score 80 (57,100) 85(60,100) 5(2.8,6)  79(60,100) 77 (60,100) 0 (-2.4,-0.19) <0.001

* Student’s t test for Ur Mg and Wilcoxon Signed Ranks Test for SK score
Ur Mg - Urinary magnesium concentration — mg/day — Mean + SD
SK score - Shwachmann-Kulczycki score — Median (minimum, maximum and 95% CI for

change)
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FIGURE 2. Respiratory muscle strength assessment: Baseline, post treatment and change

comparison in maximal respiratory pressure values (MIP and MEP) assessed by manuvacuometry
in both groups (n=44).
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MIP = maximal inspiratory pressure, MEP = maximal expiratory pressure

MG = magnesium group, PC = placebo control group

p values for change comparison in MIP and MEP between magnesium and placebo treatments
were calculated by using Wilcoxon Signed Ranks test (p<0.001 for both).
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DISCUSSION

Our results showed that after 2 months, children and adolescents with CF who were
receiving conventional therapy for CF and oral Mg supplementation achieved a significant
improvement in the functional status of the respiratory musculature, as assessed by
manuvacuometry. Significant clinical improvements, shown by means of the SK score, were also
observed.

To the best of our knowledge, the current study is the first performed in pediatric CF
subjects to investigate the effects of oral Mg administered on a regular basis. Up to the time of the
study outline, there was lack of data that could be used as parameters for improved planning in
CF pediatric subjects in terms of effective doses of Mg, length of treatment period, and possible
side effects. Some of the available data were based on studies performed in adult patients and
those with other respiratory diseases (10, 14). Other data were obtained from updated reviews of
the physiological, clinical, and analytical aspects of the use of Mg in different diseases (6).

Assessment of age, weight, height, race, and gender indicated that our population was
homogeneous. Moreover, the characteristics of our population were similar to those of CF
children in other studies. Even after randomization, the 2 groups retained similar demographic
characteristics without any statistically significant differences.

The assessment of serum Mg concentrations is not an accurate reflection of the Mg status
of muscle, bone, and other tissues. There is a poor correlation between serum and intracellular
Mg concentrations, most probably because only 1% of total body Mg reserves can be found in the
whole blood (6). We therefore decided to check the urinary concentration of Mg before and after
each period of Mg or placebo administration (25).

Many factors may be responsible for Mg deficiency in CF patients. First, current dietary
surveys show that the average Mg intake in western countries is often below the RDA
recommendations (280 and 350 mg/day for female and male adults, respectively) (26). Second,
gastrointestinal malabsorption, a common symptom of CF, may cause hypomagnesaemia (27).
Third, certain antibiotics and chemotherapeutic agents used by CF patients also induce
hypomagnesaemia agents such as amphotericin B, cyclosporine, aminoglycosides and tobramycin
(28). Mg supplementation is therefore a promising strategy for improving clinical symptoms and

respiratory musculature strength in CF patients, as was shown by this trial.
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The Mg’s dose used was standardized for all children and adolescents to facilitate the
pharmacological preparation and the blinding. Although, we don’t believe that the standardized
dose could have affected the trial since the group was stratified. Besides, in our sample we had
only 4 children aged 7-8 yeas (stratified 2 in each group), which used a higher dose of
magnesium (10-12 mg/kg/day). None of them had side effects during the supplementation for 8
weeks.

Interestingly, only those patients who received oral Mg in the study period presented with
better clinical symptoms as assessed by SK score. In a study by Stollar et al., the SK score was
reported to be a useful and simple tool for monitoring the severity of CF (29). In the analysis of
SK score, the improvement occurred more specifically in the domains general activity and
physical examination.

The proposed action of Mg in CF patients is not completely understood. ATP regulates
opening and closing of the CFTR CI channel, and Mg plays a role in many crucial enzyme
systems, especially those involving ATP metabolism (30).

Moreover, Mg acts as a cofactor in the enzymatic degradation of DNA by rhDNase-I, so a
minimum concentration of Mg is required to obtain optimal rhDNase-I activity (31). Addition of
Mg to sputum samples that cannot be degraded by rhDNase | enables these samples to be
degraded by that enzyme (31). Sanders et al. have shown that the effect of Mg on rhDNase 1 is
mediated through actin and that oral intake of Mg enhances its concentration in the sputum of CF
patients (8). Failure of rhDNase | may therefore be overcome by combining rhDNase with oral
Mg supplements.

In the analyses of the functional status of the respiratory musculature, our findings were
similar to those reported using the SK score because at the end of the follow-up period, we
observed significant improvement in MIP and MEP values. MIP reflects the strength of the
diaphragm and other inspiratory muscles, while MEP reflects the strength of the abdominal
muscles and other expiratory muscles (21). Mg plays an important role in muscle tissue. The
skeletal muscle cells contain long complex fibers made up of the proteins actin and myosin.
These proteins work together to promote contraction and relaxation of muscle fibers. Mg helps to
provide these contractile fibers the energy they require to function (6).

Besides, maximal voluntary ventilation is a test of the overall function of the respiratory

system. The respiratory system exists in an oxygenated milieu and is continuously exposed to
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both endogenous and exogenous oxidants and irritants. A variety of dietary-dependent defenses
have evolved to protect the lungs. These comprise vitamins, proteins, polyphenols, fatty acids,
and co-factors (16). Mg has a variety of functions, including acting as a co-factor for sodium and
potassium-ATPase, which is responsible for maintaining muscle membrane potential and action
potential propagation. Mg deficiencies can result in muscle weakness and cramping (6).

Inflammation is a major pathophysiological feature of the lung disease in CF, and the
abnormal CFTR function is probably also involved in this inflammatory process (32). Recently,
oxidative stress has been increasingly recognized as one of the major factors contributing to the
chronic inflammatory process in CF (33).

Mg is closely related to the immune system, both nonspecific and specific immune
responses (i.e., innate and acquired immune responses) (34). Furthermore, Mg is also a co-factor
in over 300 enzymatic reactions, and its deficiency is linked to inflammation and oxidative stress
(35). For example, it is a cofactor for glucose-6-phosphate dehydrogenase and 6-
phosphogluconate dehydrogenase, 2 pentose-cycle enzymes catalyzing the production of NADPH
from NADP+. Thus, a deficiency of dietary Mg reduces glutathione reductase activity and results
in radical-induced protein oxidation and marked lesions in tissues like the skeletal muscles, brain,
kidneys, and lungs (36).

