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RESUMO

A deficiéncia de vitamina D, reconhecida como “a vitamina do sol”, constitui
um fator de risco para o desenvolvimento de raquitismo, osteomalacia e osteoporose.
Contudo, parece também existir uma relagdo entre a deficiéncia de vitamina D e outras
doengas cronicas.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a relagdo entre a deficiéncia de
vitamina D e as doengas cardiovasculares e, simultancamente, fazer uma avaliagao
preliminar da deficiéncia de vitamina D na populagdo madeirense.

Assim, determinou-se a concentracao sérica de 25(OH)D de 100 individuos
saudaveis ¢ 94 individuos com doenga cardiovascular. A todos avaliou-se o perfil
lipidico, o valor de HA|¢ e as concentracdes séricas de glicose, insulina, fibrinogénio,
PCRhs e homocisteina. Recolheram-se, ainda, dados antropométricos e informagdes
acerca do estilo de vida.

Obteve-se uma diferenca significativa na concentragao sérica de 25(OH)D entre
controlos saudaveis e doentes cardiovasculares e constatou-se que as mulheres tinham
uma concentragdo sérica de 25(OH)D mais baixa que os homens. Verificou-se que os
individuos com niveis suficientes de vitamina D apresentavam um perfil lipidico e
concentracoes de APO B, glicose, insulina e valores de HA;c mais favoraveis.
Curiosamente, a concentracdo sérica de PCRhs e de fibrinogénio era menor nos
individuos com insuficiéncia de vitamina D, notando-se a mesma tendéncia na
concentragdo de homocisteina dos doentes cardiovasculares. Também se verificou que a
concentracdo de Lp(a) era maior nos individuos com niveis suficientes de vitamina D.
Constatou-se, ainda, que havia uma relagdo inversa entre o estado de vitamina D ¢ a
altura dos individuos.

Por ultimo, apesar da Madeira estar numa posi¢do geografica favoravel a
producdo de vitamina D durante todo o ano, verificou-se que a deficiéncia e
insuficiéncia de vitamina D s3o frequentes. Porém, importa salientar que este foi um
estudo preliminar nesse sentido e, para uma melhor avaliacdo, seria necessaria uma

amostra mais representativa da populagdo madeirense.

Palavras-chave: vitamina D, 25-hidroxivitamina D, 1,25-dihidroxivitamina D, 1a-
hidroxilase, doenca cardiovascular.



ABSTRACT

Deficiency of vitamin D, known as "vitamin of the sun", is a risk factor for the
development of rickets, osteomalacia and osteoporosis. However, it seems that vitamin
D deficiency is also related to other chronic diseases.

The aim of this study was to evaluate the relationship between vitamin D
deficiency and cardiovascular disease and, additionally, to accomplish a preliminary
assessment of vitamin D deficiency in Madeira population.

For this purpose, serum 25(OH)D was determined in 100 healthy subjects and
94 individuals with cardiovascular disease. Also, the lipid profile, HA ¢ values and
serum concentrations of glucose, insulin, fibrinogen, PCRhs and homocysteine were
evaluated. Moreover, the anthropometric data and lifestyle information were obtained.

A significant difference in serum 25(OH)D was observed between healthy
controls and cardiovascular patients and it was found that serum 25(OH)D was lower in
women than in men. Individuals with adequate levels of vitamin D had better lipid
profiles and lower APO B, glucose, insulin and HA ¢ values. Interestingly, serum
PCRhs and fibrinogen were lower in vitamin D insufficient individuals and the same
trend was observed for homocysteine concentrations in cardiovascular disease patients.
Also, Lp(a) concentrations were higher in individuals with sufficient levels of vitamin
D. Additionally, an inverse relationship between vitamin D status and height was
observed for the whole sample.

Finally, despite Madeira favorable geographic location for the production of
vitamin D all over the year, vitamin D deficiency or insufficiency are frequent.
However, this was a preliminary study and, for a better evaluation, a representative

sample of Madeira population would be required.

Keywords: vitamin D, 25-hidroxyvitamin D, 1,25-dihidroxyvitamin D, 1a-hidroxylase,

cardiovascular disease.
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1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de mortalidade em
Portugal e constituem uma das principais causas de incapacidade e de falta de qualidade
de vida. Assim, as DCV constituem um enorme desafio nos sistemas de saude, devido a
sua grande prevaléncia e aos custos elevados do seu tratamento %,

A maior parte das DCV resulta de um estilo de vida inapropriado e de fatores
de risco que podem ser modificaveis. Habitos de vida adotados por grande parte da
populagdao como o sedentarismo, o tabagismo e maus habitos alimentares sao fatores de
risco a evitar. Outros fatores de risco com grande impacto nas DCV sdo a hipertensao
arterial (HTA), a obesidade, o stress, a diabetes e a hipercolesterolemia.

Nas ultimas décadas, varios estudos tém defendido uma relagao entre as DCV e
a deficiéncia de vitamina D. A falta desta vitamina, bem conhecida como um fator de
risco para o raquitismo e para a osteoporose, tem vindo a ser relacionada com vdrias
doengas cronicas, por desempenhar inimeras fungdes bioldgicas que vao muito além do
metabolismo 6sseo 4,

No entanto, o papel da vitamina D na mortalidade e morbilidade das DCV ¢
um tema recente e controverso. Embora alguns estudos epidemiologicos sugiram uma
associacdo entre as baixas concentracdes de vitamina D e as DCV, ainda ndo se
conseguiu estabelecer uma relagdo de causa-efeito. Alguns estudos sugerem até que a
vitamina D possa ser um biomarcador do estilo de vida, uma vez que a insuficiéncia e a
deficiéncia de vitamina D tém surgido associadas a estilos de vida menos
saudaveis™7),

Este estudo pretende contribuir para um melhor conhecimento da relacdo entre

as DCV e a concentragdo sérica de vitamina D, bem como avaliar preliminarmente a

prevaléncia da deficiéncia em vitamina D, numa populagdo madeirense.



2.OBIJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Os principais objetivos deste trabalho foram determinar a relagdo entre as
baixas concentracdes de vitamina D e a doenga cardiovascular e realizar um estudo

preliminar para avaliar se existe deficiéncia de vitamina D, na populagdo madeirense.

2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Com este estudo pretendeu-se avaliar a relagdo entre a deficiéncia de vitamina
D e a doenga cardiovascular. Para o efeito, estudaram-se dois grupos de individuos
adultos. Um grupo de individuos saudaveis (controlos) e um grupo de individuos com
doenga cardiovascular (doentes).

Para cada grupo foram determinados, laboratorialmente, varios parametros de
rotina (hemograma, avaliacao das funcdes hepatica e renal) e outros pardmetros que se
encontram relacionados com a doenga cardiovascular (o perfil lipidico, HAc,
concentragdes séricas de glicose, insulina, fibrinogénio, PCRhs e homocisteina). Foi,
ainda, determinada a concentracao sérica de 25(OH)D. Para além disso, recolheram-se,
também, varios dados antropométricos e informacdes acerca do estilo de vida de todos
os individuos.

Foram analisados estatisticamente e comparados, os parametros laboratoriais e
os dados antropométricos e de estilos de vida de ambos os grupos em estudo (controlos
e doentes). Esses parametros foram relacionados com as concentra¢des de 25(OH)D.

Finalmente foram comparados dois métodos de determinacao da concentragao

sérica de 25(OH)D, a fim de avaliar as diferengas.



3.REVISAO DA LITERATURA

3.1. VITAMINA D: PERSPETIVA HISTORICA

Estima-se que a vitamina D exista ha cerca de 750 milhdes de anos e pensa-se
que esta possa ter desempenhado um papel importante na evolugao dos mamiferos.

No ser humano, a deficiéncia de vitamina D e as suas consequéncias para a
saude foram reconhecidas inicialmente com a industrializacdo do norte da Europa, a
meados do século XVII. Nesta altura, a maioria das criancas que viviam nas cidades
sobrelotadas e poluidas do norte da Europa desenvolveram raquitismo, que se
caracteriza pelo aparecimento de deformagdes Osseas, atraso do crescimento e fraqueza
muscular. Esta doenca, originada pela privacdo de exposi¢do solar, tornou-se o flagelo
da industrializa¢do do norte da Europa e EUA [8.91

Ja no século XIX verificou-se que era possivel prevenir o raquitismo com o
consumo de 6leo de figado de bacalhau, que se sabia ser rico em vitamina A, pelo que
se pensou que a falta desta vitamina era a responsavel pelo raquitismo. No entanto, veio
a verificar-se que o responsavel pela cura do raquitismo era outro composto, até entao
desconhecido, e ao qual se deu o nome de vitamina D. Posteriormente verificou-se que a
exposicao a luz solar e a luz ultravioleta (UV) artificial também prevenia e curava o
raquitismo. Foi em 1822 que se reconheceu, pela primeira vez, a importancia da
exposi¢do solar na prevencdo e cura do raquitismo tendo-se reconhecido, mais tarde,
que a radiagdo UV era a responsavel por esse efeito [*).

Mais tarde pensou-se que, se era possivel irradiar pessoas € animais com
radiagdo UV, também era possivel irradiar alimentos, iniciando-se assim a fortificagao
dos alimentos com vitamina D. O inicio da fortificacdo do leite com vitamina D foi um
passo importante que permitiu erradicar o raquitismo nos EUA e na Europa. No entanto,
na década de 1950, ocorreu um surto de hipercalcemia neonatal na Gra-Bretanha e,
embora houvesse poucas evidéncias, atribuiu-se a causa a uma possivel intoxica¢dao por
vitamina D. Esta situag¢do levou a proibi¢cdo da fortificacdo do leite com vitamina D na
Europa e, apenas recentemente, a Suécia e a Finlandia retomaram a fortificagao do leite
com vitamina D * 1%,

Atualmente a deficiéncia de vitamina D voltou a ganhar relevo e a sua

importancia tem vindo a ser estudada em condi¢des que vao muito além da satide ossea.



3.2. FONTES E SINTESE DE VITAMINA D

Tendo sido inicialmente reconhecida como uma vitamina necessdria em
pequenas quantidades para manter a homeostase do célcio e do fésforo no organismo, a
vitamina D ¢ atualmente considerada uma hormona que desempenha um papel
importante em varios processos fisiologicos ! .

Quimicamente, a vitamina D é uma hormona esteroide lipossoluvel, capaz de
exercer uma ac¢ao enddcrina, paracrina e autocrina. Uma particularidade desta vitamina
¢ o facto de poder ser obtida tanto pela sua sintese endégena como por fontes exodgenas,
através da alimentagdo. Existem vérias formas quimicas da vitamina D mas as
principais sdo a vitamina D, ou ergocalciferol e a vitamina D3 ou colecalciferol. A
designagao de vitamina D compreende tanto a vitamina D, como a D3 [12,13]

A vitamina D, ¢ a forma predominante nas plantas e invertebrados e resulta da
irradiag@o do ergoesterol pelos raios UV-B, sendo obtida apenas através da alimentagao.
No entanto, a alimentacdo ocidental ndo ¢ rica em vitamina D,, pelo que esta ¢ obtida
principalmente pelo consumo de alimentos fortificados ou pela toma de suplementos
alimentares. Por outro lado, a vitamina D3 ¢ a forma predominante no ser humano e
resulta da irradiacdo do 7-dehidrocolesterol ou pro-vitamina D; pelos raios UV-B, a
comprimentos de onda entre 290 e 315nm, convertendo-o em pré-vitamina D;. Embora
possa ser obtida através da alimentagdo, a sintese cutdnea constitui a principal fonte de
vitamina D3 (80 a 90%), uma vez que os alimentos ricos nesta vitamina s3o escassos,

destacando-se o salmao, a sardinha, o atum, os ovos, o figado de vaca e o 6leo de figado

de bacalhau (Tabela 1) '+ '2,

Tabela 1 - Principais fontes nutricionais de vitamina D '*,

Alimento Teor de vitamina D
Sardinha fresca 21 ng/100 g
Salmao 11 ng/100 g
Sardinha enlatada 8,8 ug/100 g
Gema de ovo 4,9 ng/100 g
Atum fresco 4,2 ng/100 g
Figado de vaca 1,1 ng/100 g
Atum enlatado 0,4 ng/100 g




A sintese cutanea de vitamina D3 (Figura 1) inicia-se com a irradia¢ao do 7-
dehidrocolesterol presente na pele. No ser humano, o 7-dehidrocolesterol esta presente
em todas as camadas da pele, encontrando-se cerca de 65% na epiderme e os restantes
35% na derme, pelo que ¢ na epiderme que ocorre a sintese da maior parte de pré-
vitamina D5 (cerca de 95%) !*!.

Durante a exposicao solar, o 7-dehidrocolesterol presente na pele absorve a
radiagdo UV-B e ¢é convertido em pré-vitamina D3 na membrana plasmatica dos
queratinodcitos. A pré-vitamina D3 ¢ uma molécula termolébil e, através da temperatura
da pele, sofre rapidamente uma isomerizagao que resulta na formacao de vitamina Ds.
Por outro lado, a pré-vitamina D3 também pode sofrer uma fotoconversao dando origem
a produtos biologicamente inativos como o lumiesterol e o taquiesterol, sendo este um
mecanismo importante para evitar a producdo excessiva de vitamina D, apds longos

periodos de exposigio solar ['> ',

Figura 1 - Sintese cutanea da vitamina D. Adaptado de [8] e [17]

Solar UVB radiation
(290 - 315nm)

VARV

7 - dehydrocholesterol

PreD,
Heat

Vitamin D,

Uma vez formada, a vitamina D; ¢ expulsa da célula para o meio extracelular,
sendo depois atraida para os capilares e entrando na circulagdo sanguinea. Uma vez em
circulacdo, a vitamina D serd sujeita a uma série de processos até se tornar numa

molécula biologicamente ativa (.



3.3. METABOLISMO DA VITAMINA D

A vitamina D, quer seja obtida através da alimentagdo ou sintetizada na pele, ¢
um composto biologicamente inativo e, por isso, precisa de ser metabolizada para se
tornar ativa e desempenhar diversas fungdes no organismo.

A Figura 2 ilustra o metabolismo da vitamina D. A vitamina D que ¢ obtida
através da alimentacdo (vitamina D, e vitamina D3) €é incorporada nas quilomicras e,
posteriormente, absorvida no sistema linfatico. A partir dai entra em circulagdo onde se
liga a lipoproteinas e a uma al-glicoproteina, a proteina especifica de ligagdo a vitamina
D (DBP), a qual também se liga a vitamina D3 produzida na pele. Uma vez que ¢
lipossoluvel, ¢ a ligagdo a esta proteina que permite que a vitamina D seja transportada
na corrente sanguinea .

Independentemente da fonte, a vitamina D ¢ transportada pela DBP até ao
figado e o seu excesso ¢ acumulado no tecido adiposo. O armazenamento da vitamina D
no tecido adiposo permite aumentar consideravelmente a sua semi-vida, sendo que a
vitamina D, tem uma semi-vida mais curta do que a vitamina D3 pois apresenta uma
afinidade mais baixa para a DBP !'®.

Para tornar-se biologicamente ativa a vitamina D sofre duas hidroxila¢des que,
aparentemente, estdo dependentes das enzimas do citocromo CYP450. A primeira
hidroxilagdo ocorre no figado e a segunda ocorre nos rins ['* '),

No figado, a vitamina D sofre uma hidroxilacdo no carbono 25 que ¢ catalisada
pela enzima 25-hidroxilase (25-OHase), transformando-se em 25-hidroxivitamina D
[25(OH)D] também conhecida por calcidiol %

A 25(0OH)D ¢ o principal metabolito da vitamina D em circulagdo,
apresentando um tempo de semi-vida de cerca de 15 dias. Este metabolito liga-se 8 DBP
que a transporta até aos rins, onde ocorre a segunda hidroxilagao. O complexo formado
pela 25(OH)D e pela DBP liga-se a megalina. A megalina ¢ uma proteina
transmembranar presente na membrana plasmatica das células do tibulo renal, que
pertence a familia dos recetores de lipoproteinas de baixa densidade e que atua como
um recetor celular para a DBP. A megalina ¢ responsavel pela captagdao celular do
complexo formado pela 25(OH)D e a DBP. J4 no interior da célula, a 25(OH)D ¢
libertada e transformada em 1,25-dihidroxivitamina D [1,25(OH),D)] por acdo da

enzima 1a-hidroxilase (1a-OHase)™ 2% 2!,



Por outro lado, a 25(OH)D pode ser sujeita a acdo da enzima 24-hidroxilase
(24-OHase) dando origem a 24,25-dihidroxivitamina D [24,25(OH),D], também

conhecida por 4cido calcitroico, que constitui o primeiro metabolito inativo da vitamina
D, [8.20]

Figura 2 - Metabolismo da vitamina D. Adaptado de [8] e [17]
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Ao contrario da hidroxilagdo hepatica, a hidroxilacdo renal ¢ estreitamente
regulada pelos niveis de: hormona da paratiroide (PTH), calcio, fosforo, calcitonina,
fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF23) e pela propria 1,25(0H),D %2,

A 1,25(0OH),D, também conhecida por calcitriol, ¢ a forma biologicamente
ativa da vitamina D e desempenha diversas func¢des, ndo s a nivel renal como noutros
tecidos, através da ativagao dos recetores da vitamina D (VDR) presentes nos diferentes

tecidos alvo &2,



3.4. MECANISMOS DE ACAO DA 1,25(OH),D

Durante muitos anos investigou-se a relagao entre o raquitismo ¢ a 1,25(OH),D
estudando-se, principalmente, a sua fun¢ao no metabolismo 6sseo e na regulagdo do
calcio. No entanto, nas ltimas décadas varios estudos permitiram alargar os horizontes
e atualmente sabe-se que as fungdes da 1,25(OH),D vao muito além do metabolismo
0sseo.

A 1,25(0OH),;D atua através da ativagdo dos VDR que estdo presentes num
grande nimero de células de varios tecidos, incluindo midcitos, cardiomidcitos, células
pancreaticas, células endoteliais, neur6nios, osteoblastos e células do sistema
imunitario!”’.

A Figura 3 ilustra o mecanismo de ag¢ao da 1,25(OH),D. Nas células alvo, a
1,25(0OH),D liga-se aos VDR presentes na célula, desencadeando uma translocacdo para
o nucleo e uma heterodimerizagdo com o recetor do acido retindico (RXR). O complexo
formado pela 1,25(OH),D, VDR e RXR, liga-se a sequéncias especificas do acido
desoxirribonucleico (ADN), designados por elementos de resposta da vitamina D
(VDRE), complexos esses que podem reprimir ou ativar um determinado niimero de
genes, modulando a sintese de véarias proteinas com implicagdo em diversas funcgdes

biologicas 2.

Figura 3 - Mecanismo de a¢do da 1,25(OH),D. Adaptado de [17] e [24].
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Atualmente, além de se reconhecer que a maioria dos tecidos e células do

organismo apresentam VDR, estima-se que mais de 200 genes sejam regulados, direta



ou indiretamente, pela 1,25(OH),D através dos VDR. Além disso, reconhece-se também
que a maioria dos tecidos e células do organismo expressam a la-OHase. Esta enzima ja
foi identificada na pele, colon, prostata e macrofagos ativados, entre outros tecidos e
células ),

Assim, através da expressdo da la-OHase e da ativagdo do VDR, a

1,25(0OH),D pode desempenhar uma func¢do endocrina, autécrina ou paracrina.

3.4.1. Acao enddcrina

A principal fun¢do endodcrina da 1,25(OH),D ¢ manter a homeostase do calcio
e do fosforo de forma a assegurar uma boa satide Ossea e uma mineralizagdo e
crescimento 6sseo adequados. Este equilibrio ¢ mantido através de diferentes sistemas
fisiologicos, incluindo o aumento da absor¢do intestinal destes minerais, 0 aumento da
remodelagdo dssea, o aumento da reabsor¢do renal de célcio e fosforo e, por fim, a
diminui¢do da libertagdao de PTH. A Figura 4 ilustra a agao endocrina da 1,25(OH),D.

No intestino delgado, a 1,25(OH),D interage com os VDR das células
intestinais, resultando no aumento da expressdo dos canais de cdalcio e da proteina
calbidina 9K. Isto permite que uma maior quantidade de calcio entre na célula, onde a
proteina calbidina 9k, que ¢ uma proteina de ligacdo ao calcio dependente da vitamina
D, intervém na translocagio do calcio para a circulagio (Figura 4) (*),

No osso, a 1,25(OH),D interage com os VDR dos osteoblastos e, em conjunto
com a PTH, estimula os pré-osteoclastos a transformarem-se em osteoclastos maduros.
Estes libertam acido hidrocloridrico e colagenases que dissolvem o osso e libertam
célcio e fosforo na circulacio (Figura 4) 1.

No rim, a 1,25(OH),D e a PTH estimulam a reabsor¢ao de célcio e fésforo nos
tubulos renais, diminuindo a excrecdo urinaria destes minerais. Outra a¢do endocrina
importante da 1,25(OH),D ¢ o controlo da sua propria homeostase, tanto pela supressao
de la-OHase como pela expressao de 24-OHase e pela capacidade de induzir a
expressdo de megalina nos tibulos renais. Niveis elevados de 1,25(OH),D inibem a
sintese da PTH, o que diminui a atividade da 1a-OHase e, dessa forma, a sintese de
1,25(0OH),D. Além disso, a reabsor¢ao de fosforo, que ¢ estimulada pela 1,25(OH),;D,

aumenta a libertacio do FGF23 que ativa a 24-OHase (Figura 4) ['% %,



Figura 4 - Acao enddcrina da vitamina D. Adaptado de [18].
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3.4.2. Acgdo autdcrina e paracrina

A presenca de VDR e de 10-OHase numa grande variedade de células e tecidos
permite a sintese local de 1,25(OH),D que ird desempenhar um papel importante em
muitas fungdes bioldgicas através de uma agdo autdcrina e paracrina, que vao muito
além da manutencéo da satde 6ssea '),

A 1,25(0OH),D produzida localmente liga-se aos VDR existentes na célula e, tal
como na acao enddcrina, o complexo formado pelo VDR e pela 1,25(OH),D liga-se ao
RXR, no ntcleo da célula. Este complexo liga-se ao ADN, modulando a sintese de
varias proteinas, € o excesso de 1,25(OH),D produzida localmente ¢ inativado pela agao
da 24-OHase local.

Os efeitos paracrinos e autdcrinos da 1,25(OH),D dependem do tipo de célula
que expressa os VDR e estdo ilustrados na Figura 5. Nos macrofagos e monocitos, a

1,25(0OH),D produzida localmente aumenta a expressdo de catelicidina, uma proteina

que promove a imunidade inata e que induz a destruicdo de agentes infeciosos. Além

-10 -



disso, a 1,25(OH);D produzida nos macréfagos e mondcitos pode ser libertada na
circulacdo para atuar localmente sobre os linfocitos T ativados, regulando a sintese de
citocinas e sobre os linfécitos B ativados, regulando a sintese de imunoglobulinas
(Figura 5) 191,

Na paratiroide, a 1,25(OH),D produzida localmente inibe a expressdo ¢ a
sintese da PTH. A 1,25(OH),D produzida no rim entra na circulagdo e consegue
diminuir a producdo de renina, regulando assim a pressdo sanguinea, e atua também
sobre as células B-pancreaticas, estimulando a sintese de insulina (Figura 5). Acredita-se
também que niveis adequados de 25(OH)D reduzem o risco de desenvolver alguns
cancros, como o cancro da mama, do célon e da proéstata. Isto porque a producao local
de 1,25(OH),D, nestes e outros tecidos, regula varios genes envolvidos no controlo da
proliferag¢do celular, na inibicdo da angiogénese e na indugdo da diferenciacdo celular e

da apoptose (Figura 5) ['%).

Figura S - Acdo paracrina e autocrina da 1,25(OH),D. Adaptado de [8] e [18]
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Embora ainda seja necessario estabelecer uma relagdo de causa-efeito entre a
deficiéncia de vitamina D e os efeitos ndo classicos desta vitamina, os beneficios
observados em laboratorio sdo bastante convincentes. A utilizagdo de modelos animais
em laboratério tem indicado que a 1,25(OH),D origina um amplo nimero de efeitos

exta-esqueléticos, incluindo inibi¢ao da progressao do cancro, modulagdao da imunidade
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inata, inibicdo de doengas auto-imunes e efeitos no sistema cardiovascular, pelo que se

pensa que a vitamina D desemprenha um papel importante nestas patologias **1.

3.5. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO SERICA E

DEFICIENCIA DE VITAMINA D

O estado da vitamina D no organismo ¢ avaliado pela determinagdo da
concentragdo sérica de 25(OH)D, pois este ¢ o principal metabolito da vitamina D em
circulagdo. Além disso, o tempo de semi-vida da 25(OH)D ¢ maior do que o da
1,25(0OH),D e a sua concentragdo na circulacdo ¢ cerca de 1000 vezes superior a
concentracdo de 1,25(OH),D. Outra razao importante ¢ o facto da 1,25(OH),D ser
influenciada pela PTH para regular a concentragao do célcio, o que faz com que a sua
concentragdo sérica possa estar normal ou até elevada em individuos com deficiéncia
severa de vitamina D, de forma a manter a concentragdo sérica de calcio dentro de
concentragdes normais. Pelo contrario, como a hidroxilagao hepatica ¢ pouco regulada,
a concentracao sérica de 25(OH)D reflete a quantidade de vitamina D que entra em
circulagdo e que ¢ proporcional a quantidade de vitamina D que ¢ ingerida e que ¢
produzida na pele 2.

