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RESUMO

Introducdo: Mundialmente, tem sido observado um aumento na populacdo idosa, principalmente com
relacio a concentracdo de mulheres. E sabido que a osteoporose pds-menopausa ¢ um problema cronico
que afeta a saude das mulheres desta faixa etaria. A vitamina D tem papel importante no metabolismo
0sseo e € mediada pelo receptor de vitamina D (VDR), o qual apresenta polimorfismos no gene VDR
que, por sua vez, podem alterar as funcdes biologicas da vitamina D. O principal deles € o
polimorfismo Fokl, no entanto, os estudos relacionando-o com densidade mineral 6ssea reduzida sdo
controversos e no caso do Brasil, escassos. Objetivos: Determinar o polimorfismo Fokl do receptor de
vitamina D, sua relagdo com a densidade mineral 6ssea e com os niveis séricos de marcadores do
metabolismo ésseo em mulheres pds-menopausa. E ainda, avaliar a exposicao solar e a possivel relagcdo
com 0s niveis de vitamina D neste grupo de mulheres. Materiais e meétodos: Estudo transversal
observacional com 178 mulheres pds menopausa gue realizavam densitometria 6ssea em um servico de
densitometria 6ssea. Apds concordarem em participar da pesquisa, foi respondido um questionario
referente aos dados sociodemograficos, econdmicos, habitos de vida e coletada amostra para dosagem
de paratormdnio, vitamina D e demais parametros bioquimicos. Sobretudo, foi realizado avaliacdo do
polimorfismo Fokl do gene VDR, por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase, seguida da
técnica de avaliagdo dos polimorfismos dos fragmentos de DNA (RFLP). Resultados: Os parametros
bioquimicos avaliados obtiveram resultados dentro da normalidade, em contrapartida, a média de
vitamina D foi de 24,85 + 9,06 ng/mL. A distribui¢do genotipica encontrada para os polimorfismos da
Fokl foi de 54% das mulheres apresentavam fenétipo para FF, 35% para Ff e 11% para ff. Genétipo ff
apresentava uma densidade mineral éssea de fémur reduzida quando comparado aos outros genotipos
(p = 0,028). Em relacdo a exposicdo solar, a maioria relatou exposicao diaria inferior a 1h e destas, a
maioria (67%) eram expostas ao sol em momentos ndo ideais para sintese de vitamina D. A
suplementacdo de vitamina D se mostrou ndo efetiva, pois nos grupos classificados como deficientes e
insuficientes para vitamina D, a proporcdo entre quem faz uso e néo faz uso foi semelhante. Concluséo:
A populacdo estudada demonstrou niveis de vitamina D abaixo do recomendavel, além de um perfil de
fotoexposi¢cdo ndo adequado para a obtencdo dos niveis ideais dessa substancia. Soma- se a
iSso, a necessidade em realizar uma avaliagdo sobre a forma de suplementacdo de

vitamina D para essa populacao.

Palavras-chaves: Receptor de vitamina D. Vitamina D. P0s menopausa. Polimorfismo FOKI.

Densidade mineral 6ssea.



ABSTRACT

Introduction: Globally, an increase in the elderly population has been observed, mainly in relation to
the concentration of women. It is known that postmenopausal osteoporosis is a chronic problem that
affects the health of women in this age group. Vitamin D plays an important role in bone metabolism
and is mediated by the vitamin D receptor (VDR), which has polymorphisms in the VDR gene, which
in turn can alter the biological functions of vitamin D. The main one is the Fokl polymorphism,
however, studies correlating it with reduced bone mineral density are very controversial and in the case
of Brazil, scarce. Objectives: To determine the Fokl polymorphism of the vitamin D receptor, its
relationship with bone mineral density and serum levels of bone metabolism markers in
postmenopausal women. Also, evaluate the sun exposure and the possible relationship with vitamin D
levels in this group of women. Materials and methods: Observational cross-sectional study with 178
postmenopausal women who performed bone densitometry at a bone densitometry service. After
agreeing to participate in the study, a questionnaire regarding socio-demographic, economic and life
habits data was collected and a sample was collected for parathyroid hormone, vitamin D and other
biochemical parameters. Above all, the Fokl polymorphism of the VDR gene was evaluated by means
of the polymerase chain reaction technique, followed by the DNA fragments polymorphism (RFLP)
technique. Results: The biochemical parameters evaluated were within normal range, in contrast, the
mean vitamin D of 24.85 £ 9.06 ng/mL. The genotypic distribution found for Fokl polymorphisms was
54% of the females presented FF phenotype, 35% for Ff and 11% for ff. ff genotype had a reduced
femoral bone mineral density when compared to the other genotypes (p = 0.028). In relation to sun
exposure, the majority of the individuals reported daily exposure less than 1h per day. From these, most
(67%) were exposed during the hours that were not ideal to produce vitamin D. Vitamin D
supplementation was shown to be ineffective, since in the groups classified as deficient and insufficient
for vitamin D, the proportion between those who use and do not use is similar. Conclusion: The studied
population demonstrated levels of vitamin D below the recommended levels, besides a photoexposure
profile not adequate to obtain the ideal levels of this substance. It adds to this, the need to conduct an
assessment on the form of vitamin D supplementation for this population.

Key words: Vitamin D receptor. Vitamin D. Post menopause. FOKI polymorphism. Bone mineral

density.
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1 INTRODUGCAO

A osteoporose € uma doenca caracterizada pela baixa densidade mineral Ossea e
microarquitetura danificada, causando uma desorganizacdo da arquitetura do tecido &sseo e,
consequentemente, aumentando o risco de fraturas. Decorrente disso, essa patologia vem causando
grande preocupacao nos ultimos anos, pois como relatado pela International Osteoporosis Fundation
(IOF) sédo afetadas aproximadamente 200 milhdes de mulheres em todo o mundo, sendo duas em cada
trés mulheres acima de 90 anos ou 1 em cada 10 mulheres com 60 anos de idade. Desse modo,
pensando na atual situacdo que o Brasil se encontra, onde ha, de uma forma intensa o aumento da
populacdo senil, principalmente de mulheres este torna-se um problema de saude publica. Em 2005,
nos Estados Unidos, os gastos relacionados as fraturas osteoporéticas foram de $17 bilhdes de ddlares
e, estima-se que em 2025 aumente para $25 bilhGes de dolares.

Nesse aspecto, levando em consideracao o envelhecimento populacional somado aos habitos de
vida atuais, como a baixa exposicdo solar e uso de protetor solar, que sdo fatores que impactam
diretamente sobre os niveis séricos de vitamina D, imprescindivel para homeostasia do célcio, pode-se
verificar um progndéstico ndo favoravel para a populacdo em termos osteometabdlicos.

Por esse motivo, esse estudo foi estruturado com o objetivo de verificar fatores genéticos
relacionados com o metabolismo 6sseo que possam auxiliar na identificacdo de individuos predispostos

a osteoporose e, assim, potencializar a prevencdo da osteoporose e, consequentemente, evitar fraturas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ENVELHECIMENTO POPULACIONAL

Mundialmente tem sido observado um aumento da taxa de idosos na populacdo. Entre 2015 e
2030, a previsdo é de que o numero de pessoas com 60 anos ou mais cresca 56% e, em 2050, a
populagéo global de idosos atinja quase 2,1 bilhdes, equivalente a mais do dobro de idosos em 2015
(UNITED NATIONS, 2015; WORTLEY; AN; HESHMATI, 2017). Além da populacdo idosa, ha um
outro grupo que esté crescendo mais rapido ainda, o grupo de pessoas “mais velhas” (80 anos ou mais),
sendo previsto que em 2050 este grupo seja o triplo do nimero de “mais velhos” em 2015, abrangendo
434 milhdes (UNITED NATIONS, 2015). O crescimento da populacdo idosa ocorreu, primeiramente,
em paises desenvolvidos devido a melhor qualidade de vida e avangos tecnoldgicos no diagndstico e
tratamento que elevaram a expectativa de vida. Entretanto, atualmente, o crescimento do nimero de
idosos também é observado em paises menos desenvolvidos (WORTLEY; AN; HESHMATI, 2017).

Ha 40 anos, estudos ja apontavam que o Brasil estava em processo de envelhecimento, e que a
tendéncia seria aumentar o nimero de idosos no futuro proximo e que essa tendéncia demografica
deveria ser reconhecida para um planejamento adequado para esta populacdo (KALACHE, 1987).
Atualmente, de acordo com dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) a populacdo
com 60 anos ou mais, passou de 14,2 milhdes em 2000 para 19,6 milhdes em 2010 e estima-se que
atinja 41,5 milhdes em 2030 e 73,5 milhdes em 2060, sendo o grupo populacional que mais aumenta no
Brasil (ERVATTI; BORGES; JARDIM, 2015). Sendo este aumento causado pela diminuicdo dos
indices de fecundidade, queda da mortalidade em todas as faixas etarias e ainda, pelos fluxos
migratorios (ERVATTI; BORGES; JARDIM, 2015; MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016).

A maior concentracdo de mulheres idosas tem sido observada, visto que a raz&o entre 0s Sexos
de individuos com 60 anos ou mais na populacdo brasileira é de 0,8, equivalente a aproximadamente 80
homens para cada 100 mulheres, devido as maiores taxas de mortalidade dos homens (ERVATTI;
BORGES; JARDIM, 2015). Mundialmente, as mulheres representam 54% da populagéo de 60 anos ou
mais, no entanto, nos proximos anos, a taxa de sobrevivéncia do homem devera aumentar, mas mesmo
assim, em 2050, a previsdo € de que as mulheres totalizem 58% da populacdo com 80 anos ou mais
(UNITED NATIONS, 2015).

Esse aumento mundial da populagdo idosa tem gerado um crescente interesse sobre a melhor

compreensdo dos mecanismos envolvidos no envelhecimento (DIEULEVEULT et al., 2017). O



23

envelhecimento da populagdo traz consigo importantes demandas para a sociedade, sobretudo as
questdes de saude relacionadas a protecao e cuidados direcionados aos idosos e, além disso, é relevante
compreender o processo do envelhecimento para atender as suas necessidades e investir em agdes
preventivas no decorrer da vida, visando um bom nivel de salde e independéncia para este grupo etéario
(DIEULEVEULT et al.,, 2017; ERVATTI; BORGES; JARDIM, 2015; MIRANDA; MENDES;
SILVA, 2016).

A epidemiologia das doencas no Brasil tem se alterado devido ao envelhecimento populacional.
Hé& anos, a maior causa de morte era por doencas infecciosas agudas e, atualmente, as doencas crénicas
tem se destacado entre as causas de morte mais frequentes na populacao brasileira (BACCARO et al.,
2015; SCHMIDT et al., 2011). Dentre estas doencas crénicas que acometem a populacdo, a osteoporose
pOs-menopausa traz um grande impacto negativo na sadude da mulher, sendo que o tratamento é de facil
acesso e pode alterar o desfecho da doenca (BACCARO et al., 2015).

Outro fator importante sdo os acidentes traumaticos em pacientes idosos. A previsdo é de que
em 2050, cerca de 39% das internacfes por trauma sejam em pessoas com mais de 65 anos, 0 que sera
um problema mundial, especialmente nos paises com maior expectativa de vida (KOZAR et al., 2015;
LLOMPART-POU et al., 2017). No envelhecimento, devido ao declinio progressivo da fungéo celular,
0S mecanismos adaptativos e homeostaticos estdo comprometidos levando ao aparecimento de
comorbidades devido a incapacidade de resposta as alteracbes na homeostasia (LLOMPART-POU et
al., 2017).

As quedas sdo as causas mais frequentes de traumas e de mortes por traumas em pacientes
geriatricos. Esta morbidade e mortalidade estdo associadas com a fragilidade deste grupo de individuos
e doengas como sarcopenia, artrite e osteoporose, que influenciam no tempo de marcha e reacdo,
predispondo ao risco de quedas (KOZAR et al., 2015; LLOMPART-POU et al., 2017), visto que idosos
ja apresentam declinio no intervalo de movimento e velocidade de marcha (DIEULEVEULT et al.,
2017).

2.2 TEORIAS DO ENVELHECIMENTO

O conceito de envelhecimento é complexo e, por esse motivo, possui diferentes definicGes;
alguns autores o definem como “o processo de envelhecer”, enquanto outros estudiosos na area o
classificam como “a deterioracdo de um sistema ao longo do tempo” e ainda, ha como defini¢cdo de

envelhecimento “a perda de funcdes fisioldgicas que levam ao 6bito” (MERCADO-SAENZ et al.,
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2010).

Ao longo dos anos, o envelhecimento tem sido objeto de estudo e inUmeras teorias foram
desenvolvidas no intuito de compreender este processo. Por falta de evidéncias, muitas destas teorias
foram descartadas e outras, permanecem apresentando conceitos plausiveis, apesar de ndo serem
totalmente satisfatorias por se tratar de um processo multifatorial (CABRERA, 2015; JIN, 2010;
MERCADO-SAENZ et al., 2010).

Ha algum tempo, as teorias modernas do envelhecimento eram divididas em duas principais
categorias: teorias programadas e de danos ou erros. As teorias programadas sugerem que O
envelhecimento segue uma sequéncia bioldgica e que alteracdes genéticas poderiam afetar a regulagéo
de sistemas vitais do organismo, enquanto as teorias de danos ou erros se referem aos danos
cumulativos que os fatores ambientais causam nos organismos levando ao envelhecimento
(CABRERA, 2015; JIN, 2010). Atualmente, as teorias se dividem em bioldgicas, onde o
envelhecimento é tido como um processo evolutivo controlado por genes e susceptivel aos danos
fisico-quimicos e que esses seriam cumulativos; e as teorias psicoldgicas, as quais buscam explicar as
mudangas que ocorrem nesse processo (CABRERA, 2015).

Visto que as teorias do envelhecimento apresentam visGes diferentes, os métodos para tratar e
prevenir doencas em individuos idosos podem ser discrepantes. Nesse sentido, pesquisadores da area
gerontologica devem atentar nessa questdo que pode ser crucial para o manejo e desfecho destes
pacientes (GOLDSMITH, 2013).

Com o avanco da idade, diferentes condicOes e alteracGes fisioldgicas como diminui¢do do
débito cardiaco em repouso, capacidade respiratdria, taxa de filtracdo renal, velocidade de conducéo
nervosa e desidratagdo podem se desenvolver, contribuindo frequentemente no desenvolvimento de
doencas tipicas de idosos, como osteoporose, diabetes tipo I, cardiopatias, diferentes tipos de cancer e
perda Ossea e de massa muscular (JAFARINASABIAN et al., 2017). Essas alterages decorrentes do

processo de envelhecimento estdo exemplificadas na Figura 1.

2.3  METABOLISMO OSSEO

O o0sso € um tecido conjuntivo especializado, endurecido por mineralizagdo, o qual apresenta
funcbes mecénicas que proporcionam rigidez, suporte e protecdo ao corpo, auxiliando na locomogéo e
funcbes homeostaticas, como a manutencdo dos niveis adequados de célcio sérico. Esse processo

ocorre continuamente devido a renovacao do tecido 6sseo, chamado de remodelacdo dssea, que se
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traduz na auto regeneracdo deste tecido (DATTA et al., 2008; DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE,
2012; HARADA; RODAN, 2003; KINI, NANDEESH, 2012). A matriz 0ssea € constituida por uma
parte inorganica, constituida por hidroxiapatita e uma parte orgénica, constituida por proteinas de
colageno. O processo de formacdo do tecido 6sseo basicamente ocorre em 3 etapas: sintese da matriz
organica extracelular, mineralizacdo da matriz que acarretara na formacdo do 0sso e remodelacédo
0ssea, que inclui os processos de formacdo e reabsorcdo Ossea (KINI, NANDEESH, 2012). Em
individuos adultos higidos, espera-se que haja um equilibrio entre a formagéo 6ssea pelos osteoblastos
e a reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos, para manter a massa Gssea corporal e dar resisténcia a
deformidade. Com o avanco da idade este equilibrio ndo se mantém, ocorrendo uma menor formacéo
Ossea e uma maior reabsorcdo, resultando em osteoporose e fraturas (COSMAN et al., 2014,
DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE, 2012).

Figura 1- AlteracGes do envelhecimento sobre diferentes valéncias fisiologicas
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Fonte: Adaptado de Gardner & Shoback, 2011.

A remodelacdo Ossea € um processo continuo e coordenado que envolve osteoclastos,
osteoblastos e ostedcitos. Em resposta a micro danos ou cargas mecanicas variadas, 0s osteoclastos tem
como funcdo remover 0s 0ssos velhos e os osteoblastos, de repor novo osso (DEMONTIERO; VIDAL;
DUQUE, 2012; DUQUE; TROEN, 2008; RIVADENEIRA; MAKITIE, 2016). Os ostedcitos sdo
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células mecanosensitivas que atuam controlando a acao dos osteoclastos e osteoblastos afim de manter
0 processo de remodelacdo 0Ossea equilibrado (RIVADENEIRA; MAKITIE, 2016). A remodelacédo
segue uma sequéncia, que se inicia com a destruicdo dos 0ssos antigos, deposi¢do de osteoide (0Sso ndo
mineralizado) e por fim, a mineralizacdo da matriz celular organica (DUQUE; TROEN, 2008).

Os osteoclastos derivam da linhagem hematopoiética monocitica, possuem 0 mesmo progenitor
dos macrofagos e séo as principais células envolvidos na reabsorcdo dssea. Neste processo ocorre a
acidificacdo do meio extracelular, desmineralizagdo dssea e posterior degradacdo da matriz orgénica (
DUQUE; TROEN, 2008; GIANNOUDIS; KANAKARIS; EINHORN, 2007). A deficiéncia dos
osteoclastos resulta em um estado Osseo fragilizado enquanto que a atividade excessiva dos
osteoclastos acarreta na diminuicdo da massa 0ssea. Em ambos os casos ocorre a inducéo a osteoporose
(INDO et al., 2013). Em contrapartida, os osteoblastos sdo células fibroblasticas originadas dos
precursores do estroma da medula Ossea, os quais formam um novo ostedide e estimulam sua
mineralizacdo (DUQUE; TROEN, 2008; GIANNOUDIS; KANAKARIS; EINHORN, 2007), sendo
responsaveis pela sintese da matriz 6ssea e sua posterior mineralizacdo (KINI, NANDEESH, 2012).
Além do processo de remodelagdo Ossea necessitar de uma sincronia entre 0s osteoclastos e
osteoblastos, este processo é regulado por diversos fatores como horménios (estrégeno, paratorménio),
vitamina D, interleucinas, citocinas (fator de necrose tumoral alfa) e fatores de crescimento (DUQUE;
TROEN, 2008; LIVSHITS, 2006; ROODMAN, 2006).

Os osteoblastos respondem a estimulos internos e externos e juntamente com as células
estromais produzem fator estimulador de coldnia de macréfagos (M-CFS), ativador de receptores
ligados a membrana do ligante NFKB (RANKL) e osteoprotegerina (OPG), que sdo fatores que
regulam a diferenciagdo dos osteoclastos (DUQUE; TROEN, 2008; GIANNOUDIS; KANAKARIS;
EINHORN, 2007; ROODMAN, 2006).

Os osteoclastos e seus precursores expressam o receptor RANK que interage com 0 RANKL
promovendo a diferenciacdo e atividade dos osteoclastos, prevenindo a morte destas células e,
paralelamente, os osteoblastos produzem o receptor OPG que bloqueia a interacdo do RANKL com
RANK contribuindo para a regulacdo do processo, evitando 0 aumento da osteoclastogénese e
reabsorcdo Ossea (DUQUE; TROEN, 2008; GIANNOUDIS; KANAKARIS; EINHORN, 2007;
ROODMAN, 2006). Fatores como PTH, vitamina D, citocinas e prostaglandinas estimulam a formacéo
dos osteoclastos por meio do aumento da expressdao de RANKL na superficie dos precursores dos
osteoblastos e de células estromais (DUQUE; TROEN, 2008; ROODMAN, 2006).
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A associacdo do envelhecimento a fatores intrinsecos, como genéticos, hormonais, bioquimicos
e alteracOes celulares e, extrinsecos, no caso de nutricdo, exercicio fisico, comorbidades e drogas
acelera a reducdo da massa 6ssea que, consequentemente, expde o individuo a um maior risco de
fraturas (DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE, 2012; DUQUE; TROEN, 2008; MANOLAGAS;
KOUSTENI; JILKA, 2002).

No caso das alteracdes celulares, ocorrem mudancas na mobilidade e diferenciacdo de células
tronco mesenquimais causando alteracGes na celularidade déssea (DUQUE; TROEN, 2008). Essas
alteracfes incluem um maior numero de adipécitos com consequente diminuicdo do numero de
osteoblastos e uma maior apoptose, reduzindo a vida Util dos osteoblastos, gerando uma menor taxa de
remodelacdo 6ssea (CHAN; DUQUE, 2002; DUQUE; TROEN, 2008) (Figura 2).