In conclusion, our double-blind randomized crossover study showed that children and
adolescents with CF who receive conventional treatment in combination with oral Mg
supplementation achieve significant improvement in functional status of the respiratory
musculature and better clinical results. Further large-scale studies should include other well-
established pulmonary function tests to further assess the potential role of Mg supplementation in

the management of CF in children and adolescents.
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6 Conclusoes
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A avaliacdo dos resultados obtidos do estudo clinico randomizado, duplo-cego, controlado
com placebo e cruzado, permite concluir que a suplementacdo oral de magnésio, na forma
quelado com glicina, em escolares e adolescentes, com fibrose cistica proporcionou:

a) melhora nos valores da fungdo pulmonar medidos: CVF, VEF1 e VEF1/CVF;

b) melhora da forca muscular respiratdria com melhora nas pressbes respiratorias maximas

(PImax e PEmax) avaliado pela manuvacuometria.

c) melhora clinica da fibrose cistica, avaliado pelo escore de Shwachman-Kulczycki.
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7/ Consideracoes finais
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Antes de iniciar o estudo foi realizada uma investigacdo bibliografica extensa
relacionando o uso de magnésio em pacientes com doencas pulmonares. Foi verificado que
existem muitos estudos avaliando o uso do magnésio na asma, doenga pulmonar obstrutiva
cronica e outras doencas respiratorias; entretanto, até onde pudemos investigar, 0 seu uso na
fibrose cistica ndo havia sido avaliado até o0 momento. Neste sentido, por se tratar de um estudo
inédito, faltavam dados de referéncia importantes para nos direcionar no planejamento do estudo
como a dose efetiva de magnésio que poderia ser utilizada nos escolares e adolescentes com
fibrose cistica, a duracéo do tratamento, o periodo de intervalo (“wash out™) para o cruzamento €
o0s possiveis efeitos adversos. Alguns destes dados foram obtidos a partir de uma extensa revisdo
dos aspectos fisioldgicos, clinicos e analiticos do uso do magnésio em diferentes doencas tanto
em adultos quanto em criancas.

Os resultados deste estudo nos permitem fazer algumas considera¢des que podem ser
importantes para direcionar novas pesquisas neste sentido:

1- A dose de magnésio foi padronizada em 300 mg/dia para todos os escolares e adolescentes
com o objetivo de facilitar a administracdo e o duplo cego, ou seja, dos pacientes e dos
pesquisadores. Ao término do estudo, verificamos que a dose foi eficaz em proporcionar
melhora clinica, espiromeétrica e manuvacuométrica do grupo como um todo, entretanto novos
estudos poderiam avaliar a dose efetiva por faixa etaria e peso. Serd que as criangas com
menor peso corporal poderiam ter uma resposta dos mesmos parametros avaliados com uma
dose menor de magnésio?

2- A duracdo do tratamento avaliado (2 meses) foi suficiente para mostrar melhora clinica,
espirométrica e manuvacuomeétrica do grupo. Entretanto, esta melhora foi observada durante o
periodo estudado. Como, ap6s o periodo de dois meses de suplementacao ndo foi verificado o
efeito de carreamento, ou seja, ndo houve efeito residual apds o intervalo de uso (“wash out”),
isto nos permite inferir que possivelmente os efeitos benéficos constatados permanecerao
enquanto o0s pacientes estiverem em uso do magnésio. Sera que o fato de ndo ter ocorrido o
efeito de carreamento do magnésio ndo poderia indicar uma acdo do magnésio no defeito
ibnico bésico da fibrose cistica?

3- Novos estudos podem ser conduzidos com o uso do magnésio em longo prazo. Todavia, como
0 magnésio tem uma relacdo bioguimica com outros minerais como o calcio, seria importante

investigar se 0 uso continuo do magnésio ndo alteraria o equilibrio idnico de outros minerais.



4-

106

Né&o foram verificados eventos adversos com o uso de 300 mg/dia de magnésio oral por dois
meses no grupo estudado. Porém, para novos estudos com o uso de magnésio em longo prazo
seria importante observar a possibilidade de ocorréncia de eventos adversos.

Este estudo permitiu verificar o efeito benéfico do magnésio oral em criangas e adolescentes
com fibrose cistica. Como existem controvérsias nos métodos de avaliacdo das dosagens de
magnésio que indicam as reais reservas corporais, nao foi possivel avaliar se 0s pacientes com
deficiéncia de magnésio por algum desequilibrio nutricional se beneficiaram mais do seu uso
comparado com aqueles com nivel de magnésio corporal adequado. Nao foi possivel avaliar
se a melhora foi pelo efeito nutricional ou farmacoldgico do magnésio. Novos estudos podem
ser planejados com este objetivo.

A fibrose cistica € uma doenca que tem uma expectativa de diminuicdo do VEF1 (cerca de
1% ao ano). Com a suplementacdo de magnesio oral houve um aumento no VEF1 de 4%,
podendo indicar uma ac¢do benéfica do magnesio na evolucgéo natural da doenca.

Neste estudo foi avaliado a espirometria, a manuvacuometria e o escore clinico SK, porém
novos estudos poderiam avaliar desfechos clinicos como necessidade de uso de antibidticos,

taxa de hospitalizacdo, melhora na qualidade de vida e sobrevida.

Como primeiro estudo realizado em criangas e adolescentes com fibrose cistica, com a

administracdo oral de magnésio quelado com glicina ndo foi verificado nenhum efeito adverso.

Verificou-se que a dose de 300 mg/dia foi suficiente para melhora clinica, avaliado pelo escore de

Shwachman-Kulczycki, da fungcdo pulmonar e da avaliacdo funcional da musculatura respiratéria

medido pela manuvacuometria. Os resultados do presente estudo, realizado em criancas e

adolescentes, evidenciam um efeito benéfico do magnésio na fibrose cistica. Outros estudos sao

necessarios para estabelecer a eficacia e efetividade do magnésio administrado por via oral na

fibrose cistica, bem como para descobrir 0 seu mecanismo de acéo.
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8 Apéndices e Anexos




APENDICE A - Ficha de controle do paciente
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Identificacdo

Nome: Grupo: [
HC: Data de nascimento: Idade:
Sexo: Raca: Fone:
Dosagens séricas e urinaria
Exame Antes do estudo Exame Antes do estudo
Uréia Calcio
Creatinina Magnésio
Saodio Gordura
fecal

Potéssio
Cloro Tempo 1 Tempo 2
IgE Antes | Apés | Antes | Apos
Fosforo Mg urina
Avaliacao Nutricional
Variaveis Tempo 1 Tempo 2

Antes Apos Antes Apos
Peso (KQ)
Altura (cm)

IMC (Kg/m?)
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Avaliagdo Respiratoria