Existe muita controvérsia a volta da definicao de deficiéncia de vitamina D.
Enquanto no passado, a deficiéncia de vitamina D era definida como o nivel de vitamina
D associado ao desenvolvimento de raquitismo, atualmente, e tendo em conta a relacdo
entre os niveis séricos de 25(OH)D e PTH, considera-se que o nivel 6timo de vitamina
D ¢ muito superior. Considera-se que este valor ¢ aquele que promove a melhor
absor¢do de célcio mantendo niveis reduzidos de PTH, permitindo assim obter o maior
beneficio para a saude 6ssea e muscular. Desta forma, surgiram os termos suficiéncia,
insuficiéncia e deficiéncia de vitamina D %1,

Apesar da dificuldade em chegar a um consenso, a maioria concorda que uma
concentracdo de 25(OH)D igual ou inferior a 50 nmol/L ou 20 ng/mL indica deficiéncia
de vitamina D, uma concentra¢do entre 57 ¢ 74 nmol/L ou 21 e 29 ng/mL indicam
insuficiéncia de vitamina D e que uma concentrag¢do acima de 75 nmol/L ou 30 ng/mL ¢
considerada suficiente. A intoxicacdo por vitamina D ¢ rara, a menos que se atinjam

valores de 25(OH)D superiores a 150 ng/mL (Tabela 2) 1'%,

-12 -



Tabela 2 - Avaliagao do estado de vitamina D

Estado de vitamina D Concentracao sérica de 25(OH)D
Deficiente <20 ng/mL
Insuficiente 21 - 29 ng/mL
Suficiente > 30 ng/mL
Risco de intoxicagao > 150 ng/mL

Atendendo aos conceitos apresentados na Tabela 2, estima-se que cerca de 1
bilido de pessoas, em todo o mundo, apresente deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina
D. Esta ¢ uma situacdo que abrange varias faixas etarias, tendo sido reportada em
criangas, adultos e idosos e que constitui um problema global que ¢ muitas vezes
subvalorizado "% '),

Existem varios fatores que condicionam a concentragdo sérica de 25(OH)D no
organismo, podendo tratar-se de fatores fisicos ou de fatores biologicos. Os fatores
fisicos sdo aqueles que condicionam a exposi¢do aos raios UV-B e que, por essa razao,
condicionam a sintese cutdnea de vitamina D; e incluem a latitude, a nebulosidade, a
poluicao, as estacdes do ano, hora do dia, o tipo de vestuario e o uso de protetor solar
(Tabela 3) ['%-2¢],

A intensidade da radiacdo UV-B que atinge a biosfera depende da quantidade
de ozono que a radiacdo solar tem de atravessar e que estd dependente do angulo solar
de zenith. A medida que este se torna mais obliquo, o percurso que os raios UV-B tém
de atravessar aumenta e, consequentemente, o ozono absorve a maioria dos fotdes UV-
B antes que estes atinjam a superficie da Terra. Isto explica a variacdo da sintese de
vitamina D com a latitude, a estacdo do ano e a hora do dia e justifica a diminui¢do da
producdo de vitamina Ds entre os meses de Novembro a Margo a latitudes acima de 37°
N ¢ abaixo de 37° S %71,

Por outro lado, os fatores biologicos sdo aqueles que, além de condicionarem a
sintese cutdnea da vitamina D3, condicionam a biodisponibilidade da vitamina D e dos
seus metabolitos e incluem condi¢des como a pigmentacao da pele, a idade, o indice de
massa corporal (IMC), sindromes de ma absor¢do intestinal, insuficiéncia hepatica,
insuficiéncia renal e a toma de alguns medicamentos (Tabela 3) [16.26]

A pigmentagdo da pele condiciona a sintese de vitamina D pois a melanina

absorve a radiagdo UV-B competindo com o 7-dehidrocolesterol. Por esta razdo, para
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produzir a mesma quantidade de vitamina D3 um individuo de pele mais escura precisa
de estar exposto ao sol durante mais tempo do que um individuo de pele mais clara. A
idade ¢ outro aspeto importante pois, com o aumento da idade, ocorre o espessamento
da pele e a diminui¢ao das reservas de 7-dehidrocolesterol. Assim, uma pessoa com 70
anos sintetiza menos cerca de 75% de vitamina D3 do que uma pessoa com 20, com uma
exposigao solar semelhante ['>27,

O IMC também ¢ outra condicionante, sendo inversamente proporcional aos

niveis séricos de 25(OH)D, provavelmente devido ao sequestro de 25(OH)D pelo tecido
adiposo "%,
Individuos com sindromes de ma absor¢ao intestinal tais como fibrose quistica,
doenca de Crohn e doenca Celiaca apresentam um risco maior de deficiéncia de
vitamina D, ¢ o mesmo acontece em individuos com insuficiéncia hepatica e
insuficiéncia renal.

Alguns medicamentos como antiepiléticos e glicocorticoides também
condicionam os niveis séricos de 25(OH)D %7,

Por ultimo, as diferentes politicas de fortificacdo dos alimentos também
constituem um fator que contribui para as variagdes dos niveis séricos de 25(OH)D. Na

Europa apenas alguns alimentos sdo enriquecidos ou fortificados com vitamina D, o que

torna ainda maior o risco de deficiéncia de vitamina D 7).

Tabela 3 - Condicdes que contribuem para a deficiéncia de vitamina D

Fatores fisicos Fatores bioldgicos
. v’ Idade
v .
Lat1tu~de v' Pigmentagdo da pele

v" Estagdo do ano v Obesidade
v i . .
v Ilj(?ltl)l ?l(;ildade v' Sindromes de ma absorg¢do intestinal
v Tino Sie vestuArio v Insuficiéncia hepatica

P v" Insuficiéncia renal
v" Uso de protetor solar v Medicamentos

A deficiéncia de vitamina D resulta no comprometimento da absorcao
intestinal de calcio, ocorrendo a absor¢do de cerca de apenas 10 a 15% de célcio e de
60% do fosforo obtido na alimentagdo. A fraca absor¢do de cdlcio resulta na diminuicao

da sua concentracdo sérica, que ¢ imediatamente reconhecida pelos sensores de calcio
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da paratiroide e que resulta no aumento da expressdo, da sintese e da secre¢do de PTH.
Esta vai atuar de forma a manter a concentracao sérica de calcio dentro da normalidade,
aumentando a reabsor¢do tubular de céalcio e promovendo a produgdo de osteoclastos
maduros para mobilizar calcio do esqueleto (* % ).

O aumento da atividade osteobldstica resulta na destruicdo do esqueleto,
causando osteopenia, osteoporose e aumentando o risco de fratura. Além disso, a pobre
mineralizacdo esquelética que ocorre na deficiéncia de vitamina D, pode provocar
raquitismo nas criangas, osteomalacia nos adultos e estd também relacionada com a
fraqueza muscular %1%,

Além das consequéncias a nivel esquelético, atualmente discutem-se possiveis
consequéncias extra-esqueléticas da deficiéncia de vitamina D. Aparentemente, a
latitudes mais altas o risco de desenvolver varios tipos de cancro, HTA, diabetes,
esclerose multipla e outras doengas auto-imunes ¢ maior e, uma vez que a latitudes mais
altas a producdo de vitamina D3 ¢ menor, pensa-se que haja alguma relacdo entre estas
doencas e a deficiéncia de vitamina D [ %],

Por esta razdo, nos ultimos anos varios estudos tém associado a deficiéncia de
vitamina D a um risco maior de desenvolver doengas crdnicas tais como alergias,

doencas auto-imunes, doengas neurodegenerativas, diferentes tipos de cancro,

inflamagao, diabetes e doengas cardiovasculares.
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3.6. VITAMINA D E O SISTEMA CARDIOVASCULAR

As DCV constituem a principal causa de mortalidade em Portugal, a
semelhanca do que acontece noutros paises da Europa e do resto do Mundo 2.

Virios estudos tém demonstrado que individuos com deficiéncia de vitamina D
sdo mais propensos a desenvolver DCV. Estudos epidemiologicos t€ém reportado uma
prevaléncia maior de HTA e de doenca corondria quanto maior a distancia do equador e
esse facto tem sido relacionado com a deficiéncia de vitamina D nessas regides 2.

Um estudo publicado em 2008, que avaliou 1739 participantes do Framingham
Offspring Study, demonstrou que niveis mais baixos de 25(OH)D estdo relacionados
com uma maior incidéncia de DCV #°),

Um outro estudo, que avaliou 18225 individuos do Health Professionals
Follow-Up Study, mostrou que os individuos com deficiéncia de 25(OH)D tinham um
risco maior de sofrer um enfarte agudo do miocardio (EAM) do que os individuos com
niveis normais de 25(OH)D P!,

A andlise dos dados do National Health and Nutrition Examination Survey 111
(NHANES III) verificou que niveis mais baixos de 25(OH)D estao associados a uma
maior mortalidade por DCV P!,

Por ultimo, o estudo de mais de 3000 participantes do Ludwigshafen Risk and
Cardiovascular Health Study (LURIC) demonstrou que niveis 6timos de 25(OH)D
diminuem a mortalidade por DCV %,

Estes ¢ outros estudos tém estabelecido uma relacdo entre a deficiéncia de
vitamina D e as DCV. Nos tultimos anos, t€ém-se feito estudos in vivo e in vitro, que
reportam efeitos diretos e indiretos da vitamina D no sistema cardiovascular e sabe-se
que a acdo da vitamina D no sistema cardiovascular ¢ possivel porque a maioria das
células e tecidos envolvidos na patogénese das DCV, nomeadamente o musculo

vascular liso, o tecido endotelial e os cardiomidcitos, expressam VDR e 1a-OHase 7. 12,

22]

A vitamina D exerce um papel importante no sistema cardiovascular através de
varios mecanismos (Figura 6). A 1,25(OH),D inibe a libertacio de citocinas
inflamatorias, evitando assim a ocorréncia de lesdes vasculares, regula os niveis de PTH
evitando a calcificacdo do miocardio e inibe a proliferacdo e migragdo das células do
musculo vascular liso, evitando a calcificagdo vascular. Além disso, pensa-se que inibe

o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), prevenindo assim a HTA e que
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desempenha um papel importante na resisténcia a insulina, condi¢cdo importante para o

desenvolvimento da Diabetes Mellitus (DM), contribuindo desta forma para controlar

importantes fatores de risco cardiovascular [22.33]

Figura 6 - Mecanismos pelos quais a vitamina D exerce um papel protetor na saude
cardiovascular

* Inibe a libertagao de citocinas inflamatorias

* Regula os niveis de PTH evitando a calcificagdo do
miocardio

* Inibe a proliferagdo e migracdo das células do musculo
vascular liso, evitando a calcifica¢do vascular

* Inibe 0 SRAA, prevenindo a HTA

* Diminui a resisténcia a insulina

T




3.6.1. Acao da vitamina D no tecido vascular e cardiaco

O sistema cardiovascular ¢ um sistema fechado, constituido pelo coragdo e
pelos vasos sanguineos. A fun¢do do coragdo ¢ bombear o sangue para 0s vasos
sanguineos, de forma a fornecer o oxigénio e os nutrientes necessarios ao organismo, e
esta capacidade de bombeamento ¢ possivel gracas a acdo dos cardiomiocitos, células
que constituem o musculo cardiaco e que sdo responsaveis pelos movimentos de
contracdo e relaxamento do coragdo B4,

Por sua vez, os vasos sanguineos sdo constituidos por trés camadas
relativamente distintas. S3o elas a tunica adventicia, que ¢ a mais externa, a tnica
média, que ¢ constituida por células musculares lisas e a tunica intima, constituida por
células endoteliais **.

O volume de sangue que circula através de um vaso pode ser regulado pela
contracdo ou relaxamento do musculo liso da tinica média. A diminuicdo do fluxo
sanguineo ¢ provocada pela vasoconstricdo, que resulta da diminuicao do didmetro do
vaso em consequéncia da contracdo do musculo liso, enquanto o aumento do fluxo
sanguineo ¢ provocado pela vasodilatagdo com o aumento do diametro do vaso, devido
ao relaxamento do miisculo vascular liso %,

O tecido endotelial, que constitui a tinica intima, também apresenta um papel
importante no funcionamento do sistema cardiovascular. As células endoteliais
revestem o interior dos vasos sanguineos, controlam a passagem de substancias para a
corrente sanguinea e respondem a estimulos fisicos e quimicos, libertando agentes
capazes de regular a hemostase, a adesdao celular, o tonus vascular e a inflamagao

vascular > 361,

Disfuncdo endotelial

Alguns fatores de risco cardiovascular tais como a HTA, a hiperglicemia, a
hipercolesterolemia e o consumo de tabaco estdo associados a disfun¢ao endotelial, que
se caracteriza por alteragdes no funcionamento normal do endotélio, resultando em
processos inflamatorios, na perda de agentes antitromboticos e no aumento de agentes
vasoconstritores € pro-tromboticos, contribuindo para o aumento da rigidez vascular e
para a formagio de placas ateroscleroticas 7.

A aterosclerose ¢ a principal causa de DCV e trata-se de um processo

complexo que envolve varios mecanismos e varios tipos de células, incluindo células do
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sistema imunitario e da parede vascular. Sdo conhecidos varios fatores de risco para o
desenvolvimento da aterosclerose e, recentemente, a deficiéncia de vitamina D tem
vindo a ser considerado um novo fator de risco ).

Viérios estudos in vivo e in vitro tém avaliado o papel da vitamina D em
resposta a lesdes no tecido cardiaco e vascular. Além da vitamina D atuar sobre varios
tecidos e oOrgdos que contribuem indiretamente para a aterosclerose, também estd
envolvida diretamente neste processo inflamatdrio. Isto porque as células envolvidas na
aterosclerose, como as células endoteliais, as células do musculo vascular liso e as
células do sistema imune expressam VDR e la-OHase, o que lhes permite sintetizar
1,25(OH),D que podera atuar de forma autdcrina ou pardcrina. Além disso, a
1,25(0OH),D parece regular varios processos fisiologicos que desempenham um papel
critico na aterosclerose, incluido proliferagdo de células endoteliais, migracdo e
diferenciagdo celular, expressio de citocinas e modulagdo da resposta imune 7 *%,

As principais alteracdes que provocam a disfun¢ao endotelial sdo a diminuigao
da producdo de 6xido nitrico e 0 aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio.
O ¢6xido nitrico ¢ uma substancia libertada pelo endotélio, que atua como vasodilatador
e como antiagregante plaquetar. Niveis reduzidos de 6xido nitrico podem resultar de
uma atividade diminuida da enzima sintetase de monoxido de azoto endotelial e estdo
relacionados com a disfun¢ao endotelial. Por outro lado, o excesso de stress oxidativo
leva ao aumento da formacao de espécies reativas de oxigénio, que irdo atuar através de
diferentes mecanismos, promovendo a disfungdo endotelial *%),

A 1,25(0OH),D desempenha um papel protetor, evitando a disfungdo endotelial,
pois tem a capacidade de aumentar a producdo de oxido nitrico e de diminuir a
formacdo de espécies reativas de oxigénio. Isto foi comprovado em culturas de células
endoteliais do corddo umbilical, onde a 1,25(OH),D estimulou a produgao de o6xido
nitrico, através da ativacdo da enzima sintetase de monoxido de azoto endotelial. Além
disso, ja foi demonstrado in vivo e in vitro que um analogo da vitamina D suprimiu
significativamente a producdo de espécies reativas de oxigénio na vasculatura,
evidenciando assim o papel antioxidante da vitamina D %4,

Outro aspeto interessante ¢ que a 1,25(OH),D parece estar envolvida na
modulacdo do ténus vascular, regulando a libertagdo de fatores constritores derivados
do endotélio. A libertagdo destes fatores ¢ um processo dependente de calcio, no qual o

influxo de calcio ativa uma enzima que converte os fosfolipidos da membrana em 4cido

araquidonico, cujos metabolitos atuam como vasoconstritores. A 1,25(OH),D controla o
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tonus vascular reduzindo o influxo de calcio nas células endoteliais e, dessa forma,
diminuindo a produ¢do de fatores constritores do endotélio. No entanto, também ja foi
comprovado que a 1,25(OH),D pode regular o tonus vascular por um processo
independente do calcio % *!.

As células do musculo vascular liso também desempenham um papel
importante na patogénese da aterosclerose através da migracdo de células da camada
média para a camada intima, alteragdes morfologicas e secrecdo de moléculas
inflamatoérias e também ja foi demonstrado que o efeito antiaterogénico da 1,25(OH),D
se estende do endotélio para o musculo vascular liso P%.

A 1,25(0OH),D também parece mediar alteragdes na producdo de proteinas
envolvidas na trombogénese, como a trombomodulina e a antitrombina, desempenhando

assim um papel antitrombético M.

Calcificacao vascular

Uma carateristica importante e quase universal da aterosclerose ¢ a calcificacao
vascular. Alguns estudos t€ém demonstrado que a transformacao osteogénica das células
do musculo vascular liso faz com que estas células segreguem uma matriz extracelular
que calcifica com o passar do tempo. Varias proteinas envolvidas na osteogénese tém
sido encontradas nas células do musculo vascular liso e nas lesdes ateroscleroticas °*).

O papel da 1,25(0OH);D na calcificagdo vascular ¢ controverso. Enquanto
alguns estudos in vitro, com células do musculo vascular liso, concluem que o
tratamento com vitamina D culmina em calcificacao vascular, outros defendem que a
vitamina D desempenha um papel protetor neste sentido. Estes dados controversos
devem-se, provavelmente, a diferencas no modelo experimental ou a dose de vitamina
D usada, o que leva a crer que haja uma margem pequena entre o efeito protetor e os

efeitos nefastos da 1,25(OH),D na calcificacio vascular %+,

Inflamacdo

A inflamacdo cronica também desempenha um papel importante na
patofisiologia da aterosclerose e, por isso, as células do sistema imune desempenham
um papel importante na saude vascular, através da producdo de citocinas e subsequente

imunomodelagdo e inflamacdo .
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E possivel encontrar varias células do sistema imune nas lesdes aterosclerdticas
e, enquanto umas iniciam a resposta inflamatdria produzindo citocinas com efeito pro-
aterogénico, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a), a interleucina 6 (IL-6) ¢ a
interleucina 12 (IL-12), outras segregam citocinas com efeito antiaterogénico como a
interleucina 5 (IL-5), a interleucina 10 (IL-10) e a interleucina 13 (IL-13), neutralizando
o efeito aterogénico das anteriores. A literatura sugere que a 1,25(OH),D altera a
resposta imune neutralizando o efeito aterogénico, atuando de forma a diminuir a
expressdo de TNF-a e IL-6 ¢ aumentando a expressio de IL-10 7 2!

A secrecdo de citocinas inflamatorias pelas células endoteliais e pelos
macrofagos induz a producdo de substancias cuja concentracdo pode ser determinada na
circulacao sanguinea, tais como a proteina C reativa (PCR) e o fibrinogénio.

O fibrinogénio e os seus metabolitos podem desencadear a disfuncao endotelial
e parecem estar envolvidos na formacao de placas ateroscleroticas durante as primeiras
fases da doenga coronaria. Devido a diminui¢ao da concentra¢do de plasminogénio e da
atividade fibrinolitica, muitas vezes as lesOes ateroscleroticas contém grandes
quantidades de fibrina, quer de forma intacta na superficie da placa, quer de forma
dispersa e difusa por toda a placa [*¥.

Por outro lado, a PCR ¢é o biomarcador inflamatério mais extensamente
estudado na doenga coronaria. No entanto, sendo um marcador inespecifico, a
inflamacao de outros tecidos e 6rgaos confundem a relacao plasmatica deste marcador
com o processo inflamatorio da aterosclerose. Assim surgiu a necessidade de
desenvolver metodologias de alta sensibilidade que permitissem detetar pequenas
variagcoes na concentragdo da PCR plasmatica. O termo PCR de alta sensibilidade
(PCRhs) refere-se ao método que permite detetar concentragdes muito baixas de PCR e,
por isso, deve ser o método laboratorial utilizado quando se pretende avaliar a
inflamagio vascular cronica da aterosclerose .

Sdo cada vez mais as evidéncias de que, além de ser um marcador inflamatorio,
a PCR também atua diretamente no processo aterogénico, induzindo a producao de

moléculas de adesdo, a producdo de fator tecidular nos monocitos, a oxidacao do

colesterol das LDL e atenuando a producdo de 6xido nitrico, entre outros mecanismos
[45]
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Hiperhomocisteinemia

Outro fator de risco cardiovascular que tem vindo a ser avaliado ¢ a
hiperhomocisteinemia. A homocisteina influencia varias respostas a nivel vascular e
alguns estudos sugerem que a homocisteina reduz a biodisponibilidade do 6xido nitrico
e desencadeia danos no endotélio. Estudos epidemiologicos sugerem que mesmo
pequenas elevacdes dos niveis séricos de homocisteina aumentam o risco de
desenvolver aterosclerose. No entanto, este pode ser um fator de risco modificavel

através da suplementagio com écido folico B¢ 7.

Dislipidemia

A dislipidémia ¢ um dos fatores de risco mais conhecidos para o
desenvolvimento da doenga coronaria. Niveis elevados de colesterol total e de colesterol
das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) resultam em disfungao endotelial. Alguns
estudos verificaram que os niveis de colesterol total, mesmo quando dentro do intervalo
considerado normal, estdo inversamente relacionados com a vasodilatagdo. Isto sugere
que diminuir os niveis de colesterol total pode estimular a producao de 6xido nitrico e
melhorar a disfuncdo endotelial *”.

As normas do National Cholesterol Education Program e da American Heart
Association indicam como principal alvo terapéutico na prevencdo das DCV a
diminui¢do dos niveis de colesterol das LDL. No entanto, tem surgido a necessidade de
desenvolver novos alvos terapéuticos, o que tem aumentando o estudo de outras
particulas aterogénicas como a lipoproteina A (Lp(a)) e a apolipoproteina B (APO
B)M¢.

A Lp(a) ¢ uma lipoproteina semelhante as LDL e, embora a sua funcdo
fisiologica ainda nao seja bem conhecida, a sua semelhanca estrutural com o
plasminogénio faz com que esta compita com o local de ligacao deste, reduzindo a
fibrindlise e desempenhando um papel trombogénico, estabelecendo-se assim uma forte
relacdo entre os niveis plasmaticos de Lp(a) e a doenga corondria [46],

A APO B ¢ uma apolipoproteina presente em todas as fragdes de lipoproteinas
aterogénicas e ¢ responsavel por transportar o colesterol para os tecidos, podendo levar
a sua acumulacdo nas artérias e constituindo assim um fator importante no

. 4
desenvolvimento da aterosclerose 7.
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Virios estudos tém associado a deficiéncia de vitamina D com elevados niveis
de colesterol total, colesterol das LDL e triglicéridos e a baixos niveis de colesterol das
lipoproteinas de alta densidade (HDL) **.

Além disso, foi demonstrado que a 25(OH)D pode ser transportada por
particulas de LDL e entrar em varias células, incluindo monocitos, através dos recetores
de LDL. Assim, quando os mondcitos migram e se transformam em células espumosas,
a 25(OH)D fica acumulada no espago subendotelial ou na placa aterosclerética e, caso
ainda ndo esteja, pode transformar-se na sua forma ativa. A 1,25(OH)2D consegue
alterar a expressdo genética dos macrdfagos, influenciando a expressdo de uma
variedade de fatores implicados no processo aterosclerdtico, desempenhando um papel

protetor 1,

Tecido cardiaco

Além de atuar sobre o sistema endotelial, a vitamina D também parece atuar
sobre os cardiomiocitos. J4 foi demonstrado que a 1,25(OH),D influencia o
crescimento, a proliferagdo e a morfologia dos cardiomiocitos de ratinhos e que o
tratamento com 1,25(OH),D aumenta a expressdo da miotrofina, uma proteina do
musculo cardiaco, e diminui a expressdo do péptido natriurético atrial, um marcador
bioquimico inversamente relacionado com a fun¢io cardiaca **).

Alguns estudos demonstraram que ratinhos sem VDR apresentam uma
expressdo aumentada das metaloproteinases, que sdo proteinas que contribuem para
uma remodelagdo aberrante dos cardiomiocitos. Esses ratinhos apresentam movimentos
de contracdo e relaxamento cardiaco comprometidos e desenvolvem hipertrofia
ventricular % 3"3% 3],

Assim, considera-se que a 1,25(OH),D ¢ uma hormona importante na

modulacdo e manutencdo da funcdo e estrutura das células cardiacas “*”.
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3.6.2. Acdo da vitamina D na pressao arterial

A HTA ¢ uma doenga cronica na qual a pressdo sanguinea se mantém
constantemente elevada. E importante manter a pressdo arterial dentro dos valores
normais para garantir o funcionamento eficiente de varios 6rgdos vitais como o coragao,
o cérebro e os rins. Segundo as recomendacgdes da Organizacdo Mundial de Satde, a
HTA ¢ definida por uma pressao arterial sistolica (PAS) igual ou superior a 140 mmHg
e/ou uma pressio arterial diastolica (PAD) igual ou superior a 90 mmHg °* >,

A HTA pode ser provocada por condigdes endocrinas como o
hiperparatiroidismo ou por uma atividade aumentada do SRAA e, além disso, alguns
habitos relacionados com um estilo de vida pouco saudavel como o sedentarismo, o
consumo de tabaco, o excesso de alcool e o aporte excessivo de sal sao importantes
fatores de risco para o desenvolvimento da HTA.

A HTA constitui um dos principais fatores de risco para as DCV e, como
doenca cronica que ¢, necessita de uma terapéutica adequada e uma vigilancia
constante.