Figura 2- Mecanismo de alteragGes celulares associadas ao envelhecimento
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Fonte: Adaptado de Duque and Troen (2008).
Nota: AlteracBes celulares dsseas associadas ao envelhecimento: Devido a fatores intrinsecos e extrinsecos citados
anteriormente, os osteoblastos tém sua fung¢do diminuida, com menor secrecdo de OPG e aumento da secre¢do de RANKL,
interleucinas e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o que estimula uma maior formacdo e atividade dos osteoclastos,
aumentando a osteoclastogénese e reabsorcao.

2.3.1 Osteoporose

A osteoporose (OP) é um importante problema de salde que atinge significativamente a
populacdo com idade mais avancada (DUQUE; TROEN, 2008; TROEN, 2003). E uma doenca (ssea
progressiva, com maior prevaléncia em mulheres, e é caracterizada por reducdo da massa 6ssea e

deterioracdo microestrutural esquelética, o que resulta em um aumento do risco de fraturas
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(ENDOCRINE SOCIETY, 2015; KLING; CLARKE; SANDHU, 2014). A susceptibilidade a
osteoporose € uma condicdo multifatorial (RIVADENEIRA; MAKITIE, 2016), onde os fatores como
idade, sexo, peso, IMC (indice de massa corporal), hébitos de vida, alimentacdo, atividade fisica e
fatores genéticos podem influenciar. No entanto, fatores como envelhecimento e menopausa sdo 0s
principais responsaveis pela perda éssea (ENDOCRINE SOCIETY, 2015) (Figura 3).

Figura 3- Foto de arranjo de microarquitetura de osso normal (esquerda) e osso acometido por
osteoporose (direita)
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Fonte: Adaptado de Cosman et al. (2014).

A OP afeta mais de 200 milhGes de pessoas em todo o mundo. Individuos com esta alteracdo
apresentam maior risco de sofrer fraturas, sendo que, aproximadamente 1 em cada 2 mulheres, e até 1
em cada 4 homens, com idade igual ao superior a 50 anos, sofrerdo uma fratura osteoporotica (KERR et
al.,, 2017). A maioria das mulheres com osteoporose € assintomatica, dificultando a pesquisa
epidemioldgica da doenca, especialmente no Brasil, onde as caracteristicas regionais sdo muito
heterogéneas (BACCARO et al., 2015; MARINHO et al., 2014).

Por haver perda 6ssea com o avanco da idade, a densidade mineral 6ssea (DMO) ira reduzindo e
iSso ocorre, em grande parte, decorrente do aumento da reabsor¢do 0ssea que potencializa a perda
0ssea, aumentando o risco de fraturas (DUQUE; TROEN, 2008; JAFARINASABIAN et al., 2017).

A principal ferramenta para diagnosticar e monitorar a osteoporose é a determinagdo da
densidade mineral 6ssea (DMO) (ENDOCRINE SOCIETY, 2015; KLING; CLARKE; SANDHU,
2014). A DMO ¢ determinada por um T-score baseado na diferenca de desvio padrdo da DMO media

de uma populacdo adulta saudavel com distribuicdo normal, expressa por um numero negativo
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(KLING; CLARKE; SANDHU, 2014), sendo os sitios de escolha para a avaliacdo da DMO por DXA a
coluna lombar e colo do fémur (COSMAN et al., 2014). Segue abaixo Tabela 1 com a classificacdo da
osteoporose com base no T-score da DMO segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1994).

Tabela 1 - Critérios da Organizacdo Mundial de Saude para a classificacédo

da osteoporose
Classificacao T-score
Normal 0a0,99
Osteopenia -1,0a-2,49
Osteoporose <-2,5
Osteoporose grave ou estabelecida <-2,5 com fratura

Fonte: Organizacdo Mundial da Satde (OMS), 1994.

2.3.2 Menopausa e metabolismo désseo

A menopausa esta relacionada com diversas doencas cronicas devido a cessacao da producédo do
horménio estrogeno (ARJIMANDI et al., 2017). Com a diminui¢do dos niveis de estrégeno, ocorre um
aumento na formacgdo e atividade dos osteoclastos devido a elevacdo dos niveis de RANKL e
diminuicdo da apoptose dos osteoclastos (DUQUE; TROEN, 2008; FRENKEL et al.,, 2010;
MANOLAGAS; KOUSTENI; JILKA, 2002; SYED; KHOSLA, 2005). Isso leva a um aumento
significativo na reabsorcdo Ossea acelerando a perda 6ssea (DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE, 2012;
SYED; KHOSLA, 2005). Durante 5-10 anos apds menopausa, as mulheres podem perder até 20% de
tecido Gsseo e esta perda continua até 1% por ano nos anos subsequentes e, em casos de doengas ou
imobilizacdo, essa taxa pode ser maior (ARJIMANDI et al., 2017; JAFARINASABIAN et al., 2017).
As fraturas osteoporoticas sdo grandes responsaveis pela morbidade e mortalidade em mulheres pds-
menopausa (BLIUC et al., 2015; SULLIVAN et al., 2017).

A associacdo da perda Ossea com a deficiéncia de estrogeno € explicada por diversos
mecanismos. Em geral, o estrogeno controla os mediadores da reabsor¢do 6ssea, inibindo a formacéo e

atividade dos osteoclastos e aumentando a producéo de osteoprotegerina (OPG) ou fator de crescimento
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e transformacéo beta (TGF-B), que por sua vez, induz a apoptose dos osteoclastos (DEMONTIERO;
VIDAL; DUQUE, 2012; TROEN, 2003).

2.3.3. Exercicio fisico e metabolismo ésseo

Com o avanco da idade ha uma diminuicdo da atividade fisica e da carga mecéanica
(DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE, 2012). A reducéo da carga mecanica gera diminuicéo de secre¢édo
de OPG, o0 que causa aumento da expressdo e secrecdo de citocinas, que implicam em uma maior
formacdo e atividade dos osteoclastos, além de permitir uma maior ligacdo entre do RANKL ao RANK
acarretando em aumento da osteoclastogénese e reabsorcdo 6ssea (DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE,
2012; RUBIN, J.; RUBIN C.; JACOBS, 2006).

Os exercicios de levantamento de peso e fortalecimento muscular tém como fungdo melhorar a
forca, agilidade, postura e equilibrio, contribuindo para a reducgdo do risco de quedas e prevencdo de
osteoporose. No entanto, cada paciente deve ser orientado quanto ao tipo e grau de atividade pois em
alguns casos o0 exercicio aumenta o risco de quedas e fraturas (COSMAN et al., 2014; KLING;
CLARKE; SANDHU, 2014).

Segundo American College of Sports Medicine (ACSM) os exercicios fisicos de alta a
moderada intensidade e de resisténcia auxiliam a manter ou aumentar a massa 6ssea em adultos, no
entanto os efeitos da atividade aerdbica na massa 6ssea em mulheres pds-menopausa ainda ndo esta
totalmente esclarecida (WEN et al., 2016).

2.3.4 Vitamina D, calcio e PTH e metabolismo 6sseo

Ha um consenso entre 0s pesquisadores que, a ingestdo adequada de vitamina D e calcio,
associados & exercicio fisico moderado, sdo Uteis na prevencao e tratamento da osteoporose (IOM,
2011; KLING; CLARKE; SANDHU, 2014). A ingestdo de niveis adequados de célcio e vitamina D
auxiliam na formacéo dos 0ssos e na manutencdo da densidade 6ssea, bem como, reducdo da taxa de
quedas em idosos e risco de fratura de quadril em pacientes com osteoporose (KLING; CLARKE;
SANDHU, 2014).

A manutencdo dos niveis adequados de calcemia é um fator contribuinte para a saude 6ssea e

desempenho muscular a fim de manter o equilibrio e diminuir o risco de quedas (COSMAN et al.,
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2014; KLING; CLARKE; SANDHU, 2014).

A baixa concentracdo de 25(OH)vitD tem importante papel no processo de perda dssea, pois
acarreta em diminuicdo dos niveis séricos de 1,25(0OH)vitD e, consequentemente, diminui¢do da
absorcdo de célcio que aumenta a secrecdo do paratorménio (PTH) (DEMONTIERO; VIDAL;
DUQUE, 2012). Por sua vez, o aumento do PTH intensifica a atividade osteoclastica e a reabsorcao
Ossea implicando em perda 6ssea cortical (DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE, 2012; LIVSHITS,
2006) ao passo que a diminuigdo dos niveis de PTH parecem aumentar a formagdo de osteoblastos
(KINI; NANDEESH, 2012). Com o avanco da idade associado a baixa ingestdo dietética, o calcio pode
estar diminuido independentemente do nivel sérico de vitamina D devido a menor absorcdo de calcio
intestinal, o que pode contribuir para desencadear o hiperparatireoidismo secundario fisiologico
(DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE, 2012). Com isso, 0 célcio sérico é o principal sinal de regulagéo
para 0 PTH, onde o célcio sérico € inversamente proporcional ao nivel de PTH (KINI; NANDEESH,
2012).

A vitamina D também esta envolvida nas alteraces dsseas relacionadas com a idade. Sabe-se
que, devido a reducdo da exposicdo solar e menor capacidade de metabolizar vitamina D pela pele e,
somado a reducgdo da ingestdo de alimentos ricos em vitamina D, ha uma deficiéncia generalizada de
vitamina D na populacdo idosa (DUQUE; TROEN, 2008; KIRA; KOBAYASHI; YOSHIKAWA,
2003; LIPS, 2007). Essa deficiéncia de vitamina D desencadeia hiperparatireoidismo secundario que
tem como consequéncia, uma maior reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos (DUQUE; TROEN, 2008;
LIPS, 2007).

Durante a fase inicial da perda 6ssea na pds-menopausa, a secrecdo de PTH é suprimida e
posteriormente a secre¢cdo comega a ser aumentada levando consigo o aumento do remodelamento
0sseo (DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE, 2012).

2.4 AHISTORIA DA VITAMINA D

Em meados de 1800, durante o periodo de crescimento industrial que ocorria na Europa,
inimeros casos de raquitismo e doencas relacionadas ao sistema imune foram relatados. A prevaléncia
dessas complicacBes 0Osseas era tdo elevada que a condi¢do era chamada de “A doenga Inglesa” (do
inglés the English Disease) e, na época foi relacionada ao modo como as pessoas se alimentavam, mais
precisamente, decorrente de algum item em sua alimentacdo, como idealizado por Sir Mellanby
(DELUCA, 2014).
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O conceito de vitaminas ainda estava em elaboracdo e mesmo nao sendo totalmente claro, Funk
sugeriu que havia, além do balanco entre carboidratos, gorduras, proteinas e sais, algum elemento que
ainda ndo estava descrito e que talvez fosse 0 agente etiolégico das alteragcbes (SIMONI; HILL;
VAUGHAN, 2002; DELUCA, 2014).

Nesse sentido, Harry Steenbock, utilizando conceitos trazidos por Funk, descobre um grupo de
substancias que seriam consideradas “Aminas Vitais” ou, mais tarde chamadas, de Vitaminas e
classificadas conforme suas caracteristicas, sendo a vitamina A, a primeira descrita, com caracteristicas
soluveis em gordura, enquanto a Vitamina B, com caracteristicas sollveis em &gua, foi descrita
posteriormente. Outra importante vitamina descrita na época foi a vitamina C que aparentemente tinha
as mesmas caracteristicas de solubilidade em agua, embora apresentasse outras fun¢es no organismo (
HOLICK, 2006; DELUCA, 2014).

Ainda que erroneamente, o tratamento para 0 raquitismo e osteomalacia fosse realizado por
meio da suplementacdo de 6leo de figado de bacalhau, rico em vitamina D, pois até 0 momento,
acreditava-se que a etiologia dessa patologia era a deficiéncia de vitamina A.

Essa teoria foi contestada e refutada por Sir Mellanby em um estudo publicado no ano de 1919,
mostrando que ao oxigenar o composto de 6leo de figado de bacalhau e, consequentemente, destruir as
moléculas de vitamina A, ainda assim, prevenia e tratava as doencas relacionadas aos 0ssos (DELUCA,
2014). A percepcdo de que algo fora responsavel pelo tratamento do raquitismo, com as mesmas
caracteristicas lipofilicas, e que ndo era nenhuma das vitaminas ja descobertas é que determinou-se a
nomenclatura da Vitamina D (SIMONI; HILL; VAUGHAN, 2002).

Ainda por essa época, na tentativa de tratar as deformidades Osseas caracteristicas do
raquitismo, Sniadecki sugeriu a possibilidade de que as criangas que tinham uma menor exposicgéo solar
eram as que mais comumente apresentavam essas alteracbes (WACKER; HOLICK, 2013).
Observagdes comparativas entre criangas da zona rural que, teoricamente, apresentavam uma maior
exposicao solar e criangas que viviam na cidade, local onde havia grande area de sombras decorrente da
proximidade dos prédios e da polui¢do que se acumulava sobre as cidades, nortearam a hipotese de que
a chave para aquela alteracédo estava relacionada ao processo de exposicao solar.

Anos se passaram para que testes com lampadas de mercurio fossem utilizadas e se percebesse
que aquelas criangas que estavam sendo irradiadas apresentavam melhoras importantes no quadro
clinico. Huldschinsky, em 1922 realizou a importante observacdo que mesmo expondo apenas um

braco, o efeito do tratamento se estendia até o resto do organismo, melhorando também os outros
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membros acometidos pelo raquitismo, dando inicio ao pensamento de que com a exposicdo solar, algo
acontecia na pele e, de alguma forma, transitava pelo organismo promovendo uma acao protetora
(HOLICK, 2016).

Embora j& existisse a consciéncia a respeito da acdo sobre a homeostasia calcémica e a
influéncia do sol sobre esse sistema, a vitamina D foi apenas identificada em meados de 1932, quando
(ASKEW et al., 1930), isolaram pela primeira vez a vitamina apés irradiar com luz UV um composto
de ergosterol.

Nos anos seguintes, com avanco da capacidade analitica, foram identificados o 7-
dehidrocolesterol, um importante precursor esteroide e, posteriormente a vitamina Ds, sintetizada na
pele, nos anos de 1935 e 1937, respectivamente (DELUCA, 2014).

2.4.1 Biossintese da vitamina D

A vitamina D foi inicialmente reconhecida no inicio do século 20 como uma vitamina
lipossoluvel e, por esse motivo, as descobertas envolvendo seu metabolismo se nortearam por itens
relacionados ao sistema precursor esteroide, como anteriormente descrito com a identificacdo do 7-
dehidrocolesterol (DELUCA, 2014).

Embora a exposicao solar seja a forma mais importante para aquisicdo de niveis adequados de
vitamina D (RIVAS et al., 2017), é importante lembrar que esta é possivel de se obter por duas formas.
Uma dessas formas precursoras € o ergocalciferol (vitamina D) que pode ser obtido por meio de fontes
vegetais e, em alguns paises, por alimentos enriquecidos ou de suplementos diretos (SCHLOGL;
HOLICK, 2014; WU et. al., 2017).

Os alimentos fortificados como, por exemplo, alguns tipos de leite, sucos e cereais, gema de
ovo, peixe de agua salgada e figado também sdo importantes fontes de vitamina D (COSMAN et al.,
2014; KLING; CLARKE; SANDHU, 2014). Semelhantemente, todos 0s organismos vegetais
apresentam em sua constituicdo uma quantidade de ergosterol que, invariavelmente, pode apresentar
diferencas em sua concentracdo dependendo da espécie em questdo (BAUR et al., 2016). Sob radiacédo
dos raios UV-B’s, em um comprimento de onda de 260nm, esse composto sofre uma reagdo de
hidrolise e origina a substancia precursora de vitamina D conhecida como pré-vitamina D,, Ap0s esse
arranjo, na presenca de calor, ocorre um novo processo de isomerizacdo e a vitamina D, é formada
(WACKER; HOLICK, 2013).

Outra forma de obtencdo de vitamina D é por meio do colecalciferol (vitamina D3) que,
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diferentemente da forma D,, pode ser obtido por meio de 6leos de peixes e outras fontes de origem
animal e, principalmente, sintetizado no proprio organismo quando ocorre a exposi¢cdo ao sol em
condicBes apropriadas (GIRGIS et al., 2013; SCHLOGL; HOLICK, 2014; WACKER; HOLICK,
2013).

Os raios UV-B’s em comprimentos de onda de 290 a 315nm, ao irradiarem a pele, iniciam um
processo de fotdlise do 7-dehidrocolesterol (pro-vitamina D3) que forma a pré-vitamina D3 na
membrana plasmatica dos queratdcitos da derme. Uma vez formada a pré-vitamina D3, com o0 aumento
da temperatura da pele, ocorre a conversao para vitamina D3;. Quando absorvidos de forma adequada as
vitaminas D, e D3 sdo incorporadas aos quilomicrons e transportados para o sistema linfatico
(HOLICK, 2016).

A vitamina D proveniente da sintese cutanea ou ingerida pode ser armazenada e liberada do
tecido adiposo. Quando liberada, o transporte desta se da pela sua proteina carreadora, a proteina
ligante de vitamina D, onde em um primeiro momento é transportada ao figado para através da
vitamina-D-25-hidroxilase (250Hase) e, principalmente sob acdo das enzimas P450, CYP2R1, ser
convertida em 25-hidroxivitamina-D (25(OH)vitD) (PONCHON; KENNAN; DELUCA, 1969) (LI et
al., 2017). A participacdo do figado, sendo o principal conversor de vitamina D3z em 25(OH)vitD ficou
claro em estudo onde, apds a hepatectomia parcial houve diminui¢do intensa na formacdo desse
composto (PONCHON; KENNAN; DELUCA, 1969).

Decorrente de ser o metabdlito formado em maior quantidade e também por apresentar
melhores caracteristicas para identificacdo, este € considerado o melhor parametro dos niveis séricos de
vitamina D, ja que este é uma soma dos niveis de vitamina D2 e D3. Uma vez sintetizado essa por¢éo, a
vitamina D é transportada até os rins onde, sob acdo da enzima D-1alfa-hidroxilase (1-Ohase), converte
a 25-hidroxivitamina-D em 1,25-dihidroxivitamina-D (1,25(OH),)D, sua forma mais ativa e que exerce
as funcgdes fisioldgicas conhecidas (Figura 4). A forma ativa da vitamina D se liga ao receptor nuclear e
desempenha um importante papel no metabolismo do calcio influenciando os osteoclastos e
osteoblastos (DABIRNIA et al., 2016).
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Figura 4 - Sintese de vitamina D e ac¢6es fisiologicas
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Fonte: O Autor (2017), utilizando o site http://servier.com/Powerpoint-image-bank.

Legenda: Existem duas formas de obtengdo de vitamina D: (1) por meio da alimentacéo e (2) por meio da sintese endégena
(pele). (3) As oriundas de vegetais sdo denominadas ergocalciferol (vitamina D2), enquanto as oriundas de alimentos de
origem animal sdo denominadas de colecalciferol (vitamina D3). (4) Independente de qual a forma é adquirida na
alimentacdo, tanto a porcdo D2 quanto a D3 sdo carreadas até o intestino pelos quilomicrons. Uma vez que atinja a porcéao
intestinal, ligam-se a proteina carreadora de vitamina D (DBP). (5) Outra forma de obtencdo de vitamina D é por meio da
exposicao aos raios solares (290 a 315 nm) que ao incidir na pele, estimulam o precursor esteroide 7-dehidrocolesterol
(7DHC) a formar a pré-vitamina D3. (6) Em uma reacéo dependente de calor é formada a vitamina D3. (4) A forma D3 ir&
se ligar a DBP. (7) A DBP irad conduzir a forma precursora da vitamina D até o figado onde, sob a¢do da enzima 25-
hidroxilase, ira formar a 25-hidroxi-vitamina D (25(OH)vitD), ainda sem atividades fisioldgicas. (8) Nos rins, a enzima 1-
alfa-hidroxilase (1OHase) metaboliza a 25(OH)D e (9) forma a 1,25 dihidroxi-vitamina D (1,25(0OH)2-vitD) com funcbes
bioldgicas (10) no intestino aumenta a absorcdo de calcio proveniente da alimentacdo, (11) a atividade das células do
sistema imune, e (12) no tecido dsseo estimula a diferenciacéo de osteoclastos.