Parametros

Tempo 1

Tempo 2

Antes

Apds

Antes

Apobs

VEF1

CVF

VEF1/CVF

FEV 25-75%

PFE

Saturagao de O,

FR

FC

Exame Funcional da musculatura esquelética

Parametros

Tempo 1

Tempo 2

Antes

Apos

Antes

Apos

PImax,,

PEmaxy,

Outros Parametros

Tempo 1

Tempo 2

Escore de Shwachman

Antes

Apos

Antes

Apos

Atividade Geral

Exame Fisico

Nutricéo

TOTAL




110

APENDICE B - Escore de Shwachman-Kulczycki

Classificacio do Escore de Shwachman-Kulczycki

grave: <40
moderado: 55 - 40
leve: 70 - 56

bom: 85 - 71

excelente: 100 - 86
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' Pontuagéo ATIVIDADE GERAL EXAME FiSICO
Atividade plena; tolerancia ao exercicio normal; S/ tosse; FC e FR normais;
25 boa disposi¢éo; desenvolvimento motor normal; s/ evidéncias de enfisema; pulmdes limpos a
frequéncia escolar normal ausculta; boa postura; s/ baqueteamento
Leve limitagdo a atividade intensa, Tosse seca ocasional;
cansa ao final do dia ou ap0s exercicio FC e FR normais no repouso; enfisema leve;
20 prolongado; menos energético; limite inferior do MV rude, roncos e TE prolongado ocasionais;
desenvolvimento motor normal; ocasionalmente boa postura;
irritado ou apatico; boa freqliéncia escolar baqueteamento leve
Descansa voluntariamente; cansa apos exercicio; | Tosse leve e cronica matinal apds exercicio/choro e
15 moderadamente inativo; leve retardo motor; ocasionalmente durante o dia; s/tosse noturna; FC e

falta espontaneidade; passivo ou irritavel;
frequéncia escolar regular

FR levemente T: T diametro AP e diafragma
rebaixado; MV rude, creptantes, roncos/sibilos;
bagueteamento 1/2

Atividade fisica e tolerancia ao exercicio limitadas;
dispnéico apoés exercicios;

Tosse cronica, freqlente, repetitiva, produtiva,
raramente paroxistica; FC e FR T moderado;

10 retardo motor moderado; agitado ou irritado; enfisema moderado a grave, frequentemente c/
preguicoso ou abatido; frequiéncia escolar baixa; deformidade ao RX; creptantes, roncos e sibilos
pode requerer professor particular usualmente presentes e disseminados,
baqueteamento 2/3
Limitacdo grave da atividade; dispnéia e ortopnéia; Tosse severa paroxistica, freqliente, produtiva,
inativo ou confinado a cama/cadeira; frequentemente c/ vémitos e hemoptise; tosse
05 marcado retardo motor; noturna; taquipnéia e taquicardia; enfisema grave;

ao

apatico ou irritado;
ndo pode assistir as aulas

NUTRICAO

creptantes, roncos e sibilos generalizados; expiracdo
audivel,
Ma postura; 3/4 baqueteamento; cianose freq
ACHADOS RADIOLOGICOS

Peso e altura acima do %25 ou compativel c/

25 padrdo familiar; tbnus e massa muscular normais; S/ evidéncias de enfisema;
gordura subcutanea normal; maturacao sexual s/ aumento na trama broncovascular;
normal; fezes quase normais; bom apetite s/ infiltracBes ou atelectasias
Peso e altura acima do %10 ou levemente abaixo
do padrédo familiar; tbnus e massa muscular bons; Evidéncias minima de enfisema,;
20 tecido subcutaneo levemente diminuido; leve aumento da trama broncovascular;
maturacdo sexual levemente retardada; apetite s/ infiltrados ou atelectasias
normal e fezes + frequentemente e leve alteracdo
Peso e altura acima do %3 ou moderadamente Enfisema moderado;
abaixo do padrao familiar; peso usualmente didmetro AP aumentado;
deficiente para altura; tbnus e massa muscular campos pulmonares mais radiolucentes,
15 regulares; gordura subcutanea deficiente, abdome diafragma moderadamente rebaixado;
levemente distendido; maturacéo sexual trama broncovascular aumentada;
retardada; apetite regular; fezes volumosas, atelectasias localizadas ou irregulares;
mau cheiro, flutuantes formadas infiltrado ocasional transitério
Peso e altura acima do %3 e deficiente para altura; Enfisema marcado; aumento do didametro AP
tbnus e massa muscular pobres; deficiéncia marcado; marcado rebaixamento do diafragma;
10 marcada de gordura subcutanea; distensao silhueta cardiaca estreita; areas de atelectasias
abdominal moderada; maturacéo sexual disseminadas; atelectasias segmentares ou lobares
insuficiente, sem estirdo; mau apetite; fezes pouco | ocasionais; focos persistentes de infiltracdes; cistos
formadas, volumosas, mau cheiro, gordurosas localizados;
aumento marcado da trama
Mal-nutrido e baixo; musculos fracos, flacidos e Alteracdes extensivas; hiperinsuflacdo grave;
05 pequenos; s/ gordura subcuténea; perda de peso infiltrado e atelectasias disseminadas; formagéo

frequente; fezes freqlientes, volumosas, mau
cheiro e gordurosas; prolapso retal freqiente

disseminada de cistos; formac¢&o de bronquiectasias
e abcessos; aletectasias lobares persistentes




APENDICE C - Questionario para avaliar o estado geral do Escore SK

25

20

15

10

05

Atividade Geral

Atividade plena

Toleréncia ao exercicio normal
Boa disposicéo

Frequéncia escolar normal

Leve limitacdo atividade intensa
Cansa fim no dia/p6s-exercicio
Menos disposto
Ocasionalmente irritado/apético
Boa freqliéncia escolar

Descansa voluntariamente
Cansa ap0s exercicio
Moderadamente inativo
Leve retardo motor

Falta espontaneidade
Passivo ou irritado
Frequiéncia escolar regular

Atividade fisica/tolerancia ao exercicio limitado
Dispnéico ap0s exercicios

Retardo motor moderado

Agitado ou irritado

Preguicoso ou abatido

Frequéncia escolar baixa

Requer professor paticular

Limitac&o grave da atividade
Sipnéia e ortopnéia
Inativo/confinado cama/cadeira
Marcado retardo motor
Apatico ou irritado;

N&o pode assistir as aulas

S() N()
S() N()
S() N()
S() NQ)

S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
S()NQ)

S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
S() N()

S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
S() NQ)

S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
S() N()
SO NQO)

112
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APENDICE D - Consentimento livre e esclarecido

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR NA PESQUISA
TITULO DA PESQUISA: “Magnésio oral em criancas com Fibrose Cistica: estudo

randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado”

ACIMA DE 18 ANOS

PESQUISADORES: Clésio Gontijo do Amaral
Elizabet Vilar Guimarées

INSTITUICAO RESPONSAVEL : Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas

Gerais

PATROCINIO: Esta pesquisa tera o apoio do NUPAD (Ncleo de Apoio e Pesquisa em Ac¢des

Diagnosticas) e 0 magnésio sera fornecido pela Albion.