O efeito que a vitamina D exerce sobre a pressdo arterial representa um dos
mecanismos responsaveis pela ligacdo da vitamina D as DCV. A ac¢do anti-hipertensiva
da vitamina D inclui a supressio do SRAA, a prevencao do hiperparatiroidismo
secundario, o seu efeito renoprotetor € a sua acao sobre as células vasculares. Como ja
foi referido anteriormente, a la-OHase ¢ expressa nas células endoteliais e nas células
do musculo vascular liso e sabe-se que ambas desempenham um papel importante na
génese da HTA '),

A supressao do SRAA parece ser o principal mecanismo anti-hipertensivo da
vitamina D. Cada vez s3o mais as evidéncias que sugerem que a 1,25(OH),D regula a
pressdo sanguinea através do controlo do SRAA. Este é um sistema em cascata que esta
envolvido na manuten¢do da pressao arterial, na homeostase dos eletrélitos e no volume
intravascular °7),

O primeiro componente dessa cascata ¢ a renina. A renina ¢ uma protease
sintetizada e segregada maioritariamente pelos nefrénios, que converte o
angiotensinogénio em angiotensina I que, por sua vez, ¢ convertida em angiotensina II
por agdo da enzima conversora da angiotensina (ECA). A angiotensina II ¢ o efetor
principal do SRAA e interage com os recetores de angiotensina Il em varios tecidos,

incluindo o cérebro, coragdo, rins, glandulas adrenais e vasos periféricos e, além disso,
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estimula a secrecdo de aldosterona pelo cortex supra-renal. Isto resulta em
vasoconstricdo e na retencdo de agua e de sais, levando assim ao aumento da pressao
arterial %7

A estimulagdo inadequada do SRAA tem sido relacionada com a HTA, ataque
cardiaco e acidente vascular cerebral. Alguns estudos tém demonstrado que a
1,25(OH),D atua como regulador negativo do SRAA, facto este que foi demonstrado
em 2002 num estudo onde se examinaram ratinhos sem VDR e onde se verificou que
estes apresentavam niveis elevados de renina, que se manifestavam com HTA e
hipertrofia cardiaca > ",

Estudos em humanos também tém constatado uma relagdo entre a deficiéncia
de vitamina D e uma atividade aumentada do SRAA. Além disso, a 1,25(OH),D
aparenta ter um mecanismo de acdo sobre a angiotensina II semelhante ao dos
inibidores da ECA %%,

Além do efeito da 1,25(OH),D sobre o SRAA, também o hiperparatiroidismo
secundario e a hipocalcémia parecem estar relacionados com a HTA. Contudo, o
mecanismo pelo qual isto ocorre ainda ndo estd bem definido, pensando-se que isto
acontece porque a PTH atua sobre as células endoteliais, aumentando a rigidez arterial e
induzindo a ocorréncia de danos aterosclerdticos. No entanto, sdo necessarios mais

estudos para clarificar o papel da PTH sobre o sistema cardiovascular e conhecer

melhor o seu efeito sobre a pressdo arterial P°°.
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3.6.3. Acao da vitamina D na Diabetes Mellitus

O termo Diabetes Mellitus (DM) descreve uma doenga metabolica caraterizada
por uma hiperglicemia cronica e que resulta da deficiéncia da secre¢do e/ou da agdo da
insulina. Os principais tipos de DM sdo a DM tipo 1 e a DM tipo 2.

Sao varios os mecanismos envolvidos na patogénese da DM. Enquanto a DM
tipo 1 ¢ uma doenca de natureza multifatorial que resulta na destrui¢ao auto-imune dos
ilhéus de Langerhans, na DM tipo 2 ocorrem vdrias alteragdes que resultam na
resisténcia da acdo da insulina nas células alvo e na disfun¢do das células B-pancreaticas
[611

A longo prazo, a DM esta associada a varios danos que incluem a disfungao ou
faléncia de varios orgaos, principalmente dos olhos, rins, coracdo € vasos sanguineos.
Assim, a DM constitui um dos fatores de risco para o desenvolvimento de DCV.

A monitorizagdo da DM pode ser feita através da determinacdo da
hemoglobina glicada (HA¢). Esta determinagdo permite avaliar a concentracdo média
de glicose durante, aproximadamente, as ultimas 6 a 8 semanas e apresenta uma relagao
mais estreita com o risco de desenvolver complicagdes do que as determinagdes
pontuais de glicémia. Ja foi demonstrado que a HA ¢ esta relacionada com o risco de
desenvolver DCV, mesmo entre individuos aparentemente saudaveis e nao diabéticos,
podendo constituir um importante marcador precoce das DCV 1.

Nos ultimos anos, também o papel que a vitamina D desempenha sobre o
metabolismo da glicose tem despertado um interesse crescente. Uma das razdes para
esta ligacdo ¢ o facto do pancreas expressar VDR e la-OHase, o que lhe permite
produzir 1,25(OH),D que ird atuar de forma paréacrina ou autdcrina.

O papel que a 1,25(OH),D desempenha na DM tipo 1 parece estar relacionado
com as suas propriedades imunomoduladoras, que inibem a produgdo das citocinas,
nomeadamente a interleucina 2 (IL-2) e o interferdio gama (INF-y), que ativam os
macrofagos e as células T citotoxicas, levando a destruicdo dos ilhéus de Langerhans!®'.

No caso da DM tipo 2, pensa-se que a 1,25(OH),D possa ter uma agdo direta
sobre as células B-pancredticas, promovendo a sintese de insulina pela ativacdo do gene
da insulina e melhorando a sensibilidade a insulina ao aumentar a expressao dos
recetores de insulina nos tecidos alvo. Parece também desempenhar uma agdo indireta,
através da homeostase do célcio e do influxo de célcio nas células, mecanismo este que

¢ importante na sintese e secrego de insulina ** ** ]
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Tém sido desenvolvidos alguns estudos para investigar o papel da vitamina D
na resisténcia a insulina. Um dos primeiros estudos realizados neste ambito foi
publicado em 1980, quando Anthony W. Norman e a sua equipa constataram que
ratinhos com deficiéncia de vitamina D segregam insulina de forma inadequada e que a
secre¢dao normal de insulina ¢ retomada com suplementacdo de vitamina D [631,

Em humanos, a deficiéncia de vitamina D tem sido relacionada com uma
incidéncia maior de resisténcia a insulina e, consequentemente, com um risco maior de
desenvolver DM 4,

A deficiéncia de vitamina D ¢ uma condi¢do mais comum em individuos com
DM tipo 2 do que em individuos saudaveis e, além disso, a administracdo de
suplementos de vitamina D durante a infancia parece reduzir o risco de desenvolver DM
tipo 1. Até ao momento, os efeitos anti-inflamatorios e imunomoduladores da vitamina
D parecem melhorar a patofisiologia auto-imune da DM tipo 1 e atenuar a inflamacdo

crénica que parece contribuir para aumentar a resisténcia a insulina na DM tipo 2 ¢'-6],
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4. METODOLOGIA

4.1. RECRUTAMENTO E SELECAO DE PARTICIPANTES

Os participantes deste estudo foram recrutados na Unidade de Investigacdo do
Hospital Dr. Nélio Mendonga, quando estes se deslocaram a referida unidade para as
consultas de follow-up do projeto GENEMACOR, que ali decorre.

O recrutamento dos participantes decorreu entre Novembro de 2013 e Outubro
de 2014.

O protocolo do estudo obteve a aprovagio da Comissdo de Etica do Hospital
Dr. Nélio Mendonga e todos os participantes, um total de 412 individuos, assinaram o
documento de Consentimento Informado (Anexo 3) apds lhes ter sido entregue o
documento de Informagao ao Sujeito da Investigacdo (Anexo 1 e 2) e de lhes terem sido
prestados todos os esclarecimentos que entenderam pertinentes.

A populagdo do estudo foi dividida em dois grupos. Um grupo de individuos
com historia prévia de EAM ou doenca corondria confirmada por angiografia coronaria
com pelo menos 75% de obstrug¢do de um dos vasos corondrios € um grupo de
individuos saudaveis, sem doenga cardiaca, HTA, DM ou qualquer outra doenca
cronica. Foram considerados critérios de exclusdo para ambos os grupos a insuficiéncia
hepatica, insuficiéncia renal, sindromes de ma absorcao intestinal, cancro, doenga auto-
imune, doen¢a neurodegenerativa e a ingestdo de suplementos de vitamina D, (-
caroteno, vitamina A, vitamina E e tratamento com anticoagulantes.

Apo6s a aplicagdo dos critérios de exclusdo, 194 individuos permaneceram
elegiveis.

Dos 194 individuos selecionados, 94 constituiram o grupo de doentes
cardiovasculares e os restantes 100 individuos constituiram o grupo de controlos.

A todos os individuos que integraram o estudo foi aplicado um protocolo que

envolvia avaliacao fisica, preenchimento de um questionario e exames laboratoriais.

4.2. RECOLHA DE DADOS

4.2.1. Questionarios
A todos os participantes foi pedido para responder a um breve questionario
(Anexo 4) com o qual se pretendeu obter informagdo acerca das caracteristicas dos

individuos, tais como estilo de vida (habitos tabagicos, ingestdo de alcool, atividade



fisica, e exposicdo solar), historia de doenga crdonica (doenga cardiaca, HTA, DM,
cancro, doenga auto-imune, neurodegenerativa, hepatica ou renal), tipo de alimentagdo e

ingestao de suplementos vitaminicos.

Habitos tabdgicos e consumo de dlcool

Foram considerados ndo fumadores os individuos que nunca fumaram ou que
deixaram de fumar ha mais de cinco anos e considerou-se presente o consumo de alcool

quando este sucede com uma frequéncia igual ou superior a uma vez por semana.

Atividade fisica

Foi pedido aos individuos para referirem o tipo de atividade fisica que praticam
habitualmente (moderada e/ou intensa) e a sua duragao.

As perguntas foram adaptadas do [International Physical Activity
Questionnaire, desenvolvido pela Organizacdo Mundial de Saude e as respostas
serviram para calcular o tempo médio de atividade fisica moderada e/ou intensa
praticada pelo individuo ao longo da semana.

Os individuos foram classificados quanto a atividade fisica como muito ativos,
ativos, irregularmente ativos e sedentarios, segundo as recomendagdes globais para a

atividade fisica e saude da Organizacio Mundial de Saude [*°!.

Alimentacdo

Os individuos indicaram com que frequéncia consumiam alimentos ricos em
vitamina D (salmao, sardinha, atum, ovos e figado de vaca).

O consumo de alimentos ricos em vitamina D foi considerado muito frequente
quando ocorria quatro vezes por semana ou mais, frequente quando acontecia com uma
regularidade de uma a trés vezes por semana e raro quando se verificava menos do que
quatro vezes por més.

Foram excluidos todos os individuos que afirmaram tomar ou ter tomado

suplementos vitaminicos nos ultimos 12 meses.

Exposicdo solar

A literatura sugere que a exposicao dos bragos e das pernas durante 5 a 30

minutos por dia, entre as 10h00 e as 15h00, duas vezes por semana, ¢ suficiente para

manter niveis suficientes de vitamina D '),
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No entanto, como ndo foi possivel saber de forma exata se os individuos
mantinham sempre uma exposi¢ao de bragos e pernas, a exposicao solar foi considerada
elevada quando os individuos afirmaram estar expostos a luz solar durante mais de uma
hora por dia, moderada quando afirmaram manter uma exposi¢ao solar com uma
duracdo entre 30 e 60 minutos por dia e baixa quando afirmaram ficar expostos ao sol

por um periodo inferior a 30 minutos por dia.

4.2.2. Exames antropometricos

Determinacdo da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca

A pressdo arterial e frequéncia cardiaca foram medidas no brago direito, com
recurso a um esfigmomandmetro automatico (OMROM M6 Comfort). Apds 10 minutos
de repouso com o individuo em posicao sentada, foram efetuadas trés medi¢des, com
dois minutos de intervalo entre cada uma delas e calculou-se a média aritmética.

Os individuos foram classificados como hipertensos caso estivessem a tomar
medicacdo anti-hipertensora ou apresentassem uma PAS igual ou superior a 140 mmHg
e/ou uma PAD igual ou superior a 90 mmHg, de acordo com as recomendagdes da
Organiza¢ao Mundial de Saude e das guidelines da Sociedade Europeia da Hipertensao

e da Sociedade Europeia de Cardiologia °*°),

Registo da massa corporal, altura, perimetro abdominal e IMC

A massa corporal foi determinada com o individuo descalgo e com roupas
leves, com recurso a uma balanc¢a (Krups). Esta medi¢do foi determinada com um erro
de 50g.

A altura foi registada de acordo com a informacao descrita na ficha clinica do
individuo.

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado de acordo com a seguinte

formula:

massa corporal (Kg)

IMC =
altura (m)?

O perimetro abdominal foi medido com o individuo na posi¢ao vertical, com

recurso a uma fita antropométrica colocada no ponto médio entre o rebordo inferior da
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ultima costela e a crista iliaca, apos expira¢do do ar pulmonar. Os individuos foram
. . 2 ’

considerados obesos para valores de IMC superiores a 30 kg/m” e o perimetro

abdominal foi considerado elevado para valores superiores a 102 ¢cm nos homens e 88

cm nas mulheres, de acordo com as orientagdes da Organizagdo Mundial de Satude 671,

4.3. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

4.3.1. Recolha de sangue

Foram solicitadas analises laboratoriais especificas a todos os individuos que
integraram o estudo. A recolha de sangue foi realizada no Servigo de Patologia Clinica
do Hospital Dr. Nélio Mendonga, por profissionais devidamente qualificados, apds 12
horas de jejum, como confirmado verbalmente por cada um dos individuos.

As amostras de sangue foram obtidas por puncdo venosa utilizando-se o
sistema de vacuo Vacuette® (Greiner Bio-One, Austria).

O sangue foi colhido em tubos devidamente identificados. A todos os
participantes foi colhido um tubo de 3 mL contendo acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) (Vacuette® K3;EDTA, Ref.454086), um tubo de 3 mL contendo citrato de
sodio (Vacuette® 9NC Coagulation sodium citrate 3,2%, Ref.454325) e um tubo seco
de 5 mL (Vacuette® Z Serum Sep Clot Activator, Ref.456018).

O tubo de EDTA foi processado de seguida para a determinacdo do
Hemograma e da HAjc. O tubo de citrato de sédio foi centrifugado na centrifuga
Heraeus Megafuge 16R (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) a 3500 rpm durante 15
minutos, para obtencao de plasma para o doseamento de fibrinogénio. O tubo seco foi
deixado em repouso a temperatura ambiente e na posi¢do vertical durante meia hora,
para facilitar a retragdo do coagulo. Apds este tempo, o tubo seco foi centrifugado na
centrifuga Heraecus Megafuge 16R (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) a 4200 rpm
durante 8 minutos para a obtenc¢do de soro.

O soro isolado de cada amostra foi transferido para microtubos devidamente
identificados, para a determinacdo da 25(OH)D, insulina, APO B, Lp(a), PCRhs e
homocisteina. De cada amostra foram realizadas duas aliquotas com 500 pL de soro,
que foram conservadas a -20°C até ao seu processamento. O restante soro foi
processado no proprio dia para a determinagdo de varios parametros bioquimicos de
rotina, que serviram para complementar a informacado clinica dos individuos (glicose,

proteinas totais, albumina, bilirrubina, fosfatase alcalina, gamaglutamiltransferase
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(GGT), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia,

creatinina, colesterol total, colesterol das HDL, colesterol das LDL e triglicéridos).

4.3.2. Testes laboratoriais

Hemograma

O hemograma foi realizado no contador automatico Coulter LH780 (Beckman
Coulter Inc, EUA). O funcionamento deste equipamento baseia-se no Principio de
Coulter, que utiliza a impedancia elétrica para medir o volume das particulas.

Neste equipamento, uma suspensao de células sanguineas atravessa um
pequeno orificio, de tamanho definido, em simultineo com uma corrente elétrica.
Quando as células passam individualmente pelo orificio iniciam uma alteracdo da
impedancia, de acordo com o tamanho da célula, permitindo ao sistema fazer a

contagem das células individuais e fornecer a distribui¢do das células por tamanho.

HA,c

A HA|c foi determinada no analisador VARIANT II TURBO (Bio-Rad
Laboratories Inc, EUA), um equipamento totalmente automatizado, que utiliza o
principio de cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC). Foi utilizado o kit HA|.
2.0, Ref.270-2455EX (Bio-Rad Laboratories Inc, EUA).

O VARIANT TURBO II ¢ composto por dois modulos: uma estagdo
cromatografica e um moédulo de pipetagem de amostras. As amostras sdo diluidas
automaticamente no modulo de pipetagem e introduzidas na coluna analitica através de
uma injecao automatica. Na estacdo cromatografica, duas bombas fornecem solucao
tampao a coluna analitica e as hemoglobinas sdo separadas de acordo com a sua forga
i6nica. Depois da separacdo, as hemoglobinas passam por um fotdmetro, onde a
absorvancia ¢ medida.

Os dados obtidos sdo transmitidos para o sofiware do equipamento e o valor da

HA ¢ ¢ calculado com base na curva de calibragdo gerada para este teste.

Fibrinogenio

O fibrinogénio foi determinado utilizando o kit Fibrinogen C, Ref.0020301100
(Instrumentation Laboratory Company, EUA), no analisador ACL TOP 700

(Instrumentation Laboratory Company, EUA), com base método de Clauss.
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Este método avalia a taxa de conversao de fibrinogénio em fibrina, utilizando
um excesso de trombina no plasma diluido. Quando um excesso de trombina ¢
adicionado a um plasma diluido, o tempo de coagulacdo é inversamente proporcional a
concentracgdo de fibrinogénio na amostra.

Posteriormente, o tempo de coagulagdo obtido ¢ comparado com uma
preparagao de fibrinogénio padronizada e a concentracdao de fibrinogénio na amostra ¢

calculada.

25(0OH)D

A concentragdo  sérica de 25(OH)D  foi  determinada  por
eletroquimioluminescéncia no autoanalisador Cobas e411 (Roche Diagnostics GmbH,
Alemanha) (Figura 7), por um principio de imunocompeticdo. Foi utilizado o kit

Vitamin D Total, Ref.05894913 190 (Roche Diagnostics GmbH, Alemanha).

Figura 7 - Cobas e411 (Roche Diagnostics GmbH, Alemanha)

O principio do teste esta ilustrado na Figura 8. Na primeira etapa, a amostra ¢
incubada com um reagente de pré-tratamento e a 25(OH)D ligada ¢ libertada da proteina
de ligacdo da vitamina D. Numa segunda incubacdo, a amostra ¢ pré-tratada com uma
proteina de ligagdo a vitamina D marcada com ruténio, formando-se um complexo entre
a 25(0OH)D e a proteina de ligagdo a vitamina D rutenilada.

Na 3% incubacdo, sdao adicionadas microparticulas revestidas com
estreptovidina de vitamina D marcadas com biotina. Assim, as proteinas de ligagcdo a
vitamina D marcadas com ruténio ndo ligadas ficam ocupadas. Depois forma-se um
complexo, constituido pela proteina de ligacdo a vitamina D rutenilada e da vitamina D

biotinilada, que se liga a fase s6lida, pela interacao da biotina com a estreptavidina.
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A mistura da reagdo ¢ aspirada para a célula de leitura, onde as microparticulas
sao fixadas magneticamente a superficie do elétrodo, e os elementos nao ligados sao
removidos. A emissdo de uma corrente elétrica ao elétrodo induz uma emissdo

quimioluminescente que ¢ medida por um fotomultiplicador.

Figura 8 - Principio de imunocompeticao para a determinacao da 25(OH)D

Natural VDBP Denaturated VDBP

> Pretreatment 5VY + Ruthenylated-VDBP Q + 25(0OH)D-Bi @
FON() e 0 — —_
Sample, PT1, R1, 9 min R2, Beads, 9min
PT2, 9 min
(R

25(0H)D-Bi =
biotinylated vitamin D (25-OH)

VDBP = Vitamin D binding protein
PT1, PT2 = pre-treatment components Ruthenylated VDBP

Os resultados da concentracdo de 25(OH)D sdo expressos em ng/mL e sdo
determinados com base numa curva de calibragdo gerada especificamente pelo
analisador, através de uma calibracdo de dois pontos, € numa curva principal incluida no
codigo de barras do reagente. O intervalo de detecdo do teste ¢ de 3 a 70 ng/mL

O nivel sérico de 25(OH)D foi considerado deficiente para valores iguais ou
inferiores a 20 ng/mL, insuficiente para valores entre 21 e 29 ng/mL e suficiente para

Lo - 10,25
valores iguais ou superiores a 30 ng/mL %%,

Insulina

A insulina foi determinada por quimioluminescéncia no autoanalisador Unicel
DXI 800 (Beckman Coulter Inc, EUA) pelo principio de sandwich.

A amostra ¢ misturada com um conjugado e com particulas paramagnéticas
revestidas de anticorpos monoclonais anti-insulina. A insulina sérica liga-se ao
anticorpo na fase solida, enquanto o conjugado reage com outro sitio da molécula de
insulina. Apds incubagdo, o material ligado a fase sélida ¢ mantido num campo
magnético, enquanto o material nao ligado ¢ lavado e desprezado. Depois, ¢ adicionado
um substrato quimioluminescente ¢ a luz gerada na reagdo ¢ medida com um
luminémetro. A intensidade da luz ¢ diretamente proporcional a concentragdo de

insulina na amostra.
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A determinacdo da concentracdo sérica de insulina serviu para calcular a
resisténcia a insulina aplicando o Homeostatic Model Assessment (HOMA), através da
seguinte formula:

Glicose (mg/dl) X Insulina (nU/ml)
405

HOMA =

Os valores de HOMA foram considerados normais quando inferiores a 2,33
[68]

Parametros bioguimicos de rotina

Os restantes parametros bioquimicos foram determinados no autoanalisador
AUS5400 (Beckman Coulter Inc, EUA). Este analisador, totalmente automatizado, faz a
determinagdo de diversos testes bioquimicos por um principio espectrofotométrico,
através de reagdes colorimétricas, imunoturbidimétricas, enzimaticas e cinéticas.

Os reagentes utilizados foram adquiridos a Beckman Coulter e ndo carecem de
preparagdo. Apos a calibracdo dos lotes de reagente em uso, os valores da concentracdo
foram obtidos automaticamente para cada analito, com recurso a respetiva curva de

calibracao que ¢ guardada na base de dados do equipamento

Reacoes cinéticas

Ureia

Para a determinacao da ureia usou-se o kit UREA, Ref.OSR6234 (Beckman
Coulter Inc, EUA) A ureia foi determinada pelo método da urease. Neste método a ureia
¢ hidrolisada na presenca de agua e urease para produzir amoénia e didxido de carbono.
O amoniaco produzido nesta reagdo combina com 2-oxoglutarato e com nicotinamida
adenina dinucleotido na sua forma reduzida (NADH) na presenca de glutamato-
desidrogenase para produzir glutamato e nicotinamida adenina dinucledtido na sua
forma oxidada (NAD"). A redugdo da absorvancia de NADH por unidade de tempo ¢

proporcional a concentracdo de ureia na amostra.

Creatinina
A creatinina foi determinada pelo método de Jaffé, utilizando o kit
CREATININE, Ref.OSR6178 (Beckman Coulter Inc, EUA). Neste método, a creatinina

reage com o acido picrico em meio alcalino, formando um complexo alaranjado. A taxa
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de alterag@o na absorvancia a 520 e 800 nm ¢ proporcional a concentragdo de creatinina

na amostra.

Fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada com o kit ALP, Ref. OSR6104

(Beckman Coulter Inc, EUA). Utilizou-se o método baseado nas recomendagdes da
International Federation of Clinical Chemistry, no qual a atividade da fosfatase alcalina
¢ determinada através da medicao da taxa de conversdao de p-nitro-fenilfosfato em p-
nitrofenol na presenca de ides de magnésio e de zinco e de 2-amino-2-metil-1-propanol.

A taxa de alteragdo na absorvancia decorrente da formagdo de p-nitrofenol ¢é
medida bicromaticamente a 410 e a 480 nm e ¢ diretamente proporcional a atividade de

fosfatase alcalina na amostra.

Alanina aminotransferase

O método utilizado para a determinag¢do da alanina aminotransferase (ALT)
baseia-se nas recomendagdes da [International Federation of Clinical Chemistry.
Utilizou-se o kit ALT, Ref.OSR6107 (Beckman Coulter Inc, EUA). Neste ensaio, a
ALT transfere o grupo amino da alanina para o 2-oxoglutarato para formar piruvato e
glutamato. A adi¢ao de fosfato de piridoxal a mistura da reagdo garante uma atividade
catalitica maxima de ALT. O piruvato participa numa reacao catalisada pela lactato
desidrogenase (LDH) com o NADH para produzir lactato e NAD'. A reducdo na
absorvancia devido ao consumo de NADH ¢ medida a 340 nm e é proporcional a
atividade do ALT na amostra. O piruvato endégeno ¢ removido durante o periodo de

incubacao.

Aspartato aminotransferase

Para a determinag¢do da aspartato aminotransferase (AST) utilizou-se o kit
AST, Ref.OSR6109 (Beckman Coulter Inc, EUA). Neste método, baseado nas
recomendagdes da International Federation of Clinical Chemistry, a AST catalisa a
transaminacdo de aspartato e 2-oxoglutarato, formando L-glutamato e oxalacetato. A
adicao de fosfato de piridoxal a mistura da reacdo garante uma atividade catalitica
maxima de AST. O oxalacetato ¢ reduzido em L-malato pelo malato desidrogenase
(MDH), enquanto o NADH ¢ convertido simultaneamente em NAD'. A redugio na

absorvancia devido ao consumo de NADH ¢ medida a 340 nm e é proporcional a
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atividade do AST na amostra. O piruvato enddgeno ¢ removido pela reagdo da LDH

durante o periodo de incubacao.