2.4.2 Func0es da vitamina D

Durante os anos ap6s a descoberta da relagdo da vitamina D com o tratamento do raquitismo e
osteomalécia, o processo de conhecimento acerca dessa substancia se estagnou. Ainda nesse periodo
tentava-se apenas descobrir como a presenca desse produto auxiliava no tratamento e prevencao dessas
patologias que envolviam os 0ssos. Somente no final da década de 50, Schachter and Rosen testaram e
comprovaram a participacdo da vitamina D no transporte ativo do célcio presente no Iimen intestinal
para o0 compartimento plasmatico (DELUCA, 2014; KLING; CLARKE; SANDHU, 2014) e a

capacidade de modulagdo da funcédo renal, aumentando ou diminuindo a excre¢do ou reabsor¢do do
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calcio renal (SUTHERLAND et al., 1992), definindo assim a principal funcdo o papel na homeostasia
calcémica e salde ossea (CAPRIO et al., 2016a).

Mesmo sendo consolidada essa funcdo primaria da vitamina D, a presenca de receptores para
1,25(0OH),vitD por quase todo o organismo (CAPRIO et al., 2016a), fomentaram novos estudos para a
compreensdo de processos extra-0sseos que essa substancia poderia estar envolvida (BOUILLON et al.,
2008; CAPRIO et al., 2016% HOLICK, 2006).

Com o avan¢o das técnicas de avaliagdo tanto molecular, quanto histoldgicas, foi possivel
identificar a presenca dos receptores de vitamina D (VDR), ndo apenas no intestino, mas em outros
tecidos como coracdo, rins, 0ssos, tireoide, placenta, figado, endotélio, musculo liso vascular,
cardiomiocitos e cérebro (CAPRIO et al., 2016a; SCHLOGL; HOLICK, 2014; SUTHERLAND et al.,
1992). Utilizando essas evidéncias como base, estudos comecaram a demonstrar a participacdo da
vitamina D em diferentes condi¢des, patologias ou na participacdo direta de processos fisioldgicos
como por exemplo, sistema imune, metabolismo da glicose, formacdo do tecido adiposo, sistema
cardiovascular, sistema reprodutivo, funcbes cognitivas e proliferacao celular (CAPRIO et al., 20162
PIKE; LEE; MEYER, 2014).

Sutherland et al. (1992) relataram pela primeira vez a presenca de receptores de vitamina D
(VDR) no cérebro. Em estudos mais detalhados, foi possivel verificar que os VDR’s localizavam-se
desde o cortex pré-frontal, passando pelo giro do cingulo, prosencéfalo, tdlamo, substancia negra,
hipotalamo e cerebelo (SCHLOGL; HOLICK, 2014).

A presenca desses receptores nas mais variadas areas do cérebro, levaram os estudiosos a
discutirem sobre a participacdo da vitamina D nesse contexto. Ginde e colegas em 2012, realizaram a
avaliacdo da variacdo da vitamina D na populagdo e verificaram como isso poderia estar associado a
resultados cerebrais adversos, como alteragdes psiquiatricas ou neurodegenerativas (GINDE; LIU;
CAMARGO, 2009).

Outra importante funcdo extra-6ssea da vitamina D pode ser observada com relagdo a funcdo
muscular. O musculo esquelético apresenta grande concentracédo de VDR’s e, por esse motivo, pode ser
considerado um alvo importante para a por¢cdo biologicamente ativa da vitamina D (CAPRIO et al.,
2016a).

No tecido muscular a 1,25(0OH),vitD, ao se ligar no receptor de vitamina D, promove a sintese e
0 aumento da entrada do calcio no reticulo endoplasmatico contribuindo para a eficiéncia da contragédo

muscular (CAPRIO et al., 2016a). Sabe-se também, que os sinais da hipovitaminose D sdo associados
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com mialgia e perda da forca muscular, além de, em individuos que foram submetidos a bidpsias, ser
evidenciado a atrofia de fibras musculares do tipo Il, com caracteristicas de contracdo rapida
(DAWSON-HUGHES, 2017a).

Embora a associacao direta entre vitamina D e contracdo muscular ou diferenciacdo de células
musculares ainda seja dependente de mais estudos para melhor entendimento, a sua relacdo parece estar
bastante elucidada, pois, estudos que relacionam a frequéncia de quedas e niveis séricos de vitamina D
parecem ter resultados interessantes. Isso foi bem demonstrado em estudo realizado por Bischoff-
Ferrari et al. (2009), quando por meio de uma revisdo sistematica publicada em revista de alto fator de
impacto, descreveu gue a suplementacédo de vitamina D em doses entre 700 — 1000 Ul, eram capazes de
atingir niveis étimos de vitamina D no organismo, reduzindo em até 19% o risco de quedas entre
idosos. Por outro lado, aqueles que eram suplementados com doses inferiores a 700 Ul de vitamina D,
nédo havia diferencga quanto ao risco de quedas (BISCHOFF-FERRARI et al., 2009).

Como citado anteriormente, a forma como isso ocorre ainda ndo € totalmente elucidada,
contudo, acredita-se que a ligacdo da porcdo bioativa de vitamina D ao receptor ancorado a célula
muscular, desencadeia um processo de sinalizacdo até o nucleo celular que estimula a sintese de fibras
musculares, nesse caso de contracdo rapida, que minimiza a ocorréncia de quedas devido ao aumento
da capacidade de resposta muscular e ganho de forca muscular (BISCHOFF-FERRARI et al., 2009;
HOLICK, 2016).

Ainda em relacdo as acfes da vitamina D, tem se destacado a avaliagdo dos niveis dessa
substancia e sua relacdo com processos imunoldgicos ou dependentes de inflamacdo (MORY et al.,
2009). Essa relacao foi primeiramente descrita quando, em 1903, o médico Nils Finsen demonstrou que
era capaz de realizar o tratamento da forma epidermoéide da tuberculose com a irradiacdo concentrada
de luz UV e, decorrente dessa descoberta, foi condecorado com o prémio Nobel de Medicina ou
Fisiologia (CHUN et al., 2014; (WACKER; HOLICK, 2013).

Embora essa relacdo ainda esteja sendo exaustivamente testada, a relacdo causal ainda ndo €
clara e, até 0 ano de 2016, em revisao da literatura realizada por Caprio et al., ndo havia nenhum estudo
que trouxesse essa informacdo (CAPRIO et al., 2016a). A presenca do VDR é reconhecida tanto em
ceélulas relacionadas ao processo imune adaptativo, quanto na imunidade inata, sendo identificados em
células dendriticas ativadas, macrdfagos e linfocitos (HARINARAYAN, 2014; VANHERWEGEN;
GYSEMANS; MATHIEU, 2017).

De maneira bastante interessante, essas células relacionadas a defesa do organismo, apresentam,
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em algum momento de sua maturacdo, receptores para a porcao bioativa da vitamina D e, da mesma
forma que os rins, apresentam a enzima l-alpha-hidroxilase, tendo a capacidade de converter a
25(0OH)vitD em 1,25(OH),vitD no local (CAPRIO et al., 2016a).

A capacidade em interagir e gerar efeitos em diferentes células do sistema imune, faz com que
seja observada uma relagé@o entre os niveis séricos de vitamina D e diferentes patologias relacionadas
ao sistema imune (VANHERWEGEN; GYSEMANS; MATHIEU, 2017). A rinite alérgica, asma,
dermatites, resisténcia insulinica, entre outros, sdo exemplos que podem ser relacionados aos casos de
hipovitaminose (CHIRUMBOLO et al., 2017; WU et al., 2017).

Com relagdo ao processo imune inato, novos estudos tém sugerido a participacdo da vitamina D
em contexto complexo, atuando de formas diferentes em locais distintos. Nesse aspecto, parece haver o
reconhecimento da vitamina D como uma molécula que atua também de forma anti-inflamatéria, ao
mesmo tempo que contribui para a sintese de peptideos que auxiliam na identificacdo e eliminacdo de
microrganismos (CHIRUMBOLO et al., 2017; CHUN et al., 2014; WU et al., 2017).

De fato, o pleiotropismo da vitamina D, atuando em tantos outros sistemas além do 6sseo, pode
ser explicado em parte pela presenca macica de receptores por todos os outros tecidos do organismo
(CAPRIO et al., 2016a; CHIRUMBOLO et al., 2017). Contudo, o simples acontecimento de existir a
presenca do receptor ndo reflete em uma acdo intensa com capacidade de modulacdo e, por esse
motivo, estudos direcionados a maneira como a vitamina D atua, tentam explicar essa relacdo. Os
efeitos da acdo da vitamina D sdo classificados em acgdes gendmicas ou ndo-gendmicas
(CHIRUMBOLO et al., 2017). Segundo estudo realizado por Bouillon et al, 2008, aproximadamente
3% do genoma de ratos e humanos sdo modulados pelos niveis de vitamina D (BOUILLON et al.,
2008; CAPRIO et al., 2016a).

A resposta gendmica desencadeada pode levar de horas a dias para se manifestar
(HARINARAY AN, 2014), mas independentemente disso, 0 que vem despertando curiosidade & como
esses efeitos mediados pela porcéo bioativa da vitamina D desenvolvem esse processo. Até o momento,
existe a identificacdo que a 1,25(OH),vitD, quando realiza a ligacdo com o receptor de vitamina D,
desencadeia a formacdo de um complexo retindide que ira se ligar ao ndcleo e estimular a resposta de
determinados introns (HARINARAYAN, 2014), semelhante a acdo de outros hormdénios esteroides
(MORRIS, 2014). Nesse sentido, 0 VDR é entendido como um fator de transcri¢do nuclear que ira
mediar diferentes acéo fisioldgicas no organismo (LEE et al., 2017).

Em estudo realizado por Afzal et al (2014), foi apresentado que niveis abaixo dos recomendados



39

de 25(OH),vitD estavam relacionados com o aumento de todas as causas de mortalidade, desde cancer
até patologias cardiovasculares (AFZAL et al., 2014). A acdo desencadeada nos genes responsivos a
acdo da vitamina D na regido reguladora do genoma, sdo denominados de elemento de resposta de
vitamina D (VDRE) que na maioria das vezes se encontram préximo ao local de transcricdo do gene
(MORRIS, 2014). Quando ocorre a ligacdo desse complexo, proteinas coativadoras sdo recrutadas e
este complexo gera um rearranjo da cromatina, juntamente com algumas enzimas que adicionam ou
removem grupos acetil ou metil das histonas. Apds essa reorganizacdo, a RNA polimerase Il inicia o
transcricdo e sintese de MRNA do gene responsivo (CHIRUMBOLO et al., 2017; MORRIS, 2014).

Decorrente da participacdo da vitamina D em importantes funcbes organicas, como em
processos relacionados ao sistema imune, auxiliando no desenvolvimento de uma resposta a um agente
patogénico especifico, ajudando na eliminacdo de bactérias e virus, ou contribuindo para o controle da
resposta inflamatéria local, faz com que haja a denominacdo de molécula pré-sobrevivéncia
(CHIRUMBOLUO et al., 2017).

2.4.3 Epidemiologia e fatores de risco para hipovitaminose D

A melhor forma de manter os niveis 6timos de vitamina D é por meio da exposicdo solar. 1sso
se deve ao fato que aproximadamente 80% dos niveis dessa substancia presentes em nosso corpo, sao
oriundos da sintese enddgena, enquanto, apenas 0s outros 20% sdo provenientes da alimentagdo
(CAPRIO et al., 2016b).

Existem diversos fatores que contribuem para niveis inadequados de vitamina D, obviamente, a
maioria deles, relacionados ao processo de sintese cutanea e destacam-se a baixa exposi¢do solar ou
residéncia em latitudes superiores a 30°, pigmentacao cuténea, obesidade, idade avangada, medicacfes
em uso e dieta pobre em vitamina D (HASSAN-SMITH; HEWISON; GITTOES, 2017).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e outras organizacgdes internacionais como
International Osteoporosis Fundation (IOF), niveis deficientes e insuficientes, sdo um problema de
salde publica em todo o mundo, podendo ser atribuido o status de pandemia (Figura 5) (HOLICK,
2017; WAHL et al., 2012).



40

Figura 5 - Niveis de vitamina D em individuos com idade superior a 18 anos
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Fonte: Adaptado de www.iofbonehealth.org/facts-and-statistics/vitamin-d-studies-map, 2017.

Invariavelmente, por ser a exposi¢do solar a principal forma de obtencéo de vitamina D, a maior
causa de deficiéncia entre jovens e adultos é decorrente da baixa exposi¢do ao sol (HASSAN-SMITH,;
HEWISON; GITTOES, 2017; HOLICK, 2016, HOLICK, 2017). Dados apontam que, ndo mais que 1%
do total de radiacdo UV-B, alcanca a superficie da terra durante o verdo em regides situadas na linha do
equador (HOLICK, 2017).

O alcance dos raios UV-B até a superficie da Terra sofre uma série de interferéncias, sendo o
mais importante, talvez, a dispersdo de Rayleigh ocasionada pela atmosfera, atenuagdo pelo ar,
absorcdo por moléculas de oxigénio e 0z6nio e alteracdo do espectro (HOLICK, 2017; MANICOURT,
DEVOGELAER, 2008; WACKER; HOLICK, 2013).

Por ser um dos melhores “filtros” contra 0s raios ultra violetas, quanto maior a passagem desse
espectro por esse filtro, menor serd a sua capacidade de incidir sobre a superficie terrestre. Nesse
sentido, ao se afastar da linha do equador, ou aumentar o angulo Zenith (Figura 6), a incidéncia dos

raios solares se torna mais obliqua e, consequentemente, ha um maior potencial absortivo desses raios.
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Figura 6 - Representacdo do eixo Zenith
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Fonte: Adaptado de http://geoconceicao.blogspot.com.br, 2017.

Em cidades como Porto Alegre e regido sul do pais, que encontram-se em Latitude: 30° 01' 59"
S, Longitude: 51° 13' 48" W e Altitude: 3m (ALEGRE-RS, 2017) a inclinacdo do eixo Zenith aumenta
a capacidade de dispersdo e absorcdo dos raios UV’s, pelo oz6nio e oxigénio. De forma geral,
individuos residentes de cidades localizadas em latitudes superiores a 33°, durante o inverno, produzem
uma guantidade infima de vitamina D. A angulacéo do eixo Zenith também é a explicacdo para a baixa
ou quase nenhuma sintese de vitamina D ocorra antes das 9 da manha e ap0ds as 15 horas da tarde
(HOLICK, 2017; MANICOURT; DEVOGELAER, 2008; WEBB; KLINE; HOLICK, 1988).

Outro importante fator, ainda relacionado ao processo de sintese endégena da vitamina D, é a
quantidade de pigmentacdo cutanea. A presenca de melanina na epiderme, atua como um protetor solar.
Nesse caso, tanto a pigmentacdo cutanea, quanto a utilizacdo de agentes protetores solares bloqueiam
de forma muito efetiva a sintese endégena (KHALID et al., 2017; WACKER; HOLICK, 2013). Uma
pessoa negra, tipo VI na escala de Fitzpatrick, necessita a0 menos de 5 a 10 vezes mais tempo de
exposi¢do do que uma pessoa com a pele clara, tipo Il nessa mesma escala, para sintetizar a mesma
guantidade de vitamina D (HOLICK, 2017; KIRA; KOBAYASHI; YOSHIKAWA, 2003). Da mesma
forma, uma pessoa que realiza a aplicacéo correta de protetor solar (2 mg/cm?) fator de protetor solar
(FPS) 30, absorve aproximadamente 98% da radiacdo UV-B, diminuindo em 98% a producdo de
vitamina D na regido da epiderme (HOLICK, 2017; KHALID et al., 2017). Importante ressaltar que a
presenca de roupa ou vidro, resulta no bloqueio parcial ou alteracdo do comprimento de onda dos raios
UV-B, contribuindo para a diminuicdo da sintese enddgena de vitamina D (WACKER; HOLICK,
2013).

Neste mesmo raciocinio, a altitude também deve ser levada em consideracdo, uma vez que,
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quanto menor a altitude, maior sera a barreira atmosférica que os raios solares terdo que ultrapassar,
dificultando assim, a sintese de vitamina D enddgena. Isso foi comprovado em estudo realizado em 3
diferentes localidades que apresentavam altitudes diferentes, mas a mesma longitude (27° N): Agra
(169 m), Katmandu (1400 m) e a base de apoio no Monte Everest (5300 m). Como o esperado, foi
percebido que em Agra, com 0 mesmo tempo de exposi¢do que nas demais localidades, ocorreu uma
sintese reduzida de pre-vitamina D. Nesse estudo, foi observado uma correlagéo direta entre 0 aumento
da altitude e niveis de 25(OH)D3, chegando a uma produgdo cinco vezes maior na localidade da base do
Everest a 5300 metros de altitude (WACKER; HOLICK, 2013).

Somado a todos esses fatores supracitados, deve-se levar em consideracdo o processo de
envelhecimento. E sabido que a concentracdo do substrato essencial para a formagdo endégena de
vitamina D, o 7-dehidrocolesterol (7-DHC), na pele humana, é inversamente proporcional a idade
(WACKER; HOLICK, 2013). Essa relagdo foi demonstrada quando dois grupos de individuos, um
jovem e outro idoso, foram expostos a mesma quantidade de radiacdo UV-B em uma cama de
bronzeamento artificial. Nesse estudo, foi demonstrado que os individuos jovens apresentavam uma
sintese 3 vezes superior de 7-DHC que os individuos idosos (HOLICK; MATSUOKA; WORTSMAN,
1989). Nesse sentido, o processo de envelhecimento, independente de outros fatores, torna-se fator de
risco para a hipovitaminose D.

O Brasil é um pais tropical com dimensGes continentais. Essa caracteristica de ampla area
territorial, permite que parte de sua populacéo resida em zona equatorial, tropical e, ao sul do pais, em
regido subtropical, onde ha pouca possibilidade de sintese de vitamina D durante o inverno. Por esse
motivo, dados epidemioldgicos de niveis de vitamina D referentes ao Brasil, devem ser avaliados
quanto a sua localizagdo. De forma curiosa, embora grande parte do pais se localize em regido propicia
ao processo de sintese de vitamina D, grande parte dos estudos apontam niveis inadequados dessa
substancia. Em estudo realizado por Martins, 2017, foi percebido nos anos de 2011 a 2015 uma média
de vitamina D classificada apenas como insuficiente (MARTINS et al., 2017). A populacdo estudada
era residente, em grande parte, da regido de Belo Horizonte, onde ocorre uma incidéncia dos raios
solares, mais direta que ao sul do pais.

Quando sdo avaliados individuos idosos institucionalizados, ocorre praticamente um padrdo em
qualquer area do pais. Em estudo realizado por Lazaretti na cidade de Sao Paulo, foi observado que em
54% dos individuos idosos que estavam institucionalizados e aproximadamente 35% dos idosos

classificados como ambulatoriais apresentavam deficiéncia de vitamina D (PEDROSA; CASTRO,



43

2005). Da mesma forma, em estudo que tive a oportunidade de participar em um centro de longa
permanéncia na cidade de Novo Hamburgo-RS, foi percebido uma média de 21 ng/mL de 25(OH)D
nos individuos (KICH et al., 2012).

2.4.4 Quantificacdo de vitamina D

A melhor forma de se verificar os niveis de vitamina D ¢é fazendo a quantificacdo da sua forma
circulante, a 25-hidroxivitamina D (250HD) que devido as suas caracteristicas pode ser uma tarefa
complicada. Com esta medida € possivel dosar sua maior forma circulante que também reflete a
quantidade adquirida através da ingesta alimentar e sintese cutdnea. Alguns anos atrads imaginava-se
que a deficiéncia de vitamina D era uma caracteristica apenas de paises com alta latitude, contudo,
estudos epidemioldgicos de diferentes paises apontam uma situagdo preocupante a respeito dos niveis
séricos de 250HD da populacdo mundial (HOLICK, 2011; MAEDA et. al., 2011).

Segundo estudos atuais a deficiéncia de vitamina D é uma das mais comuns condi¢cdes médicas
ndo diagnosticadas no mundo, onde grande parte da populacdo apresenta niveis séricos de 250HD
abaixo dos valores recomendados atualmente (< 20ng/mL= deficiente; 21-29ng/mL=insuficiente,
>30ng/mL=suficiente), dessa forma, existe uma crescente preocupacdo acerca da importancia clinica da
dosagem dessa vitamina. Visando uma adequada quantificacdo dessa substancia foram criados métodos
de dosagem que podem incluir as técnicas de quimioluminescéncia (CLIA), radioimunoensaio (RIA),
ELISA e cromatografia de alta eficiéncia (HOLICK, 2011).

As técnicas que vinham sendo em maior quantidade utilizadas para quantificacdo da 250HD,
por pesquisadores de diferentes partes do mundo, eram a CLIA e RIA. Entretanto, devido a grande
variabilidade nos resultados obtidos por meio dessas técnicas, inicia-se uma preocupacao a respeito dos
resultados obtidos com o uso dessas metodologias, mostrando a necessidade de se otimizar as técnicas
de analise para minimizar a variabilidade dos resultados inter-ensaios e inter-laboratoriais, mesmo

quando usando a mesma técnica.