INTRODUCAO:

Antes de aceitar participar desta pesquisa, € importante que vocé leia e compreenda a seguinte
explicagdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo descreve 0s objetivos,
procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaugdes do estudo. Também descreve seus
direitos inclusive o de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode

ser feita sobre os resultados do estudo.

OBJETIVO
Verificar se 0 magnésio pode melhorar as criancas com fibrose cistica, tanto na parte respiratoria

como nutricional.

RESUMO
Os pacientes serdo selecionados do ambulatério Bias Fortes do Hospital das Clinicas da UFMG.

O diagnéstico de Fibrose Cistica sera comprovado por duas dosagens de eletrélitos no suor. Seréo
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excluidos os pacientes com alteracdo na funcéo renal e aqueles que estiverem em uso de algum
medicamento que afete a absorg¢éo ou excrecdo do magnésio como diuréticos e digoxina. Serd um
estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado, onde os pacientes serdo
divididos em dois grupos. Todos o0s pacientes receberdo tratamento convencional para Fibrose
Cistica com enzima pancreética e orientacdo nutricional. Um primeiro grupo de pacientes
receberdo Magnésio-glicina oral na dose de 300 mg, durante 2 meses, além do tratamento
convencional. Um segundo grupo receberd placebo. Numa segunda etapa 0S grupos serao
cruzados, ou seja, 0 grupo que recebeu magnésio passard a receber placebo e vice-versa. Em
associacdo aos dados clinicos, de estado nutricional, funcional da musculatura respiratoria e
espirométricos, serd aplicado o escore de Shwachman para avaliar a gravidade da doenca

respiratOria; em ambos 0s grupos, antes e apds a suplementacédo nas duas etapas.

PROCEDIMENTOS

Sua participacdo neste estudo se iniciara com a colheita de duas amostras de suor para o
diagnostico de Fibrose Cistica. Se o teste for positivo vocé sera informado e convidado a
participar do estudo. Em seguida serdo realizados os seguintes exames laboratoriais, antes e apos
0 término do estudo: RX de térax, hemograma, albumina, gordura fecal de 24h em fezes de 72h,
dosagem de Cloro no suor, excrecdo urinaria de magnésio, dosagem sérica de IgE, uréia,
creatinina, sédio, potassio, cloro, calcio, fésforo e magnésio.Na primeira consulta, vocé sera
avaliado pela equipe multiprofissional, composta pela equipe médica dos setores de nutrologia
(médico responsavel pela pesquisa), gastroenterologia e pneumologia pediatrica, além da equipe
de nutrigdo, fisioterapia, psicologia e assisténcia social.

A avaliacdo nutricional incluird a historia clinica, nutricional, exame fisico e dados
antropomeétricos como 0 peso, estatura, indice de massa corpdrea (IMC), circunferéncia braquial e
pregas cutaneas — tricipital, subescapular e suprailiaca. Para estes exames somente usamos
balanca, régua e paquimetro (aparelho que mede a dobra de pele) e nenhum deles envolve
qualquer risco para vocé.

A seguir, 15 dias depois da primeira consulta, vocé sera submetido a avaliacdo funcional
da musculatura respiratoria pelo manuvacuémetro e avaliagdo da funcdo pulmonar pela
espirometria. Nestes exames voceé ird assoprar em um aparelho para verificar a forca respiratoria e

nao tem nenhum risco.
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Numa segunda etapa todos os pacientes incluidos no estudo serdo divididos em dois
grupos. Metade deles receberd magnesio quelado com glicina na dose de 300 mg por dia e outra
metade recebera placebo por 2 meses. Ambos 0s grupos continuardo com o tratamento habitual
para a fibrose cistica, incluindo suplementagdo com enzima pancreatica. Apds os dois meses de
tratamento inicial sera dado um més de intervalo e numa segunda etapa 0s grupos serdo cruzados,
ou seja, quem recebeu magnésio passara a receber placebo e vice-versa. Conforme outros estudos
ja realizados com o uso do magnésio ndo ocorreram efeitos colaterais. O placebo ndo apresenta
nenhum efeito colateral.

Durante o periodo do estudo vocé sera orientado a assinalar num diario a administracdo
das medicacfes em uso, mudancas no aspecto das evacuacdes, nimero de crises de desconforto
respiratorio apresentados, bem como, a gravidade das crises, episédios de tosse, mudanca no
aspecto do escarro. Neste periodo o retorno sera com 30 dias para avaliacdo clinica e nutricional.

Ao final dos 2 meses serd entdo feito nova consulta clinica, avaliacdo nutricional,
avaliagdo funcional da musculatura respiratoria e novos testes de funcdo pulmonar com
espirometria.

Assim, durante a pesquisa vocé sera acompanhado por um periodo de 5 meses com a
segunda consulta dentro de 15 dias e as demais a cada 30 dias. No total serdo 5 consultas.

Os resultados da avaliacdo clinica, nutricional e pulmonar serdo ao término do estudo
comparado nos dois grupos, antes e apos a administracdo de magnesio ou placebo.

Desta forma pode-se avaliar a eficacia do magnésio quelado com glicina na melhora
clinica, nutricional, funcional da musculatura respiratéria e da fungdo pulmonar; de escolares e

adolescentes com fibrose cistica.

DESCONFORTOS

A retirada de sangue podera resultar em sensacdo de tontura, inflamacdo da veia ou dor,
ferimento ou sangramento no local da puncdo. Ha também a remota possibilidade de ocorrer
infeccdo. Os exames serdo coletados por profissionais devidamente treinados diminuindo estes
riscos. Os exames de fezes e suor ndo tém nenhum risco. Os exames que avaliam a parte

respiratOria também sdo isentos de riscos.
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DANOS

Na remota possibilidade de vocé apresentar alguma reagdo adversa durante e/ou resultante dos
procedimentos do estudo, vocé devera entrar em contado com a equipe responsavel nos seguintes
telefones: Clésio Gontijo do Amaral (031-3248-9536 ou 31- 9827-4807), Elizabet Vilar
Guimardes (31-3409-9769). Vocé ndo abrird mao de seus direitos legais apds vocé assinar o

consentimento informado.

BENEFICIOS

Um beneficio da sua participacao neste estudo é a contribuicdo para o conhecimento cientifico e
médico. Vocé podera se beneficiar dos exames que serdo realizados e de um melhor seguimento
clinico e laboratorial. Também podera se beneficiar com novas alternativas para o tratamento da

Fibrose Cistica.

CONFIDENCIALIDADE

Os registros da sua participacdo neste estudo serdo mantidos confidencialmente até onde é
permitido por lei. No entanto, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG podera verificar e ter
acesso aos dados confidenciais que o identifique pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados ndo
o identificara. Ao assinar este formuldrio de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer as suas informacées para o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. N&o havera

armazenamento de materiais biol6gicos como sangue, suor ou fezes.