Gamaglutamiltransferase

A gamaglutamiltransferase (GGT) foi determinada segundo as recomendagdes
da International Federation of Clinical Chemistry, utilizando o kit GGT, Ref.OSR6120
(Beckman Coulter Inc, EUA). Neste método, a GGT catalisa a transferéncia do grupo
gama-glutamil do substrato, gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilido, para glicilglicina,
produzindo 5-amino-2-nitrobenzoato. A alteracdo na absorvancia a 410 e 480 nm,
devido a formagao de 5-amino-2 nitrobenzoato, ¢ diretamente proporcional a atividade

da GGT na amostra.

Homocisteina

A homocisteina foi determinada utilizando o kit Homocysteine Liquid,
Ref.17371H (Sentinel Diagnostics, Italia). Neste método, a homocisteina dimerizada e
oxidada ¢ reduzida a homocisteina livre, que depois reage com a serina catalisada pela
enzima cistationina beta-sintase para formar cistationina. A cistationina pode ser
dividida em cistationina beta-liase para formar homocisteina, piruvato e amoniaco. O
piruvato ¢ convertido em lactato pela LDH com NADH como coenzima. A taxa de
NADH convertida em NAD" ¢ diretamente proporcional a concentracio de

homocisteina.

Reacdes colorimétricas

Proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método do biureto,
utilizando o kit TOTAL PROTEIN, Ref. OSR6132 (Beckman Coulter Inc, EUA). Neste
método, i0es de cobre reagem com as proteinas presentes na amostra, numa solucao
alcalina, formando um complexo de cor violeta, cuja absorvancia ¢ diretamente

proporcional a concentracdo de proteinas totais na amostra.

Albumina
A albumina foi determinada pelo método do verde de bromocresol, utilizando o

kit ALBUMIN, Ref.OSR6202 (Beckman Coulter Inc, EUA). Quando o verde de
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bromocresol, presente no reagente, reage com a albumina, forma um complexo corado.

A absorvancia deste complexo € proporcional a concentragdo de albumina na amostra.

Bilirrubina

A bilirrubina foi determinada por um método colorimétrico baseado na reagao
de diazo. Na determinagdo da bilirrubina total, utilizando o kit TOTAL BILIRUBIN,
Ref.OSR6212 (Beckman Coulter Inc, EUA), a bilirrubina conjugada e a bilirrubina nao
conjugada reagem com um sal de diazénio, na presenca de um catalisador, para formar
azobilirrubina. A absorvancia da solucdo ¢ medida a 540 nm e ¢ proporcional a

concentragdo de bilirrubina total presente na amostra.

Reacdes enzimaticas

Glicose

A glicose foi determinada pelo método da hexoquinase, utilizando o kit
GLUCOSE, Ref.OSR6221 (Beckman Coulter Inc, EUA). Nesta reagdao a glicose ¢
fosforilada pela adenosina trifosfato na presenga da enzima hexoquinase e de ides de
magnésio para produzir glucose-6-fosfato e adenosina difosfato. A glucose-6-fosfato
desidrogenase oxida a glucose-6-fosfato, transformando-a em gluconato-6-fosfato e
ocorrendo a redugdo concomitante de NAD" para NADH. A quantidade de NADH
produzida ¢ diretamente proporcional a concentracdo de glucose na amostra, sendo
medida pela absorvancia a 340 nm.

Os individuos sob terapéutica com antidiabéticos orais ou insulina, ou com
niveis séricos de glicose em jejum superiores a 126 mg/dL, foram classificados como

diabéticos [*.

Colesterol total

O colesterol total foi determinado por um método enzimatico, utilizando o kit
CHOLESTEROL, Ref.OSR6216 (Beckman Coulter Inc, EUA). Neste método, os
¢ésteres de colesterol da amostra sao hidrolisados pela colesterol esterase. O colesterol
livre produzido ¢ oxidado pela colesterol oxidase com a producdo simultdnea de
peroxido de hidrogénio, o qual acopla com 4-aminoantipirina e fenol na presenga de
peroxidase para produzir um composto corado, o vermelho de quinoneimina, que pode
ser lido espectrofotometricamente. O aumento da absorvancia ¢ proporcional ao

aumento da concentragdo de colesterol total na amostra.
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Triglicéridos

O método utilizado para determinar a concentragdo de triglicéridos na amostra
baseia-se numa série de reacdes enzimaticas. Para esta determinagdo utilizou-se o kit
TRIGLYCERIDE, Ref.OSR61118 (Beckman Coulter Inc, EUA). Os triglicéridos na
amostra sdo hidrolisados através de uma combinacdo de lipases microbianas, para
produzir glicerol e acidos gordos. O glicerol ¢ fosforilado na presenga da enzima
quinase de glicerol para produzir glicerol-3-fosfato. O glicerol-3-fosfato ¢ oxidado na
presenca da enzima oxidase de fosfato glicerol para produzir peréxido de hidrogénio e
dihidroxiacetona fosfato. No final da reagdo origina-se um cromoéforo, que € lido a 660 e
800 nm. O aumento da absorvancia ¢ proporcional ao contetido de triglicéridos na

amostra.

Colesterol das HDL
O colesterol das HDL foi determinado utilizando o kit HDL-CHOLESTEROL,

Ref.OSR6287 (Beckman Coulter Inc, EUA), por um método enzimdtico na qual estdo
envolvidas a colesterol esterase, a colesterol oxidase e a peroxidase. Numa primeira
parte da reacdo, sdo adicionados anticorpos anti-lipoproteina humana que se ligam a
todas as lipoproteinas a exce¢do das HDL. Esta ligacdo vai bloquear a agdo enzimatica,
que ocorre na segunda parte da reacao, sobre as lipoproteinas que estao ligadas. Isto
permite que estas enzimas atuem apenas sobre as HDL. No final da reagcdo forma-se um
cromogéneo e a alteragdo da absorvancia vai permitir determinar a concentragdo de

HDL presenta na amostra.

Colesterol das LDL

O colesterol das LDL foi calculado pela aplicagao da formula de Friedewald,
que ¢ valida para valores de triglicéridos inferiores a 400 mg/dL. Para os individuos
com uma concentracdo de triglicéridos superior a 400 mg/dL o LDL-Colesterol foi
doseado por um método enzimatico, utilizando o kit LDL-CHOLESTEROL,
Ref.OSR6183 (Beckman Coulter Inc, EUA). Nessa reacdo, ¢ adicionado um agente
protetor & amostra, que protege o LDL e todas as outras lipoproteinas sdo degradadas.
Na segunda fase da reacdo o LDL ¢ libertado do agente protetor e ¢ sujeito a acdo da
colesterol esterase. O colesterol livre produzido ¢ oxidado pela colesterol oxidase. No
final da reacdo, forma-se um composto corado e a absorvancia da solucdo ¢

proporcional a concentracao de colesterol das LDL presente na amostra.
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De acordo com as orientagcdes da Direcdo Geral da Saude, a dislipidémia foi
considerada para qualquer uma das seguintes situagdes: concentracdo sérica de
colesterol total igual ou superior a 200 mg/dL, concentracao sérica de colesterol das
LDL igual ou superior a 130 mg/dL, concentragdo sérica de colesterol das HDL igual ou
inferior a 40 mg/dL, concentracdo sérica de triglicéridos igual ou superior a 150 mg/dL

ou, ainda, quando os individuos afirmavam tomar medicago antidislipidémica "%,

Reac¢des imunoturbidimétricas

Proteina C reativa de alta sensibilidade

A Proteina C Reativa de alta sensibilidade (PCRhs) foi determinada por um
ensaio imunoturbidimétrico utilizando o kit CRP Latex, Ref.OSR6299 (Beckman
Coulter Inc, EUA). A amostra ¢ misturada com um tampao € com uma suspensao de
particulas de latex revestidas de anticorpos anti-PCR aos quais se liga a PCR, formando
agregados insoluveis. A absorvancia destes agregados ¢ proporcional & concentragao de
PCR na amostra. A aplica¢do ultrassensivel deste método permite detetar concentragdes
de PCR muito baixas, entre 0,08 e 80 mg/L. A curva de calibragdo foi tragada utilizando
o calibrador CRP Calibrator Highly Sensitive Set, Ref.OCD0027 (Beckman Coulter Inc,
EUA).

APOB

A APO B foi determinada por um ensaio imunoturbidimétrico, utilizando o kit
APO B, Ref.OSR6143 (Beckman Coulter Inc, EUA). A amostra ¢ misturada com um
tampao e com uma solugdo contendo anticorpos anti-Apo B. A APO B liga-se a estes
anticorpos formando agregados insoliiveis, cuja absorvancia ¢ proporcional a

concentracdo de APO B na amostra.

Lp(a)

A Lp(a) foi determinada por um ensaio imunoturbidimétrico, utilizando o kit
Lp(a) Ultra, Ref.11504D (Sentinel Diagnostics, Italia). A amostra ¢ misturada com um
tampao e com uma solucdo de particulas de latex revestidas com anticorpos anti-Lp(a),
ocorrendo aglutinagdo. Essa aglutina¢do resulta numa alteragdo da absorvancia, que ¢

proporcional a concentracdo de Lp(a) na amostra.
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4.4. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software SPSS 23.0 for
Windows (IBM SPSS statistics 23.0, Chicado, Inc).

Na estatistica descritiva, as varidveis continuas foram expressas sob a forma de
medidas de tendéncia central e dispersao (média + desvio padrdo) e as varidveis
categoricas em frequéncias e percentagens. Na andlise comparativa, entre grupos, foram
usados o teste de homogeneidade do Qui-Quadrado, o teste ¢ de Student, o teste de
Mann-Whitney, o teste de Kruskal Wallis e a analise de variancia one-way ANOVA. Foi
usado o teste de Shapiro-Wilk para testar a normalidade das distribuigdes e o teste de
Levene para testar a homogeneidade das variancias. O teste de homogeneidade do Qui-
Quadrado foi usado na andlise das variaveis categéricas. Na andlise das varidveis
continuas foi usado o teste t de Student e o teste one-way ANOVA para distribuigdes
normais e, os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis para
distribui¢cdes ndo normais. Finalmente, foi feita uma andlise de variancia dupla usando o
teste two-way ANOVA e aplicado o modelo de regressdo logistica. Consideraram-se

estatisticamente significativos os valores de P <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Foi avaliada uma amostra total de 194 individuos distribuidos por dois grupos.

Um grupo com 100 individuos saudéaveis (controlos), dos quais 89 homens (89,0%) e 11

mulheres (11,0%) e um grupo com 94 individuos com doenca coronaria (doentes), dos

quais 64 homens (68,1%) e 30 mulheres (31,9%).

A Figura 9 mostra a classifica¢ao da populagdao quando ao género e a idade.

Figura 9 - Caracterizacao da populagdo quanto ao género e a idade
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Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrio.
n refere-se ao tamanho da amostra.
Os valores de P apresentados na imagem foram obtidos por aplicacdo do teste ¢ de Student (n>30) ou do
teste de Mann-Whitney (n<30) (consideraram-se estatisticamente significativos todos os valores inferiores a

0,05).

Quanto ao género, verificou-se uma predominancia do sexo masculino tanto no

grupo dos controlos como no grupo dos doentes. No que diz respeito a idade verificou-

se que, em ambos os grupos, a idade média dos individuos do sexo masculino era mais

baixa do que a dos individuos do sexo feminino (Figura 9). As mulheres dos dois
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grupos tinham uma idade média semelhante, ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa, enquanto os homens do grupo dos controlos eram ligeiramente mais novos

do que os homens do grupo dos doentes, sendo essa diferenca estatisticamente

significativa (P= 0,004).

5.1.1. Caracteristicas biométricas e estilos de vida

Na Tabela 4 estdo apresentadas as caracteristicas gerais dos individuos que

constituiram os grupos dos controlos e dos doentes.

Tabela 4 - Caracteristicas biométricas da populagdo

Controlos (n=100) Doentes (n=94) P
IMC 26,4+3,6 28,4+3,5 0,000
Perimetro abdominal (cm) 94,9+9.7 101,2+8,9 0,000
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 126,9+7,7 136,3+£19,8 0,000
Pressdo arterial diastélica (mmHg) 77,8+6,1 79,8+10,2 0,094
Frequéncia cardiaca (bt/min) 63,8+11,1 65,2+10,9 0,353

Os resultados apresentados referem-se aos valores de média + desvio padrao.
O valor de P foi obtido por aplicacdo do teste ¢ de Student (consideraram-se estatisticamente
significativos os valores de P inferiores a 0,05).

Apo6s a determinagdao do IMC verificou-se que, os individuos do grupo dos
controlos apresentavam um valor significativamente mais baixo (26,443,6) do que os
individuos do grupo dos doentes (28,4+3,5) (P= 0,000), verificando-se a mesma
condicdo no valor do perimetro abdominal (P= 0,000).

Relativamente a pressao arterial, verificou-se que tanto os valores da PAS como
da PAD eram mais baixos no grupo dos controlos do que no grupo dos doentes. O valor
médio da PAS foi de 126,9+7,7 mmHg no grupo dos controlos e de 136,3+19,8 mmHg
no grupo dos doentes e a PAD média foi de 77,8+6,1 mmHg no grupo dos controlos e
de 79,8+10,2 mmHg no grupo dos doentes. Apds a aplicacdo do teste ¢ de Student, entre
os dois grupos, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa no valor da
PAS (P= 0,000) enquanto na PAD essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa
(P=10,094).

A frequéncia cardiaca foi semelhante em ambos os grupos € ndo se observaram

diferencas estatisticamente significativas (P= 0,353).
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Comorbilidades

Na Figura 10 estdo representadas as caracteristicas da populacao no que diz
respeito as comorbilidades.

Atendendo aos valores do IMC, segundo as normas da Organizagdo Mundial
de Saude, foram considerados obesos 12 individuos (12,0%) no grupo dos controlos e
29 individuos (30,9%) no grupo dos doentes.

No grupo dos controlos ndo foram admitidos individuos hipertensos e/ou
diabéticos porque a HTA e a DM sao fatores que podem estar associados a alteracdes da
concentracao de vitamina D. No entanto e, de acordo com as definicdes da Organizagao
Mundial de Saude, 90,4% dos individuos do grupo dos doentes foram considerados
hipertensos e 29,8% foram considerados diabéticos.

Apesar de ndo haver individuos diabéticos no grupo dos controlos, 16,0%
apresentavam resisténcia a insulina, de acordo com os valores de HOMA. A
percentagem foi mais alta no grupo dos doentes, no qual 37 individuos (39,4%)

apresentavam resisténcia a insulina.

Figura 10 - Comorbilidades da populagao
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n refere-se ao tamanho da amostra.

Estilo de vida da populacao

Os dois grupos (doentes e controlos) foram caraterizados quanto aos estilos de
vida dos individuos. Avaliaram-se habitos como o tabagismo, o consumo de bebidas
alcoolicas, o consumo de alimentos ricos em vitamina D, o nivel de atividade fisica ¢ a
intensidade da exposicao solar. Adicionalmente, avaliou-se o fototipo de pele dos

individuos. Os parametros avaliados estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Estilo de vida da populagio

Controlos (n=100) Doentes (n=94)
Tabagismo N % N % P
Sim 16 16,0 8 8,5
Ex-fumador 3 3,0 28 29,8 -
Nio® 81 81,0 58 61,7
Consumo de bebidas alcoélicas’
Sim 76 76,0 37 394
Nio 24 24,0 57 60,6 N
Consumo de alimentos ricos em vitamina D°
Muito Frequente 4 4,0 4 43
Frequente 67 67,0 49 52,1 0,097
Raramente 29 29,0 41 43,6
Nivel de atividade fisica®
Muito ativo 6 6,0 - -
Ativo 64 64,0 70 74,5 0.024
Irregularmente ativo 18 18,0 9 9,6 ’
Sedentario 12 12,0 15 15,9
Exposicao solar®
Baixa 18 18,0 25 26,6
Moderada 29 29,0 28 29,8 0,286
Elevada 53 53,0 41 43,6
Fototipo de pele’
1 4 4,0 8 8,5
2 23 23,0 19 20,2
3 44 44,0 30 31,9 0,207
4 20 20,0 29 30,9
5 9 9,0 8 8,5
Estatinas
Toma 8 8,0 66 70,2
Nio toma 92 92,0 28 29,8 N

O valor de P foi obtido por aplicacdo do teste de homogeneidade do Qui-Quadrado, (consideraram-se
estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).

a - Nunca fumou ou deixou de fumar hd mais de 5 anos

b - Sim — pelo menos uma vez por semana; Nao — menos do que uma vez por semana

¢ - Muito frequente — 4 vezes por semana ou mais; Frequente - 1 a 3 vezes por semana; Raramente —
menos de 4 vezes por més.

d - Muito ativo - atividade vigorosa pelo menos 5 vezes por semana ou atividade vigorosa 3 vezes por
semana + atividade moderada pelo menos 5 vezes por semana; Ativo - atividade vigorosa pelo menos 3
vezes por semana ou moderada pelo menos 5 vezes por semana; Irregularmente ativo - atividade
moderada menos do que 3 vezes por semana; Sedentario — nenhuma atividade .

e - Baixa — menos de 30 minutos por dia; Moderada — de 30 a 60 minutos por dia; Elevada — mais de 60
minutos por dia.

f - Fototipo de pele: 1 — Muito Clara. Queima com frequéncia. Nunca bronzeia; 2 — Clara. Queima com
frequéncia. As vezes bronzeia; 3 — Clara média. As vezes queima. Bronzeia com frequéncia; 4 — Escura
média. Raramente queima. Bronzeia com frequéncia; 5 — Escura. Raramente queima. Bronzeia bastante.
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Tabagismo e consumo de bebidas alcoolicas

Na andlise do consumo de tabaco (Tabela 5), verificou-se que 81 individuos
(81,0%) do grupo dos controlos e 58 individuos (61,7%) do grupo dos doentes eram nao
fumadores, havendo assim uma predominancia de individuos ndo fumadores em ambos
0S grupos.

A principal diferenca foi observada na percentagem de ex-fumadores.
Enquanto apenas 3 individuos (3,0%), do grupo dos controlos, eram ex-fumadores, no
grupo dos doentes esse nimero era maior, havendo 28 individuos (29,8%) ex-
fumadores.

O consumo de bebidas alcodlicas, verificou-se ser um habito mais comum no

grupo dos controlos (76,0%) do que no grupo dos doentes (39,4%) (Tabela 5).

Alimentacio

Na avaliagdo dos habitos alimentares e, no que respeita ao consumo de
alimentos ricos em vitamina D, verificou-se que era mais frequente no grupo dos
controlos do que no grupo dos doentes (Tabela 5 e Figura 11). Em qualquer um dos
grupos foram poucos os individuos (apenas 4 em cada grupo) que referiram consumir
alimentos ricos em vitamina D com uma frequéncia superior a 3 vezes por semana. No
entanto, foi possivel verificar que, no grupo dos controlos, foi maior o nimero de
individuos (67,0%) que referiu consumir alimentos ricos em vitamina D entre 1 a 3
vezes por semana, do que no grupo dos doentes (52,1%).

Por ultimo, enquanto no grupo dos controlos apenas 29 individuos (29,0%)
referiram consumir alimentos ricos em vitamina D raramente, no grupo dos doentes essa
percentagem foi superior (41 individuos; 43,6%).

Contudo, por aplicacdo do teste de homogeneidade do Qui-Quadrado,
verificou-se que ndo havia diferenca estatisticamente significativa entre os habitos

alimentares dos dois grupos (P= 0,097).
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Figura 11 - Estilo de vida da populagdo: consumo de alimentos ricos em vitamina D
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"Muito frequente — 4 vezes por semana ou mais; Frequente - 1 a 3 vezes por semana; Raramente —
menos de 4 vezes por més. O valor de P foi obtido por aplicacdo do teste de homogeneidade do Qui-
Quadrado (consideraram-se estatisticamente significativos todos os valores inferiores a 0,05).

n refere-se ao tamanho da amostra.

Atividade fisica

A andlise da pratica de atividade fisica, ndo revelou grandes diferencas entre o
grupo de controlos e o grupo de doentes (Tabela 5). A maioria dos individuos foi
considerada na categoria dos ativos, em ambos os grupos (controlos 64,0%; doentes
74,5%). A percentagem de sedentarismo também ndo diferiu muito entre grupos. No
grupo dos controlos, 12,0% dos individuos foram considerados sedentarios € no grupo
dos doentes, 15,9%. E de salientar que no grupo dos doentes, nenhum individuo foi

considerado muito ativo.

Exposicao solar e fototipo de pele

A avaliacao do nivel de exposi¢do solar revelou semelhancas nos dois grupos
(Tabela 5 e Figura 12). Grande parte dos individuos afirmou estar exposto ao sol mais
do que uma hora por dia, tanto no grupo dos controlos (53,0%) como no grupo dos
doentes (43,6%), tendo-se verificado, pelo teste de homogeneidade do Qui-Quadrado,
que ndo havia diferencgas estatisticamente significativas entre os dois grupos, quanto ao

nivel de exposicao solar (P=0,286).
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No entanto, verificou-se que, no grupo dos doentes, existia um maior nimero
de individuos (26,6%) que estavam expostos ao sol menos de 30 minutos por dia, do
que no grupo dos controlos (18,0%).

A maioria dos individuos, de ambos os grupos, apresentava fototipo de pele 2,

3 ¢ 4, havendo poucos individuos com tipo de pele 1 e 5 (Tabela 5 e Figura 12).

Figura 12 - Estilo de vida da populagdo: nivel de exposicao solar e fototipo de pele
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'Nivel de exposi¢iio solar: Baixa — menos de 30 minutos por dia; Moderada — de 30 a 60 minutos por
dia; Elevada — mais de 60 minutos por dia.

?Fototipo de pele: 1 — Muito Clara. Queima com frequéncia. Nunca bronzeia; 2 — Clara. Queima com
frequéncia. As vezes bronzeia; 3 — Clara média. As vezes queima. Bronzeia com frequéncia; 4 — Escura
média. Raramente queima. Bronzeia com frequéncia; 5 — Escura. Raramente queima. Bronzeia bastante.
O valor de P foi obtido por aplicagdo do teste de homogeneidade do Qui-Quadrado (consideraram-se
estatisticamente significativos todos os valores inferiores a 0,05)

n refere-se ao tamanho da amostra.

Toma de estatinas
Por ultimo, outra das caracteristicas estudadas foi a toma de medicacao (Tabela
5). Verificou-se que no grupo dos doentes a toma de estatinas era muito mais frequente

(70,2%) do que no grupo dos controlos (8,0%).
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5.1.2. Caracteristicas bioquimicas

Todos os individuos realizaram testes laboratoriais de rotina que foram
complementados com testes laboratoriais especificos. Inicialmente, todos os individuos
realizaram um hemograma e, uma vez que a insuficiéncia renal e hepatica foram
consideradas como critério de exclusdo, realizaram-se testes bioquimicos que
permitiram avaliar a funcdo renal e a fungdo hepatica. Os resultados destes testes
laboratoriais estdo apresentados nas Tabela 14 e na Tabela 15 (Anexo 5).

Nenhum dos individuos admitidos no estudo tinha insuficiéncia hepdatica ou

renal.

Avaliacao do risco cardiovascular

A fim de avaliar o risco cardiovascular dos individuos, foram determinados
varios parametros bioquimicos cujos resultados estdo apresentados na Tabela 6 ¢ na
Tabela 16 (Anexo 5). O perfil lipidico foi analisado e foram determinadas as
concentracgoes séricas de glicose e insulina, em jejum, a percentagem da HA ¢ e, ainda,
o valor de HOMA para a resisténcia a insulina. Além disso, foram ainda determinados
alguns parametros laboratoriais que estdo relacionados com o aumento do risco

cardiovascular como o fibrinogénio, a homocisteina e a PCRhs.
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Tabela 6 — Perfil lipidico, valor de HA;c ¢ HOMA e concentragdo sérica de glicose, insulina,

fibrinogénio, PCRhs e homocisteina.

Controlos (n=100)

Doentes (n=94)

Mulheres (n= 11); Homens (n=89) | Mulheres (n= 30); Homens (n= 64) &

00 (mgldly 218,2%39,5 s e
S:ée;rf;/‘élLl){DL 52,7+12,6 462+ 114 0,000
Colstrol LD
erisgoli(clf:gi/(ci;is) 139,3 97,4 163,0 = 126,4 0,143
APO B

Mulher: 55 - 130 (mg/dL) 126,4 +£29,8 108,2 + 28,6 0,103
Homem: 60 - 140 (mg/dL) 121,9 £ 31,5 107,2 £27,6 0,003
Eg(garzlg/dL 32,6+36.3 1602471 0022
Slicose (mgdD) 954+ 103 1297 £ 56,1 0,000
{n;ugn; (WUl/mL) 6038 2710 oo
E;)31\;[A 1,4£1,0 3,2+39 0,000
?,(?%,O . 53+ 0,4 6,6+ 1,8 0,000
Efgg/de 0,26 +0,34 0,53+1,17 0,027
HCY 12.3 44,0 12,9+ 4,0 0,311

5,0-15 umol/L

Os resultados apresentados referem-se aos valores de média + desvio padrao.