2.4.5 Receptor de vitamina D (VDR)

O receptor da vitamina D (VDR) pertence a familia dos receptores esteroides e apresenta 50

KDa (DELUCA, 2004), podendo ser encontrado tanto no meio citoplasmatico quanto no nucleo celular
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(SPIGNA et al.,, 2016). A porcdo bioativa da vitamina D pode modular a expressdo de
aproximadamente 200 genes e, por esse motivo, continuamente é relacionada aos mais diversos tipos de
patologias, mas principalmente, a densidade mineral 6ssea (SANTOS et al., 2012).

O VDR tem sido encontrado em um vasto nimero de tipos celulares e tecidos, 0s quais possuem
a enzima que converte a vitamina D na sua forma ativada. Ainda, o VDR tem mostrado papel
estabelecido em distarbios metabdlicos, absorcdo de intestinal de fosfato de calcio, regulacdo de
processo inflamatdrio, funcdo de osteoblastos, diferenciacdo de macrofagos e osteoclastos, catabolismo
renal da vitamina D, sintese de hormdnios da tireoide e imunomodulacdo (AHMAD et al., 2017;
MAHMOUD; AL, 2014; SPIGNA et al., 2016).

O gene que codifica 0 VDR esta situado no cromossomo 12, com 11 éxons, abrangendo
aproximadamente 75 kb de DNA genémico (BHANUSHALI et al., 2009; WU et al., 2016). A via
evolutiva da biologia da vitamina D nos seres humanos possibilitou um polimorfismo genético no
receptor de vitamina D (CHIRUMBOLO et al., 2017). Sendo assim, existem quatro polimorfismos de
um unico nucleotideo (SNPs) no gene VDR humano (SPIGNA et al., 2016; SANTOS et al., 2012).

As endonucleases de restricdo Apal, Tagl, Bsml e Fokl atuam nas variantes alélicas do gene
VDR e hé relatos que demonstram a associa¢do destas com a densidade mineral éssea (AHMAD et
al., 2017; BHANUSHALI et al., 2009). Os alelos sdo A-a, T-t, B-b, F-f, respectivamente, dependendo
da presenca ou auséncia do sitio de ligacdo (SPIGNA et al., 2016).

O VDR tem um dominio de ligagdo ligado ao DNA, dominio-C, um dominio de ligac&o ligado
ao ligante, dominio-E e um dominio de ativacdo, dominio-F. Este receptor age por meio dos VDRESs
(elementos responsivos a vitamina D) que sdo sequéncias repetidas de 6 nucleotideos separados por 3
bases ndo especificas (DELUCA, 2004).

A regulacdo da transcricdo génica através da ligacdo do VDR com a vitamina D apresenta 0s
seguintes eventos moleculares: ap0s a interacdo do VDR com o ligante, o receptor altera sua
conformacdo, ocorre a heterodimerizacdo com o receptor X retindico (RXR) e os VDRE's (vitamin D
response elements) (DELUCA, 2004; SPIGNA et al., 2016). Paralelamente, outras proteinas se ligam
no complexo transcricional. Por fim, a transcricdo € iniciada ou suprimida, dependendo do gene
(DELUCA, 2004).

Além de regular o processo de transcricdo, 0 VDR atua controlando os genes envolvidos na
formacdo Ossea e captagdo de calcio (AHMAD et al., 2017; BHANUSHALI et al., 2009).
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2.4.6 Polimorfismos do gene VDR

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNP’s) do gene VDR tem sido associados a baixa
densidade mineral Ossea e ao risco de fraturas, embora ainda haja controvérsias na literatura
(CASADO-DIAZ et al., 2013; PEREZ et al., 2008; WU et al., 2016). Essas controvérsias podem estar
associadas ao fato de que relacdo entre densidade mineral 6ssea, osteoporose e polimorfismos do gene
VDR é influenciada pelo tamanho amostral, etnia e habitos de vida dos participantes (WU et al., 2016).

O polimorfismo Fokl ocorre no primeiro de dois possiveis locais de inicia¢do da traducdo do
éxon 2, € considerado um polimorfismo de transicdo T/C (ATG para ACG) e é definido pela enzima de
restricdo Fokl (BHANUSHALI et al., 2009). O nucleotideo T é definido como alelo f e ao invés disso,
o0 nucleotideo C é definido como alelo F (SPIGNA et al., 2016). O VDR Fokl tem um importante papel
nos processos pos transcricionais (ZHANG et al., 2018).

Taql é localizado no éxon 9 do gene VDR e o polimorfismo acarreta em uma alteracdo no
cédon 352 no éxon 9 devido a uma variacdo de nucleotideos T/C (ATT para ATC). O nucleotideo T é
definido como alelo T e ao invés disso, o nucleotideo C é definido como alelo t (BHANUSHALI et al.,
2009; SPIGNA et al., 2016).

Bmsl esta localizado no intron 8 do gene VDR e consiste em uma variacdo de nucleotideos A/G.
O nucleotideo A ¢ definido como alelo B e o nucleotideo G é definido como alelo b (SPIGNA et al.,
2016). O VDR Bmsl esta envolvido com a regulacdo da estabilidade do RNAmM (ZHANG et al., 2018).

Apal é localizado no intron 8 do gene VDR, apresenta uma variacdo de nucleotideos G/T e
desencadeia alteracdo da funcao bioldgica da vitamina D (SASSI et al., 2015; ZHANG et al., 2018).

Embora existam inumeros estudos que tentem associar a funcdo da vitamina D com o
desenvolvimento ou prevencdo de importantes patologias e comorbidades, muitas vezes, isso ndo
ocorre ou resulta em dados impactantes que definam a participacdo dessa substancia no processo
(CHIRUMBOLO et al., 2017; GIRGIS et al., 2013; HOLICK, 2017) WU et al., 2017). Para que haja a
definicdo desses resultados é necessario a concordancia de diferentes aspectos, como genética do
individuo, dieta, estilo de vida e polimorfismos relacionados ao objeto de estudo (CHIRUMBOLO et
al., 2017). O principal polimorfismo do VDR é o Fokl, que ocorre no éxon 2 e origina uma transcri¢ao
diferenciada do sitio de iniciagdo, resultando assim, em um receptor com a adi¢do de 3 amino&cidos.
Por outro lado, o polimorfismo que apresenta quase ou nenhuma relacdo com diferentes efeitos € o

Bsml, localizado entre os éxons 8 e 9, talvez por ainda ndo conhecermos sua funcdo (MORY et al.,
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2009).

A influéncia dessas variacbes no DNA podem ser a resposta para entender processos
fisiopatoldgicos importantes, devendo dessa maneira, considerar o VDR como um forte candidato nesse
processo de entendimento, uma vez que a frequéncia dessas variantes genéticas sdo superiores a 1% na
populacdo humana e podem abranger 105 Kb com multipla possibilidade de transcri¢des
(COLOMBINI et al., 2013; UITTERLINDEN et al., 2004).
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3 HIPOTESES DO ESTUDO

Ho = ndo existe relacdo entre marcadores séricos e os polimorfismos nos genes envolvidos no
metabolismo 6sseo e a DMO de mulheres pos-menopausa.
Hi = os polimorfismos nos genes envolvidos no metabolismo dsseo estdo relacionados com a DMO de

mulheres p6s-menopausa.



48

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o polimorfismo VDR, sua relacdo com a densidade mineral 6ssea com 0s niveis

séricos de marcadores do metabolismo 6sseo em mulheres p6s-menopausa.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Quantificar os niveis séricos de célcio, paratorménio (PTH) e 250HD3;

b) Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes do VDR (Fokl)
c) Verificar a relacdo entre o polimorfismo (Fokl) e a densidade mineral 0ssea;

d) Verificar a relacdo entre o polimorfismo e os marcadores séricos do metabolismo dsseo.

e) Auvaliar a exposicdo solar e a possivel relagdo com os niveis de vitamina D.
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5 PACIENTES E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo é caracterizado como um estudo transversal observacional.

52  ASPECTOSETICOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Instituto de
Pesquisas Biomédicas ap6s aprovacdo pela Comissdo Cientifica da Faculdade de Medicina e pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (CAAE:
31346014.2.0000.5336). Esta pesquisa seguiu 0s principios éticos estabelecidos de acordo com a
Resolucdo n°® 466 do Conselho Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012 e encontra-se aprovada

sob o namero de registro 674.750 (Anexo B).

5.3  PARTICIPANTES DE PESQUISA

Foram convidadas a participar apenas mulheres que estivessem realizando exames

densitométricos no servico de densitometria 6ssea do Hospital Séo Lucas.

5.3.1 Critérios de incluséo

Foram incluidas no estudo mulheres que estivessem realizando exames densitométricos e que

estivessem em periodo menopausico.

5.3.2 Critérios de excluséo

Foram excluidas do estudo as participantes que apresentassem qualquer dificuldade cognitiva
relatado que inviabilizasse a resposta aos questionamentos. Também foram excluidas do estudo as
mulheres que relatassem doencas ou parametros que sabidamente pudessem alterar os marcadores que

estavam sendo avaliados.
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Por fim, ap6s analise das amostras, foram excluidas do estudo, aquelas que estivessem com
valores condizentes com alteracdes patoldgicas que pudesses também interferir nas avaliacfes

referentes ao estudo.

5.4  QUESTIONARIO PARA OBTENCAO DOS DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E ESTILO
DE VIDA DOS PARTICIPANTES

Para a coleta das informac@es sobre estilo de vida, parametros sociodemogréaficos e econdémicos
foi aplicado um breve questionario desenvolvido pelo autor (Apéndice 1).

Os parametros sociodemogréaficos foram utilizados para verificar se havia alguma relacdo entre
0s niveis séricos dos marcadores do metabolismo Gsseo e fatores socioecondmicos e
sociodemogréaficos, bem como caracterizar o perfil das participantes.

A escolha pela criagdo de um questionario para avaliacdo das caracteristicas do perfil de
exposicdo ao sol, foi decorrente da necessidade em se obter uma ferramenta para avaliar ndo apenas
quanto tempo, mas também, em quais momentos do dia ocorrem a fotoexposicdo. O desenvolvimento
desse material, por ndo ser identificado nenhuma ferramenta com essas caracteristicas, ocorreu com

base nos estudos utilizados para confeccao deste trabalho.

55  OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Apbs aplicacdo do questionario, foram coletados dois tubos de sangue de cada paciente (um
tubo com o anticoagulante EDTA e um tubo com fator pr6 coagulante para obtencdo do soro). As
amostras foram imediatamente levadas ao laboratério para processamento e armazenamento do soro e

plasma a -80 °C, sendo avaliadas em um periodo de até 60 dias ap0s coleta.

56 DETERMINACAO DA FRACAO INTACTA PARATORMONIO (PTHi)

As dosagens do paratormonio foram realizadas no equipamento Cobas® modelo e411 por meio
da técnica de eletroquimioluminescéncia da Roche® com anticorpo de captura monoclonal amino-
terminal especifico biotinilado, e o anticorpo secundario marcado com ruténio. O processo de
separacdo emprega particulas magnéticas recobertas com estreptavidina. A sensibilidade do método

analitico é de 1,2 ng/L sendo que os valores de referéncia aceitos séo entre 15 e 65 ng/L.
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5.7 DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE CALCIO TOTAL, CREATININA E UREIA

As dosagens bioquimicas foram realizadas no equipamento Vitros®950 Johnson & Johnson por
meio da técnica de quimica seca. Para as quantificacGes dos niveis séricos foram adotados os valores de
referéncia: 8,4-10,2 mg/dL para o calcio total, 0,65-1,25 mg/dL para a creatinina e 19-43 mg/dL para

a ureia.

5.8 DETERMINACAO DA 250HD

A dosagem de 25(0OH)Dsfoi realizada a partir de técnica de precipitacdo de proteinas
plasmaéticas. Para tal, 200 pL de plasma foram adicionados a 400 pL de acetonitrila contendo padréo
interno (D6-25-hidroxivitamina D3 20 ng/mL). Ap6s homogeneizacéo e centrifugacdo, uma aliquota de
25 pL do sobrenadante foi injetado em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia associado a
espectrometria de massas em sequencial (LC-MS/MS).

A 25-(OH)D; foi detectada em um espectrometro TSQ Quantum Access MAX triplo quadruplo
equipado com fontede ionizagdo  Quimica a Pressdo  Atmosférica (APCI),  controlado
por software Xcalibur, proveniente da Thermo Scientific. A anélise empregou uma coluna C18 (150 x
4,60 mm, dp 2,6 um) da Phenomenex (Allcrom, Estados Unidos), mantida a 60°C.

A fase movel foi composta por mistura de agua e metanol (10:90, v/v), com eluicdo isocratica e
fluxo de 0,5 mL/min. As condi¢des da espectrometria de massa (MS) foram: ionizacdo no modo
positivo, voltagem corona 7 kV, gas nebulizador nitrogénio com fluxo de 40 pA, gas auxiliar nitrogénio
com fluxo de 5 uV, gas de colisdo argonio 1,5 mTorr, temperatura de vaporizador 394 °C e temperatura
de capilar 202 °C.

A aquisicdo foi realizada no modo MRM através das transi¢cdes m/z 401 — 365,2 +
401 — 158,9 (quantificacdo) e 401 — 105,1 (qualificagdo) para 25-OHDze m/z 407 — 371 +
407 — 371 105 (quantificagdo) e 407 — 91 (qualificacdo) para o padréo interno. A cada lote de
amostras foram inseridas amostras de calibradores no intervalo de 5 a 100 ng/mL e controle comercial
Chromsystem® 25(0OH)D3 nivel 1 e nivel I1.

5.9 DETERMINACAO DA DENSIDADE MINERAL OSSEA
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As analises densitométricas foram realizadas utilizando o aparelho da marca Hologic WI que
tem como técnica a Dual energy X-ray Absorptiometry (DXA). Foram utilizados campos anatdmicos
que o0 servico emprega normalmente, sendo corpo total, coluna Lombar total (L1-L4), veértebras
lombares individualmente (L1, L2, L3 e L4) e fémur proximal (regides do Fémur Total, Colo,
Trocanter e zona Intertrocantérica).

A classificacdo quanto ao status da qualidade Gssea em relacdo a massa 0ssea seguiu diretrizes
estabelecidas pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS), sendo: idade inferior a 50 anos - massa dssea
dentro do previsto para faixa etéria Z-score > de -2,0 de desvio- padrdo (dp) e baixa massa Gssea para a
faixa 40 etaria de idade inferior a 50 anos Z-score < ou = a -2,0 dp. Para faixa etaria igual ou superior a
50 anos o critério adotado € o T-score, sendo: normal T-score > ou = a -1,0, osteopenia entre -1,0 e -2,5
e osteoporose > ou = a -2,5 dp (BLAKE; FOGELMAN, 2010).

O método utilizado Dual energy X-ray Absorptiometry (DXA) é uma técnica quantitativa que se
baseia na atenuacdo de um feixe de radiacdo gerado por uma fonte de raio X com dois niveis de
energia. Este atravessa os diferentes tecidos corporais e, ao atingir o detector posicionado na por¢ao
oposta a fonte emissora, geral um sinal. O programa interpreta os dados conforme a intensidade de
energia que chega ao detector liberando picos.

Conforme o tamanho desses picos o programa calcula a densidade da amostra, sendo que
tecidos moles como gordura, agua, muasculos e 6rgaos tendem a reter menos quantidade de energia
quando comparados com tecidos 6sseos, formando assim uma imagem densitometria do individuo ou
da regido de interesse (LENTLE et al., 2016).

5.10 DETERMINACAO DO POLIMORFISMO DOS GENES DO VDR

5.10.1 Obtencéo do DNA gendmico

O DNA dos leucocitos foi extraido pelo método de fenol/cloroférmio (Brazol™) e, apos

precipitacdo, ressuspenso com 50 pL de agua MilliQ e armazenado a -20 °C até a genotipagem.

5.10.2 Genotipagem do gene VDR
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O polimorfismo do gene do receptor de vitamina D Fokl foi determinado pela técnica da PCR
(polymerase chain reaction) (265 pb) seguido da técnica de RFLP (restiction fragment length
polymorphism) das alteracbes C->T. As condi¢fes da PCR foram as seguintes: 95°C por 2 min.,
seguido de 35 ciclos (95°C, 30 sec.; 66°C, 30 sec.; 72°C 80 sec.) seguido de uma extensdo final de
72°C por 5 minutos com os seguintes oligonucleotideos: direto =5’ - AGC TGG CCC TGG CAC
TGACTC TGC TCT -3’ ereverso =5 - ATG GAAACACCTTGC TTC TTC TCC CTC -3’. Paraa
realizacdo da clivagem foi utilizada a enzima de restricdo Fokl da marca New England Biolabs
seguindo o protocolo determinado pelo fabricante. A clivagem ocorreu na sequéncia 5..GGATG
(N)..3" e 3"...CCTAC (N)...5", durante incubacdo a 37°C por 5 minutos que, por sua vez, gerava,
guando existentes, os fragmentos para identificacdo dos genotipos: ff (169 e 96 pb), FF (265 pb) ou Ff
(265 e 169, 96 pb). Os produtos da PCR e da clivagem foram analisados em gel de agarose 2%
contendo 2 ug/mL de brometo de etidio em tampao TAE (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM pH 8,0) a
100 volts por 30 minutos (SANTOS et al., 2012).

5.11 ANALISE ESTATISTICA

A determinacéo das frequéncias génicas e genotipicas das amostras estudadas, foram calculadas
a partir da equacdo p’+ 2pq + g = 1. Para tanto, designou-se p = alelo C e q = alelo T. Para o célculo
das frequéncias génicas (ou alélicas) foi utilizada a equacdo: p+g=1. Ap6s o célculo das respectivas
frequéncias, foi verificado se as mesmas se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As frequéncias genotipicas observadas e as frequéncias genotipicas esperadas foram avaliadas
por meio do teste estatistico do chi-quadrado (y?). A comparacdo das amostras foi realizada avaliando
média, mediana, variancia, desvio padrdo e erro padrdo. Para a analise foram utilizados os softwares
Excel e SPSS verséo 20.0.

Para a avaliacdo estatistica foram utilizados os valores de PTHi, célcio e Vitamina D. Os dados
obtidos desses elementos foram descritos através de media, porcentagem e desvio-padrdo. Para
complementacgéo das analises dos dados foi realizado a correlagdo linear e o teste do chi-quadrado. Para
as variaveis dependentes foram consideradas os polimorfismos e valores séricos dos marcadores do

metabolismo ésseo. Como variaveis independentes DMO.
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As diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando p<0,05 com um intervalo de

confianca de 95%.

ACRESCENTAR TESTE T (PAG 63)
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6 RESULTADOS
6.1 VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO DA 25(0H)VITD
Inicialmente, foi realizada a curva de calibracdo para garantir a qualidade analitica e verificar
possiveis vieses do procedimento, foram adicionados 4 controles intercalados com as amostras a serem

analisadas. O valor de R? foi de 0,9917, como mostra a figura 7.

Figura 7 - Curva de calibracdo da vitamina D
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Fonte: O Autor (2017).

6.2 AVALIACAO DOS POLIMORFISMOS DO RECEPTOR DE VITAMINA D

Apos a realizagdo dos PCR’s, foram realizadas as clivagens dos produtos das PCR’s para
determinacéo dos polimorfismos. Na Figura 8 esta demonstrado um gel de agarose 2% com os produtos
da PCR para identificacdo do polimorfismo Fokl.

Com a confirmacdo da replicacdo do fragmento genético desejado, uma amostra foi utilizada para

realizacdo da clivagem e, caso presente, identificacdo do polimorfismo (Figura 9).
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Figura 8 - Identificacdo do produto de PCR em gel de agarose

Fonte: O autor (2018).
Legenda: 8§ = marcador peso molecular (1kb); ¢ = amostras analisadas; £ = mix da PCR.

Figura 9 - Identificacdo do polimorfismo Fokl pela técnica de RFLP

Fonte: O autor (2018).
Legenda: § = marcador peso molecular (1kb); a flecha tracejada indica banda com 96 pb; a flecha
continua indica banda com 256 pb.

6.3 PARAMETROS SOCIODEMOGRAFICOS DAS MULHERES PARTICIPANTES DO ESTUDO

Inicialmente foram entrevistadas e posteriormente colhido amostra sanguinea de 205 mulheres
no Servico de Densitometria Ossea do Hospital Sdo Lucas da PUC. Destas, trés foram excluidas do

estudo por apresentarem valores de célcio e PTH compativeis com hiperparatireoidismo primario, oito



57

por apresentarem alteracGes nos niveis de ureia, creatinina, PTHi ou célcio discrepantes das demais,
(hipercalcemia) e dezesseis por apresentarem dados de densitometria dssea alterados em funcdo de
préteses ou alteracdes anatdmicas que comprometeram a avaliacdo dos resultados.