DESLIGAMENTO E AFASTAMENTO
Sua participacdo neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu desligamento nao

envolvera penalidades. VVocé podera cessar sua participacdo a qualgquer momento.

COMPENSACAO

Vocé ndo recebera qualquer compensacéo financeira pela participacdo neste estudo.

Durante o estudo, se vocé tiver qualquer duvida sobre a pesquisa, por favor, contate também o
Comité de ética em Pesquisas da UFMG no telefone 3409-4592
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CONSENTIMENTO

Li e entendi todas as informacGes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas
davidas foram respondidas satisfatoriamente. Este formulério esta sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando meu consentimento para participar neste estudo, até que eu

decida o contrario.

Assinatura da Participante / Data

Assinatura da Testemunha / Data

Assinatura do Pesquisador / Data

COEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Av. Presidente Antdnio Carlos 6627, Unidade Administrativo 11, 2° andar, sala 2005. CEP:
31.270-901 - BH — MG / TEL.: 3499-4592 / coep@prpg.ufmg.br.
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CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR NA PESQUISA
TITULO DA PESQUISA: “Magnésio oral em criancas com Fibrose Cistica: estudo

randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado”

DE 7 A 12 ANOS

PESQUISADORES: Clésio Gontijo do Amaral
Elizabet Vilar Guimarées

INSTITUICAO RESPONSAVEL : Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas

Gerais

PATROCINIO: Esta pesquisa tera o apoio do NUPAD (Ndcleo de Apoio e Pesquisa em Ac¢des

Diagnosticas) e o magnésio sera fornecido pela Albion.

INTRODUCAO:

Antes de aceitar participar desta pesquisa, € importante que vocé e seu filho leiam e
compreendam a seguinte explicacdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo descreve
0s objetivos, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precauces do estudo. Também
descreve seus direitos inclusive o de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou

promessa pode ser feita sobre os resultados do estudo.

OBJETIVO
Verificar se 0 magnésio pode melhorar as criancas com fibrose cistica, tanto na parte respiratéria

como nutricional.

RESUMO

Os pacientes serdo selecionados do ambulatério Bias Fortes do Hospital das Clinicas da UFMG.
O diagnéstico de Fibrose Cistica sera comprovado por duas dosagens de eletrolitos no suor. Serdo
excluidos os pacientes com alteracdo na fungdo renal e aqueles que estiverem em uso de algum

medicamento que afete a absorg¢éo ou excrecdo do magnésio como diuréticos e digoxina. Serd um
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estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado, onde os pacientes seréo
divididos em dois grupos. Todos o0s pacientes receberdo tratamento convencional para Fibrose
Cistica com enzima pancreética e orientacdo nutricional. Um primeiro grupo de pacientes
receberdo Magnésio-glicina oral na dose de 300 mg, durante 2 meses, além do tratamento
convencional. Um segundo grupo receberd placebo. Numa segunda etapa 0S grupos serao
cruzados, ou seja, 0 grupo que recebeu magnésio passard a receber placebo e vice-versa. Em
associacdo aos dados clinicos, de estado nutricional, funcional da musculatura respiratdria e
espirométricos, serd aplicado o escore de Shwachman para avaliar a gravidade da doenca
respiratdria; em ambos 0s grupos, antes e apos a suplementacdo nas duas etapas.

PROCEDIMENTQOS

Sua participacdo neste estudo se iniciara com a colheita de duas amostras de suor para o
diagnostico de Fibrose Cistica. Se o teste for positivo vocé serd informado e convidado a
participar do estudo. Em seguida seréo realizados os seguintes exames laboratoriais, antes e apds
0 término do estudo: RX de torax, hemograma, albumina, gordura fecal de 24h em fezes de 72h,
dosagem de Cloro no suor, excrecdo urinaria de magnésio, dosagem sérica de IgE, uréia,
creatinina, sédio, potéssio, cloro, calcio, fésforo e magnésio.Na primeira consulta, vocé sera
avaliado pela equipe multiprofissional, composta pela equipe médica dos setores de nutrologia
(médico responsavel pela pesquisa), gastroenterologia e pneumologia pediatrica, além da equipe
de nutricdo, fisioterapia, psicologia e assisténcia social.

A avaliacdo nutricional incluird a historia clinica, nutricional, exame fisico e dados
antropometricos como 0 peso, estatura, indice de massa corpdrea (IMC), circunferéncia braquial e
pregas cutaneas — tricipital, subescapular e suprailiaca. Para estes exames somente usamos
balanca, régua e paquimetro (aparelho que mede a dobra de pele) e nenhum deles envolve
qualquer risco para vocé.

A seguir, 15 dias depois da primeira consulta, vocé sera submetido a avaliacdo funcional
da musculatura respiratoria pelo manuvacuémetro e avaliacdo da funcdo pulmonar pela
espirometria. Nestes exames voceé ird assoprar em um aparelho para verificar a forca respiratéria e
ndo tem nenhum risco.

Numa segunda etapa todos os pacientes incluidos no estudo serdo divididos em dois

grupos. Metade deles receberd magnésio quelado com glicina na dose de 300 mg por dia e outra
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metade recebera placebo por 2 meses. Ambos 0s grupos continuardo com o tratamento habitual
para a fibrose cistica, incluindo suplementacdo com enzima pancredtica. Apds os dois meses de
tratamento inicial sera dado um més de intervalo e numa segunda etapa 0s grupos serdo cruzados,
ou seja, quem recebeu magnésio passara a receber placebo e vice-versa. Conforme outros estudos
jé realizados com o uso do magneésio ndo ocorreram efeitos colaterais. O placebo ndo apresenta
nenhum efeito colateral.

Durante o periodo do estudo vocé sera orientado a assinalar num diario a administragdo
das medicagfes em uso, mudancas no aspecto das evacuacdes, nimero de crises de desconforto
respiratério apresentados, bem como, a gravidade das crises, episodios de tosse, mudanca no
aspecto do escarro. Neste periodo o retorno sera com 30 dias para avaliacdo clinica e nutricional.

Ao final dos 2 meses serd entdo feito nova consulta clinica, avaliacdo nutricional,
avaliagdo funcional da musculatura respiratéria e novos testes de funcdo pulmonar com
espirometria.

Assim, durante a pesquisa vocé sera acompanhado por um periodo de 5 meses com a
segunda consulta dentro de 15 dias e as demais a cada 30 dias. No total serdo 5 consultas.

Os resultados da avaliacdo clinica, nutricional e pulmonar serdo ao término do estudo
comparado nos dois grupos, antes e apos a administracdo de magnesio ou placebo.

Desta forma pode-se avaliar a eficAcia do magnésio quelado com glicina na melhora
clinica, nutricional, funcional da musculatura respiratéria e da fungdo pulmonar; de escolares e

adolescentes com fibrose cistica.