O valor de P foi obtido por aplicag@o do teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30)

(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).
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Perfil lipidico
Figura 13- Perfil lipidico

Perfil lipidico

B Doentes (n=94) ® Controlos (n=100)

Lp(a)

46,0+ 47,1 (p_ 022
(mg/dL)

32,6 £ 36,3

163,0 + 126,4
(P=0,143)
139,3 + 97,4

113,74+ 40,3
(P=0,000)
139,4 + 34,1

1
46,2+ 11,4
52,7 + 12,6

Triglicéridos
(mg/dL)

Colesterol LDL
(mg/dL)

Colesterol HDL

(P=0,000)
(mg/dL)

188,4 + 47,2
218,3+ 39,5

Colesterol Total
(mg/dL)

T T T

0 50 100 150 200 250

Os valores apresentados junto as barras referem-se ao valor da média + desvio padrao.

Os valores de P apresentados da imagem foram obtidos por aplicagdo do teste ¢ de Student (consideraram-se estatisticamente

significativos todos os valores de P inferiores a 0,05).

O grupo dos controlos apresentou concentragdes séricas de colesterol total
(218,34£39,5 mg/dL), colesterol das HDL (52,7£12,6 mg/dL) e de colesterol das LDL
(139,4+34,1 mg/dL) significativamente mais altas do que o grupo dos doentes
(188,4+47,2 mg/dl; 46,2+11,4 mg/dL e 113,7+40,3 mg/dl respetivamente). Pelo
contrario, as concentracdes médias de triglicéridos e de Lp(a) apresentadas pelo grupo
dos doentes, foram mais elevadas do que as do grupo dos controlos, embora essas

diferencas apenas tenham mostrado significancia estatistica (P= 0,022) para a

concentracao de Lp(a) (Tabela 6 e Figura 13).

(P=0,000)
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Figura 14 - Concentragdo sérica de APO B
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Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padréo.

n refere-se ao tamanho da amostra.

Os valores de P apresentados na imagem foram obtidos por aplicagdo do teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney
(n<30) (consideraram-se estatisticamente significativos todos os valores de P inferiores a 0,05).

Uma vez que os valores de referéncia da APO B sdo diferentes para homens e
mulheres, para este parametro fez-se a andlise estatistica de acordo com o género
(Figura 14). Verificou-se que, tanto no grupo dos controlos como no grupo dos doentes,
a concentracao sérica de APO B foi mais alta nas mulheres do que nos homens. Além
disso, verificou-se que no grupo dos doentes, tanto nos homens como nas mulheres, as
concentracdes de APO B foram mais baixas (108,2+28,6 mg/dL nas mulheres e
107,2+27,6 mg/dL nos homens) do que no grupo dos controlos (126,4+29,8 mg/dL nas
mulheres e 121,9431,5 mg/dL nos homens). Para verificar se essa diferenca era
estatisticamente significativa, aplicou-se o teste ¢ de Student para comparar os
individuos de ambos os grupos, em funcdo do género. Apenas se verificou uma
diferenca estatisticamente significativa entre os individuos do sexo masculino (P=

0,003). Nos individuos do sexo feminino a diferenca nao foi significativa (P=0,103).

Glicose, HA1C e Insulina
As concentragdes séricas de glicose e insulina foram determinadas em jejum e
foi avaliada a percentagem da HA,c, para todos os individuos. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 6 e na Figura 15.
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Figura 15 — Concentragio sérica de glicose e insulina e valor de HA;,c e HOMA

@ Doentes (n=94) M Controlos (n=100)
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Os valores apresentados junto as barras referem-se ao valor da média + desvio padrao.
Os valores de P apresentados na imagem foram obtidos por aplicagdo do teste ¢ de Student (consideraram-se estatisticamente

significativos todos os valores de P inferiores a 0,05).
Apos a determinagdo destes parametros laboratoriais verificou-se que tanto as
concentragdes séricas de glicose e de insulina, como a percentagem de HA ¢ e o valor

de HOMA eram significativamente mais baixos no grupo dos controlos do que no grupo

dos doentes.

Fibrinogénio, PCRhs e homocisteina

Foram determinadas as concentragdes séricas de fibrinogénio, PCRhs e de
homocisteina em ambos os grupos e os resultados estdo apresentados na Tabela 6 e na

Figura 16.
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Figura 16 — Concentragdo sérica de fibrinogénio, PCRhs e homocisteina

B Doentes (n=94) EControlos (n=100)
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Os valores apresentados junto as barras referem-se ao valor da média + desvio padrao.

Os valores de P apresentados da imagem foram obtidos por aplicagdo do teste ¢ de Student (consideraram-se estatisticamente
significativos todos os valores de P inferiores a 0,05).

A concentragdo sérica de fibrinogénio foi significativamente mais elevada no
grupo dos doentes do que no grupo dos controlos (P= 0,003).

Da mesma forma, a concentracao sérica de PCRhs foi mais elevada no grupo
dos doentes do que no grupo dos controlos, tendo essa diferenca sido estatisticamente
significativa (P=0,027).

Quanto a concentragdo sérica de homocisteina, apesar de esta ter revelado ser
ligeiramente mais elevada no grupo dos doentes do que no grupo dos controlos, a

diferenca ndo foi considerada estatisticamente significativa (P=0,311).
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5.2. VITAMINA D

5.2.1. Determinagdo da concentragao sérica de 25(OH)D

No grafico da Figura 17 apresenta-se a concentragao sérica de 25(OH)D, que

foi determinada no soro dos individuos dos dois grupos estudados.

Figura 17 - Concentragdo sérica de 25(OH)D

Concentragio séricade 25(0H)D
B Controlos (n=100) @ Doentes (n=94)

P=0,001
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Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padréo.
O valor de P apresentado na imagem foi obtido por aplicacdo do teste ¢ de Student (consideraram-se estatisticamente significativos
todos os valores de P inferiores a 0,05).

Ao comparar os valores médios das concentragdes séricas de 25(OH)D
apresentados pelos individuos dos grupos de controlos e de doentes, verificou-se que o
grupo dos doentes revelou um valor médio inferior ao valor do grupo dos controlos.
Esta diferenca entre os dois grupos foi considerada estatisticamente significativa (P=
0,001), apos a aplicagado do teste ¢ de Student.

Apesar da literatura ndo fazer distingdo na concentracdo de 25(OH)D entre
géneros, no presente trabalho foram encontradas diferencas significativas entre homens
e mulheres, no grupo dos doentes (P= 0,021). No grupo dos controlos também se
encontrou uma diferenca na concentracao de 25(OH)D entre homens e mulheres, apesar

de, neste grupo, essa diferencga nao ter significancia estatistica (P=0,067) (Tabela 7).

ol




Tabela 7 - Concentragdo sérica de 25(OH)D de acordo com o género

Controlos Doentes
Total Feminino® Masculinob P Total | Feminino® Masculinob P
(n=100) (n=11) (n=89) (n=94) (n=30) (n=64)
25(OH)D 26,3£9.,4 20,849,7 26,949,1 0,067 | 21,948,7 19,249,8 23,2479 0,021
(ng/mL)

A concentragdo sérica de 25(OH)D esta apresentada em média + desvio padréo.

O valores de P apresentados na tabela foram obtidos por aplicagdo do teste de Mann-Whitney,
(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).

a — Teste de Mann-Whitney entre os individuos do sexo feminino de ambos os grupos (P = 0,552).
b — Teste ¢ de Student entre os individuos do sexo masculino de ambos os grupos (P = 0,009).

Uma vez que se observaram diferengas estatisticamente significativas entre
homens e mulheres no grupo dos doentes, compararam-se as médias da concentragdo
sérica das mulheres de ambos os grupos e fez-se 0 mesmo para os homens. Verificou-se
uma diferenca estatisticamente significativa nos individuos do sexo masculino (P=
0,009) (Tabela 7).

Finalmente e, atendendo aos resultados anteriores, a fim de verificar se
existiam diferencas significativas entre doentes e controlos, nas propor¢des de homens e
de mulheres, aplicou-se o teste de homogeneidade do Qui-quadrado, tendo-se verificado

que existiam diferengas estatisticamente significativas (P= 0,000).

5.2.2. Avaliacao do estado de vitamina D

De acordo com o valor da concentracdo sérica de 25(OH)D determinou-se o
estado de vitamina D de cada individuo, ou seja, verificou-se se esse valor correspondia
a uma das seguintes categorias: suficiente, insuficiente ou deficiente de vitamina D.
Para cada um dos grupos estudados, determinou-se a percentagem de individuos em
cada uma das categorias de vitamina D.

Como ¢ possivel verificar na Figura 18, em ambos os grupos, a maioria dos
individuos apresentava valores deficientes ou insuficientes de vitamina D e apenas uma
pequena percentagem de individuos apresentava niveis suficientes de vitamina D.

No grupo dos doentes verificou-se que cerca de metade dos individuos
apresentava deficiéncia de vitamina D (46,8%), enquanto no grupo dos controlos essa
percentagem era mais baixa (28,0%). Apesar do grupo dos controlos ter apresentado
uma percentagem mais elevada de individuos com insuficiéncia de vitamina D, do que o

grupo dos doentes, a principal diferenca entre os dois grupos diz respeito a percentagem
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de individuos com niveis suficientes de vitamina D. Enquanto que no grupo dos
controlos, 31,0% dos individuos revelaram ter concentracdes séricas suficientes de

vitamina D, no grupo dos doentes foram apenas 17,0%, os individuos nessa categoria.

Figura 18 - Estado de vitamina D da populagdo, de acordo com a concentracdo sérica de
25(0OH)D dos individuos.

Estado de vitamina D
B Deficiente O Insuficiente O Suficiente
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(n=44)
e (n=41) 6.
41,0 (n=34)
40 A (n=31) 36,1
(n=28) 31,0
(n=16)
17,0
Controlos Doentes
(n=100) (n=94)

5.2.3. Concentragdo sérica de 25(OH)D em fung¢do das

comorbilidades da populagao

Avaliou-se a concentragdo sérica de 25(OH)D em funcdo de fatores como a
obesidade, resisténcia a insulina, HTA e a DM. Os resultados estdo representados na
Tabela 8 e na Figura 19.

Tanto no grupo dos doentes como no grupo dos controlos, os individuos obesos
apresentaram uma concentracdo mais baixa de 25(OH)D do que os individuos sem
obesidade. Contudo, essa diferenca nao foi significativa no grupo dos controlos (P=
0,203) nem no grupo dos doentes (P=0,174). Além disso, verificou-se que, com ou sem
obesidade, os individuos do grupo dos doentes apresentaram uma concentracdo mais
baixa de 25(OH)D do que os controlos, havendo uma diferenga significativa entre os
individuos sem obesidade do grupo dos controlos e do grupo dos doentes (P= 0,007).

Também, nos dois grupos, os individuos que apresentavam resisténcia a
insulina tinham niveis séricos de 25(OH)D mais baixos do que os individuos sem

resisténcia a insulina, apesar da diferenca nao ser significativa em nenhum dos grupos.
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No entanto, verificou-se uma diferenga significativa entre a concentragdo sérica de
25(OH)D dos individuos sem resisténcia a insulina, do grupo dos controlos e os
individuos do grupo dos doentes, com a mesma condigao (P= 0,003).

No grupo dos controlos, nao foi possivel relacionar o valor de 25(OH)D com a
HTA nem com a DM porque neste grupo ndo havia individuos hipertensos nem
diabéticos. No entanto, no grupo dos doentes verificou-se que os individuos diabéticos
tinham uma concentragao de 25(OH)D mais baixa do que os individuos sem DM, sendo
essa diferenca significativa (P= 0,005).

No caso da HTA verificou-se o contrario, ou seja, no grupo dos doentes, 0s
individuos com HTA apresentaram concentragdes mais elevadas de 25(OH)D do que os
individuos sem HTA, apesar dessa diferenca ndo ser estatisticamente significativa (P=
0,542). Da mesma forma, ndo se verificou uma diferenga significativa entre a
concentragdo de 25(OH)D dos controlos e dos doentes sem HTA, apesar destes ultimos

terem uma concentragao mais baixa de 25(OH)D (P= 0,089).

Tabela 8 - Concentragdo sérica de 25(OH)D em fung¢do das comorbilidades da populagdo

Controlos (n=100) Doentes (n=94)
Obesidade' N | 25(OH)D (ng/mL) | N 25(OH)D (ng/mL) P
Sim 12 232463 29 20,4+93 0,274
Nao 88 26,7+9,7 65 22,6+ 84 0,007
Hipertensio’
Sim 0 -- 85 22,1+89 --
Nao 100 26,3+94 9 20,0 +6,7 0,089
Diabetes Mellitus®
Sim 0 -- 28 184+94 --
Nio 100 263+94 66 23,5+8,1 0,045
Resisténcia a insulina*
Sim 16 222+87 37 21,1+ 10,1 0,462
Nao 84 27,1+9,3 57 225+7.8 0,003

A concentragdo sérica de 25(OH)D esta apresentada em média + desvio padrao.

O valor de P foi obtido por aplicag@o do teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30)
(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).

1 - Consideraram-se obesos os individuos com IMC igual ou superior a 30 Kg/m2 [67].

2 - Consideraram-se hipertensos os individuos com PAS igual ou superior a 140 mmHg e /ou PAD igual
ou superior a 90 mmHg e/ou que tomavam medicagdo anti-hipertensiva [54,55].

3 - Consideraram-se diabéticos os individuos com uma concentragdo de glicose em jejum igual ou
superior al26 mg/dl e/ou terapéutica com insulina ou antidiabéticos orais [69].

4 - Considerou-se a resisténcia a insulina para valores de HOMA iguais ou superiores a 2,33 [68].
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Figura 19 — Concentragio sérica de 25(OH)D em fun¢éo das comorbilidades da populacdo
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Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrio.

Os valores de P apresentados na imagem foram obtidos por aplicagdo do ¢ de Student (n>30) ou do teste
de Mann-Whitney (n<30), (consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a
0,05).

n refere-se ao tamanho da amostra.

1 - Consideraram-se obesos os individuos com IMC igual ou superior a 30 Kg/m® [67].

2 - Consideraram-se hipertensos os individuos com PAS igual ou superior a 140 mmHg e /ou PAD igual
ou superior a 90 mmHg e/ou que tomavam medicag8o anti-hipertensiva [54,55].

3 - Consideraram-se diabéticos os individuos com uma concentracdo de glicose em jejum igual ou
superior al26 mg/dl e/ou terapéutica com insulina ou antidiabéticos orais [69].

4 - Considerou-se a resisténcia a insulina para valores de HOMA iguais ou superiores a 2,33 [68].

5.2.4. Concentragao sérica de 25(OH)D em fungao do estilo de vida
da populacao
Na Tabela 9 apresenta-se a concentragdo sérica de 25(OH)D de acordo com o

estilo de vida dos individuos dos dois grupos estudados (controlos e doentes).
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Tabela 9 - Concentragdo sérica de 25(OH)D em fungao do estilo de vida da populagdo

Controlos (n=100) Doentes (n=94)
Tabagismo N 25(OH)D (ng/mL) N 25(OH)D (ng/mL) P
Sim 16 24,1+92 8 18,7+5,9 0,106
Ex-fumador 3 26,9+1,9 28 23,7+ 8,6 0,590
Nio' 81 26,7+9,5 58 21,5+9,0 0,002
Consumo de bebidas
alcodlicas’
Sim 76 26,6 £9,0 37 23,8+7,5 0,107
Nio 24 252 +10,7 57 20,7+9.3 0,075
Consumo de alimentos
ricos em vitamina D*
Muito Frequente 4 33,1+ 14,6 4 22,0+ 3,0 0,343
Frequente 67 25,8 +£8,7 49 22,9+8,6 0,072
Raramente 29 26,4+ 10,1 41 20,8 +£9,3 0,032
Nivel de atividade fisica*
Muito ativo 6 34,6 +7,5 - -
Ativo 64 26,9+9,1 70 222+86 0,002
Irregularmente ativo 18 24,0+9,1 9 22,5+93 0,668
Sedentario 12 22,2+94 15 20,5+9,3 0,614

A concentracdo sérica de 25(OH)D esta apresentada em média + desvio padrao.

O valor de P foi obtido por aplicagdo do teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30),
(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).

1 - Nunca fumou ou deixou de fumar ha mais de 5 anos

2 - Sim — pelo menos uma vez por semana; Nao — menos do que uma vez por semana

3 - Muito frequente — 4 vezes por semana ou mais; Frequente - 1 a 3 vezes por semana; Raramente —
menos de 4 vezes por més.

4 - Muito ativo - atividade vigorosa pelo menos 5 vezes por semana ou atividade vigorosa 3 vezes por
semana + atividade moderada pelo menos 5 vezes por semana; Ativo - atividade vigorosa pelo menos 3
vezes por semana ou moderada pelo Smenos vezes por semana; Irregularmente ativo - atividade
moderada menos do que 3 vezes por semana; Sedentario — nenhuma atividade [66].

Concentracgdo sérica de 25(OH)D em funcdo do tabagismo e do consumo de dlcool
Avaliou-se a concentracdao de 25(OH)D em fun¢do do consumo de tabaco e de
bebidas alcoodlicas. Os resultados estdo representados na Tabela 9 e na Figura 20.
Relativamente ao consumo de tabaco, verificou-se que tanto no grupo dos controlos
como no grupo dos doentes, a concentragao de 25(OH)D foi mais baixa nos individuos
fumadores do que nos restantes, embora essa diferenca nao tenha sido significativa em
nenhum dos grupos (P= 0,848 no grupo dos controlos; P= 0,301 no grupo dos doentes).
Além disso, foi possivel constatar que no grupo dos doentes a concentragao
sérica de 25(OH)D foi mais baixa do que nos controlos, em cada uma das trés

categorias: individuos fumadores, ex-fumadores e ndo fumadores. No entanto,
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comparando os dois grupos estudados, por categoria, essa diferenca apenas se
considerou significativa para a dos individuos ndo fumadores (P= 0,002).

Por outro lado, o valor da concentragdo sérica de 25(OH)D foi mais elevada
nos individuos que consumiam bebidas alcodlicas frequentemente do que naqueles que
néo consumiam bebidas alcodlicas. A semelhanga do que se observou para o tabagismo,
tanto nos individuos que consumiam bebidas alcodlicas como nos restantes, a
concentracdo de 25(OH)D foi mais baixa no grupo dos doentes. Contudo, nenhuma

destas diferencgas foi significativa.

Figura 20 — Concentracao sérica de 25(OH)D em funcao do tabagismo e do consumo
de bebidas alcodlicas
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Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrao.

n refere-se ao tamanho da amostra.

Os valores de P apresentados na imagem referente ao tabagismo foram obtidos por aplicagdo do teste
One-way ANOVA ou do teste de Kruskal-Wallis e os valores de P apresentados na imagem referente ao
consumo de bebidas alcodlicas foram obtidos por aplica¢do do teste ¢ de Student ou do teste de Mann-
Whitney (consideraram-se estatisticamente significativos os valores inferiores a 0,05).

n refere-se ao tamanho da amostra.

1Tabagismo: Sim — Fuma; Ex-fumador — deixou de fumar ha menos de 5 anos; Nao — nunca fumou ou
deixou de fumar ha mais de 5 anos.

2Consumo de bebidas alcoolicas: Sim — pelo menos uma vez por semana; Ndo — menos do que uma vez
por semana
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Concentracgdo sérica de 25(OH)D em funcdo da alimentagcdo

A concentracdo de 25(OH)D foi avaliada em funcdo da frequéncia da ingestdo
de alimentos ricos em vitamina D e os resultados estao representados na Tabela 9 e na
Figura 21.

No grupo dos controlos, verificou-se que os individuos que consumiam
alimentos ricos em vitamina D com muita frequéncia tinham uma concentragdo de
25(OH)D bem mais elevada (33,1 = 14,6 ng/mL) que os restantes. No entanto, no
mesmo grupo, ndo se observou uma diferenga muito acentuada entre a concentracao de
25(OH)D dos individuos que consumiam alimentos ricos em vitamina D
frequentemente ou raramente.

Por outro lado, no grupo dos doentes, as concentragdes de 25(OH)D foram
muito semelhantes tanto nos individuos que consumiam alimentos ricos em vitamina D
com muita frequéncia, com frequéncia ou que raramente consumiam. Estatisticamente
essas diferencas nao foram significativas nem no grupo dos controlos (P= 0,323) nem
no grupo dos doentes (P=0,591)

Porém, verificou-se que, independentemente da frequéncia com que
consumiam alimentos ricos em vitamina D, a concentragdo de 25(OH)D era mais baixa
no grupo dos doentes do que no grupo dos controlos, sendo essa diferenca significativa

nos individuos que raramente consumiam alimentos ricos em vitamina D (P= 0,032).

Figura 21 — Concentragdo sérica de 25(OH)D em fungdo da alimentagao

Vitamina D em fun¢do do consumo de alimentos ricos nesta vitamina!
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Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrio.

n refere-se ao tamanho da amostra.

Os valores de P apresentados na imagem foram obtidos por aplicagdo do teste One-way ANOVA ou do
teste de Kruskal-Wallis (consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).
"Muito frequente — 4 vezes por semana ou mais; Frequente - 1 a 3 vezes por semana; Raramente —
menos de 4 vezes por més.
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Concentracgdo sérica de 25(OH)D em funcdo da atividade fisica

Na Tabela 9 e na

Figura 22, apresenta-se a concentracdo de 25(OH)D em funcdo do nivel de
atividade fisica dos individuos.

No grupo dos controlos, foi possivel notar que quanto mais intenso era o nivel
de atividade fisica, mais elevada era a concentragao de 25(OH)D, verificando-se uma
diferenga significativa entre as quatro categorias (P= 0,035).

No grupo dos doentes, apesar de ndo haver uma diferenca tdo acentuada e de
ndo ser estatisticamente significativa, os individuos sedentarios foram os que
apresentaram uma concentragao de 25(OH)D mais baixa.

Verificou-se que os individuos do grupo dos doentes tinham uma concentragdo
mais baixa de 25(OH)D do que os individuos do grupo dos controlos quando
comparando a mesma categoria de atividade fisica. Esta diferenca mostrou ser

estatisticamente significativa nos individuos ativos (P= 0,002).

Figura 22 — Concentragdo sérica de 25(OH)D em fungio da atividade fisica
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Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrdo.

n refere-se ao tamanho da amostra

Os valores de P apresentados na imagem foram obtidos por aplicagdo do teste One-way ANOVA
(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).

"Muito ativo - atividade vigorosa pelo menos 5 vezes por semana ou atividade vigorosa 3 vezes por
semana + atividade moderada pelo menos 5 vezes por semana; Ativo - atividade vigorosa pelo menos 3
vezes por semana ou moderada pelo menos 5 vezes por semana; Irregularmente ativo - atividade
moderada menos do que 3 vezes por semana; Sedentario — nenhuma atividade [66].
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Concentracio sérica de 25(OH)D em func¢io da época do ano, da exposicio solar e
do tipo de pele

Um dos fatores que condicionam a concentracgao sérica de 25(OH)D ¢ a época
do ano. Para os dois grupos estudados, determinou-se a média da concentragao sérica de
25(OH)D dos individuos que foram recrutados nos meses de verdo e dos individuos que
foram recrutados nos meses de inverno. Os resultados estdo apresentados na Tabela 10 e
na Figura 23. Consideraram-se meses de verao os meses de Maio a Outubro por serem
0S meses com maior exposi¢ao solar e com temperaturas mais amenas € 0s restantes
meses (Novembro a Abril) foram considerados meses de inverno.

Além disso, determinou-se a média da concentragdo sérica de 25(OH)D de

acordo com o nivel de exposicdo solar e do tipo de pele dos individuos de ambos os

grupos.

Tabela 10 - Concentragdo sérica de 25(OH)D de acordo com a época do ano, a exposi¢do solar
e o fototipo de pele

Controlos (n=100) ]z::igae;s

Epoca do ano' N | 25(0OH)D (ng/mL) | N | 25(OH)D (ng/mL) P
Meses de verdo 65 28,7+94 50 246 +7,7 0,012
Meses de inverno 35 21,7+ 17,6 44 19,0 £9,0 0,144
Exposicio solar’

Baixa 18 20,2+ 7,1 25 17,9+£9,6 0,196
Moderada 29 24,7+8.,5 28 19,6 + 6,3 0,017
Elevada 53 29,2+94 41 26,0+ 8,0 0,083
Fototipo de pele’

1 4 22,1£8,5 8 21,9+ 10,2 1,000
2 23 229+84 19 17,1 +83 0,027
3 44 28,4+9,6 30 23,8+9.2 0,043
4 20 28,5+83 29 232+79 0,059
5 9 21,5+ 10,0 8 21,8+6,9 0,963

A concentragdo sérica de 25(OH)D esta apresentada em média + desvio padrao.

O valor de P foi obtido por aplicag@o do teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30)
(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).

1 - Meses de verao (Maio a Outubro); Meses de inverno (Novembro a Abril)

2 - Baixa — menos de 30 minutos por dia; Moderada — de 30 a 60 minutos por dia; Elevada — mais de 60
minutos por dia.

3 - Fototipo de pele: 1 — Muito Clara. Queima com frequéncia. Nunca bronzeia; 2 — Clara. Queima com
frequéncia. As vezes bronzeia; 3 — Clara média. As vezes queima. Bronzeia com frequéncia; 4 — Escura
média. Raramente queima. Bronzeia com frequéncia; 5 — Escura. Raramente queima. Bronzeia bastante.
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Figura 23 — Concentragdo sérica de 25(OH)D em fungio da época do ano, da exposi¢do solar e
do fototipo de pele
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Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrao.

n refere-se ao tamanho da amostra.

Os valores de P apresentados na imagem foram obtidos por aplicagdo do teste One-way ANOVA ou do
teste de Kruskal-Wallis (consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).
1 - Meses de veriao (Maio a Outubro); Meses de inverno (Novembro a Abril)

2 - Baixa — menos de 30 minutos por dia; Moderada — de 30 a 60 minutos por dia; Elevada — mais de 60
minutos por dia.