Desse modo, a populagdo do estudo foi composta por 178 mulheres que participaram do estudo
entre os periodos de dezembro de 2015 a marco de 2017. As caracteristicas estdo demonstradas na
Tabela 2. A idade média das participantes do estudo foi de 64,39 £ 9,62 anos, sendo a idade minima 42
e a maxima 97 anos. O tempo médio de menopausa foi de 17,2 + 10,36 anos. Com relacdo aos dados
antropomeétricos das participantes, foi observado uma altura média de 156,76 + 7,09 centimetros (cm) e
peso 68,31 + 13,65 quilogramas (Kg), constituindo um indice de Massa Corporal (IMC) médio de
27,94 + 5,02 Kg/m2. Com relacdo ao IMC, foi encontrado um valor minimo de 17,57 e maximo de
46,58 Kg/cmz.

Com relacdo aos niveis de escolaridade, foi identificado que 2 (1%) participantes ndo haviam
frequentado a escola, enquanto a maioria 57 (32%) relatou ter cursado de forma incompleta o primeiro
grau. Outro dado socioeconémico avaliado foi com relacdo a renda familiar. Nesse parametro foi
identificado que a maioria das participantes relataram ter até 2 salarios minimos, 56 (31,5%), ede 2 a 4
salarios minimos, 56 (31,5%) como renda familiar, enquanto, 3 (1,7%) participantes desejaram nao
declarar a renda.

Todas os pardmetros bioquimicos avaliados apresentaram resposta fisiologica esperada. Na
avaliacdo geral, foi constatada calcemia de 9,53 + 0,57 mg/dL, niveis de paratormdnio 49,19 + 19,37
ng/mL e 250HD 24,85 + 9,06 ng/mL. Quando avaliados em regressao linear foram obtidas as seguintes

relacdes demonstradas nas Figuras 10, 11 e 12.



Tabela 2 - Parametros sociodemograficos das participantes do estudo

Variavel Total
n=178
Idade (anos) 64,39 + 9,62
Tempo de menopausa 17,2 + 10,36
(anos)
Peso (Kg) 68,31 + 13,65
Altura (cm) 156,76 = 7,09
IMC (Kg/m?) 27,94 +5,02
Renda (SM)
0-2 56 (31,5%)
2-4 56 (31,5%)
4-10 37 (20,8%)
10-20 20 (11,2%)
>20 6 (3,4%)
Né&o declarado 3 (1,7%)
Escolaridade
Primeiro grau 57 (32%)
incompleto
Primeiro grau 23 (12,9%)
completo
Segundo grau 7 (3,9%)
incompleto
Segundo grau 45 (25,3%)
completo
Superior incompleto 9 (5,1%)
Superior completo 35 (19,7%)
Né&o frequentou a 2 (1,1%)
escola

Fonte: O Autor (2017). Média + desvio padrao estdo descritas para idade, tempo de
menopausa, peso, altura e IMC; SM = salario minimo.



Figura 10 - Regressdo linear entre célcio e paratormonio
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Figura 11 - Regressdo linear entre vitamina D e paratorménio
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Figura 12 - Regressdo linear entre célcio e vitamina D
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Fonte: O autor (2017).

6.1 PERFIL DO POLIMORFISMO DO RECEPTOR DE VITAMINA D (Fokl)

A frequéncia de distribuicdo dos polimorfismos do receptor de vitamina D Fokl, estdo descritos na
Tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncia genotipica Fokl

n %
FF 63 o4
FOK Ff 41 35
ff 12 11
Total 116 100

Fonte: O autor (2017).

A distribuicdo genotipica encontrada para os polimorfismos da Fokl em um total de 116
mulheres foi de: 54% das mulheres apresentavam fendtipo para FF, 35% para Ff e 11% para ff,
conforme a tabela 4:

FF =63/116

Ff=41/116

ff=12/116

Quanto a frequéncia alélica, foi encontrado 72% para F e 28% para f, conforme célculo:

F=63 +63 +63/2x 116 =167/232=0,72 F

f=41+12 +12/2 x 116 =65/232 = 0,28 f

Quando foi avaliado o Equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando a equacdo p*+ 2pq + ¢° = 1, as
frequéncias esperadas seriam:

FF = (0,71)*= 0,504 (51%)

61
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Ff=2x0,71x 0,29 = 0,411 (41%)
ff = (0,29)*= 0,08 (8%)

Tabela 4 - Frequéncias genotipicas encontradas x frequéncias genotipicas esperadas

Frequéncias genotipicas

Observada Esperada
FF 54% 51%
Ff 35% 41%
ff 11% 8%

Fonte: O autor (2017).

Com base nesses dados, observa-se que a populacdo nao se encontra em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=2,17) adotando-se o grau de liberdade 1.

Quando avaliado caracteristicas da populacao estudada conforme distribuicdo entre os
polimorfismos do receptor de vitamina D Fokl, foi verificado as seguintes caracteristicas descritas na

Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas da populacéo estudada conforme polimorfismo Fokl do receptor da

Vitamina D
FF Ff ff
n==63 n=41 n=12 p
médiaxdp média £ dp média £+ dp
Idade 63,51 + 8,86 64,66 + 8,83 64 +7,11 NS
IMC 28,72 £ 5,63 27 +4,31 28,6 £491 NS

NuUmero de medicamentos 4,14+ 2,7 3,73+2,13 5,58 + 2,96 NS
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T-score lombar -1,52 +1,34 -1,5+1,04 1,22 +1,38 NS
Z-score lombar -0,3 1,17 0,02 +£0,97 -0,4+£0,74 NS
T-score fémur -0,76 + 0,96 -0,94 £ 0,93 -037+1,2 0,041
Z-score fémur 0,01+0,90 0,04+0,9 0,46 £1,14 NS
Célcio 9,44 £ 0,66 9,64 £ 0,59 9,8 +0,54" 0,043
Vitamina D 25,94 + 8,09 26,31+11,2 30,02 + 9,66 NS
PTHI 51,83 + 27,92 49,53 +£19,18 45,86 + 21,23 NS

Fonte: O autor (2017).
Legenda: Dp= desvio-padr&o; n=nimero de participantes; ~ = significativo estaticamente; NS = ndo significativo
estatisticamente.

Quando realizada a avaliacdo para os fendtipos do receptor de vitamina D e caracteristicas
gerais da populacéo estudada por chi-quadrado, foi possivel verificar que individuos que apresentavam
o polimorfismo ff apresentavam uma densidade mineral dssea de fémur reduzida quando comparadas
aos outros genotipos (p = 0,028). Outro achado com relacdo aos fenotipos estudados foi a diferenca,
também do fendétipo ff, com relagcdo aos outros grupos dos niveis calcémicos (p = 0,043). Quando
avaliado os mesmos parametros pelo método de ANOVA seguido pelo teste de Kruskal Wallis, foi
possivel verificar que a DMO do fémur se apresentou menor no grupo ff em relacdo aos outros
fenotipos (p = 0,032).

A avaliacdo da exposicédo solar foi empregada para verificarmos a possivel existéncia de alguma
relacdo quanto aos niveis de 250HD e exposi¢do solar. De um modo geral, foi percebido que 93 (52%)
das participantes realizava uma exposicdo diaria inferior a 1 hora e que apenas 53 (30%) realizava a

exposicdo ao sol entre 1 e 2 horas por dia (Figura 13).



Figura 13 - Frequéncia de exposicédo solar relatada pelas participantes
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Quando realizada a avaliagdo dos momentos em que mais se expunham ao sol dividido por cada

frequéncia de exposicdo, foi possivel verificar a caracteristica comportamental de exposi¢do solar.

Avaliando os individuos que relataram se expor até uma hora por dia ao sol, foi evidenciado que apenas

38% se expunham nos momentos de maior eficiéncia para a sintese de vitamina D, enquanto o resto das

participantes realizavam a exposi¢do nos momentos menos favoraveis (Figura 14).

Figura 14 - Momento da exposicao solar de individuos que relataram <Z1hora/dia
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Fonte: O autor (2017).

Ao fazer a mesma avaliagdo nas participantes que relataram exposic¢ao entre uma e duas horas, 0
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padrdo comportamental foi semelhante. Nesse grupo, 33% das participantes realizavam alguma
exposicdo durante os momentos mais importantes para a sintese de vitamina D e, da mesma forma, a

maioria, apresentava exposicdo em momentos ndo ideais para obtengdo de niveis desejados de vitamina
D (Figura 15).

Figura 15 - Momento da exposi¢do solar de individuos que relataram entre 1 e 2 horas/dia

Exposicdo solar entre 1 e 2h/dia conforme hora de
exposicao

Fonte: O autor (2017).

Por altimo, na avaliacdo dos momentos de exposi¢cdo de quem relatou mais de 2 horas por dia,
foi percebido uma frequéncia ainda menor de exposi¢do ao sol nos momentos favoréveis a sintese de
vitamina D. Nesse grupo, foi constado que apenas 34% das participantes se expunham nas horas ideais,

enquanto o restante realizava a exposicdo nos horarios menos adequados a sintese deste horménio
(Figura 16).
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Figura 16 - Momento da exposi¢édo solar de individuos que relataram mais de 2 horas/dia
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Fonte: O autor (2017).

Outro dado de grande importancia que pdde ser verificado foram os niveis de 250HD e a
relacdo com a suplementacdo desse composto. De maneira interessante e, até certo ponto preocupante,
foi a frequéncia de suplementagdo e como a suplementacéo interferiria em outros parametros. A figura
17 demonstra a relacdo entre cada grupo e o status dessa vitamina no organismo. Realizando a
comparacdo da média dos niveis de vitamina D entre os grupos suplementados e ndao suplementados

ndo foi observada diferenca significativa (p = 0,066).
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Figura 17 - Disposicdo das participantes com relacdo ao suplemento de Vitamina D, organizados pelo

status dessa substancia no organismo
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Fonte: O autor (2017).
Observando a figura 17 pode-se perceber que, nos grupos classificados como deficientes e

insuficientes, a proporgdo entre quem faz uso e ndo faz uso é semelhante. De modo geral, foi verificado
que apenas 56% realiza a suplementacdo de vitamina D. Desses, classificados como deficientes ou
insuficientes, percebe-se que 54% realizam a suplementacdo, enquanto 46% ndo realizam
suplementacdo. De modo satisfatdrio, dos 39 individuos que séo classificados com niveis suficientes de
vitamina D, 64% sdo suplementados.

Quando realizado o teste-t para analise da populacdo dividida em suplementadas ou ndo
suplementadas, foi encontrando significancia apenas para valor do T-score lombar (p = 0,027),
densidade total (BMD) da coluna lombar (p = 0,037), contetdo mineral 6sseo (BMC) da coluna lombar
(p = 0,031) e se utiliza algum tipo de medicacéo (p =< 0,001). Outros parametros avaliados seguindo
essa comparagdo, ndo apresentaram diferenca estatistica significante, como niveis séricos de célcio
(p=0,052), vitamina D (p = 0,066), PTHi (p=0,71) e IMC (p = 0,38).

Avaliando diferentes parametros utilizando-se como base a classificagdo do status dos niveis de
vitamina D no organismo pelo método de Kruskal Wallis, foram encontrados significancia com relagdo
a “presenca de doenga” (p < 0,01), suplementacdo de célcio (p < 0,001), escolaridade (p = 0,02), T-
score lombar (p < 0,01), BMD lombar (p = 0,01), BMC lombar (p = 0,02), T-score femoral (p = 0,03).
Ainda nessa avaliacdo, utilizando o teste de Kruskal Wallis, foram encontrados valores né&o-
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significativos para outros parametros considerados importantes como para o IMC (p = 0,34), utilizacao
de blogueador solar (p = 0,40), tipo de pele (p = 0,25), renda familiar (p = 0,38), pratica de exercicio
fisico (p = 0,09), T-score femoral (p=0,23), PTHi (p=0,61) e célcio (p = 0,16).

A avaliagdo dos niveis de exposi¢do solar com relagdo a diferentes variaveis pelo teste de

ANOVA Kruskal Wallis, ndo apresentou nenhum resultado com diferenca estatistica significativa.
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7 DISCUSSAO

Este estudo teve como proposta a avaliagdo das caracteristicas de uma populagdo de mulheres
em relacdo aos possiveis fenotipos do receptor de vitamina D. O hiato cientifico acerca dessas
caracteristicas, principalmente, na regido sul do Brasil, somado aos poucos estudos caracterizando a
populacdo feminina brasileira que utiliza servigos de densitometria 6ssea, serviu de fomento para o
desenvolvimento desse estudo.

Na avaliacdo realizada no presente estudo, com relacdo aos niveis de escolaridade, foi
identificado que 1% participantes ndo haviam frequentado a escola, enquanto a maioria 57 (32%)
relatou ter cursado de forma incompleta o primeiro grau. Outro dado socioeconémico avaliado foi com
relacdo a renda familiar. Nesse parametro, foi identificado que a maioria das participantes relataram ter
até 2 salarios minimos, 31,5%, ou de 2 a 4 salarios minimos, 31,5% como renda familiar, enquanto,
1,7% participantes desejaram ndo declarar a renda. Contrario ao estudo realizado na Suécia, no presente
estudo, foi obtida correlacdo significativa entre niveis de vitamina D e escolaridade (p = 0,02),
(SHIRAZI et al., 2013). Esse dado corrobora com estudo realizado na Africa, em que os autores
afirmam haver uma correlacdo entre niveis socioeconémicos e indices de vitamina D (WEAVER et al.,
2010).

A hipovitaminose D é uma constatacdo frequente que tornou-se pandémica em todas as faixas
etarias em diversos paises do mundo (VUKSANOVIC et al., 2016). Inimeros estudos tém buscado
verificar se ha associacdo dos niveis de vitamina D com as mais diversas condi¢des e patologias. Neste
estudo, foi identificado uma correlacdo significativa entre a presenca de doenca e niveis de vitamina D
(p =0,01).

Essas associagdes sdo continuamente citadas e podem ser verificadas em estudos classicos como
os realizados por (HOLICK, 2017), onde o autor afirma haver relacdo entre a hipovitaminose e
osteomalécia e raquitismo (essas consolidadas pela literatura), nimero relacionados a mortalidade de
uma forma em geral ou, em outro estudo, como o realizado por Caprio (2016), onde reiteram a
possibilidade de haver relagdo entre niveis de 25(OH)D e doencas autoimunes, musculoesqueléticas,
metabolismo da glicose, alteragdes cuténeas, cardiovasculares, do sistema reprodutivo, proliferacéo
celular e capacidade neurocognitivas.

De certa forma, um possivel motivo para o debate de quando ou o quanto esses fatores estdo
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associados a hipovitaminose D, pode ser o método utilizado para realizar a avaliacdo deste analito
(TANG et al., 2017). A analise da vitamina D requer cuidados e procedimentos bem controlados, dado
a natureza desse composto, sendo esse outro fator importante desse estudo, j& que o método utilizado
para avaliagdo da vitamina D é considerado padréo ouro.

A propria via de formacdo, composta por inimeros metabdlitos com caracteristicas analiticas
semelhantes, seguido pelas formas circulantes de colecalciferol e ergocalciferol que se ligam a proteina
carreadora de vitamina D (DBP) para, no figado, sofrer o primeiro processo metabdlico que formara
ndo apenas a forma definida para avaliar o status desse composto em nosso organismo, a 250HvitD,
mas também outros metabdlitos como 24,25-dihidroxivitamina D (24,25(0OH),vitD), entre outros
(COUCHMAN; MONIZ, 2017; FRASER; MILAN, 2013), pode colaborar para a dificuldade em
avaliar corretamente esse composto por imunoensaios. Embora esse Gltimo composto seja considerado
ainda sem funcéo bioldgica definida, este pode servir como fator interferente nas determinacGes da
250HD.

Em estudo realizado anteriormente (KICH et al., 2012), foi realizada a valida¢do da vitamina D
pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao sistema de detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD) em uma populacdo de idosos de um centro de longa permanéncia da regido
metropolitana de Porto Alegre. Embora a técnica tenha apresentado desempenho analitico adequado e
boa capacidade para ser aplicado em condicdes clinicas, o tempo de preparo era relativamente elevado,
uma vez que necessitava primeiramente ocorrer a extracdo do plasma com hexano e a adicdo de um
padrdo interno para comparagdo durante a corrida analitica.

Essas técnicas baseadas em ensaios imunoquimioluminescentes foram amplamente difundidas
entre grandes laboratorios devido ao baixo tempo de realizacdo dos testes e eficiéncia (FRASER;
MILAN, 2013; TANG et al., 2017). Embora existam vantagens anteriormente citadas, as técnicas
baseadas em ensaios imunoldgicos podem apresentar elevada reatividade cruzada com os inUmeros
metabolitos da vitamina D, como a forma D3 ou D2 (TANG et al., 2017). Por esse motivo, no presente
estudo, foi utilizado a metodologia padrdo outro, a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
identificacdo de massas (LC-MS/MS), como apontado por (HOLICK, 2011; MAEDA et al., 2014).

Neste estudo foi obtido uma idade média de 64,39 *+ 9,62 anos, tempo médio de menopausa de
17,2 + 10,36 anos, altura média de 156,76 + 7,09 centimetros (cm) e peso 68,31 + 13,65 quilogramas
(Kg), constituindo um indice de Massa Corporal (IMC) médio de 27,94 + 5,02 Kg/m?.

Embora todos esses fatores possam interferir nos niveis de vitamina D, aparentemente, a
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variavel com efeito mais importante é a exposicao solar e, de forma bastante interessante, foi possivel
avaliar nesse estudo o comportamento das participantes frente a exposicao solar, fato que se torna
fundamental para obtenc&o de niveis 6timos de vitamina D, uma vez que a maior parte dessa substancia
é proveniente da sintese enddgena que ocorre por meio da exposicao ao sol (HOLICK, 2017).

Quando avaliada a exposicdo solar de todas as participantes do estudo, foi percebido que 52%
das participantes realizavam uma exposicdo solar inferior a 1 hora e, apenas 30% realizavam a
exposicdo ao sol entre 1 e 2 horas por dia. Embora possa parecer tempo suficiente, estas exposi¢des
eram realizadas, em parte, com protetor solar e ficando apenas o tempo minimo necessario para realizar
suas atividades. Aparentemente, a avaliacao realizada nesse estudo possibilita uma melhor relacdo de
tempo de exposicdo e 0 momento da exposicdo. Diferentemente, em estudo realizado por Ruiz (2014),
a avaliagdo da exposicdo solar foi verificada por meio de um questionario que buscava quantificar, em
minutos, 0 tempo em que a pessoa esteve exposta ao sol, desde que, em momentos adequados para a
sintese de vitamina D (RUIZ et al., 2014).

Nesse sentido, a forma como ocorre a avaliacdo da fotoexposicdo se torna importante, uma vez
que, o desenvolvimento da hipovitaminose, estd associado a baixa exposi¢dao solar. Comportamento
semelhante ao relatado nesse estudo por Unger (2010). No caso, o autor afirma que esse
comportamento de baixa exposicao solar pode ser decorrente do habito de evitar a fotoexposicdo solar
de forma direta ou, no momento em que ocorrer a exposicao, estar utilizando protetor solar dos mais
diferentes fatores, em parte, devido as campanhas disseminadas na grande midia e por algumas
especialidades médicas como os dermatologistas (UNGER et al., 2010).

Ainda sobre a avaliacdo do perfil de fotoexposicdo, foi possivel rastrear de forma direta quais 0s
momentos as participantes haviam se exposto ao sol, independentemente do momento do dia. Isso se
torna importante, uma vez que, quando ocorre a exposi¢cdo em horarios menos eficientes, pode haver a
compensacédo pelo aumento do tempo de exposigéo.

Nesse estudo, foi possivel verificar que os individuos que relataram se expor até uma hora por
dia ao sol, apenas 33% se expunham nos momentos de maior eficiéncia para a sintese de vitamina D,
enquanto as demais, realizavam a exposi¢do nos momentos menos favoraveis.

Para que a sintese de vitamina D ocorra de forma adequada é necessario que ocorra a exposicao
solar em momentos que incidam ondas entre 290 e 315 nan6metros, normalmente entre 11 e 15h,
dependendo da época do ano (HOLICK, 2016; DAWSON-HUGHES, 2017b). Da mesma forma, foi

relatado por Unger, 2010 em estudo realizado em Sdo Paulo, que as participantes também
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apresentavam baixa exposicdo ao sol, (UNGER et al., 2010) embora nédo tenha sido avaliado quais 0s
momentos de exposi¢do mais frequente dos participantes.