DESCONFORTOS

A retirada de sangue podera resultar em sensacdo de tontura, inflamacdo da veia ou dor,
ferimento ou sangramento no local da puncdo. Ha também a remota possibilidade de ocorrer
infeccdo. Os exames serdo coletados por profissionais devidamente treinados diminuindo estes
riscos. Os exames de fezes e suor ndo tém nenhum risco. Os exames que avaliam a parte

respiratoria também sdo isentos de riscos.
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DANOS

Na remota possibilidade de seu filho apresentar alguma reagéo adversa durante e/ou resultante
dos procedimentos do estudo, vocé deverd entrar em contado com a equipe responsavel nos
seguintes telefones: Clésio Gontijo do Amaral (031-3248-9536 ou 31- 9827-4807), Elizabet Vilar
Guimardes (31-3409-9769). Vocé ndo abrird mao de seus direitos legais apds vocé assinar o

consentimento informado.

BENEFICIOS

Um beneficio da sua participacdo neste estudo é a contribuicdo para o conhecimento cientifico e
medico. Seu filho poderd se beneficiar dos exames que serdo realizados e de um melhor
seguimento clinico e laboratorial. Também podera se beneficiar com novas alternativas para o

tratamento da Fibrose Cistica.

CONFIDENCIALIDADE

Os registros da participacdo de seu filho neste estudo serdo mantidos confidencialmente até onde
é permitido por lei. No entanto, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG podera verificar e ter
acesso aos dados confidenciais que o identifique pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados ndo
o identificara. Ao assinar este formuldrio de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer as suas informacdes para o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. N&o havera

armazenamento de materiais biolégicos como sangue, suor ou fezes.

DESLIGAMENTO E AFASTAMENTO
A participacdo de seu filho neste estudo € voluntaria e sua recusa em participar ou Seu
desligamento ndo envolverd penalidades. VVocé poderd cessar sua participacdo a qualquer

momento.

COMPENSACAO

Vocé ndo recebera qualguer compensacéo financeira pela participacdo neste estudo.

Durante o estudo, se vocé tiver qualquer duvida sobre a pesquisa, por favor, contate também o
Comité de ética em Pesquisas da UFMG no telefone 3409-4592
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CONSENTIMENTO

Li e entendi todas as informacGes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas
davidas foram respondidas satisfatoriamente. Este formulério esta sendo assinado
voluntariamente por mim, representante legal desta crianga, indicando meu consentimento para

meu filho participar neste estudo, até que eu decida o contrério.

Nome da criancga participante / Data

Assinatura do Representante Legal da Crianga / Data

Assinatura da Testemunha / Data

Assinatura do Pesquisador / Data

COEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Av. Presidente Antdnio Carlos 6627, Unidade Administrativo 11, 2° andar, sala 2005. CEP:
31.270-901 - BH — MG / TEL.: 3499-4592 / coep@prpg.ufmg.br.
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CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR NA PESQUISA
TITULO DA PESQUISA: “Magnésio oral em criancas com Fibrose Cistica: estudo

randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado”

DE 13 A 17 ANOS - REPRESENTANTE LEGAL

PESQUISADORES: Clésio Gontijo do Amaral
Elizabet Vilar Guimarées

INSTITUICAO RESPONSAVEL : Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas

Gerais

PATROCINIO: Esta pesquisa tera o apoio do NUPAD (Ndcleo de Apoio e Pesquisa em Ac¢des

Diagnosticas) e o magnésio sera fornecido pela Albion.

INTRODUCAO:

Antes de aceitar participar desta pesquisa, € importante que vocé leia e compreenda a seguinte
explicagdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo descreve 0s objetivos,
procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaucdes do estudo. Também descreve seus
direitos inclusive o de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode

ser feita sobre os resultados do estudo.

OBJETIVO
Verificar se 0 magnésio pode melhorar as criancas com fibrose cistica, tanto na parte respiratéria

como nutricional.

RESUMO

Os pacientes serdo selecionados do ambulatério Bias Fortes do Hospital das Clinicas da UFMG.
O diagnéstico de Fibrose Cistica sera comprovado por duas dosagens de eletrolitos no suor. Serdo
excluidos os pacientes com alteracdo na funcdo renal e aqueles que estiverem em uso de algum

medicamento que afete a absorg¢éo ou excrecdo do magnésio como diuréticos e digoxina. Serd um
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estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado, onde os pacientes seréo
divididos em dois grupos. Todos os pacientes receberdo tratamento convencional para Fibrose
Cistica com enzima pancreética e orientacdo nutricional. Um primeiro grupo de pacientes
receberdo Magnésio-glicina oral na dose de 300 mg, durante 2 meses, além do tratamento
convencional. Um segundo grupo receberd placebo. Numa segunda etapa 0S grupos serdo
cruzados, ou seja, 0 grupo que recebeu magnésio passard a receber placebo e vice-versa. Em
associacdo aos dados clinicos, de estado nutricional, funcional da musculatura respiratoria e
espirométricos, serd aplicado o escore de Shwachman para avaliar a gravidade da doenca
respiratdria; em ambos 0s grupos, antes e apos a suplementacdo nas duas etapas.

PROCEDIMENTOS

Sua participacdo neste estudo se iniciara com a colheita de duas amostras de suor para o
diagnostico de Fibrose Cistica. Se o teste for positivo vocé serd informado e convidado a
participar do estudo. Em seguida seréo realizados os seguintes exames laboratoriais, antes e apos
0 término do estudo: RX de térax, hemograma, albumina, gordura fecal de 24h em fezes de 72h,
dosagem de Cloro no suor, excrecdo urinaria de magnésio, dosagem sérica de IgE, uréia,
creatinina, sédio, potéssio, cloro, calcio, fésforo e magnésio.Na primeira consulta, vocé sera
avaliado pela equipe multiprofissional, composta pela equipe médica dos setores de nutrologia
(médico responsavel pela pesquisa), gastroenterologia e pneumologia pediatrica, além da equipe
de nutrigdo, fisioterapia, psicologia e assisténcia social.

A avaliacdo nutricional incluird a historia clinica, nutricional, exame fisico e dados
antropometricos como 0 peso, estatura, indice de massa corpdrea (IMC), circunferéncia braquial e
pregas cutaneas — tricipital, subescapular e suprailiaca. Para estes exames somente usamos
balanca, régua e paquimetro (aparelho que mede a dobra de pele) e nenhum deles envolve
qualquer risco para vocé.

A seguir, 15 dias depois da primeira consulta, vocé sera submetido a avaliacdo funcional
da musculatura respiratoria pelo manuvacudmetro e avaliacdo da funcdo pulmonar pela
espirometria. Nestes exames voceé ird assoprar em um aparelho para verificar a forca respiratéria e
ndo tem nenhum risco.