3 - Fototipo de pele: 1 — Muito Clara. Queima com frequéncia. Nunca bronzeia; 2 — Clara. Queima com
frequéncia. As vezes bronzeia; 3 — Clara média. As vezes queima. Bronzeia com frequéncia; 4 — Escura
média. Raramente queima. Bronzeia com frequéncia; 5 — Escura. Raramente queima. Bronzeia bastante.

Verificou-se que a concentragdo sérica de 25(OH)D foi mais elevada nos
individuos recrutados nos meses de verdo do que nos individuos recrutados nos meses
de inverno, havendo uma diferenga significativa tanto no grupo dos controlos (P=
0,000) como no grupo dos doentes (P= 0,001). Tanto nos individuos recrutados nos
meses de verdo como nos individuos recrutados nos meses de inverno, registou-se uma
concentracdo de 25(OH)D mais baixa no grupo dos doentes do que no grupo dos
controlos, sendo esta diferenca significativa apenas entre os individuos recrutados nos
meses de verao (P=0,012).

Tanto no grupo dos controlos como no grupo dos doentes verificou-se que,
quanto maior o tempo de exposi¢do solar maior era a concentragdo sérica de 25(OH)D,

salientando-se que esta diferenca foi significativa tanto no grupo dos controlos
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(P=0,001) como no grupo dos doentes (P= 0,000). No entanto e, apesar deste facto,
nenhum dos grupos apresentou valores suficientes de 25(OH)D, independentemente do
nivel de exposicao solar. Adicionalmente, verificou-se que os individuos do grupo dos
doentes apresentavam concentracdes mais baixas de 25(OH)D do que os individuos do
grupo dos controlos com uma exposicao solar semelhante, observando-se uma diferenca
significativa entre os controlos e os doentes que tinham uma exposi¢@o solar moderada
(P=0,017).

Quanto ao tipo de pele, verificou-se que, em ambos os grupos estudados, o
valor da concentragdo sérica de 25(OH)D era mais elevado nos individuos com tipo de
pele 3 e 4, e que os individuos do grupo dos doentes tinham uma concentracdo de
25(OH)D mais baixa do que os controlos com o mesmo tipo de pele. A diferenca entre

os controlos e os doentes com tipo de pele 2 (P=0,027) e 3 (P=0,043) foi significativa.

5.2.5. Testes bioquimicos em fung¢ado do estado de vitamina D

Perfil lipidico

Compararam-se as concentragdes do colesterol total, colesterol das HDL,
colesterol das LDL, triglicéridos, APO B e Lp(a) consoante o estado de vitamina D dos
individuos que constituiram cada um dos grupos estudados e os resultados estdo
apresentados na Tabela 11.

Verificou-se que, no grupo dos controlos, quanto melhor era o estado de
vitamina D mais baixa era a concentracdo de colesterol total e que, no grupo dos
doentes, os individuos com deficiéncia de vitamina D tinham uma concentracdo de
colesterol total mais alta do que os individuos com suficiéncia de vitamina D. No
entanto, em nenhuma das situacdes se verificou uma diferenga estatisticamente
significativa.

Relativamente ao colesterol das HDL, verificou-se que, no grupo dos controlos,
os individuos com deficiéncia de vitamina D tinham uma concentracao de colesterol das
HDL mais baixa do que os individuos com niveis suficientes de vitamina D. Contudo,
no grupo dos doentes verificou-se o contrario, embora dessa diferenca nao tenha sido
estatisticamente significativa.

Quanto ao colesterol das LDL, os individuos com uma concentracao de
25(OH)D superior 30 ng/mL apresentaram uma concentragao mais baixa de colesterol

das LDL do que os individuos com deficiéncia de vitamina D, tanto no grupo dos

- 66 -



controlos como no grupo dos doentes, embora essa diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa em nenhum dos grupos.

Também, nos dois grupos estudados, a concentracao de triglicéridos foi mais alta
nos individuos com deficiéncia de vitamina D do que os individuos com suficiéncia de
vitamina D, apesar de essa diferenca ndo ter sido considerada estatisticamente
significativa.

Verificou-se, também, que as mulheres com deficiéncia de vitamina D tinham
uma concentracao de APO B mais alta, tanto no grupo dos controlos como no grupo dos
doentes, do que aquelas que tinham uma concentragdo suficiente de 25(OH)D, apesar de
ndo se verificar uma diferenga estatisticamente significativa em nenhum dos grupos.
Quanto aos homens, no grupo dos controlos, verificou-se que os que tinham deficiéncia
de vitamina D apresentaram uma concentracao mais alta de APO B do que os homens
com niveis suficientes de vitamina D. No grupo dos doentes, observou-se um resultado
diferente. Os homens com deficiéncia de vitamina D tinham uma concentragdo de APO
B mais baixa do que os individuos com suficiéncia de vitamina D. Apesar disso, ndo se
registou nenhuma diferencga estatisticamente significativa.

Por ultimo, tanto no grupo dos controlos como no grupo dos doentes, verificou-
se que a concentracdo de Lp(a) era mais alta nos individuos com suficiéncia de vitamina

D do que nos que tinham deficiéncia de vitamina D.

Glicose, insulina e HA ¢

Também se compararam as concentragdes de glicose e de insulina e o valor da
HA ¢ de todos os participantes do estudo, de acordo com o seu estado de vitamina D e
os resultados estdao apresentados na Tabela 11.

Nos dois grupos estudados, verificou-se que a concentragao média de glicose era
mais baixa nos individuos com niveis suficientes de vitamina D do que nos individuos
com deficiéncia de vitamina D. Também se verificou, em ambos os grupos, que a
concentracao sérica de insulina era mais baixa nos individuos com niveis suficientes de
vitamina D do que nos individuos com deficiéncia de vitamina. De forma semelhante,
no grupo dos doentes, os individuos com niveis adequados de vitamina D tinham um

valor de HA ;¢ mais baixo do que os individuos com deficiéncia de vitamina D.
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Fibrinogénio, PCRhs e homocisteina

Por ultimo, compararam-se as concentragdes séricas de fibrinogénio, PCRhs e
de homocisteina de acordo com o estado de vitamina D dos individuos e os resultados
estao apresentados na Tabela 11.

Tanto no grupo dos controlos como no grupo dos doentes, verificou-se que os
individuos com suficiéncia de vitamina D apresentavam concentragdes mais baixas de
fibrinogénio do que os individuos com deficiéncia de vitamina. Embora ndo se tenha
verificado uma diferenca estatisticamente significativa, ¢ curioso notar que, nos dois
grupos, os individuos com insuficiéncia de vitamina D foram os que apresentaram uma
concentragdo mais baixa de fibrinogénio.

Quanto a PCRhs, no grupo dos doentes verificou-se que o valor de PCRhs era
mais alto nos individuos com deficiéncia de vitamina D do que nos individuos com
niveis suficientes de vitamina D, apesar de ndo se ter verificado uma diferenca
estatisticamente significativa. Embora no grupo dos controlos os individuos com
deficiéncia de vitamina D apresentassem uma concentracdo de PCRhs mais baixa do
que os individuos que tinham niveis suficientes de vitamina D, ¢ de salientar que, a
semelhanca do que foi observado para o fibrinogénio, os individuos com insuficiéncia
de vitamina D foram os que apresentaram uma concentra¢cao mais baixa de PCRbhs.

No que diz respeito a concentracdo sérica de homocisteina, obtiveram-se
resultados diferentes nos dois grupos estudados. Enquanto no grupo dos controlos, os
individuos com suficiéncia de vitamina D apresentaram concentra¢gdes de homocisteina
mais baixas do que os individuos com deficiéncia de vitamina, no grupo dos doentes
ocorreu o contrario, ou seja, os individuos com suficiéncia de vitamina D apresentaram
concentracdes de homocisteina mais altas do que os individuos com deficiéncia de
vitamina D. Além disso, enquanto no grupo dos controlos os individuos com
insuficiéncia de vitamina D foram os que apresentaram uma concentragdo mais alta de
homocisteina, no grupo dos doentes os individuos com insuficiéncia de vitamina D
foram os que apresentaram uma concentragdo de homocisteina mais baixa. Apesar
disso, ndo se registou uma diferenga estatisticamente significativa em nenhum dos

grupos.

68 -



Tabela 11 - Testes bioquimicos em fungao do estado de vitamina D dos individuos

Controlos (n=100) Doentes (n=94)
Deficiéncia  Insuficiéncia Suficiéncia P Deficiéncia Insuficiéncia Suficiéncia p
(n=28) (n=31) (n=41) (n= 44) (n= 34) (n= 16)
Calesterol Total 22224440 | 22074396 | 21154354 | 0461 | 1946+505 | 18124474 |1865+363 | 0,684
<200 (mg/dL)
Calesterol HDL 52084119 | 512497 | s47+163 | 0844 | 460+116 478+125 | 4350:77 | 0461
<40 (mg/dL)
Calesterol LDL 140,6 382 | 142.1£349 | 1348+293 | 0625 | 11812460 | 1065+357 | 11712321 | 0,565
<130 (mg/dL)
Triglicéridos 159.4+120,6 | 147,7+108,1| 11014359 | 0227 | 181721526 | 1546+1102 | 1295563 | 0.130
<150 (mg/dL)
APO B
e S5 130 ety | 1375325 | 12652364 | 1041253 [ 0354 | 11042299 | 1046%306 | 10375197 | 0870
Homem: 60 - 140 (mg/dL) | 1245 £35.6 | 127.12308 | 111924 | 0130 | 108.1+:291 | 1015+25.7 | 1168 £27.6 | 0350
Lp(a) 2014267 | 3424407 | 322+386 | 0864 | 439+50.1 4624439 | 5134476 | 0520
<30 mg/dL
Glicose 963+112 | 95.6+95 | 945+106 | 0830 | 14294630 | 11954506 | 1149+395 | 0,050
74_ 106 (mg/dL) b b b 2 b b b b b b b b b b
Insulina
1023 (WUlmL) 6.6+2.9 56427 57454 | 0034 | 11.8+144 70443 92+51 | 0.167
HAIC 53404 50404 53404 | 0473 71419 63+ 1.7 6.0+15 | 0009
4’0 - 6,0 % b b b b b b b b b b 9 b b b
Fibrinogénio 385,8+ 76,4 | 368,7+90,0 | 379,8+91,3 | 0,850 | 434,0+92,9 390,2+77,1 | 4102+89.2 | 0,075
238-498 mg/dL
PCRhs 0264036 | 0234024 | 0294043 | 0662 | 081+1.64 022020 | 041+048 | 0,059
<1 mg/dL
HCY 123+38 | 133+47 | 11127 | 0086 1284238 125+36 | 142+67 | 0760
5.0-15 pmol/L

Os resultados estdo apresentados em média + desvio padrio.
O valor de P foi obtido por aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis, (consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).
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5.2.6. Concentragdo sérica de 25(OH)D em fun¢do de todos os

fatores estudados

O facto de se testar cada uma das varidveis independentes, separadamente, em
funcdo da variavel resposta, pode introduzir um viés no estudo. Apds os testes
estatisticos ja apresentados, foi feita uma Analise de Variancia Dupla em que a variavel
resposta era a vitamina D e as variaveis independentes, os Controlos, os Doentes e o
Sexo, a fim de se verificar se existia interacdo. Verificou-se que ndo existia intera¢do e
o Sexo deu significativo. A partir daqui foi possivel juntar Controlos e Doentes no
estudo. Foi, entdo, feita a analise simultinea de todas as variaveis estudadas através da
aplicacdo de uma Regressdo Logistica para determinar possiveis fatores de risco (odds
ratio e respetivos intervalos de confianca a 95%). A varidvel que mais influenciou a

concentracao sérica de 25(OH)D foi a altura dos individuos (P=0,033).

5.2.7. Concentragdo de 25(OH)D por eletroquimioluminescéncia e

por imunoquimioluminescéncia.

No presente trabalho, 70 das 194 amostras foram testadas por dois testes de duas
casas comerciais diferentes, com o objetivo de comparar um novo método de
imunoquimioluminescéncia com o método existente de eletroquimioluminescéncia.
Estas amostras foram testadas pelo teste Vitamin D Total da Roche, que ¢ um
imunoensaio por eletroquimioluminescéncia e pelo teste Vitamin D Total da Beckman
Coulter, que ¢ um imunoensaio quimioluminescente. Os resultados desta comparago
estao representados na Tabela 12.

Ao analisar os dados, verificou-se que a concentragao média de 25(OH)D nessas
70 amostras era ligeiramente diferente mas essa diferenca ndo foi considerada

estatisticamente significativa (P= 0,099).

Tabela 12 - Concentracdo de 25(OH)D por eletroquimioluminescéncia e por
imunoquimioluminescéncia

Eletroquimioluminescéncia | Imunoquimioluminescéncia P
(n="70) (n=70)
25(OH)D (ng/mL) 19,7+9,1 21,8 +£6,0 0,099

A concentracdo sérica de 25(OH)D esta apresentada em média + desvio padrao.
O valor de P foi obtido por aplicagdo do teste ¢ de Student (consideraram-se estatisticamente
significativos os valores de P inferiores a 0,05).
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6. DISCUSSAO

Tendo em conta os varios estudos ja realizados e que referem a importancia da
vitamina D na satde cardiovascular, o primeiro objetivo deste trabalho foi verificar se
havia alguma relagdo entre a deficiéncia de vitamina D e a doenga cardiovascular, numa
amostra da populacdo da ilha da Madeira.

Para isso, estudaram-se 194 individuos divididos em dois grupos (100
individuos saudaveis e 94 individuos com doenga cardiovascular) e verificou-se que os
individuos saudédveis tinham uma concentragao sérica de 25(OH)D mais alta (26,3+9,4
ng/mL) do que os individuos com doenga cardiovascular (21,9+8,7 ng/mL), sendo esta
diferenga estatisticamente significativa (P= 0,001). Para além disso, verificou-se que a
deficiéncia de vitamina D era uma condi¢dao mais frequente nos individuos com doenca
corondria (46,8%) do que nos individuos saudaveis (28,0%). Estes resultados estdo de
acordo com os resultados obtidos em alguns estudos. Efetivamente, Pittas A. et al [’
verificaram que as concentracdes mais baixas de 25(OH)D estavam associadas ao
aumento do risco cardiovascular. Além disso, a deficiéncia de vitamina D foi
considerada um fator de risco independente para mortalidade por doencas

5] e, no The

cardiovasculares em populagdes sem doenga cardiovascular prévia
Fragmingham Offspring Study*® estabeleceu-se uma associagdo entre as baixas
concentragdes de 25(OH)D e o aumento do risco de eventos cardiovasculares em geral.
Também no The Health Professionals Follow-up study® estabeleceu-se uma relagio
entre as concentracdes mais baixas de 25(OH)D e um maior risco de EAM.
Adicionalmente, a concentracdo de vitamina D parece, também, permitir prever o risco
de eventos adversos, ap6s um EAM ou uma cirurgia cardiaca, havendo um maior risco
nos pacientes com concentragdes de 25(OH)D mais baixas [*7),

Ja foi também sugerido que, em vez de ser uma causa direta da doenga
cardiovascular, a deficiéncia de vitamina D podera constituir um fator de risco indireto,
ao atuar sobre marcadores inflamatorios e levando a efeitos fatais .

Assim, at¢ ao momento, nao foi possivel estabelecer uma relacdo causa-efeito
entre a deficiéncia de vitamina D e as DCV e, alguns estudos até sugerem que a
deficiéncia de vitamina D possa ser resultado de um estilo de vida pouco saudavel ¢,

Neste trabalho, além de ser ter verificado existir uma diferenga estatisticamente
significativa, entre a concentracao de 25(OH)D dos individuos saudaveis e dos doentes

cardiovasculares, também se verificou haver diferenca entre a concentracdo de
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25(OH)D de homens e mulheres. No grupo dos doentes, a diferenca na concentracdo de
25(OH)D entre homens (23,2+7,9 ng/mL) e mulheres (19,2+9,8 ng/mL) mostrou
significancia estatistica (P= 0,021). No grupo dos controlos também se verificou haver
uma diferenca na concentragao de 25(OH)D entre homens (26,9+£9,1 ng/mL) e mulheres
(20,8+9,7 ng/mL), embora essa diferenca ndo tenha mostrado significancia estatistica
(P= 0,067). Apesar de ndo haver muitos estudos sobre o assunto, alguns trabalhos
sugerem que esta diferenca efetivamente existe e que merece ser estudada >4, Um
estudo publicado em 2015, que pretendia avaliar a diferenca da concentragao de
25(OH)D entre homens e mulheres e o seu impacto na extensdo da doenga corondria,
concluiu que o sexo feminino estava relacionado com uma deficiéncia de vitamina D
mais severa ¢ que a deficiéncia de vitamina D estd associada a uma forma mais
agressiva da doenca coronaria nas mulheres do que nos homens "“.Uma vez que a
vitamina D pode modificar a concentragdo de algumas hormonas sexuais, ¢ natural que

existam diferengas na concentragdo de 25(OH)D entre géneros (73]

. Além disso, as
mulheres apresentam uma maior percentagem de massa gorda € uma maior quantidade
de gordura subcutanea. Sendo a vitamina D uma vitamina lipossoluvel, este fator devera
contribuir para um maior armazenamento de vitamina D no tecido adiposo nas mulheres
do que nos homens [*) No entanto, uma grande parte dos estudos néo considera existir
diferencas entre sexos, no que diz respeito a concentragao plasmatica de vitamina D.
Uma possivel justificagdo para a diferenga encontrada na concentracdo de
25(OH)D entre controlos e doentes podera ter sido a diferente propor¢do de homens e
de mulheres nos dois grupos (controlos e doentes). Para verificar esta possivel
diferenca, foi aplicado o teste de homogeneidade do Qui-Quadrado, o qual demonstrou
que existiam diferencas significativas naquela propor¢do. Neste trabalho em particular,
também podemos apresentar a idade como uma possivel justificagdo para a diferencga
encontrada entre a concentracdo de 25(OH)D dos homens e das mulheres. Atendendo a
média de idades dos individuos que participaram no estudo, € possivel constatar que, no
grupo dos controlos, as mulheres eram mais velhas (61+4,1) que os homens (53+7,1).
Da mesma forma, no grupo dos doentes, as mulheres também tinham uma idade
superior (60£8,0) do que os homens (56+8,8). Sabe-se que a idade constitui um fator
importante na sintese cutanea de vitamina D pois, com o aumento da idade, a sintese de
vitamina D tende a diminuir por duas razdes principais que sdo o espessamento da pele

e a diminuicdo das reservas de 7-dehidrocolesterol 7,
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Além de fatores como o género e a idade, ¢ necessario ter em conta alguns
aspetos que poderiam influenciar os resultados, tais como a obesidade, o tabagismo e o

[5:6-7] "Para evitar esses fatores de confusdo, avaliou-se a populaco quanto

sedentarismo
a existéncia de comorbilidades e avaliou-se o estilo de vida da populagdo quanto ao
tabagismo, consumo de bebidas alcodlicas, consumo de alimentos ricos em vitamina D
e nivel de atividade fisica. Além disso, registou-se o nivel de exposi¢do solar e o

fototipo de pele dos participantes.

Vitamina D e comorbilidades

Seguindo as orientagdes da Organizacdo Mundial de Satude, foram considerados
obesos os individuos com um IMC superior a 30 kg/m”. Assim, foram considerados
obesos 12 individuos (12,0%) no grupo dos controlos e 29 individuos (30,9%) no grupo
dos doentes.

Relativamente a concentracdo de 25(OH)D, verificou-se que esta era mais
baixa nos individuos obesos, tanto no grupo dos controlos (23,2+6,3 ng/mL) como no
grupo dos doentes (20,4+9,3 ng/mL) do que nos individuos sem obesidade (26,7+9,7
ng/mL e 22,64+8,4 ng/mL) controlos e doentes, respetivamente. Este resultado estd de
acordo com a literatura pois, sendo a vitamina D uma vitamina lipossolivel, tende a
ficar armazenada no tecido adiposo. Assim, nos individuos obesos podemos afirmar que
ha um maior sequestro de vitamina D pelo tecido adiposo e, consequentemente, estes
individuos apresentam concentragdes séricas de 25(OH)D mais baixas [16]

No entanto, o estado de vitamina D ndo parece influenciar o IMC, ou seja, até
ao momento parece ser a obesidade a responsavel pelas baixas concentragdes de
25(OH)D e nao a deficiéncia de vitamina D a responsavel pelo desenvolvimento da
obesidade. Por outras palavras, a obesidade parece levar a deficiéncia de vitamina D
mas a deficiéncia de vitamina D ndo parece levar a obesidade. Além disso, aumentar a
concentragdo de 25(OH)D nio parece reverter a obesidade '™,

No grupo dos doentes 29,8% dos individuos foram considerados diabéticos por
apresentarem, em jejum, valores de glicémia superiores a 126 mg/dL e/ou tomarem
antidiabéticos orais ou administrarem insulina. Apesar de ndo existirem individuos
diabéticos no grupo dos controlos, no grupo dos doentes foi possivel comparar a
concentracdo sérica de 25(OH)D entre individuos diabéticos (18,4+9,4 ng/mL) e nao
diabéticos (23,5+8,1 ng/mL), observando-se um valor significativamente mais alto nos

individuos ndo diabéticos (P= 0,005). Estes resultados vao de encontro aos resultados
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obtidos em outros estudos. Uma metanalise realizada em 2015 que incluiu 23 estudos,
dos quais 11 avaliaram criangas e adolescentes e 12 foram realizados com adultos!’®),
permitiu concluir que a concentragao de 25(OH)D era significativamente mais baixa em
individuos com DM tipo 1 do que em individuos sem DM . Também em 2015, Serra-
Planas E. et al’”! avaliaram a relagdo entre a concentragio de 25(0OH)D ¢ a presenca de
aterosclerose precoce, em individuos com DM tipo 1. Concluiram que os individuos
diabéticos tinham concentracdes mais baixas de 25(OH)D e registavam o dobro da
prevaléncia de deficiéncia de vitamina D, relativamente aos individuos sem DM.
Estudos anteriores ja tinham permitido verificar que existe uma grande incidéncia de
deficiéncia de vitamina D, ndo s6 em individuos com DM tipo 1 mas, também, em
individuos com DM tipo 2 "% ™.

A ligagdo entre a deficiéncia de vitamina D e a DM parece estar relacionada
com o papel que a vitamina D exerce sobre a insulina. No presente trabalho, apesar de
ndo existirem individuos diabéticos no grupo dos controlos, considerou-se que 16,0%
dos controlos e 39,4% dos individuos que constituiram o grupo dos doentes,
apresentavam resisténcia a insulina de acordo com os respetivos valores de HOMA.
Tanto no grupo dos controlos, como no grupo dos doentes, verificou-se que a
concentragdo sérica de 25(OH)D era mais elevada nos individuos que ndo apresentavam
resisténcia a insulina (27,1+£9,3 ng/mL e 22,5+7,8 ng/mL) do que nos individuos com
resisténcia a insulina (22,248,7 ng/mL e 21,1+10,1 ng/mL) controlos e doentes,
respetivamente. Contudo, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa em
nenhum dos grupos. Resultados semelhantes foram observados em 2013, num estudo
que envolveu adolescentes coreanos € no qual se verificou uma relagao inversa entre o
estado de vitamina D e a resisténcia a insulina .

Em suma, manter uma concentragao sérica de 25(OH)D em niveis adequados
podera ser uma boa medida preventiva da DM, uma vez que, em adultos saudaveis,
parece haver uma relagdo inversa entre a concentragdo de 25(OH)D e o risco de
desenvolver DM tipo 2 Y. Além disso, também se verificou uma correlagio negativa
entre a 25(OH)D e a HA ¢, ao comparar individuos diabéticos com individuos nao
diabéticos . Por ultimo, manter uma concentragio adequada de 25(OH)D na infancia
parece reduzir o risco de desenvolver DM, através de um efeito imune protetor ' Os
mecanismos por detras deste papel protetor da vitamina D incluem a existéncia de VDR

nas células B-pancreaticas, que influenciam a secre¢do e a sensibilidade a insulina, e o
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efeito da vitamina D no metabolismo do célcio, que € necessario para a secre¢do
adequada de insulina 7.

No grupo dos controlos, tanto a PAS (126,9+7,7 mmHg) como a PAD
(77,8+6,1 mmHg) foi mais baixa do que no grupo dos doentes, no qual se registou uma
PAS de 136,3£19,8 mmHg e uma PAD de 79,8+10,2 mmHg. Enquanto no grupo dos
controlos ndo existiam individuos hipertensos, no grupo dos doentes 90,40% dos
individuos foram considerados hipertensos. Isto porque, aplicando as recomendag¢des da
Organizacao Mundial de Saude, foram considerados hipertensos todos os individuos
com uma PAS > 140mmHg e/ou uma PAD > 90mmHg e/ou que tomavam medicagao
anti-hipertensiva.