Em todos os modelos avaliados nesse estudo, obtivemos 0 mesmo padrdo comportamental, onde
as participantes sempre evitavam a exposi¢do solar nos momentos mais propicios a sintese de vitamina
D.

Outro fator a ser considerado sobre a avaliacdo da fotoexposi¢do desenvolvido e empregado
nesse estudo € a relacdo de tempo em faixas de exposi¢cdo e 0s momentos em que ocorreram essa
exposicdo. Diferentemente do estudo (RUIZ et al., 2014) em que houve uma avaliacdo da
fotoexposicdo de 304 individuos em Cascavel, Parana e foram categorizados em exposi¢do adequada,
quando superior a 20 minutos por dia, independentemente da pigmentacdo cutanea, no presente estudo
realizamos a avaliacdo categodrica, tampouco a classificacdo da exposicdo solar. Essa informacao é
importante, pois a recomendacdo para uma sintese adequada de vitamina D é de uma dose eritematosa
minima (HOLLICK, 2017).

Com relacdo aos valores obtidos de vitamina D em nosso estudo, destaca-se a média geral
encontrada de 250HD: 24,85 + 9,06 ng/mL. Por se tratar de uma populacdo feminina, em periodo pds-
menopausico e em acompanhamento médico, era hipotetizado que esses niveis seriam mais elevados.
Isso também ficou evidente quando avaliados de forma categorica, foi possivel observar que a maior
parte desse grupo se encontrava em situacdo de hipovitaminose D. Do total de mulheres que
participaram do estudo, apenas 22% apresentavam valores desejados de vitamina D, enquanto 49%
estava com valores insuficientes e 29% era deficientes.

Comparando os resultados obtidos nesse estudo com estudo realizado por (VUKSANOVIC et
al., 2016) em que foram avaliados os valores de vitamina D em mulheres em periodo p6s-menopausicas
com idade entre 45 e 70 anos e IMC médio de 28,03 Kg/m2, com os dados obtidos neste estudo,
caracteristicas semelhantes as relatadas, foi possivel perceber que a frequéncia de hipovitaminose se
aplica aquela populagdo da mesma forma que foi encontrado neste estudo. Por se tratarem de
populacGes residentes em uma zona mais distante da linha do Equador e, apresentarem caracteristicas
climéaticas semelhantes, pode-se assumir que esse dado relacionado aos niveis de vitamina D eram
esperados. Soma-se ainda o fato de que da mesma forma, foi verificado neste estudo uma correlacéo
negativa, porém sem significancia (p = 0,344) entre IMC e valores de vitamina D, como relatado por
(SHIRAZI et al., 2013).

Em artigo publicado pela Sociedade Americana de Endocrinologia Clinica, (HOLICK et al.,
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2011) os autores relatam a prevaléncia de 20 a 100% de individuos em idade elevada com niveis de
250HD abaixo do recomendado. Esses dados podem ser corroborados por diferentes estudos realizados
em diversos paises, como em estudo realizado na China por (LI et al., 2017), onde aproximadamente
1.000 mulheres pds-menopausicas possuiam niveis abaixo do recomendado de vitamina D (17,9
ng/mL) e, também no presente estudo, em que 76% das participantes do estudo estavam com indices de
deficiéncia ou insuficiéncia.

A média de vitamina D encontrada neste estudo (24,8 ng/mL) pode ter sido maior do que
relatado no estudo anterior, por termos realizado uma avaliagdo em uma populacgdo que, teoricamente,
encontrava-se em acompanhamento médico, uma vez que estavam realizando avaliacdo de
densitometria Ossea.

Diferentemente dos estudos citados, no presente estudo as participantes estavam suplementando
de alguma forma a vitamina D e ndo foram excluidas. Ao contrario das investigagcdes descritas na
literatura, em que individuos que fazem uso de suplementacdo de vitamina D sdo excluidas, essa
decisdo foi tomada justamente para verificar a real situacdo desses individuos e, com isso, formar um
perfil para que, caso necessério, seja criado uma melhor conduta ou acompanhamento.

Nesse estudo foi encontrado quase 80% das participantes com niveis indesejaveis de vitamina
D. Em uma categorizacdo geral da amostra, obtivemos 28,7% com niveis abaixo de 20 ng/mL, 48,9
com valores entre 21 e 29 ng/mL e somente 21,9% com valores acima de 30 ng/mL.

Os fatores envolvidos na hipovitaminose D sdo complexos, passando por caracteristicas
pessoais, até fatores ambientais. Mesmo assim, em artigo recentemente publicado por (HOLICK,
2017), o autor afirma que a principal causa da pandemia de hipovitaminose ocorre pela baixa
apreciacdo da exposicdo solar. Ainda, segundo o autor, a exposic¢do é a principal forma de aquisicéo de
vitamina D, uma vez que poucos alimentos contém niveis significativos de vitamina D (HOLICK,
2017; HOLICK et al., 2011). Seguindo o raciocinio de que a exposic¢ao solar é a principal forma de
aquisicdo de niveis adequados de vitamina D, somado aos dados previamente discutidos sobre
fotoexposicdo, podemos ter uma possivel justificativa para os niveis encontrados em nosso estudo.

De fato, levando-se em consideracdo que para a sintese adequada de vitamina D s&o necessarios
uma dose minima eritematosa (GROBER et al., 2013), geralmente atingida com uma exposi¢do néo
maior do que 15 minutos, para aqueles que apresentam a pele do tipo | ao tipo Il na escala de
Fitzpatricks, fica evidente essa relagdo encontrada no presente estudo, onde além da baixa exposicéo,

esta ocorria em momentos menos propicios para a sintese.
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Ainda, avaliando separadamente cada frequéncia de exposicdo solar relatada, € possivel
verificar nos gréaficos de periodo de exposi¢ao que existe uma “fuga” do horario estabelecido entre
10:30 e 15h, justamente os horéarios em que ocorre a maior incidéncia de raios UVB em cumprimento
de onda favoravel a sintese (MCCARTY, 2008).

Com relacéo ao IMC, encontramos um grupo ndo muito homogéneo. Variando da classificacédo
de peso abaixo do recomendavel até obesidade grau Ill e para as participantes idosas sobrepeso.
Segundo estudo de Vuksanovic (2016), elevados indices de massa corporal estdo diretamente
relacionados a niveis inadequados de vitamina D, além de estarem também relacionados ao
desenvolvimento de diversas patologias como diabetes, dislipidemia, hipertensao, cardiopatias, doencas
vasculares, acidente vascular cerebral e cancer (FERRARI; LOMBARDI; BANFI, 2017;
VUKSANOVIC et al., 2016).

Embora ndo se saiba exatamente a relacdo da causa e consequéncia entre o aumento do IMC e
niveis inadequados de VitD, é sabido que mulheres com hipovitaminose D, apresentam até 45% mais
acumulo de gordura visceral, quando comparadas a mulheres com niveis adequados dessa substancia
(MATYJASZEK-MATUSZEK; LENART-LIPINSKA; WOZNIAKOWSKA, 2015).

Com relacdo ao entendimento da causa que contribui para a diminuicdo da vitamina D
circulante em individuos com IMC elevado, entende-se que ocorre em virtude das propriedades fisico-
quimicas dessa substancia, uma vez que por ser lipofilica apresenta alta afinidade pelas moléculas de
gordura ocorrendo um “sequestro” da vitamina D (HOLICK, 2017; VUKSANOVIC et al., 2016). Da
mesma forma que ¢ relatado na literatura, foi verificado nesse estudo, uma correlacdo negativa entre
niveis de vitamina D e IMC, porém sem significancia.

Embora ndo tenhamos localizado outro estudo que tenha realizado avaliacdo semelhante a
utilizada nesse estudo, os dados sobre a suplementacdo nos permitem fazer observacdes interessantes,
principalmente com relagdo acompanhamento e cuidados com a saude. No presente estudo foi
verificado que 54% das participantes realizavam a suplementacdo com alguma forma de vitamina D.
De modo satisfatorio, das 39 participantes que foram classificadas com niveis suficientes de vitamina
D, 64% faziam uso da suplementacdo. Assim como relatado por Unger (2010), encontramos uma baixa
frequéncia de reposicéo de vitamina D na populacdo (UNGER et al., 2010).

Diferentemente do que pudemos observar neste estudo, em pesquisa realizada por Selvarajan
(2017) durante uma avaliacdo de niveis de vitamina D e a relacdo com a capacidade antioxidativa, foi

observado que com uma suplementacéo oral de 60000 Ul de vitamina D/semana durante 8 semanas as
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participantes apresentaram um aumento significativo dos niveis de 250HD (ANANDABASKAR et.
al., 2017).

Ainda, em outro estudo realizado por Rawson em 2018, s&o relatados algumas dificuldades em
associar o efeito da suplementagdo com os objetivos dos estudos. Por exemplo, na suplementacdo de
vitamina D e efeitos sobre o tecido muscular os resultados encontrados foram diferentes do que a
literatura sugere, nao atingindo os niveis esperados e também melhora nos indices observados. O autor
atribuiu as diferengas entre os valores basais de vitamina D como fator importante para atingir o alvo
terapéutico, de forma semelhante ao relatado por Owens et al., 2014 ao realizar a suplementagdo em
individuos jovens do sexo masculino (OWENS et al., 2014).

Neste estudo, a informacéo referente a suplementacdo que mais se destacou, foi com relacdo a
classificacdo dos niveis de vitamina D e a realizacdo da suplementacdo. Importante ressaltar que das
participantes do estudo classificadas como deficiente e insuficiente, total de 138 participantes,
aproximadamente 50% delas realizam a suplementacdo de vitamina D. Embora ndo tivesse sido
possivel avaliar a dose de reposi¢do de vitamina D, o periodo de consumo, tempo de tratamento e a
frequéncia da reposigéo, esse dado pode inferir de forma contundente que quase metade das mulheres
que participaram do estudo, mesmo realizando tratamento para reposicdo de vitamina D, ndo estavam
atingindo a faixa terapéutica preconizada.

Diversos estudos comparam a eficiéncia da suplementacdo de vitamina D para diminuicdo do
risco de fraturas. Isso pode ser observado em estudo realizado por Zhao, 2017, em meta-analise que
avaliou essa questdo. O autor relata que néo foi verificado associagéo significativa entre vitamina D e
fratura de quadril (RR, 1,21 [95% CI, 0.99 a 1.47]; ou fraturas ndo vertebrais (RR, 1,10 [95% CI, 1.00 a
1,21]; quando comparado ao tratamento com placebo (ZHAO et al., 2017).

O fato de diversos estudos relatarem resultados divergentes entre niveis de vitamina D e
qualquer que seja a avaliacdo que estejam buscando averiguar, pode ser, em parte, decorrente das
diferencas sutis entre os receptores de vitamina D. Justamente pensando nisso, este estudo buscou
avaliar o polimorfismo envolvido nos receptores de vitamina D.

No presente estudo as frequéncias genotipicas de Fokl encontradas foram de 54% FF, 35% Ff e
11% ff, sendo que as frequéncias esperadas eram de 51%, 41% e 8%, respectivamente. Nesse caso,
observa-se que a populacdo ndo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg. De forma semelhante,
em estudo realizado por Mansour et al.,, foi verificada as frequéncias de 68%, 18% e 14%,
respectivamente (MANSOUR et al., 2010).
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A frequéncia alélica encontrada neste estudo foi de 72% de F e 28% de f, 0 que se assemelha,
também, ao resultado de Mansour et al., que encontrou a variante F em 72,9% em osteoporoticas
(MANSOUR et al., 2010).

Quando realizada a avaliacdo da relacdo entre o polimorfismo com parametros como IMC e
numero de medicamentos, nao foi observado significancia.

As pacientes que possuiam o polimorfismo ff apresentavam uma densidade mineral dssea de
fémur reduzida quando comparadas aos outros fenétipos (p = 0,028). Um estudo prospectivo avaliando
os polimorfismos do gene VDR realizado com mulheres na pds menopausa no Egito verificou uma
significativa diminuicdo no T score femoral (p = 0,3) e uma maior diminuicdo na densidade mineral
6ssea femoral (p < 0,001) no gendtipo Ff +ff (MANSOUR et al., 2010), dado que corroboram com 0s
achados do presente estudo. Em contrapartida, em estudo proposto por Liang Zhang et al. (2018),
realizando uma meta-analise, verificou que o gendtipo Ff do Fokl, estava significativamente associado
com diminuicdo da densidade mineral 6ssea do colo do fémur em uma populacédo caucasiana (ZHANG
etal., 2018).

Quando avaliados as densidades minerais 0sseas da coluna lombar, quadril, colo do fémur e
antebraco, em estudo realizado por Ahmad et al. (2017), foi percebido que o polimorfismo ff estava
associado a diminuicdo da DMO (AHMAD et al., 2017), dado semelhante ao encontrado no presente
estudo.

A z score lombar foi menor em ff mas néo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p
= 0,329). Em estudo realizado com mulheres egipcias na p6s menopausa, foi relatado pelo autor que o
gendtipo ff foi relacionado com osteoporose e que o genétipo FF foi 0 mais encontrado nas mulheres
pos menopausa (MANSOUR et al., 2010), similar ao descrito nesse estudo. Em contrapartida, estudos
afirmam que ndo hé& associacdo entre o polimorfismo em Fokl e o risco de osteoporose (CASADO-
DIAZ et al., 2013; WANG et al., 2013).

Essas controvérsias podem estar associadas ao fato de que relagdo entre densidade mineral
6ssea, osteoporose e polimorfismos do gene VDR é influenciada pelo tamanho amostral, etnia e habitos
de vida dos participantes (WU et al., 2016).

E sabido que os polimorfismos estdo relacionados com a etnia (BHANUSHALI et al., 2009), no
entanto ndo foi possivel realizar esta analise no estudo devido a predominancia da etnia caucasiana da

populacgéo estudada (89%).
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8 CONCLUSOES

Com a realizagdo deste estudo foi possivel concluir que:

- a média dos niveis séricos de calcio foi de 9,53 mg/dL, de paratorménio foi de 49,19 ng/mL e de
250HD foi 24,85 ng/mL;

- a frequéncia do genotipo FF foi 54%, Ff foi 35% e do ff 11%;

- as mulheres com fen6tipo ff apresentaram menor densidade mineral éssea de colo de fémur (p=0,028)
e fémur total (p=0,032);

- as mulheres com fenotipo ff apresentaram maiores niveis séricos de célcio (p=0,043) quando
comparadas com os outros fen6tipos. N&o houve diferenca significativa entre os niveis séricos

- mais de 50% das participantes do estudo apresentavam exposi¢do solar inferior a uma hora e em

horarios menos eficiente para a sintese de vitamina D.
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APENDICE 1 - QUESTIONARIO ESTRUTURADO

Questionario estruturado

*Obrigatorio
1. MHome *
2. Data:

Exemplo. 15 de dezembro de 20712

Idade: =

Peso:

Altura:

Encontra-se na menopausa’? *

Marcar apenas wma oval.
i 1 Sim
]
s 7 M&o
\ ’

Se "sim", informe ha quantos anos: *

Vocé apresenta alguma dessas doengas listadas abaixo?
Mamue todas gque se aplicam.

Disfungéo da tiredide
Problema nos nins
Algum tipo de cancer
Problema no coragio
Osteoporose
Press&o alta (HAS)
Artrite reumatoide

Qooaooo

Outro:
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9. Com que frequéncia vocé costuma s2 expor?

Tente quantificar guantas horas por dia wocé costuma ficar exposta ao =ol diretamente.
Marmque todas que se aplicam.

D Menos de uma hora por dia
D Entre uma e duas horas por dia
|:| Mais de duas horas por dia

|:| Realmente avito a0 maximao o sol

|:| MNunca

10. Marque os momentos em que mais costuma se expor ao sol:

1.

12.

13,

14.

Essa exposigio pode ser caracterizada por uma ida ac supemercado ou alguma cutra atividade
onde exista exposigdo ao sol

Marmue fodas gque se aplicam.
Antes das 09:00h

Das 09:00h até 11:00h
Daz 11:00h até 13:00h
Das 13:00h até as 15:00h
Das 15:00h até as 17:00h

Apds as 17:00h

Ooooog

Vocé tem o costume de utilizar algum tipo de protetor solar?
Marcar apenas uma oval.

) Sim
——
[ | Mao

Qual o fator de protegio?

Se sim, vocé costuma reaplicar ele ao longo do dia?
Marcar apenas uma oval.

#

) Sim

-
Mo

L.
o N

L -

CGluantas aplicagdes realiza durante o dia?
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15, Cuais as areas em que vocé aplica o protetor solar?
Mamue todas que se aplicam.

|:| Rosto
D Bragos
|:| Pemas

|:| Corpo inteiro

16. Vocé pratica algum exercicio?
Marcar apenas uma oval.

— o
[ ) Sim
7 MEo

L s
-

.

17. CQuais exercicios vocé costuma praticar?
Deve-se levar em considerag o apenas os Oitimos 6 meses.
Mamue fodas que se aplicam.

Cormrida
Caminhada
Musculag&o
Pilates

loga

Matag&o
Hidroginastica
Ciclismo

Arte marcial/luta
Outro:

nooooodood

18. Vocé costumava praticar exercicios quando tinha entre 15 - 30 anos?
Marcar apenas uma oval.
— o
) Sim

':}hﬁu

19. Vocé faz uso continuo de alguma medicagio?
Marcar apenas uma oval.
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20. Mo daltimo ano, quais medicamentos voce utilizou?
Mamgue fodas que se aplicam.

Diureticos

Antidepressivos

Hormodnios [estrogénio)
Hormdnios (anticoncepcional)
Puran T4

Reposigao de célcio
Reposigdo de vitamina D
Corticoides

ooooooooo

Chutro:

21. Qual o seu nivel de escolaridade?
Marcar apenas uma oval.

)

Primeire grau incompleto

Primeiro grau completo

T
L.z' L

Segundo grau incompleto

%

-

Segundo grau completo

Superior incompleto

=Y

Superior completo

{ | Cutro:

22, Qual a sua profissdo?

23, Gual a sua renda familiar aproximada?
Marcar apenas uma oval.

() Até 2 saldrios minimos

[ ) DeZ2 a4 saldrios minimos
() De4a 10 salarios minimos
() De 10 a 20 salrios minimos

Acima de 20 salarios minimos
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APENDICE 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

J4

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo cujo titulo ¢ “Polimorfismo de genes envolvidos
com a densidade mineral 6ssea e sua relacdo com metabolismo 6sseo em mulheres pos-menopausa”.

O objetivo principal desse estudo € o de verificar fatores genéticos que possam influenciar no
desenvolvimento de doencas ou condicbes que afetem o tecido 6sseo, como a osteoporose.

A importancia desse estudo se justifica pelo fato de que mulheres, principalmente mulheres apos a
menopausa, podem desenvolver uma perda acentuada da densidade mineral dssea, sendo possivel
desenvolverem doencas como a osteoporose. Desse modo, a realizacdo de estudos sobre esse assunto
pode trazer maiores conhecimentos a respeito de como ocorre essa perda do 0sso e, assim, buscar
atraves desses dados melhores formas de prevencao para esta situagao.

Para a realizacdo desse estudo vocé ira responder a algumas perguntas sobre habitos de vida (fumo,
exposicdo solar, pratica de exercicios, etc.), habitos alimentares e conhecimento de alguma doenca no
passado ou presente que possa interferir na saide dos seus 0ssos. O tempo estimado para a realizagdo
destes questionarios é de aproximadamente 15 minutos. Apds responder essas perguntas sera realizada
uma coleta de sangue de aproximadamente 5 mL (1 colher de sopa) de sangue que pode deixar apenas
um pequeno hematoma (roxo) no local da coleta. A senhora ndo tera nenhum custo e podera entrar em
contato com o pesquisador Mauricio Sprenger Bassuino pelo telefone 51 99160708 ou pelo email

mauricio.bassuino@acad.pucrs.br ou 0 Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS pelo telefone 3320

3345 para esclarecer eventuais davidas.

Eu fui informado dos

objetivos desta pesquisa de forma clara. Declaro que recebi todas informagdes a respeito do estudo e
das avaliacOes a que serei submetido e esclareci as minhas davidas. Declaro também que sei a respeito
da possibilidade de abandonar a pesquisa a qualquer momento, se assim o quiser, bem como, solicitar
novas explicacdes a respeito do que esta sendo realizado na pesquisa e 0 andamento. Fui informado que
0os dados obtidos para esta pesquisa sdo de carater sigiloso e serdo apresentados em revistas
especializadas, congressos ou meios de divulgagdo sempre através de codigos, nunca revelando
identidade.