Numa segunda etapa todos os pacientes incluidos no estudo serdo divididos em dois

grupos. Metade deles receberd magnésio quelado com glicina na dose de 300 mg por dia e outra
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metade recebera placebo por 2 meses. Ambos 0s grupos continuardo com o tratamento habitual
para a fibrose cistica, incluindo suplementagdo com enzima pancreatica. Apos 0s dois meses de
tratamento inicial sera dado um més de intervalo e numa segunda etapa 0s grupos serdo cruzados,
ou seja, quem recebeu magnésio passara a receber placebo e vice-versa. Conforme outros estudos
jé realizados com o uso do magnésio ndo ocorreram efeitos colaterais. O placebo ndo apresenta
nenhum efeito colateral.

Durante o periodo do estudo vocé sera orientado a assinalar num diario a administragdo
das medicagfes em uso, mudancas no aspecto das evacuagdes, nimero de crises de desconforto
respiratério apresentados, bem como, a gravidade das crises, episddios de tosse, mudanca no
aspecto do escarro. Neste periodo o retorno sera com 30 dias para avaliacdo clinica e nutricional.

Ao final dos 2 meses serd entdo feito nova consulta clinica, avaliagdo nutricional,
avaliagdo funcional da musculatura respiratoria e novos testes de fungdo pulmonar com
espirometria.

Assim, durante a pesquisa vocé sera acompanhado por um periodo de 5 meses com a
segunda consulta dentro de 15 dias e as demais a cada 30 dias. No total serdo 5 consultas.

Os resultados da avaliacdo clinica, nutricional e pulmonar serdo ao término do estudo
comparado nos dois grupos, antes e apos a administracdo de magnesio ou placebo.

Desta forma pode-se avaliar a eficAcia do magnésio quelado com glicina na melhora
clinica, nutricional, funcional da musculatura respiratéria e da funcdo pulmonar; de escolares e

adolescentes com fibrose cistica.

DESCONFORTOS

A retirada de sangue podera resultar em sensacdo de tontura, inflamacdo da veia ou dor,
ferimento ou sangramento no local da puncdo. H& também a remota possibilidade de ocorrer
infeccdo. Os exames serdo coletados por profissionais devidamente treinados diminuindo estes
riscos. Os exames de fezes e suor ndo tém nenhum risco. Os exames que avaliam a parte

respiratOria também sdo isentos de riscos.
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DANOS

Na remota possibilidade de vocé apresentar alguma reagdo adversa durante e/ou resultante dos
procedimentos do estudo, vocé devera entrar em contado com a equipe responsavel nos seguintes
telefones: Clésio Gontijo do Amaral (031-3248-9536 ou 31- 9827-4807), Elizabet Vilar
Guimardes (31-3409-9769). Vocé ndo abrird mao de seus direitos legais apds vocé assinar o

consentimento informado.

BENEFICIOS

Um beneficio da sua participacdo neste estudo é a contribuicdo para o conhecimento cientifico e
médico. Vocé podera se beneficiar dos exames que serdo realizados e de um melhor seguimento
clinico e laboratorial. Também podera se beneficiar com novas alternativas para o tratamento da

Fibrose Cistica.

CONFIDENCIALIDADE

Os registros da sua participacdo neste estudo serdo mantidos confidencialmente até onde é
permitido por lei. No entanto, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG podera verificar e ter
acesso aos dados confidenciais que o identifique pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados nao
o identificara. Ao assinar este formuldrio de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer as suas informacées para o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. N&o havera

armazenamento de materiais biolégicos como sangue, suor ou fezes.

DESLIGAMENTO E AFASTAMENTO
Sua participacdo neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu desligamento nao

envolvera penalidades. VVocé podera cessar sua participacdo a qualgquer momento.

COMPENSACAO

Vocé ndo recebera qualguer compensacéo financeira pela participacéo neste estudo.

Durante o estudo, se vocé tiver qualquer duvida sobre a pesquisa, por favor, contate também o
Comité de ética em Pesquisas da UFMG no telefone 3409-4592
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CONSENTIMENTO

Li e entendi todas as informacGes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas
davidas foram respondidas satisfatoriamente. Este formulério esta sendo assinado
voluntariamente por mim, representante legal desta crianga, indicando meu consentimento para

meu filho participar neste estudo, até que eu decida o contrério.

Assinatura do Representante Legal da Crianga / Data

Assinatura da Testemunha / Data

Assinatura do Pesquisador / Data

COEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Av. Presidente Antdnio Carlos 6627, Unidade Administrativo Il, 2° andar, sala 2005. CEP:
31.270-901 - BH — MG / TEL.: 3499-4592 / coep@prpg.ufmg.br.
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CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR NA PESQUISA
TITULO DA PESQUISA: “Magnésio oral em criancas com Fibrose Cistica: estudo

randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado”

DE 13 A 17 ANOS - ADOLESCENTE

PESQUISADORES: Clésio Gontijo do Amaral
Elizabet Vilar Guimarées

INSTITUICAO RESPONSAVEL : Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas

Gerais

PATROCINIO: Esta pesquisa tera o apoio do NUPAD (Nucleo de Apoio e Pesquisa em Acdes

Diagnosticas) e o magnésio sera fornecido pela Albion.

INTRODUCAO:

Antes de aceitar participar desta pesquisa, € importante que vocé leia e compreenda a seguinte
explicacdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaragdo descreve o0s objetivos,
procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaucdes do estudo. Também descreve seus
direitos inclusive o de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode

ser feita sobre os resultados do estudo.

OBJETIVO
Verificar se 0 magnésio pode melhorar as criancas com fibrose cistica, tanto na parte respiratéria

como nutricional.

RESUMO

Os pacientes serdo selecionados do ambulatério Bias Fortes do Hospital das Clinicas da UFMG.
O diagndstico de Fibrose Cistica sera comprovado por duas dosagens de eletrolitos no suor. Serao
excluidos os pacientes com alteracdo na fungdo renal e aqueles que estiverem em uso de algum

medicamento que afete a absorg¢éo ou excrecdo do magnésio como diuréticos e digoxina. Serd um
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estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e cruzado, onde os pacientes seréo
divididos em dois grupos. Todos o0s pacientes receberdo tratamento convencional para Fibrose
Cistica com enzima pancreética e orientacdo nutricional. Um primeiro grupo de pacientes
receberdo Magnésio-glicina oral na dose de 300 mg, durante 2 meses, além do tratamento
convencional. Um segundo grupo receberd placebo. Numa segunda etapa 0S grupos serao
cruzados, ou seja, 0 grupo que recebeu magnésio passard a receber placebo e vice-versa. Em
associacdo aos dados clinicos, de estado nutricional, funcional da musculatura respiratoria e
espirométricos, serd aplicado o escore de Shwachman para avaliar a gravidade da doenca
respiratéria; em ambos 0s grupos, antes e apos a suplementacdo nas duas etapas.