Ao contrario do esperado, no grupo dos doentes, os individuos com HTA
apresentaram valores mais altos de 25(OH)D (22,1+8,9 ng/mL) do que os individuos
sem HTA (20,0+6,7 ng/mL). No entanto, ¢ importante salientar que este resultado
podera estar condicionado pelo facto de serem muito poucos os individuos sem HTA
(apenas 9 individuos), no grupo dos doentes. Era de esperar que os individuos
hipertensos tivessem uma concentragao de 25(OH)D mais baixa do que os individuos
sem HTA pois, segundo a revisio feita por Vaidya A. et al®™, a maioria dos estudos
observacionais sugere que concentracdes mais baixas de 25(OH)D estdo associadas a
valores de pressdo arterial mais elevados e a um maior risco de desenvolver HTA.
Concentragdes mais baixas de 25(OH)D tém sido, também, relacionadas com uma

(85. 571 Além disso, estudos

maior prevaléncia de HTA e uma PAD mais elevada
experimentais em animais sugerem que a vitamina D esta relacionada com a pressao
arterial, inibindo o SRAA P *°). Também em humanos ja foi provado que, tanto a
25(OH)D como a 1,25(0OH)2D, estao inversamente relacionadas com a concentracao de
renina e de angiotensina II e, portanto, exercem um efeito modulador sobre 0 SRAA P!,

Um artigo de revisdo publicado em 2015 por Mozos I. et al'®! refere que
alguns ensaios clinicos ja demonstraram uma relacdo inversa de dose-resposta entre a
concentracdo sérica de 1,25(OH),Ds e o valor da pressao arterial, tanto em individuos
com HTA, como em individuos com pressdo arterial normal. No entanto, o mesmo
artigo refere alguns estudos nos quais ndo se conseguiu comprovar que a suplementagao
com vitamina D pudesse baixar a pressdo arterial. Segundo os autores desse trabalho®],

fatores como a dose de vitamina D administrada e a dura¢dao do tratamento poderdo ser

aspetos importantes que se refletem nessa discrepancia de resultados.
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O efeito anti-hipertensivo da vitamina D inclui a supressdo do SRAA, o seu
efeito anti-inflamatorio, o efeito direto nas células endoteliais e no metabolismo do

célcio e, ainda, o seu papel na prevencdo do hiperparatiroidismo ™.

Vitamina D e o estilo de vida

A maioria dos individuos de ambos os grupos estudados (controlos e doentes)
foi considerada ndo fumador. A maior diferenca observada entre os dois grupos foi a
percentagem de individuos ex-fumadores. Enquanto no grupo dos controlos apenas
3,0% dos individuos eram ex-fumadores, essa percentagem era bem superior no grupo
dos doentes (29,8%). Neste ultimo grupo, a maioria dos entrevistados que referiram ser
ex-fumadores, deixaram de fumar quando lhes foi feito o diagnoéstico de DCV.

O tabagismo também parece influenciar a concentracdo de 25(OH)D. Os
resultados obtidos permitiram verificar que os fumadores tém uma concentracdo mais
baixa de 25(OH)D do que os ex-fumadores e ndo fumadores. Uma possivel justificacdo
para este resultado poderd ser o envelhecimento da pele provocado pelo tabagismo e
que poderd levar a reducdo da capacidade de sintese cutinea de vitamina D !,

No grupo dos controlos houve mais individuos que referiram consumir bebidas
alcodlicas (76,0%) do que no grupo dos doentes (39,4%), provavelmente, porque no
grupo de doentes os individuos tomam medicagdo de forma cronica. De qualquer forma,
os que admitiram consumir bebidas alcodlicas faziam-no com moderagdao e,
principalmente, a refeicao.

Curiosamente, verificou-se que o valor da concentragdo sérica de 25(OH)D era
mais elevada nos individuos que consumiam bebidas alcodlicas frequentemente do que
naqueles que ndo consumiam bebidas alcodlicas, tanto no grupo dos controlos, como no
grupo dos doentes. A informagao sobre esta relagdo ¢ escassa, no entanto, um resultado
semelhante foi descrito por McCullough M. et al®, quando verificaram existir uma
associacdo positiva entre a concentragdo de 25(OH)D e o consumo de alcool. Contudo,
a razao para essa associagao continua por esclarecer.

Quanto a alimentacgao, foi possivel verificar que o consumo de alimentos ricos
em vitamina D era um habito mais frequente no grupo dos controlos do que no grupo
dos doentes. Apesar de existirem poucos individuos que consumiam alimentos ricos em
vitamina D com uma frequéncia superior a 3 vezes por semana (apenas 4 em cada
grupo), foi possivel verificar que no grupo dos controlos existiam mais individuos que

consumiam alimentos ricos em vitamina D entre 1 a 3 vezes por semana (67,0%) do que
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no grupo dos doentes (52,1%). Por ultimo, enquanto no grupo dos controlos, 29
individuos (29,0%) raramente consumiam alimentos ricos em vitamina D, no grupo dos
doentes essa percentagem era superior, havendo 41 individuos (43,6%) que raramente
consumiam alimentos ricos nesta vitamina.

Apesar dos resultados deste trabalho permitirem verificar que a concentragiao
sérica de 25(OH)D era mais alta nos individuos que consumiam alimentos ricos em
vitamina D, pelo menos uma vez por semana, do que naqueles que raramente
consumiam alimentos ricos em vitamina D, essa diferenca ndo foi significativa em
nenhum dos grupos. Isto pode ser justificado com o facto de serem poucos os alimentos
ricos em vitamina D, destacando-se o salmao, a sardinha, o atum, os ovos e o figado de
vaca, pelo que a nossa alimentagdo pouco fornece esta vitamina e, consequentemente, a
concentracdo sérica de 25(OH)D pouco depende da ingestdo de alimentos ricos em
vitamina D "1,

Nao sendo possivel obter niveis suficientes de vitamina D através da
alimentacdo, os niveis séricos desta vitamina dependem essencialmente da sua sintese
cutdnea que, como j4 foi referido, ¢ a principal fonte de vitamina D 12,

Relativamente a atividade fisica, ndo se observaram grandes diferencas entre o
grupo de controlos € o grupo de doentes. A percentagem de sedentarismo nao diferiu
muito entre os grupos. No grupo dos controlos 12,0% dos individuos foram
considerados sedentédrios € no grupo dos doentes, 15,9%. No grupo dos doentes foi
possivel verificar que, dentro do possivel, estes individuos tentaram adotar um estilo de
vida mais saudavel, apos terem tido o EAM ou terem feito o cateterismo. No entanto, é
de salientar que no grupo dos doentes nenhum individuo foi considerado muito ativo,
possivelmente devido as limitagdes fisicas que adquiriram apods a doenca.

Ao avaliar a concentracao de 25(OH)D em fung¢ao do nivel de atividade fisica,
foi possivel notar que, no grupo dos controlos, quanto mais elevado era o nivel de
intensidade fisica, mais elevada era a concentracdo de 25(OH)D. Esta diferenga foi
significativa (P= 0,035). Também, no grupo dos doentes foi possivel verificar que os
individuos com alguma atividade fisica tinham uma concentracdo sérica de 25(OH)D
mais elevada do que os individuos sedentarios, embora essa diferenga nio fosse
significativa (P=0,791). Verificou-se ainda, que os individuos do grupo dos doentes
tinham uma concentracao mais baixa de 25(OH)D, do que os individuos do grupo dos
controlos com o mesmo nivel de atividade fisica, sendo esta diferencga estatisticamente

significativa nos individuos ativos (P= 0,002).
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A relacdo entre o nivel de atividade fisica e a concentragdo sérica de 25(OH)D
ja foi descrita anteriormente, verificando-se que os individuos mais ativos tendem a ter
uma concentracio sérica de 25(OH)D mais alta *®. Embora se observem concentracdes
de 25(OH)D mais altas quando a atividade fisica ¢ praticada no exterior, a pratica de
atividade fisica no interior também resulta no aumento da concentragdo sérica de
25(OH)D. Ja se verificou que esta relagdo positiva, entre a atividade fisica e a
concentragdo sérica de 25(OH)D, nao era mais forte nos individuos que praticavam
atividade fisica no exterior do que nos que o faziam no interior ). Isto leva a pensar
que a atividade fisica poderd exercer algum efeito na concentragdo de 25(OH)D,
independentemente do nivel de exposi¢ao solar.

Adicionalmente, ja foram reportadas concentracdes elevadas de metabolitos da
vitamina D em atletas. Pensa-se que isso se deve a algumas alteragcdes que ocorrem
durante a pratica de exercicio, como por exemplo a diminuicdo do célcio sérico, que
poderdo estimular a secrecdo de PTH e, consequentemente, estimular a produ¢do renal
de 1,25(0H),D [*¥,

Quanto a exposi¢ao solar verificou-se que, embora em ambos 0s grupos
estudados, a maioria dos individuos apresentasse uma exposi¢cdo solar de mais de 60
minutos por dia, esta percentagem foi mais baixa no grupo dos doentes (43,6%) do que
no grupo dos controlos (53,0%). Além disso, existiam mais individuos com uma
exposic¢ao solar inferior a 30 minutos no grupo dos doentes (26,6%) do que no grupo
dos controlos (18,0%).

Um dos objetivos deste trabalho foi realizar um estudo preliminar para
verificar se existia deficiéncia de vitamina D na populagdo madeirense. A sintese
cutanea de vitamina D depende da exposi¢cdo aos raios UV-B e, como tal, depende de
fatores como a latitude, a nebulosidade, a poluicdo, as estacdes do ano, a hora do dia, o
tipo de vestuario e o uso de protetor solar ['***!. Em latitudes acima dos 37°N e abaixo
dos 37°S, a intensidade dos UV-B ndo ¢ suficiente para permitir a sintese de vitamina D
durante os meses de Novembro a Marco >, Estando a ilha da Madeira posicionada a
uma latitude entre 32° e 33°N, ¢ de esperar que ndo haja diferencas na sintese de
vitamina D entre os meses de inverno e os meses de verdo. Além disso, esta € uma
regido com um clima e uma temperatura agradaveis durante quase todo o ano,
favorecendo a pratica de atividades ao ar livre e, desta forma, promovendo uma

exposicao solar mais prolongada.
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Assim, seria de esperar que os individuos sauddveis apresentassem uma
concentragdo suficiente de 25(OH)D, mas tal ndo se verificou. No grupo dos controlos,
constituido por individuos saudaveis, a concentragdo média de 25(OH)D foi de 26,3+9,4
ng/mL. Além disso, verificou-se uma diferenga estatisticamente significativa entre a
concentragdo de 25(OH)D dos individuos recrutados nos meses de inverno € os
individuos recrutados nos meses de verdo (P= 0,000), ao contrario do que seria de
esperar dada a posi¢ao geografica da ilha.

Quanto ao tempo de exposi¢ao solar, também se verificou uma diferenca
estatisticamente significativa na concentragdo de 25(OH)D. Os individuos que
estiveram expostos ao sol mais de 60 minutos por dia tinham uma concentracao sérica
de 25(OH)D mais alta (29,2+9,4 ng/mL nos controlos e 26,0+8,0 ng/mL nos doentes)
embora, mesmo assim, esse valor ndo fosse considerado suficiente. No entanto, €
importante referir que existem outros fatores que poderdo influenciar a concentragio de
25(OH)D além do nivel de exposicdo solar, tais como, o tipo de pele e a idade dos

individuos. Além disso, como referido por Papandreou D. et al’>

, uma exposi¢ao solar
prolongada leva a fotodegradacao da vitamina D, para evitar toxicidade.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos resultados obtidos em
outros trabalhos realizados em Portugal. Até ao momento ndo existem publicacdes de
estudos epidemiolodgicos, para avaliar a prevaléncia da deficiéncia de vitamina D em
Portugal mas, ndo ¢ de esperar que os resultados difiram muito daqueles obtidos em

39 Um estudo realizado entre Abril e Maio de 2004, que

outros paises europeus
avaliou a concentragdo sérica de 25(OH)D em doentes internados no Servigo de
Medicina Interna dos Hospitais da Universidade de Coimbra, verificou que 92,7% dos
individuos avaliados tinham deficiéncia de vitamina D. No entanto, este estudo teve a
duragdo de apenas dois meses, ndo permitindo avaliar a variabilidade sazonal da
concentragdo sérica de 25(OH)D. Além disso, apenas foram avaliados doentes idosos,
internados, com comorbilidades associadas e, consequentemente, que tomavam
medicacdo de forma cronica P

Outro estudo, realizado entre Junho e Outubro de 2009, no Hospital de Sao

1 detetou existir deficiéncia de vitamina D em 28,6% dos individuos,

Jodo, no Porto!”!
insuficiéncia em 45,2% e suficiéncia em apenas 26,2% dos individuos estudados. Ao
contrario de outros estudos realizados em Portugal, estes individuos ndo estavam

internados e o estudo decorreu nos meses de verdo, pelo que se esperavam valores de
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25(OH)D mais elevados. No entanto, a concentragdo média de 25(OH)D na populagdo
estudada foi de 25,6 ng/mL.

Mais recentemente, entre Setembro e Dezembro de 2010, foi realizado um
estudo que avaliou a concentragao sérica de 2071 individuos internados nos Hospitais
da Universidade de Coimbra *?!. Verificou-se existir deficiéncia de vitamina D em 65%
dos individuos estudados. No entanto, dado o curto espaco de tempo do estudo, mais
uma vez nao foi possivel avaliar a variabilidade sazonal da concentragao de 25(OH)D.

Um outro estudo observacional semelhante foi desenvolvido entre Junho de
2012 e Novembro de 2014, no Hospital de Braga. Também neste estudo se verificou
uma deficiéncia de vitamina D em 60% dos individuos estudados **!. No entanto, esta
elevada prevaléncia de deficiéncia de vitamina D poderda dever-se ao facto desta
avaliacdo ter sido feita em contexto de internamento e na presenca de doenca ativa, com
consequente toma de medicagao.

90 91 92. 931 " apenas um deles”” forneceu

Nos quatro artigos acima referidos!
informacao relativa a exposi¢ao solar dos participantes. No entanto, em nenhum deles se
obteve informacao relativamente ao estilo de vida dos individuos, nomeadamente, ao
nivel de atividade fisica e aos héabitos alimentares no que diz respeito a alimentos ricos
em vitamina D. O tipo de pele dos individuos também nao foi registado em nenhum
destes estudos. Estes seriam dados importantes e que deveriam ser tidos em conta, no
contexto da avalia¢ao do estado de vitamina D dos individuos. E, também, de salientar

90. 91 92 93] foram realizados em cidades

que os estudos anteriormente referidos!
portuguesas que se situam acima dos 37°N.

Dada a posicao geografica da Madeira, no presente estudo eram esperadas
concentracdoes de 25(OH)D mais elevadas. No entanto, em relagdo a diferengas de
latitude, varios estudos revelaram que, ao contrario do esperado, a 25(OH)D ¢ mais alta
no norte da Europa do que no sul. Esse facto podera dever-se a uma maior procura de
exposi¢ao solar, a um tipo de pele mais clara e a uma maior taxa do uso de suplementos
de vitamina D e da fortificacdo de alimentos no norte da Europa, enquanto um
comportamento de procura de sombra e uma pele mais escura sao fatores mais comuns
nos paises mediterranicos 4,

Outro fator importante na producao de vitamina D ¢ a pigmentagdo da pele. No
presente trabalho verificou-se que, quanto ao tom de pele, a maioria dos participantes,

de ambos os grupos, apresentava o fototipo 3, seguido dos fototipos 2 e 4. Ao comparar
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os valores da concentragdo sérica de 25(OH)D nos diferentes fototipos, verificou-se
que, em nenhum deles, se obteve um valor considerado suficiente.

Num individuo de pele escura, a produgdo cutanea de vitamina D pode estar
reduzida cerca de 99,9%. Os individuos com fototipos de pele mais claros, apesar de
precisarem de menos tempo de exposi¢do solar para produzir a mesma quantidade de
vitamina D do que os individuos com tom de pele mais escura, sdo possivelmente
aqueles que passam menor quantidade de tempo expostos ao sol, pelo risco de escalddes
[16]

Testes bioquimicos em funcio do estado de vitamina D

Vitamina D e o perfil lipidico

Curiosamente e, ao contrario do que seria de esperar, o grupo dos controlos
apresentou uma concentragao média de colesterol total mais alta (218,3+39,5 mg/dL) do
que o grupo dos doentes (188,4+47,2 mg/dL). No entanto, no grupo dos doentes havia
uma maior percentagem de individuos que tomava estatinas (70,2%) do que no grupo
dos controlos (8,0%), sendo esta a possivel justificacdo para este resultado.

Uma das hipoteses que parece suportar a importancia da vitamina D, nas
doencas cardiovasculares, ¢ a relagdo da 25(OH)D com o perfil lipidico. Apesar de nao
se terem verificado diferencas estatisticamente significativas, obtiveram-se valores de
colesterol total mais baixos nos individuos com uma concentragao de 25(OH)D superior
a 30 ng/mL (211,5+35,4 mg/dL no grupo dos controlos ¢ 186,5+36,3 mg/dL no grupo
dos doentes) do que nos individuos com deficiéncia de vitamina D (222,2+44,0 mg/dL
no grupo dos controlos e 194,6+£50,5 mg/dL no grupo dos doentes). Quanto ao
colesterol das HDL, verificou-se que, no grupo dos controlos, os individuos com
deficiéncia de vitamina D tinham uma concentrag¢ao de colesterol das HDL mais baixa
(52,8+11,9 mg/dL) do que os individuos com niveis suficientes de vitamina D
(54,7£16,3 mg/dL). No entanto, no grupo dos doentes observou-se o contrario, apesar
dessa diferenca ndo ter sido estatisticamente significativa (P= 0,461). Este resultado, no
grupo dos doentes, podera dever-se ao facto deste grupo apenas apresentar 16
individuos com suficiéncia de vitamina D. Adicionalmente, os individuos com uma
concentragdo de 25(OH)D superior a 30 ng/mL apresentavam uma concentragdo mais
baixa de colesterol das LDL (134,84+29,3 mg/dL no grupo dos controlos e 117,1+£32,1
mg/dL no grupo dos doentes), do que os individuos com deficiéncia de vitamina D
(140,6+38,2 mg/dL no grupo dos controlos e 118,1+46,0 mg/dL no grupo dos doentes).

Contudo, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa em nenhum dos grupos.
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Também a concentracdo de triglicéridos foi mais alta nos individuos com deficiéncia de
vitamina D (159,4+120,6 mg/dL no grupo dos controlos e 181,7£152,6 no grupo dos
doentes) do que nos individuos com suficiéncia de vitamina D (110,1+35,9 mg/dL no
grupo dos controlos e 129,5+56,3 mg/dL no grupo dos doentes), embora essa diferencga
ndo tenha sido considerada estatisticamente significativa. Resultados semelhantes ja
tinham sido observados num outro trabalho [95], no qual se verificou que os individuos
com deficiéncia de vitamina D tinham uma concentragdo de colesterol total mais
elevada do que os restantes. Além disso, quanto melhor o estado de vitamina D, mais
elevada era a concentracdo de colesterol das HDL e mais baixa era a concentragdo de
colesterol das LDL e dos triglicéridos.

O mecanismo responsavel pela relacao entre a vitamina D e o colesterol ainda
ndo se encontra bem esclarecido mas podera estar relacionado com o fotometabolismo.
Na presenca da luz solar, o esqualeno presente na pele ¢ convertido a 7-
dehidrocolesterol e vitamina D, enquanto na auséncia de luz solar, ¢ metabolizado de
forma a dar origem ao colesterol %, Além disso, pensa-se que a absorcdo intestinal de
calcio possa constituir um mecanismo para as concentracoes mais baixas de triglicéridos
nos individuos com concentracdes suficientes de 25(OH)D. Sabe-se que a vitamina D
aumenta a concentragdo sérica de calcio ao promover a sua absor¢do intestinal e esse
calcio pode depois diminuir a concentragdo sérica de triglicéridos através da reducao da
formacio e secrecdo de triglicéridos pelo figado .

Parece, também, haver uma relagdo entre a vitamina D ¢ a concentragao de
APO B. A vitamina D parece estar inversamente relacionada com a concentragdo de
APO B, verificando-se que quanto mais severa ¢ a deficiéncia de vitamina D, mais alta
¢ a concentracdo de APO B 7). No presente trabalho, verificou-se que as mulheres com
deficiéncia de vitamina D tinham uma concentracao de APO B mais alta, tanto no grupo
dos controlos (137,5+32,5 mg/dL) como no grupo dos doentes (110,4+29,9 mg/dL), do
que aquelas que tinham uma concentragao suficiente de 25(OH)D (104,1+5,3 mg/dL no
grupo dos controlos e 103,7+19,7 mg/dL no grupo dos doentes), apesar de ndo se
verificar uma diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos grupos. Quanto
aos homens, no grupo dos controlos, verificou-se que aqueles que tinham deficiéncia de
vitamina D apresentaram uma concentragdo mais alta de APO B (124,5+35,6 mg/dL) do
que os homens com niveis suficientes de vitamina D (111,9+2,4 mg/dL). No grupo dos
doentes, observou-se um resultado diferente. Os homens com deficiéncia de vitamina D

tinham uma concentragio de APO B mais baixa (108,1£29,1 mg/dL) do que os
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individuos com suficiéncia de vitamina D (116,84+27,6 mg/dL). Apesar disso, ndo se
registou nenhuma diferenga estatisticamente significativa. Mais uma vez, este resultado
no grupo dos doentes, podera estar condicionado pelo facto dos individuos com DCV e
com niveis suficientes de vitamina D, constituirem um grupo muito pequeno.

Apesar de varios estudos associarem uma concentragao desejavel de 25(OH)D
a um perfil lipidico mais favoravel, existem poucos dados que relacionem a 25(OH)D
com a Lp(a). No presente trabalho, tanto no grupo dos controlos como no grupo dos
doentes, verificou-se que a concentragdo de Lp(a) era mais alta nos individuos com
suficiéncia de vitamina D (32,2438,6 mg/dL versus 51,3+47,6 mg/dL) do que nos que
tinham deficiéncia de vitamina D (29,1£26,7 mg/dL versus 43,9+50,1 mg/dL). Estes
resultados vao contra aquilo que seria de esperar pois, estando a maior concentragao de
25(OH)D relacionada com um perfil lipidico mais favoravel, seria de esperar que a
concentragdo de Lp(a) fosse mais baixa quanto melhor fosse o estado de vitamina D. A
vitamina D j4 foi associada a uma melhoria na concentracdo de Lp(a), num estudo onde
se aumentou o aporte de vitamina D na alimentacdo . No entanto, nesse estudo
apenas se determinaram as concentragdes da APO Al, APO B e Lp(a) e ndo se
determinou a concentragdo de 25(OH)D para avaliar o estado de vitamina D dos
individuos.

De uma forma geral, os resultados obtidos neste trabalho estao de acordo com a
literatura. Valores mais favordveis de colesterol das HDL, triglicéridos, glicose,
perimetro abdominal e uma menor incidéncia de sindrome metabdlico foram observados
em individuos com uma concentragio sérica de 25(OH)D mais elevada "%, Além disso,
a concentracdo sérica de 25(OH)D parece estar inversamente relacionada com a
concentracdo sérica de triglicéridos, de APO B e com o racio LDL/HDL %, Num
estudo realizado em pacientes diabéticos, verificou-se que individuos com deficiéncia
de vitamina D tinham concentragdes mais elevadas de colesterol total, triglicéridos e
colesterol das LDL e concentragdes mais baixas de colesterol das HDL, quando
comparados com individuos que tinham uma concentracio suficiente de 25(OH)D %%,
Além disso, a deficiéncia de vitamina D também parece estar associada a hiperlipidemia
familiar e o tratamento para a dislipidémia parece aumentar a concentragdo de 25(OH)D
por um mecanismo ainda desconhecido. No entanto, estudos futuros serdo necessarios
para esclarecer o mecanismo envolvido nesta associagio !'°!,

Um artigo de revisao, publicado em 2011 com o objetivo de analisar a relagao

da 25(OH)D com o perfil lipidico, analisou 22 estudos transversais e 10 ensaios clinicos
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controlados por placebo, nos quais se administraram suplementos de vitamina D %,

Nessa andlise, verificou-se que em todos os estudos transversais se observou uma
relacdo direta entre a 25(OH)D e a concentracdo de colesterol das HDL e uma relacao
inversa entre a 25(OH)D e a concentracgao de triglicéridos e de colesterol das LDL. Por
outro lado, os ensaios clinicos analisados ndo foram concordantes. Enquanto alguns
estudos mostram um efeito positivo no perfil lipidico com a suplementacdo de vitamina
D, outros mostram uma a¢ao negativa. No entanto, nenhum destes estudos clinicos foi
desenhado especificamente para avaliar o papel da vitamina D no perfil lipidico. Assim,
até ao momento, o efeito da suplementacdo com vitamina D no perfil lipidico continua

incerto e continuam a ser necessarios mais estudos para esclarecer este assunto.

Vitamina D, glicose, insulina e HA ¢

A concentragdo média de glicose era mais baixa nos individuos com niveis
suficientes de vitamina D, quer no grupo dos controlos (94,5+10,6 mg/dL) como no
grupo dos doentes (114,9+£39,5 mg/dL), do que nos individuos com deficiéncia de
vitamina D (96,3+11,2 mg/dL no grupo dos controlos e 142,9+63,0 mg/dL no grupo dos
doentes). Observou-se, no grupo dos doentes, uma diferenca estatisticamente
significativa na concentracdo sérica de glicose, consoante os diferentes estados de
vitamina D dos individuos (P= 0,05). Também se verificou, nos dois grupos estudados,
que a concentracdo sérica média de insulina era mais baixa nos individuos com niveis
suficientes de vitamina D (5,7+5,4 pUI/mL no grupo dos controlos e 9,2+5,1 pUl/mL
no grupo dos doentes), do que nos individuos com deficiéncia de vitamina D (6,6+2,9
pUI/mL no grupo dos controlos e 11,8+14,4 uUI/mL no grupo dos doentes). No grupo
dos controlos, houve uma diferenca estatisticamente significativa entre a concentragao
sérica de insulina dos individuos, consoante o seu estado de vitamina D (P= 0,034). De
forma semelhante, no grupo dos doentes, os individuos com niveis adequados de
vitamina D tinham um valor de HA ¢ mais baixo (6,0+1,5%) do que os individuos com
deficiéncia de vitamina D (7,1+1,9%), verificando-se uma diferenca significativa
consoante o estado de vitamina D dos individuos (P= 0,009).