Desse modo, se vocé possui alguma davida sobre os seus direitos ou questdes éticas como participantes

de pesquisa, vocé pode entrar em contato com:


mailto:mauricio.bassuino@acad.pucrs.br
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Comité de Etica em pesquisa da PUCRS, Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Av. Ipiranga, 6690, 3° andar,
sala 314, CEP 90610-000. Porto Alegre/RS. Telefone: (51) 3320-3345. Horario: De segunda a sexta-
feira, das 08h00 as 12h00 e das 13h 30min as 17h 00min.

Desse modo, concordo em fazer parte da referida pesquisa.

Nome do participante Data

Assinatura do participante Assinatura do pesquisador
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ABSTRACT

AIMS: To evaluate the levels of vitamin D, parathyroid hormone and calcium in individuals with
spinal cord injury and to identify related factors. METHODS: A cross-sectional study included men
with spinal cord injury, living in the South Region of Brazil. A questionnaire was applied to
evaluate socioeconomic data, life habits and health. The time elapsed since the spinal cord injury
was considered. Vitamin D was evaluated in plasma via liquid chromatography; calcium and PTH
were measured in serum by a colorimetric method and electrochemiluminescence respectively. For
data analysis, linear regression and chi-square test were utilized. Values of p<0.05 were considered
significant.

RESULTS: The study included 39 paraplegic or tetraplegic men with spinal cord injury. The mean
age was 35.52+9.78 years, and the mean time since injury was 6.09£5.55 years. The mean
biochemical levels were: 19.0 £6.98 ng/mL for vitamin D; 9.54+0.52 mg/dL for total calcium; and
34.81+10.84 pg/mL for parathyroid hormone. Individuals with sun exposure for more than two
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hours daily had higher vitamin D levels than those exposed up to one hour per day (p=0.001).
Linear regression identified an inverse relationship between lesion time and vitamin D levels
(regression coefficient: -0.424; p=0.029), while the other parameters did not show significant
differences regarding the time elapsed since the lesion. Subjects with income above four minimum
wages had higher vitamin D values (mean 25.67+5.45 ng/mL) when compared to those with income
up to four minimum wages (mean 18.43+6.79 ng/mL) (p=0.021).

CONCLUSIONS: Levels of vitamin D were inversely correlated to the time elapsed since the spinal
cord injury, probably due to insufficient sun exposure resulting from prolonged limitation of
mobility. In addition, lower levels of vitamin D were associated to lower income. These factors may
aggravate bone loss associated with decreased mobility resulting from spinal cord injury.

KEYWORDS: Vitamin D; parathyroid hormone; spinal cord injury; paraplegia; monthly income;
socioeconomic status.

RESUMO

OBJETIVOS: Avaliar os niveis de vitamina D, horménio paratireoide e calcio em individuos com
lesdo medular e identificar fatores relacionados.

METODOS: Estudo transversal incluiu homens com lesdo da medula espinhal, vivendo na Regi&o
Sul do Brasil. Foi aplicado um questionario para avaliar dados socioecondmicos, habitos de vida e
saude. Foi investigado o tempo transcorrido apds a lesdo medular. A vitamina D foi avaliada no
plasma por meio de cromatografia liquida; o calcio e o horménio paratireoideo foram dosados no
soro por um método colorimétrico e eletroquimioluminescéncia respectivamente. Para a anélise de
dados, foram utilizadas regressao linear e teste do qui-quadrado. VValores de p<0,05 foram
considerados significativos.

RESULTADOS: O estudo incluiu 39 homens paraplégicos ou tetraplégicos com lesdo da medula
espinhal. A média de idade foi de 35,52+9,78 anos e 0 tempo médio de lesdo foi de 6,09+5,55 anos.
As médias dos niveis bioquimicos foram: 19,0+6,98 ng/mL para vitamina D, 9,54+0,52 mg/dL para
calcio total e 34,81+10,84 pg/mL para hormdnio paratireoideo. Individuos com exposi¢do ao sol por
mais de duas horas por dia apresentaram maiores niveis de vitamina D do que 0s expostos até uma
hora por dia (p=0,001). A regresséo linear identificou uma relagéo inversa entre o tempo de leséo e
os niveis de vitamina D (coeficiente de regressdo: -0,424; p=0,029), enquanto 0s outros parametros
ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao tempo decorrido desde a lesdo. Os
individuos com renda acima de quatro salarios minimos apresentaram maiores valores de vitamina
D (média de 25,67+5,45 ng/mL) quando comparados com aqueles com renda até quatro salarios
minimos (média 18,43+6,79 ng/mL) (p=0,021).
CONCLUSOES: Os niveis de vitamina D foram inversamente correlacionados com o tempo
decorrido desde a lesdo da medula espinhal, provavelmente devido a exposi¢éo insuficiente ao sol
resultante da limitacdo prolongada da mobilidade. Niveis mais baixos de vitamina D foram
associados a menor renda. Estes fatores podem agravar a perda 6ssea associada & diminuicao da
mobilidade resultante da lesdo da medula espinhal.

Abbreviations: HPLC, high performance 'SCI, spinal cord injury. |

liquid chromatography; PTH, parathyroid

hormone; PTHI, intact parathyroid hormone;

INTRODUCTION

DESCRITORES: vitamina D; hormdnio paratiredideo; traumatismos da medula espinhal; paraplegia; renda mensal; situagdo socioecondmica.
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Worldwide incidence of spinal cord injury (SCI)
is 3.6 to 95.4 patients per million [1] and in
Brazil, although it is underreported, 6.000 to
8.000 cases are estimated per year [2]. SCI is
predominantly caused by automobile accidents,
falls, practice of different sports, and acts of
violence [2].

Spinal trauma has been determined as an
important factor to bone loss immediately after
injury due to changes generated by immobility
and reduced impact activity [3, 4]. These changes
include increased bone resorption, hypercalciuria
and suppression of parathyroid hormone (PTH)
[5]. It is estimated that 21 to 81% of individuals
with this lesion will be diagnosed with
osteoporosis [3] and have a 5 to 23% greater
chance to present fractures when compared to
individuals without physical limitations [6].
Fractures after spinal trauma also present
additional complications, such as pain, pressure
ulcers, and spasticity, among others [6]. They
also lead to decreased quality of life and
prolonged hospitalization. However, there are no
protocols to detect, prevent or treat bone loss
after spinal trauma [6, 7].

Although immobilization due to SCI is the main
triggering factor for bone loss, neural lesions,
circulatory problems and hormonal changes are
also implicated in the pathogenesis of
osteoporosis [8]. Vitamin D plays an important
role in calcium homeostasis [9], and when in low
concentrations it is associated with myalgia and
muscle weakness [10]. Factors such as low sun
exposure, advanced age, dietary habits, genetic
changes, skin color, use of sunscreens and
geographic location influence the serum
concentrations of 25-hydroxyvitamin D
(250HD), a portion that reflects the status of this
element in the organism [11, 12]. PTH, another
hormone related to calcium metabolism, is
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important to balance bone remodeling because it
maintains adequate levels of circulating calcium

[4].

Individuals with SCI may have an inadequate or
severely deficient level of vitamin D, which can
result mainly in secondary hyperparathyroidism,
decreased bone mineral density, osteoporosis and
increased risk of fractures [13, 14]. Secondary
hyperparathyroidism and vitamin D deficiency
also play an important role in the development of
post SCI osteoporosis [13]. Complete lesions,
low body mass index, age, history of previous
fracture, alcohol use, paraplegia, and longer time
elapsed from the injury are considered risk
factors for developing osteoporosis in individuals
with SCI [1].

The association of secondary
hyperparathyroidism with vitamin D deficiency
may represent a modifiable risk factor for bone
loss and fractures in individuals with SCI [13].
The prevention and treatment of postinjury bone
loss also has a major impact on quality of life and
prognosis for these patients. Therefore,
evaluation of bone metabolism markers in order
to identify the profile of individuals with SCI
may contribute to the establishment of a strategy
for the prevention and/or treatment of bone loss.

The purpose of this study was to verify the serum
levels of vitamin D, PTH and calcium in
individuals with SCI and their relationships with
the time elapsed since the injury, time of sun
exposure and socioeconomic level. To our
knowledge, this is the first study that includes
individuals with SCI from the southern region of
Brazil in order to evaluate parameters related to
bone metabolism.

METHODS

The study was approved by the Research Ethics



Committee of Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul under the protocol of
number 11/05716. All participants signed an
informed consent term, in compliance with the
guidelines and standards for research on human
beings of the Resolution 466/2012 of the
National Health Council of Brazil and of the
Helsinki Declaration.

The study included male individuals with SCI,
attended in institutions of support or
rehabilitation from the metropolitan region of
Porto Alegre, Rio Grande do Sul state, which is
located in the South Region of Brazil, within a
subtropical area. Unlike most of Brazil, the
southern region has a temperate climate, with
welldefined seasons and many sunless days.

Individuals were invited by the coordinators of
the supporting or rehabilitation centers to
participate in the study. Those who met the
inclusion criteria and who accepted to participate
were then contacted by the researchers, and
interviews and sample collection were scheduled.

A structured questionnaire composed by 17
questions, elaborated by the authors, was applied.
The questionnaire included information such as
age, injury time, cause of injury, general lifestyle
habits (exercise practice, use of tobacco, and time
of sun exposure), income, general health,
medications in use, and food. The questionnaire
was applied by two of the authors, in a
standardized manner. Application of the
questionnaire was performed in the institutions
facilities frequented by the volunteers.

Determination of intact PTH serum levels (PTHi)
was done by electrochemiluminescence (ECLIA)
(Roche®), with reference values between 15 and
65 pg/mL. Total calcium, creatinine, urea and
albumin were measured in serum by dry
chemistry on Vitros® 950 Johnson & Johnson
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equipment, using the reference values of 8.4-10.2
mg/dL for total calcium, 3.5-5.0 g/dL for
albumin, 19-43 mg/dL for urea and 0.65-1.25
mg/dL for creatinine.

Plasma levels of 25-OH-vitamin D3 were deter-
mined by high performance liquid
chromatography (HPLC) adapted from the
Kandar and Zakova method. After plasma
deproteinization with ethanol, the metabolite was
isolated from the matrix by solid phase extraction
in octysilic cartridges containing 500 mg
stationary phase. In this procedure, the extraction
cartridges were conditioned with methanol and
water, washed with ultrapure water and a mixture
of methanol and water and finally eluted with
methanol, which was evaporated to dryness. The
dried extract was taken up with a methanolic
solution of the internal standard
(dodecanophenone). The resulting solution was
injected onto a Lichrospher C18 (Merck®)
column which was maintained at 52°C. The
elution was performed with mobile phase
consisting of acetonitrile and ultra-purified water
(77:23, viv), with a flow of 1.2 ml/min™* and
chromatographic monitoring at 264 nm. Under
these conditions, the total time of
chromatographic analysis was 20 min, eluting 25-
OH-vitamin D3 in 7.6 min and dodecanophenone
in 15.1 min. The method is linear between 5
ng/mL and 100 ng/mL. For each batch of 12
clinical samples commercial controls provided by
Chromsystems (Munich, Germany) were
processed.

The levels of PTHi, calcium, and vitamin D
levels were demonstrated by percentage, mean
and standard deviation. Linear regression and the
Chi-square test were performed in the IBM SPSS
18.0 program to evaluate correlation and
association between the variables of interest.
Values of p<0.05 were considered significant.



RESULTS

Forty individuals were evaluated and one was
excluded from the analyses because renal
function markers and PTH levels were consistent
with disorders that could interfere with bone
metabolism. The general characteristics of the
included subjects are shown in Table 1.

Table 1. General characterization of the sample
and according to the type of paralysis in men
with spinal cord injury.

Total 39 Paraplegi Tetraplegi
Variabl  (10090) c c
e mean+SD 30 (78%) 9 (22%)

mean+SD meanxSD

Age 35.5249.78 34.41+9.82 39.33+9.15
(years)

Weight 74.71+15.9 73.53+13.8 78.78+22.1
(kg) 2 5 6

Drug 2.55+2.19 2.35+1.88 3.22+3.07
use

(units

per day)

Calcium 9.54+0.52 9.53+0.51 9.60+0.57
(mg/dL)

Vitamin 19.04+6.98 20.13+7.18 15.27+4.92
D

(ng/mL)

PTH 34.81+10.8 33.43+8.61 39.59+16.1
(pg/mL) 4 9

Injury 6.09+5.55 6.07£5.87 6.17+4.55
time

(years)

SD, standard deviation.

The age of the 39 participants varied between 18
and 58 years. Thirty (78%) were paraplegic and
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nine (23%) were tetraplegic. The youngest
tetraplegic had 25 and the oldest 55 years. The
shortest time elapsed since injury among the
paraplegic group was 11 months and the longest
was 25 years. In the tetraplegic group, the
shortest time was 14 months and the longest 13
years. Regarding medications, 34 subjects (87%)
used some type of medicine of continuous use.

When assessed for vitamin D levels, individuals
with a time of sun exposure greater than two
hours per day had higher levels of vitamin D
(mean 31.77£9.78) than those exposed up to one
hour per day (mean 16.95+4.98) (p=0.001).

From all the evaluated patients, 33 (85%) had an
income up to four minimum wages, three (7.5%)
between five and 10 minimum wages, and three
(7.5%) greater than 10 minimum wages. Subjects
with income above four minimum wages had
higher vitamin D levels (mean 25.67+5.45
ng/mL) when compared to those with income up
to 4 minimum wages (mean 18.43+6.79 ng/mL)
(p=0.021).

In the linear regression analysis corrected for
hours of sun exposure, a negative relation was
found between vitamin D values and time of SCI.
The longer time from the injury, the lower
vitamin D values (p=0.029) (Figure 1).
Regarding the time of SCI and PTH levels, there
was a positive regression coefficient without
statistical significance (p=0.070) (Figure 2).
When evaluated by type of injury (complete or
incomplete) the biochemical parameters did not
present significant difference (Table 2).
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Figure 1. Linear regression of values of vitamin
D and time elapsed since the lesion in men with
spinal cord injury, corrected for hours of sun
exposure. Univariate model; regression
coefficient: -0.424, p=0.029.
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Figure 2. Linear regression of values of intact parathyroid

hormone (PTHi) and time elapsed since the lesion
in men with spinal cord injury. Univariate model;
regression coefficient: 0.253, p=0.381.

Table 2. Vitamin D, parathyroid hormone and
total calcium levels according to complete or
incomplete spinal cord injury.

Complete Incomplete
injury n=23 injury

n=16
Variable p
mean+SD mean+SD
Vitamin D (ng/mL) 20.0+6.54
17.5+7.58 0.276
PTHi (pg/mL) 34.3+10.39  35.47+11.80
0.756
Total calcium (mg/dL) 9.47+0.50
9.65+0.54 0.316
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SD, standard deviation; PTHi, intact parathyroid

hormone.

DISCUSSION

According to published literature, a large
proportion of people suffering from SCI are
young adults, which was confirmed in this
sample, whose mean age was 35 years. Nogueira
et al. [15], in a study conducted with 59 subjects
in the city of S&o Paulo, showed that the
participants had an average age of 37 years.
Opperman et al. [16] observed similar results in
relation to the mean age of individuals with SCI.

A mean of 2.5 drugs taken per day was found in
this sample. A study conducted in Minas Gerais,
which evaluated hospitalized patients with SCI,
found that the daily average of drug use was
greater, approximately 10 [2]. One possible cause
for this difference is that the subjects in the
present study were outpatients, while the other
were inpatients. Pharmacological therapy should
be carefully monitored, since it involves risk of
adverse reactions and longer hospital stay [2].

The mean levels of vitamin D were 19.04 ng/
mL, which, according to a guideline published by
Hollick et al. [11], are considered as deficient.
It’s important to emphasize that this study was
performed in a subtropical region, what could
contribute with the low vitamin D levels. This
finding is similar to the data published by
Bauman et al. [17] that also evaluated subjects
with SCI. These authors detected a mean
concentration of vitamin D of 14 ng/mL in the
assessed group. Likewise, Gifre et al. [3] also
found a high incidence of hypovitaminosis D,
reaching 60% in individuals with SCI.

An important and somewhat expected result was



that the time elapsed since injury was inversely
proportional to the vitamin D levels. This finding
IS probably related to the shorter time of sun
exposure due to limited mobility. SCI is a
complex condition that leads to biopsychosocial
and lifestyle changes [15, 17].

This low solar exposure in patients with SCI
could be related with longstanding
hospitalization, immobilization, as well as the
lack of financial conditions, which entails the
impossibility of hiring a professional who could
assist the patient’s locomotion, in order to
increase the time of sun exposition [18]. The
association between low income and vitamin D
deficiency found in this study is relevant because
intervention of public policies could assist these
patients in providing them with more outdoor
living opportunities. As far as we know, there are
no studies that found relationship between
vitamin D levels and low income, which may
represent another risk factor for hypovitaminosis
D.

Synthesis and metabolism of vitamin D largely
depends on exposure to short wave ultraviolet B
(UVB) rays, which will initiate the entire process
of activation of 25-OH-vitamin D in
1,25(0H),vitamin D, also known as calcitriol, via
its substrate 7-dehydrocholesterol, into the
epidermis [11]. In addition to a negative-acting
on bone tissue, hypo- vitaminosis D may impair
other aspects such as muscle strength, and cause
complications related to different organs [19].
According to a study by Nemunaitis et al. [14],
people with tetraplegia and those with pressure
ulcer had severely decreased vitamin D values,
with a mean below 10 ng/mL.

In the comparison between serum levels of PTH

and time of injury we can observe a tendency for
a positive correlation, which might indicate that

the longer the injury time, the higher levels of
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PTH were found, although this finding was not
statistically significant. A possible explanation
for the lack of significance could be the short
average injury time of the study sample.
Compared to the mean baseline PTH parameters
obtained by Bauman [12] (mean of 70.0 pg/mL),
lower levels (mean of 34.81 pg/mL) were found
in the present study. In contrast, in another study
by Bauman et al. [20], mean PTH values were
38.0 pg/mL. The average injury time of the
participants in our study was 6.09 years, lower
than the average of 20 years found by Bauman et
al. [20]. A study by Mechanick et al. [21],
showed a lower mean PTH in individuals with
complete lesion when compared to those with
incomplete lesion, a relationship not found in the
present study.

The suppression of the PTH-vitamin D axis is
due to prolonged immobilization, when a process
of accelerated bone demineralization occurs,
increasing the calcemia and consequently
reducing the secretion of PTH and conversion of
the bioactive portion of vitamin D [17].
However, Karapolat et al. [8] highlight that in the
acute period after the injury there is suppression
of the PTH-vitamin D axis, while during the
chronic phase, a reverse activity of PTH can be
observed. PTH values gradually increased from
the first days until 36 months after the SCI [22].
This may have possibly influenced the PTH
values found in the present study.

Albumin, creatinine and urea were evaluated
because renal function may be affected by
variations in total calcium concentrations. No
changes in albumin concentrations were
identified, as occurred in the study by Bauman et
al [20]. It is worth mentioning that ionized
calcium is the one that best demonstrates the
calcemic status [23], but we chose to use the total
calcium dosage because it presents greater



stability, is widely used in clinical practice, and
provides a good information [23].

The technique used for measure the serum
vitamin D is one of the most precise. The
technique of 25-hydroxyvitamin D by HPLC-
DAD, based on the study of Kich et al. [24],
showed to be precise and accurate with adequate
sensitivity. There are several commercial vitamin
D dosing methods cited in the literature, more
specifically 25-hydroxyvitamin D [25],
presenting pros and cons. However, studies have
shown a high variability between these
techniques, which may lead to misinterpretations
[26]. Although there are publications with
divergent opinions about the most appropriate
method, in most of them efficiency liquid
chromatography is defined as one of the best
methods, because it presents a high accuracy
[26]. Some other methods, such as competitive
binding protein assays, may overestimate the
values [27].

The comorbidities of the acute phase of SCI have
been reduced due to advances in care, however
there is still much to progress in preventing
sequels in the chronic phase of SCI. One of these
sequels is osteoporosis, which currently lacks
specific protocols for rehabilitation therapies
[28]. Understanding the complications of SCI
allows the development of therapeutic
approaches that can reduce comorbidities and
improve quality of life of the patients.

We can conclude that the levels of vitamin D in
paraplegic or tetraplegic individuals with SCI
were inversely correlated to the time elapsed
since the injury. This may be due to insufficient
sun exposure resulting from prolonged limitation
of mobility. In addition, lower levels of vitamin
D were associated to lower income. These factors
may aggravate bone loss associated with
decreased mobility and low impact activity
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resulting from SCI.

Information should be given to persons with
reduced mobility about the benefits of sun
exposure and how sun exposure should be
practiced as a prevention for vitamin D
deficiency, since it doesn’t have costs and
because the literature demonstrates that normal
levels of vitamin D prevent the complications
described above and improve quality of life.