PROCEDIMENTOS

Sua participacdo neste estudo se iniciara com a colheita de duas amostras de suor para o
diagnostico de Fibrose Cistica. Se o teste for positivo vocé serd informado e convidado a
participar do estudo. Em seguida seréo realizados os seguintes exames laboratoriais, antes e apds
0 término do estudo: RX de torax, hemograma, albumina, gordura fecal de 24h em fezes de 72h,
dosagem de Cloro no suor, excrecdo urinaria de magnésio, dosagem sérica de IgE, uréia,
creatinina, sédio, potéssio, cloro, célcio, fosforo e magnésio.Na primeira consulta, vocé sera
avaliado pela equipe multiprofissional, composta pela equipe médica dos setores de nutrologia
(médico responsavel pela pesquisa), gastroenterologia e pneumologia pediatrica, além da equipe
de nutrigdo, fisioterapia, psicologia e assisténcia social.

A avaliacdo nutricional incluird a historia clinica, nutricional, exame fisico e dados
antropometricos como 0 peso, estatura, indice de massa corpdrea (IMC), circunferéncia braquial e
pregas cutaneas — tricipital, subescapular e suprailiaca. Para estes exames somente usamos
balanca, régua e paquimetro (aparelho que mede a dobra de pele) e nenhum deles envolve
qualquer risco para vocé.

A seguir, 15 dias depois da primeira consulta, vocé sera submetido a avaliacdo funcional
da musculatura respiratoria pelo manuvacuémetro e avaliacdo da funcdo pulmonar pela
espirometria. Nestes exames voceé ird assoprar em um aparelho para verificar a forca respiratéria e
ndo tem nenhum risco.

Numa segunda etapa todos os pacientes incluidos no estudo serdo divididos em dois

grupos. Metade deles receberd magnésio quelado com glicina na dose de 300 mg por dia e outra
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metade recebera placebo por 2 meses. Ambos 0s grupos continuardo com o tratamento habitual
para a fibrose cistica, incluindo suplementagdo com enzima pancreéatica. Apos 0s dois meses de
tratamento inicial serd dado um més de intervalo e numa segunda etapa 0S grupos serdo
cruzados, ou seja, quem recebeu magnésio passard a receber placebo e vice-versa. Conforme
outros estudos ja realizados com o uso do magneésio ndo ocorreram efeitos colaterais. O placebo
ndo apresenta nenhum efeito colateral.

Durante o periodo do estudo vocé sera orientado a assinalar num diario a administragdo
das medicagfes em uso, mudancas no aspecto das evacuacfes, numero de crises de desconforto
respiratério apresentados, bem como, a gravidade das crises, episodios de tosse, mudanca no
aspecto do escarro. Neste periodo o retorno sera com 30 dias para avaliacdo clinica e nutricional.

Ao final dos 2 meses serd entdo feito nova consulta clinica, avaliagdo nutricional,
avaliagdo funcional da musculatura respiratéria e novos testes de funcdo pulmonar com
espirometria.

Assim, durante a pesquisa vocé sera acompanhado por um periodo de 5 meses com a
segunda consulta dentro de 15 dias e as demais a cada 30 dias. No total serdo 5 consultas.

Os resultados da avaliacdo clinica, nutricional e pulmonar serdo ao término do estudo
comparado nos dois grupos, antes e apos a administracdo de magnésio ou placebo.

Desta forma pode-se avaliar a eficAcia do magnésio quelado com glicina na melhora
clinica, nutricional, funcional da musculatura respiratéria e da fungdo pulmonar; de escolares e

adolescentes com fibrose cistica.

DESCONFORTOS

A retirada de sangue podera resultar em sensacdo de tontura, inflamacdo da veia ou dor,
ferimento ou sangramento no local da puncdo. Ha também a remota possibilidade de ocorrer
infeccdo. Os exames serdo coletados por profissionais devidamente treinados diminuindo estes
riscos. Os exames de fezes e suor ndo tém nenhum risco. Os exames que avaliam a parte

respiratoria também sdo isentos de riscos.
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DANOS

Na remota possibilidade de vocé apresentar alguma reagdo adversa durante e/ou resultante dos
procedimentos do estudo, vocé devera entrar em contado com a equipe responsavel nos seguintes
telefones: Clésio Gontijo do Amaral (031-3248-9536 ou 31- 9827-4807), Elizabet Vilar
Guimardes (31-3409-9769). Vocé ndo abrird mao de seus direitos legais apds vocé assinar o

consentimento informado.

BENEFICIOS

Um beneficio da sua participacdo neste estudo é a contribuicdo para o conhecimento cientifico e
médico. Vocé podera se beneficiar dos exames que serdo realizados e de um melhor seguimento
clinico e laboratorial. Também podera se beneficiar com novas alternativas para o tratamento da

Fibrose Cistica.

CONFIDENCIALIDADE

Os registros da sua participacdo neste estudo serdo mantidos confidencialmente até onde é
permitido por lei. No entanto, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG podera verificar e ter
acesso aos dados confidenciais que o identifique pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados nao
o identificara. Ao assinar este formuldrio de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer as suas informacées para o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. N&o havera

armazenamento de materiais biolégicos como sangue, suor ou fezes.

DESLIGAMENTO E AFASTAMENTO
Sua participacdo neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu desligamento nao

envolvera penalidades. VVocé podera cessar sua participacdo a qualgquer momento.

COMPENSACAO

Vocé ndo recebera qualguer compensacéo financeira pela participacdo neste estudo.

Durante o estudo, se vocé tiver qualquer duvida sobre a pesquisa, por favor, contate também o
Comité de ética em Pesquisas da UFMG no telefone 3409-4592
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CONSENTIMENTO

Li e entendi todas as informacGes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas
davidas foram respondidas satisfatoriamente. Este formulério esta sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando meu consentimento em participar deste estudo, até que eu

decida o contrario.

Assinatura do Participante / Data

Assinatura da Testemunha / Data

Assinatura do Pesquisador / Data

COEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Av. Presidente Antdnio Carlos 6627, Unidade Administrativo 11, 2° andar, sala 2005. CEP:
31.270-901 - BH — MG / TEL.: 3499-4592 / coep@prpg.ufmg.br.



ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

. Parecer n2. ETIC 559/07

Interessado(a): Profa. Elisabet Vilar Guimaraes
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
" dia 24 de marco de 2008, apés atendidas as solicitégées de diligéncia, o
projeto de 'pesquisa intitulado "Magnésio oral em criangas com
fibrose cistica: estudo randomizado, duplo-cego e controlado por
placebo” bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o iqicio do projeto.

I!
M’Teresa Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Obs.: colocar no TCLE o telefone do COEP (novo prefixo): 3409-4592

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa I - 2° andar — Sala 2005 — Cep31270-901 — BH-MG
- Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpq.ufme. br
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