This the first study carried out in a group of
individuals with SCI in the south region of Brazil
that evaluates parameters related to bone
metabolism. Follow-up of the studied sample
including evaluation of bone mineral density
should be performed.
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Abstract

Background: It is well known that aging and menopause are the most responsible for bone
loss although the susceptibility to osteoporosis is a multifactorial condition, including genetic
factors. The VRD gene is related to various chronic diseases and directly involved in the
maintenance of calcium and vitamin D. Polymorphisms localized in this gene have been
strongly implicated in bone mineral density. The objective was to evaluate the possible
association of the FOKI polymorphism of the VDR gene with vitamin D levels and bone
densitometry in postmenopausal women. A study with 178 postmenopausal women attended
at a bone densitometry service. A questionnaire was conducted with life style data, socio-
demographic and economic parameters, dosages of vitamin D by HPLC, bone densitometry
by the method of Dual energy X-ray Absorptiometry (DXA), genotyping of VDR gene for
research of Fokl polymorphism using the RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
technique. Results: The average age of the subjects participating in the study was 64,39 +
9,62 years, an average Body Mass Index (BMI) of 27,94 + 5,02 Kg/m? with an average
vitamin D of 24,85 + 9,06 ng/mL. A reduced bone mineral density of the femur was found in
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patients who presented the ff polymorphism (p=0,028). The 25(OH)D values showed no
difference between the polymorphisms studied; however, calcemy was higher in the ff
polymorphism. Conclusions: The studied population showed levels of vitamin D below the
recommended level, besides a profile of photoexposure not adequate to obtain the better
levels of this substance. It adds to this, the need to conduct an assessment on the form of
vitamin D supplementation for this population. The FF genotypic profile, in this study,
showed a relation with a low bone mineral density of the femur.

Key Words: vitamin D, vitamin D receptor, Fokl polymorphism, bone densitometry,
postmenopausal.

Introduction

Menopause is related to several chronic diseases due to cessation of production of the
hormone estrogen (1). With decreasing estrogen levels there is an increase in the formation
and activity of osteoclasts due to elevated RANKL levels and decreased apoptosis of
osteoclasts (2)(3)(4), leading to a significant increase in bone reabsorption triggering
accelerated bone loss (5).

Osteoporosis is a process due to the imbalance between bone formation by osteoblasts
and bone reabsorption by osteoclasts (6). In addition to the process of bone remodeling, it
needs a synchronization between osteoclasts and osteoblasts, this process is regulated by
several factors such as hormones (estrogen, parathyroid hormone (PTH)), vitamin D,
interleukins, cytokines (tumor necrosis factor alpha) and growth factors (3).

The low concentration of 25(OH)D plays an important role in the bone loss process,
because it leads to a decrease in serum levels of 1,25(OH)2D and, consequently, a decrease in
calcium absorption that increases the secretion of parathyroid hormone (PTH) (5). On the
other hand, the increase of the PTH intensifies the osteoclastic activity and the bone
reabsorption implying in cortical bone loss (5)(7), while decreases in PTH levels appear to
increase the formation of osteoblasts (8) .

With the advancement of both molecular and histological evaluation techniques, it was
possible to identify the presence of vitamin D receptors (VDR), not only in the intestine, but
in other tissues such as heart, kidneys, bones, thyroid, placenta, liver, endothelium, vascular
smooth muscle, cardiomyocytes, and brain (9)(10). VDR is understood as a nuclear
transcription factor that will mediate different physiological actions in the body (11). The
bioactive portion of vitamin D (1,25(OH)2D) can modulate the expression approximately 200
genes and, for this reason, is continually related to the most diverse types of pathologies, but
mainly, bone mineral density (12).

Allelic variants of the gene encoding the VDR gene as Apal (allele A / a), Bsml (allele B / b),
Fokl (allele F / f) and Taqgl (allele T / t) were related to bone mineral density and also to bone
loss in the elderly (13), being Fokl of greater relevance for being the most frequent (14). In
view of this relation between VRD and bone mineral density, this study aims to perform a
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comparison between the VDR gene polymorphisms and the bone densitometry test,
evaluating whether there is any association with vitamin D levels.

Methodology
Subjects

Were invited to participate women who were performing densitometry examinations
in the Department of Bone Densitometry of Hospital Sdo Lucas. After the signing of the Term
of Free and Informed Consent, the research was explained.

For collecting lifestyle information, socio-demographic parameters, socioeconomic
parameters and pertinent informations to the study was applied a brief questionnaire
developed by the author. After application of the questionnaire, had been collected a tube
containing ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) and another containing procoagulant
factor and separator gel
of each patient to obtain plasma and serum, respectively. The samples were immediately
taken to the laboratory for processing and storage of serum, plasma and leukocyte carpet at -
80 °C, being evaluated in a period of up to 60 days after the blood collection.

25(OH)D Determination

The dosage of 25(OH)D3 was performed using a plasma protein precipitation
technique. To this, 200 pL of plasma was added to 400 pL of acetonitrile containing internal
standard (D6-25-hidroxivitamin D3 20 ng/mL). After homogenization and centrifugation, an
aliquot of 25uL of the supernatant was injected into a high performance liquid
chromatography system associated with sequential mass spectrometry (LC-MS/MS). The
25-(OH)D3 was detected on a spectrometer TSQ Quantum Access MAX triple quadruple
equipped with a source of Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI), controlled by
software Xcalibur, from the Thermo Scientific.

The analysis used the column C18 (150 x 4,60 mm, dp 2,6 um) of Phenomenex
(Allcrom, United States), maintained at 60°C. The mobile phase was composed of water and
methanol mixture (10:90, v/v), with isocratic elution and flow of 0,5 mL/min. The MS
conditions were: ionization in positive mode, crown voltage of 7 kV, nitrogen gas nebulizer
with flow of 40 pA, nitrogen auxiliary gas with flow of 5 uV, argon collision gas 1,5 mTorr,
vaporizer temperature of 394 °C and capillary temperature of 202 °C. The acquisition was
performed in the MRM mode through transitions m/z 401 — 365,2 + 401 — 158,9
(quantification) and 401 — 105,1 (qualification) for the 25-OHD3, and m/z 407 — 371 +
407 — 371 105 (quantification) and 407 — 91 (qualification) for the internal standard.
Samples of calibrators were inserted into each batch of samples in the range of 5 a 100 ng/mL
and commercial control Chromsystem® 25(0OH)D3 level | and level II.
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Bone Densitometry

The densitometry analyzes were performed using the device of the Hologic W1 brand,
which has the technique of Dual energy X-ray Absorptiometry (DXA). Anatomic fields were
used, which the service uses normally, being total body, total lumbar spine (L1-L4),
individual lumbar vertebrae (L1, L2, L3 e L4) and proximal femur (regions of Total Femur,
Femoral Neck, Trocanter and Intertrochanteric zone).

Polymorphisms

For the determination of VDR gene polymorphism were realized
a DNA extraction and genotyping of the VDR gene, in which the polymorphism Fokl (New
England Biolabs, USA) determined by the PCR (Polymerase Chain Reaction) technique (265
bp) followed by the RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) technique of
changes C->T.

The conditions of the PCRs were as follows: 95°C for 2 min., followed by 35 cycles
(95°C, 30 sec.; 66°C, 30 sec.; 72°C 80 sec.) and then a final extension by 72°C 5 minutes with
the with the following oligonucleotides: direct= 5’- AGC TGG CCC TGG CAC TGA CTC TGC TCT -3’
e reverso= 5’- ATG GAA ACA CCT TGC TTC TTC TCC CTC -3’. The restriction enzyme Fokl was of
the New England Biolabs brand and it was following the protocol determined by the
manufacturer. The cleavage occurred in the sequence 5GGATG (N) ... 3 'and 3' ... CCTAC
(N) ... 5, during incubation at 37 ° C for 5 minutes which, in turn, generated fragments to
identify genotypes: ff (169 and 96 bp), FF (265 bp) or Ff (265 and 169, 96 bp). PCR and
cleavage products were analyzed on 2% agarose gel containing 2 pg / ml ethidium bromide in
TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA pH 8.0) at 100 volts for 30 minutes.

Statistical Analysis

For categorical variables the percentage and frequency and for the quantitative
variables a descriptive analysis was done obtaining the average and standard deviation.
Hardy-Weinberg equilibrium test was used to calculate allelic frequencies, which were
evaluated through the chi-square statistical test (y?). Statistical differences shall be considered
significant when p < 0,05 with a confidence interval of 95%.

Results

Initially, 205 women were interviewed and subsequently  sampled
in the Department of Bone Densitometry of Hospital S&o Lucas of PUC. Of these, 3
participants were excluded from the study because they presented values of calcium and PTH
compatible with primary hyperparathyroidism;
8 because they presented alterations in levels of urea, creatinine, PTHi or calcium differing
from the others, being considered “outliers”; and 16 because they presented altered bone
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densitometry data due to prostheses or anatomical alterations that compromised the evaluation
of these results.

Thus, the constituent population of the study was composed of 178 women who
participated in the study between the periods from December 2015 to March 2017. The
average age of the subjects of the study was 64,39 + 9,62 years, being the minimum age 42
and the maximum age 97 years. The average time of menopause was 17,2 = 10,36 years.
Regarding the anthropometric data of the participants, was observed an average height of
156,76 £ 7,09 centimeters (cm) and an average weight of 68,31 (+13,65) kilograms (Kg),
constituting an average Body Mass Index (BMI) of 27,94 (£5,02) Kg/m2. Regarding BMI, it
was found a minimum value of 17.57 and a maximum of 46.58Kg/cmz2.

With respect to educational attainment, it was identified that two (1%) participants had
not attended school, while most 57 (32%) reported having attended incompletely the first
degree. Another socioeconomic data evaluated was related to family income. In this
parameter it was identified that the majority of participants reported having up to 2 minimum
wages, 56 (31,5%), or 2 to 4 minimum wages, 56 (31,5%) as family income. While, 3 (1,7%)
participants wished not to declare income (Table 1).



Table 1- General characterization of the sample

Variable Total
178 (100%)
Age (years) 64,39 (£9,62)

Time of menopause
(years)

Weight (Kg)
Height (cm)
BMI (Kg/m?)

Income (MW)

10-20

>20

Not declared
Education

Incomplete first degree
Complete first degree

Incomplete second
degree

Complete second degree

Incomplete higher
education
Complete higher
education

Not attend school

17,2 (+10,36)

68,31 (+13,65)
156,76 (+7,09)

27,94 (£5,02)

56 (31,5%)
56 (31,5%)
37 (20,8%)
20 (11,2%)
6 (3,4%)

3 (1,7%)

57 (32%)
23 (12,9%)

7 (3,9%)

45 (25,3%)

9 (5,1%)

35 (19,7%)

2 (1,1%)

Source: The author, 2017
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Average * standard deviation are described for age, time of menopause, weight, height and
BMI; MW = minimum wage

All the biochemical parameters evaluated showed an expected physiological response.
In the general evaluation was found, calcemy 9,53 £ 0,57 mg/dL, levels of parathyroid
hormone 49,19 + 19,37 ng/mL and 25(OH)D 24,85 + 9,06 ng/mL.

Of the 178 women evaluated, it was possible to determine the vitamin D receptor
polymorphism in 116 participants. The frequency of distribution of the Fokl polymorphisms
of the vitamin D receptor, are described in the Table 2.

Table 2- Polymorphisms Fokl of the Vitamin D receptor

N %
FF 63 54
Ff 41 35
X
o ff 12 11
LL
Total 116 65,2

Source: The author, 2017

Table 3- Genotypic frequencies found Vs expected genotype frequencies

Genotypic frequency Frequency found Expected frequency
FF 54% 51%

Ff 35% 41%

ff 11% 8%

Source: The author, 2017

Based on these data, it was observed that the population is not in Hardy-Weinberg
equilibrium (Table 3).

When evaluated characteristics of the studied population according to distribution
between the Fokl polymorphisms of the vitamin D receptor, the following characteristics were
verified in the Table 4.
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Table 4- Characteristics of the studied population according to FOKI polymorphism of
the Vitamin D receptor

FF Ff ff

n=63 n=41 n=12

Average sd Average sd Average sd
Age 63,51 8,86 64,66 883 64 7,11
BMI 28,72 563 27 431 28,6 491

Number of medicines | 4,14 2,7 3,73 2,13 5,58 2,96

Lumbar T-score -1,52 1,34 -15 1,04 1,22 1,38
Lumbar Z-score -0,3 1,17 0,02 097 -04 0,74
Femur T-score -0,76 0,96 -0,94 0,93 -0,37 1,2
Femur Z-score 0,01 0,9 0,04 0,9 0,46 1,14
Calcium 9,44 0,66 9,64 059 938 0,54
Vitamin D 25,94 8,09 26,31 11,22 30,02 9,66
PTHI 51,83 27,92 49,53 19,18 45,86 21,23

sd= standard deviation; n= number of participants. Source: The author, 2017.

When performed for the assessment of the vitamin D receptor phenotypes and general
characteristics of the population studied by chi-square, it was possible to verify that
individuals with the presence of the ff polymorphism had a reduced femoral bone mineral
density when compared to the other phenotypes (p=0,028). Another finding with respect to
the studied phenotypes was the difference, also of the ff phenotype, in relation to the other
groups of calcemy levels (p=0,043). When the same parameters were evaluated by the
ANOVA method followed by the Kruskal Wallis test, it was possible to verify that the BMD
of the femur was smaller in the ff group in relation to the other phenotypes (p=0,032).

Evaluating different parameters based on the classification of vitamin D levels in the
body by the Kruskal Wallis method, was found to be significant in relation to the "presence of
disease" (p<0,01), calcium supplementation (p<0,001), education (p=0,02), lumbar T-score
(p<0,01), lumbar BMD (p=0,01), lumbar BMC (p=0,02), T-score femoral (p=0,03). Still in
this evaluation, using the Kruskal Wallis test, non-significant values were found for other
parameters considered important as for BMI (p=0,34), use of sunscreen (p=0,40), skin type
(p=0,25), family income (p=0,38), practice of physical exercise (p=0,09), femoral T-score
(p=0,23), PTHi (p=0,61) and calcium (p=0,16).
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Discussion

The aging process can bring different changes to human organisms. Among these
changes, the decrease in bone mineral density, which in women, can be seen at menopause,
being a triggering factor for the development of osteoporosis. Considering the supposed role
of environmental and genetic factors, coupled with the high frequency of cases of
osteoporosis among women, this study it was necessary to check the behavior of our
population to these criteria. It has been well studied about the relation between
polymorphisms of the vitamin D receptors and bone disorders, however there is much
discrepancy between the results found(15). Thus, the present study evaluated the vitamin D
receptor phenotypes and general characteristics of the participants.

In a study carried out in Spain by Casado-Diaz et al. in 2013, in which a high
prevalence of vitamin D deficiency was observed in the studied population, although the
average was consistent with insufficiency. This group consisted of postmenopausal women
with an average age of 57 years and an average value of vitamin D of 21,79 (£8,6) ng/dL (16).
Similarly, in our study we found a higher prevalence of vitamin D insufficiency levels, 24,85
(£9,06) ng/mL and an average age of 64,39 (£9,62) years. Similarly, in a study of Indian
postmenopausal women, country that has similar climatic characteristics to Brazil, even when
performing division between groups due to the presence or not of osteoporosis, low levels of
vitamin D were observed, being the average in the control group of 26,39 (£9,00) (17).

In the present study, the genotypic frequencies of FOKI found were 54% FF, 35% Ff e
11% ff, being that the expected frequencies were 51%, 41% e 8%, respectively. In this case, it
was observed that the population is not in equilibrium of Hardy-Weinberg. Similarly, in a
study by Mansour et al., were verified the frequencies of 68%, 18% e 14%, respectively (18).

The allelic frequency found in this study was 72% of F and 28% of f, which resembles
the result of Mansour et al., who found the variant F in 72,9% in osteoporotic (18).

Patients who had the ff polymorphism had a reduced femoral bone mineral density
when compared to the other phenotypes (p=0,028). A prospective study evaluating VDR gene
polymorphisms performed with postmenopausal women, in Egypt, found a significant
decrease in the femoral T-score (p=0,3) and a greater decrease in femoral bone mineral
density (p=0,000) in genotype Ff + ff (18), data that corroborate with the findings of the
present study. On the other hand, in a study carried out, in 2018, by Liang Zhang et al.,
through a meta-analysis, verified that the Ff genotype of Fokl, was significantly associated
with decreased bone mineral density of the femoral neck in a Caucasian population (19).

When the bone mineral densities of the lumbar spine, hip, femoral neck and forearm
were evaluated in a study performed by Ahmad et al., in 2017, it was observed that ff
polymorphisms were associated with decreased BMD (17), similar to that found in our study.

The lumbar Z-score was lower in (ff) but did not present a statistically significant
difference. In a study carried out with postmenopausal Egyptian women, it was reported that
the ff genotype was related to osteoporosis and that the FF genotype was the most found in
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postmenopausal women (18).

It is known that polymorphisms are related to ethnicity (13), however it was not
possible to perform this analysis in the study in question due to the predominance of the white
ethnic group studied (89%).

In contrast, several studies affirm that there is no association between the Fokl
polymorphism and the risk of osteoporosis (15) (16).

It is important to emphasize that this study presented as a limiting factor the quality of
information provided by the participants, since they were obtained through a questionnaire.
When evaluating, in a general way, the results referring to the studies related to vitamin D
receptor polymorphisms and their relation with possible alterations in bone mineral density it
should be taken into account that the inconsistency of the data obtained may be due to the
difficulty in obtaining a homogeneous, or simply because osteoporosis is a complex
pathology. As suggested by Vidal et al., future studies should be directed to the understanding
of environmental factors in the genetic component related to BMD (20).

Conclusions

In conclusion, it was possible to verify in our study that the Fokl polymorphism with
ff genotype is related to lower femoral BMD in postmenopausal women and that women with
this same genotype presented higher calcemy levels when compared with the other genotypes.
It is suggested, however, future studies with more homogenous populations to better
understand the relation of the environment to the factors associated with the development of
osteoporosis and the genetic profile.
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muitos casos, essa indugdo precoce ao hipoestrongenismo pode levar ao desenvolvimento de osteopenia e
osteoporose. Na

populacdo americana acima de 50 anos de idade, a frequéncia de osteoporose chega a 50%, sendo gue
80% deles séo mulheres. Mo Japéo, 49% dos individuos acometidos por esta patologia sio mulheres. Na
China, ha uma estimativa de que cerca de 88 milhdes de pacientes possuem osteoporose. Considerando
que a osteoporose & uma patologia gque acomete grande parte da populagdo idosa, especialmente as
mulheres posmenopausa,custos adicionais as politicas pablicas de salde e baixa gualidade de vida das
idosas sdo decorrentes

destas patologias. Assim, a avaliacdo de fatores envolvidos no desenvolvimento dessa patologia em nossa
populacio poderd contribuir de maneira significativa na futura prevengo e manejo da osteopenia e
osteaporose nas mulheres pos-menopausa.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Determinar o polimerfismo de genes envolvidos com a densidade mineral dssea e verificar sua relagdo com
08 niveis séricos de marcadores do

metabolismo dsseo em mulheres pés-menopausa.

Objetivo Secundario:

a)Quantificar os niveis séricos de calcio, paratormdnio (FTH), 250HD e estrogénio; b)Descrever as
frequéncias alélicas e genotipicas dos

polimorfismo dos genes do VDR, PTH, PTHR, ESRI, CASR & P2XT; c)Verificar se existe relagdo entre os
marcadores séricos & a densidade mineral

dszea; d)Verificar se ha relagdo entre o polimorfisme e a densidade mineral éssea; e)Verificar se ha relagéo
entre o polimorfismo e os marcadores
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séricos do metabolismo dsseo.

Avaliagdo dos Riscos & Beneficios:

Rizcos: Somente os riscos inerentes ao processo de colheita sanguinea estio entre os riscos previstos as
voluntarias. Podendo ser citadas a chance de um

pequeno edema e o desconforto.

Beneficios: Por meio desse estudo podera ser identificado um fator de risco para o desenvolvimento de
osteopenia & osteopoross, contribuindo para uma

melhor prevencdo dessa patologia.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

Pesquisa de muita relevincia social pelo alto indice de mulheres afetadas por essa degeneracdo dssea,
acarretando transtornos de mobilidade, que, como consequéncia podem influenciar fisica e
psicologicamente a vida de milhares de pessoas. Além de sérias implicagdes econdmicas e sociais. Porém,
gostariamos de um esclarecimento guanto & fonte viabilizadera dos recursos, pois , como colocado no
orgamento, serd custeado apenas pela pesguisadora.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Obrigada pelas recomendagdes atendidas.

Recomendagdes:
Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciacio da CONEP:

N&o

Consideragies Finais a critério do CEP:
De acordo com O parecer.
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