Estes resultados estdo de acordo com o esperado pois, como publicado

anteriormente [% 77> 7879801

, parece existir uma relagdo entre a deficiéncia de vitamina D
e a resisténcia a insulina. Além disso, apesar de existirem poucos dados que relacionem
a 25(OH)D com a HA ¢, um estudo publicado em 2010 analisou a relagdo entre a

concentragdo de 25(OH)D e o valor de HA ¢, dividindo os individuos em trés grupos de
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acordo com a idade (18-34 anos; 35-74 anos; 75 ou mais anos). Os resultados deste
estudo identificaram uma relacdo inversa entre a concentragdo de 25(OH)D e a HA ¢ no
grupo de individuos entre os 35 e os 74 anos. Nos outros dois grupos essa relacao nao se
verificou mas, segundo os investigadores, no grupo de individuos entre os 18 e os 34
ndo se observou uma grande incidéncia de valores anormais de HA ¢, o que poderia ter
tornado essa relagdo estatistica dificil de detetar. Por outro lado, o grupo de individuos
com 75 anos ou mais, foi o grupo mais pequeno ¢ no qual poderia ter existido a

influéncia de eventuais tratamentos.

Vitamina D e biomarcadores inflamatérios

Além dos fatores de risco cardiovascular tradicionais, bem conhecidos,
nomeadamente a obesidade, o tabagismo e a DM, as elevadas concentracdes séricas de
biomarcadores inflamatdrios, como o fibrinogénio e a PCR, também constituem um
importante fator de risco cardiovascular. Por outro lado, a deficiéncia de vitamina D tem
sido associada a um aumento da concentragdo sérica de biomarcadores inflamatoérios,
sugerindo-se assim uma ligacdo entre a deficiéncia de vitamina D e a doenca
cardiovascular, devido & inflamacdo ["*,

No presente trabalho, verificou-se que os individuos com suficiéncia de
vitamina D apresentavam concentracdes médias de fibrinogénio mais baixas (controlos:
379,8491,3 mg/dL; doentes:410,2+89,2 mg/dL) do que os individuos com deficiéncia
de vitamina D (controlos: 385,8+76,4 mg/dL; doentes: 434,0+92,9 mg/dL). No entanto,
ao contrario do que seria de esperar, os individuos com insuficiéncia de vitamina D
foram os que apresentaram concentracoes médias de fibrinogénio mais baixas
(controlos: 368,7+£90,0 mg/dL; doentes: 390,2+77,1 mg/dL), embora a diferenga nao se
tenha verificado ser significativa do ponto de vista estatistico, quando comparadas com
as das restantes categorias de vitamina D.

Quanto a PCRhs, no grupo dos doentes, verificou-se que o valor médio era
mais alto nos individuos com deficiéncia de vitamina D (0,81+1,64 mg/dL) do que nos
individuos com niveis suficientes de vitamina D (0,41+0,48 mg/dL). Apesar de ndo se
ter verificado uma diferenca estatisticamente significativa (P=0,059), este resultado vai
de encontro ao esperado, pois a vitamina D tem um efeito anti-inflamatério, diminuindo
a producdo de citocinas pro-inflamatérias . Embora no grupo dos controlos, os
individuos com deficiéncia de vitamina D apresentassem uma concentragdo média de

PCRhs mais baixa (0,26+£0,36 mg/dL) do que os individuos que tinham niveis

85 -



suficientes de vitamina D (0,29+0,43 mg/dL), ¢ de salientar que, & semelhanca do que
foi observado para o fibrinogénio, os individuos com insuficiéncia de vitamina D foram
0s que apresentaram uma concentragao mais baixa de PCRhs (0,23+0,24 mg/dL no
grupo dos controlos e 0,22+0,20 mg/dL no grupo dos doentes). Estes resultados vao de

encontro aos de um estudo publicado em 2014!'*Y

, no qual se pretendia investigar a
relacdo entre a concentragdo de 25(OH)D e a concentragdo de alguns biomarcadores
inflamatérios. Nesse estudo, verificou-se que existia uma associagdo inversa entre a
concentracdo sérica de 25(OH)D e a concentragdo sérica de fibrinogénio mas, no caso
da PCRhs observou-se uma associagdo em forma de U, sugerindo que uma
concentragdo elevada de 25(OH)D poderia ter efeitos pro-inflamatorios. Verificou-se
que a concentracdo de PCRhs descia até uma concentragao sérica de 25(OH)D de cerca
de 21 ng/mL e comecgava a subir quando as concentragdes séricas de 25(OH)D estavam
acima de 25 ng/mL. Nesse estudo, os resultados obtidos levaram a concluir que a
relacio da 25(OH)D com a inflamagdo variava consoante os biomarcadores
inflamatérios em estudo. Também num estudo anterior, publicado em 2012"%) foi
obtido um resultado semelhante, ao observar-se uma relacdo inversa entre a
concentragdo de PCRhs e a concentracdo de 25(OH)D até 21 ng/mL, relagdo essa que
deixou de existir para concentragdes de 25(OH)D superiores a 21 ng/mL. Ademais,
alguns autores defendem atualmente que as baixas concentragdes de vitamina D sao
uma consequéncia da inflamacdo e ndo a causa [,

No que diz respeito a concentragdo sérica da homocisteina, obtiveram-se
resultados opostos nos dois grupos estudados. Enquanto no grupo dos controlos, os
individuos com suficiéncia de vitamina D apresentaram concentragoes de homocisteina
mais baixas (11,1+2,7 umol/L) do que os individuos com deficiéncia de vitamina D
(12,3+3,8 umol/L), no grupo dos doentes ocorreu o contrario, ou seja, os individuos
com suficiéncia de vitamina D apresentaram concentragdes de homocisteina mais altas
(14,2+6,7 umol/L) do que os individuos com deficiéncia de vitamina D (12,8+2,8
umol/L). Além disso, enquanto no grupo dos controlos os individuos com insuficiéncia
de vitamina D foram os que apresentaram uma concentracdo mais alta de homocisteina
(13,3+4,7 umol/L), no grupo dos doentes os individuos com insuficiéncia de vitamina D
foram os que apresentaram uma concentra¢do de homocisteina mais baixa (12,5+3,6
umol/L). Apesar disso, ndo se registou uma diferenca estatisticamente significativa em
nenhum dos grupos. Os resultados obtidos no grupo dos doentes ndo estao de acordo

com o esperado pois, de forma semelhante ao observado no grupo dos controlos, seria
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de esperar que os individuos com deficiéncia de vitamina D apresentassem uma
concentragcdo de homocisteina mais alta do que os individuos com niveis adequados de

25(0OH)D, estando assim de acordo com os resultados obtidos em outros estudos!'*” %%,

Muhammad Amer et all'’”!

verificaram que a 25(OH)D parece modular a
expressdo dos genes envolvidos no metabolismo da homocisteina e, embora pouco se
saiba sobre essa relacdo, supde-se que exista uma relagdo inversa entre a concentracao
sérica de 25(OH)D e a concentracdo de homocisteina. Essa relacdo inversa foi
observada apenas at¢ uma concentracdo de 25(OH)D de cerca de 21 ng/mL. Acima
dessa concentragdo de 25(OH)D, a relacdo inversa parece deixar de existir. Estes
resultados suportam a hipétese de que uma concentragdo de 25(OH)D acima de 21
ng/mL ndo resulta em uma maior diminuicdo da concentragdo de homocisteina e,
provavelmente, nao ¢ essencial para a prevencao primaria da aterosclerose, pelo menos

em adultos saudaveis "7,

Anteriormente, também ja tinha sido observado um resultado semelhante!' %!,
no qual se verificou uma forte correlagdo, em forma de U, entre a concentragdo sérica
de 25(OH)D e a concentragdo sérica de homocisteina. Nessa relacdo, observaram-se
concentragdes mais baixas de homocisteina quando a concentragdo de 25(OH)D se

situava entre 20 e 24 ng/mL.

Concentracao de 25(OH)D em funcao de todos os fatores estudados

Considerando que o exame de cada uma das varidveis independentes,
separadamente, em funcdo da variavel resposta, poderia introduzir um viés no estudo,
fez-se a analise simultanea de todas as variaveis estudadas através da aplicagao de uma
Regressao Logistica. Este modelo foi aplicado ap6s uma Analise de Variancia Dupla em
que apenas o sexo tinha mostrado ser significativo. A aplicacao destes testes estatisticos
teve como objetivo evitar o efeito confundente, da possivel interagdo das varias
variaveis estudadas, na concentragdo sérica de 25(OH)D.

Verificou-se que a variavel que mais influenciou a concentragdo sérica de
25(OH)D foi a altura dos individuos. Os resultados obtidos pela regressdao logistica
levaram a concluir que, quanto maior a altura dos individuos, menor era o risco destes
apresentarem concentragdes inadequadas de 25(OH)D.

Como ja foi referido anteriormente neste trabalho, verificou-se que os homens
apresentavam uma concentracao sérica de 25(OH)D mais elevada do que as mulheres e,

curiosamente, os homens apresentam, tendencialmente, estatura mais alta do que as
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mulheres. Ademais, tem sido referido na literatura que, ao contrario do esperado, a
populacdo do norte da Europa apresenta concentragdes médias de 25(OH)D mais
elevadas do que as da populacio dos paises mediterranicos, incluindo Portugal P*.
Tendo em conta que a populagdo do norte da Europa apresenta uma estatura média mais
alta do que a populagdo portuguesa, estes resultados poderdo estar relacionados com o
facto daqueles individuos possuirem uma maior massa o0ssea e¢/ou também maior area

19174 tinham reportado uma correlacio

corporal para a exposicdo solar. Kremer R. et alt
positiva inesperada entre a 25(OH)D e a altura. Enquanto a vitamina D ¢ um fator chave
para o desenvolvimento do esqueleto e a sua deficiéncia pode resultar em baixa estatura
associada ao raquitismo, nenhum dos individuos participantes no estudo, tinha
evidéncias de raquitismo.

Por outro lado, num estudo onde se pretendeu analisar os fatores nutricionais
associados a uma elevada taxa de nanismo em criangas entre os 2 ¢ os 5 anos.',
verificou-se que o calcio, a vitamina D e a vitamina E ndo eram ingeridos em
quantidades adequadas. Além disso, eram consumidos em menor quantidade pelas
criancas com nanismo do que nas restantes. Isto levou a concluir que o consumo
inadequado de célcio e de vitamina D terdo contribuido para a alta taxa de nanismo
nessa populagao.

Num outro estudo!'!"

, cujo objetivo era avaliar os fatores de risco para a
deficiéncia de vitamina D em raparigas adolescentes e avaliar o seu impacto na massa
Ossea, concluiu-se que a deficiéncia de vitamina D era uma condi¢do muito frequente
nessa populacdo e que isso tinha um impacto negativo na mineralizagdo Ossea € no
crescimento dos individuos.

Em bebés que tinham nascido com baixo peso, administraram-se doses
adequadas de vitamina D desde 1 semana até aos 6 meses de idade e verificou-se um
aumento do seu comprimento e peso, ao fim desses 6 meses. Para verificar os efeitos a
longo prazo dessa suplementagdo com vitamina D, avaliaram-se as mesmas criangas ja
com 3 a 6 anos de idade e verificou-se que as criangcas do grupo que tomou o0s
suplementos de vitamina D eram mais magras e mais altas do que as criangas do grupo
placebo 2.

Num estudo no qual se avaliou o impacto da vitamina D e da atividade fisica na

saude esquelética durante a adolescéncial''!

, verificou-se que a insuficiéncia de
vitamina D estava relacionada com uma menor densidade ossea. Isto faz sentido, uma

vez que uma baixa concentracdo de 25(OH)D prejudica a absor¢do do célcio e esta
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baixa concentragdo de calcio estimula a producdo de PTH a qual, por sua vez, mobiliza
calcio do osso para a corrente sanguinea, resultando numa diminuicdo da densidade
Ossea e consequente aumento do risco de fraturas.

Também ¢ importante ter em conta que o aporte de vitamina D varia entre os
diferentes paises, de acordo com os padrdes alimentares e com as suas politicas de
fortificacdo de alimentos. Na Europa estdo a ser aplicadas diferentes estratégias para
aumentar o aporte de vitamina D. Em paises do norte da Europa como a Dinamarca, a
Suécia, a Noruega ¢ a Finlandia promove-se o consumo regular de 6leo de peixe e,
também nestes paises, existem politicas de fortificacdo dos alimentos com vitamina D.
Pelo contrario, em paises do sul da Europa como a Espanha e a Itdlia, ndo estdo
implementadas politicas de fortificacdo nem de suplementacdo com vitamina D ''*. Em
Portugal, existem no mercado suplementos vitaminicos que contém vitamina D, quer na
forma de vitamina D, como D;. De igual forma, estdo acessiveis no mercado alguns
alimentos fortificados com vitamina D, tais como iogurtes, leite, cereais de pequeno-
almoco e formulas infantis. Contudo, a semelhanca do que se verifica em outros paises
do sul da Europa, em Portugal ndo existe qualquer norma que estabeleca uma obrigagao
por parte da industria alimentar, no que diz respeito a dose recomendada para a
fortificacdo de alimentos com vitamina D '),

Para além de tudo o que foi dito anteriormente, também o consumo de
suplementos alimentares com vitamina D ¢ um hébito mais frequente no norte do que
no sul da Europa. O pais com maior consumo de suplementos de vitamina D ¢ a
Dinamarca, enquanto na Grécia se registou o menor consumo dos mesmos. Isto
constitui um fator importante que devera contribuir para as diferencas observadas na
concentracio de 25(OH)D entre os individuos do norte e do sul da Europa ',

Os estudos anteriormente referidos!''® ' 12 13- 1141 Jeyam a crer que a altura
seja uma consequéncia de um aporte apropriado de vitamina D e de uma adequada
concentragdo sérica de 25(OH)D, principalmente durante a infancia e adolescéncia, e
ndo o contrario. No entanto, os resultados obtidos no presente trabalho levam a
especular que ¢ possivel que a altura dos individuos possa ter alguma influéncia na
concentragdo sérica de 25(OH)D e que, apesar de ndo haver informacdo sobre este
assunto na literatura, esta relagdo merece ser melhor estudada futuramente, para se
perceber melhor se a maior estatura € uma causa ou uma consequéncia de uma superior

concentragdo de 25(OH)D.
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Concentracio de 25(OH)D por eletroquimioluminescéncia e por
imunoquimioluminescéncia.

O crescente interesse no papel da vitamina D na satde humana refletiu-se num
aumento notavel do niumero de pedidos de doseamento de 25(OH)D, principalmente
pela crescente preocupagdo da comunidade médica com a elevada prevaléncia da
deficiéncia de vitamina D [ 17 118,

Existem varios métodos para a determinagdo laboratorial de 25(OH)D. No
entanto, ¢ importante referir que o doseamento da 25(OH)D constitui um enorme
desafio, devido a sua natureza lipofilica, a sua grande afinidade com a VDBP e devido
ao facto desta se apresentar em duas formas moleculares muito semelhantes: 25(OH)D,
¢ 25(OH)D, [116:119.120]

Por esta razdo, ao longo do tempo foi detetada uma grande variabilidade de
métodos e de resultados entre diferentes laboratdrios. Uma andlise ao programa de
controlo de qualidade externo, realizada em 1994, revelou uma grande variagdo
interlaboratorial na média da concentracao de 25(OH)D. Desde entdo, tem-se vindo a
melhorar a padronizagdo dos métodos laboratoriais, tendo-se verificando que essa
variagdo tinha diminuido drasticamente, em 2009 !'® A variacio interlaboratorial
dificulta, também, a implementagdo de diretrizes bem definidas que possam ser usadas
no diagnoéstico. Para tentar resolver este problema, em 2010, varias entidades juntaram-
se para estabelecer um programa de padronizagdo, com o principal objetivo de
promover a coeréncia entre os resultados obtidos pelos diferentes métodos utilizados

para a determinagdo da 25(OH)D (18],

Assim, como método de referéncia,
desenvolveram-se técnicas de dete¢do de 25(OH)D baseadas em cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa. Estas técnicas implicam o tratamento prévio da
amostra para separar a 25(OH)D da sua proteina de ligagao e permitem o doseamento da
25(0OH)D; e da 25(0OH)Ds, em simultaneo. No entanto, estas sdo técnicas manuais, que
envolvem equipamentos muito dispendiosos, sdo demoradas e requerem um grande
volume de amostra [''% 119 120]

Por todas estas razdes, na pratica clinica, os métodos laboratoriais mais
frequentemente utilizados para a determinagdo de 25(OH)D sdo os imunoensaios. A
grande procura do doseamento laboratorial de 25(OH)D veio justificar a necessidade de
varias casas comerciais lancarem no mercado imunoensaios automatizados para a
determinacdo de 25(OH)D, como se tem presenciado nos ultimos anos [''® "1 Como

exemplo, a Roche Diagnostics langou ha poucos anos um teste no qual, ao contrario do
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anterior da mesma casa, se utiliza DBP recombinante em vez de anticorpos para
reconhecer a 25(OH)D. Este método permite detetar tanto a 25(OH)D, como a
25(0H)D; % 121 Mais recentemente, também a Beckman Coulter desenvolveu um
teste para a determinacdo de 25(OH)D. Este ¢ um ensaio de duas fases, com ligacao
competitiva & 25(0OH)D "?"1. Tanto o teste da Roche como o teste da Beckman Coulter
sdo padronizados pelo National Institute of Standards and Technology Serum-Based
Standard Reference Material (NIST-SRM) 2!,

A diferenga de resultados obtidos por diferentes métodos tem sido descrita em
varios estudos e, apesar das melhorias que se tém vindo a implementar, continua a
constituir um fator de preocupacdo. Nos tltimos anos houve um crescimento demasiado
rapido no numero de pedidos da 25(OH)D e a evolugcdo dos métodos pode nao ter
conseguido acompanhar esse crescimento com a mesma rapidez, para dar uma resposta
adequada. Por esta razdo, tém sido feitos varios estudos para comparar o desempenho de
diferentes imunoensaios automatizados e, apesar de algumas diferencgas, tem-se
demonstrado uma excelente correlagdo entre estes imunoensaios ¢ a técnica de
referéncia, por HPLC, o que indica que o desempenho destes imunoensaios ¢ aceitavel e
que estes podem ser utilizados de forma segura para a determinagdo da 25(OH)D nos
laboratérios clinicos !¢ 121,

No presente trabalho, 70 amostras foram testadas pelo método de
eletroquimioluminescéncia da  Roche Diagnostics e pelo método de
imunoquimioluminescéncia da Beckman Coulter. Verificou-se que a concentragdo
média de 25(OH)D nessas 70 amostras era ligeiramente diferente (19,7+9,1 ng/mL e
21,8+6,0 ng/mL respetivamente) mas essa diferenca ndao foi considerada
estatisticamente significativa (P= 0,099). Apesar de ndo ter sido feita uma comparagao
com o método de referéncia, por HPLC, a semelhanca dos resultados obtidos pelos dois
métodos testados indica que atualmente, apesar de se tratar de métodos e de casas

comerciais diferentes, se caminha no sentido da padronizagao.
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7. CONCLUSAO

Nas ultimas décadas, a deficiéncia de vitamina D tem despertado grande
interesse na comunidade cientifica por estar, aparentemente, relacionada com varias
doengas cronicas, nomeadamente as doencas cardiovasculares. Assim, tém-se
desenvolvido diversos trabalhos de investigacdo a fim de esclarecer melhor esta relacao.
No entanto, alguns estudos clinicos ndo conseguiram comprovar a melhoria destas
doencas com a suplementacdo de vitamina D e continua a haver controvérsia nos
resultados obtidos. Desta forma, justifica-se a realizacdo de mais estudos cientificos
para que se possa compreender melhor a relacdo da vitamina D com as doencas
cardiovasculares, pelo que se achou oportuno a realizagdo deste trabalho.

Com este trabalho verificou-se que a concentragdo sérica de 25(OH)D era
significativamente mais baixa nos individuos com doenca cardiovascular do que nos
individuos sauddveis e que a deficiéncia de vitamina D era uma condi¢gdo mais
frequente nos primeiros.

Também se verificou que havia uma tendéncia para que as mulheres
apresentassem uma concentracdo de 25(OH)D mais baixa do que os homens,
independentemente de serem saudaveis ou terem doenca cardiovascular.

Quanto a relagdo da vitamina D com o estilo de vida dos individuos, verificou-
se que os individuos ndo fumadores tinham uma concentracao de 25(OH)D mais alta do
que os fumadores e que os individuos que praticavam alguma atividade fisica tinham
uma concentragdo de 25(OH)D mais favoravel do que os individuos sedentarios. Ou
seja, de certa forma, um estilo de vida mais saudavel parece contribuir para um melhor
estado de vitamina D.

Foi, ainda, possivel constatar que o consumo de alimentos ricos em vitamina D
ndo contribui significativamente para o aumento da concentracao sérica de 25(OH)D.
Por outro lado, sabe-se que a principal fonte de vitamina D ¢ a sua produgdo enddgena
durante a exposi¢do solar e, como esperado, comprovou-se que a concentragdo sérica de
25(OH)D era mais alta durante os meses de verao do que durante os meses de inverno e
que os individuos que estavam expostos ao sol durante mais tempo eram os que tinham
uma concentragdo sérica de 25(OH)D mais elevada.

De uma forma geral, verificou-se que uma concentracdo adequada de
25(OH)D esté relacionada com um perfil lipidico mais favoravel, observando-se uma

concentracdo de colesterol total, colesterol das LDL e triglicéridos mais baixa e uma
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concentragdo de colesterol das HDL mais alta nos individuos com niveis suficientes de
vitamina D. De igual forma, observaram-se concentra¢des de APO B, de glicose e de
insulina mais baixas e um valor de HA;c mais baixo nos individuos com niveis
suficientes de vitamina D, relativamente aos individuos com deficiéncia de vitamina D.

Os resultados mais curiosos e inesperados foram obtidos ao relacionar os
chamados novos marcadores de risco cardiovascular com o estado de vitamina D dos
individuos. A concentracdo sérica de fibrinogénio e de PCRhs, ambos biomarcadores
inflamatérios que estdo associados ao risco cardiovascular, ndo era mais baixa quanto
melhor o estado de vitamina D, como seria de esperar. Tanto para um marcador como
para o outro, os resultados mais favoraveis foram observados nos individuos com
insuficiéncia de vitamina D. O mesmo se observou relativamente a concentracao sérica
de homocisteina nos individuos com doenga cardiovascular. Também foi curioso notar
que a concentracdo sérica de Lp(a) era mais elevada quanto melhor o estado de vitamina
D dos individuos.

Com todos estes resultados, podemos especular que os niveis muito baixos de
25(OH)D contribuem para o risco cardiovascular mas que esse risco pode ser atenuado
a partir de uma concentracdo sérica de 25(OH)D superior a 21 ng/mL. Ou seja, a
concentragdo atualmente recomendada para a satde esquelética deverd ser suficiente
para manter uma boa saude cardiovascular, continuando a ser importante manter essa
concentracdo sérica de 25(OH)D. Além disso, € possivel que a suplementacdo de
vitamina D, para prevenir ou para melhorar a doenga cardiovascular, apenas beneficie
individuos com concentracdes de 25(OH)D inferiores a 21 ng/mL, ndo surtindo
qualquer efeito em individuos com uma concentracao de 25(OH)D mais alta, podendo
estar ai a justificagdo para a controvérsia dos resultados obtidos em alguns ensaios
clinicos, onde se pretendia verificar o efeito da suplementacao de vitamina D na doenga
cardiovascular.

Outra conclusdo importante e, ao contrario do esperado, ¢ de que a deficiéncia
e a insuficiéncia de vitamina D parecem atingir percentagens elevadas da populacdo da
ilha da Madeira. Esta ¢ uma regido com um clima agradavel e uma temperatura amena
durante quase todo o ano, o que favorece a pratica de atividades ao ar livre e, estando
situada a uma latitude entre 32° e 33°N, seria de esperar que os individuos saudaveis
tivessem uma concentracao sérica de 25(OH)D mais alta. No entanto, ¢ importante
salientar que este foi um trabalho preliminar nesse sentido e que, para se poder concluir

de forma segura sobre a deficiéncia e a insuficiéncia de vitamina D na Madeira, seria
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necessario analisar uma amostra mais representativa da populacdo, de forma a que se
pudessem obter resultados mais fidveis. Seria ainda importante, se eventualmente se
confirmasse essa grande percentagem de niveis inadequados de vitamina D, apurar as
principais causas para essa observagao.

Também se concluiu que existe uma forte relacdo entre a concentragdo sérica
de 25(OH)D e a altura dos individuos. Esta relagdo merece ser melhor estudada, a fim
de se conseguir determinar se ¢ a concentracao adequada de 25(OH)D, durante as fases
de crescimento, que contribui para uma maior altura dos individuos ou se, por outro
lado, a altura tem alguma influéncia na concentragdo sérica de 25(OH)D, quer porque os
individuos mais altos t€ém uma maior densidade 6ssea ou porque t€m uma maior area de
exposicao solar.

Por ultimo, ¢ visivel que cada vez mais se caminha no sentido de tornar a
avaliagdo laboratorial do estado de vitamina D num procedimento de rotina, uma vez
que se tem vindo a demonstrar que uma concentracao adequada de 25(OH)D contribui
para um bom funcionamento de varias células, tecidos e o6rgdos. Assim, torna-se
imprescindivel continuar a caminhar no sentido da padronizacao dos diferentes métodos

existentes no mercado.
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8. LIMITACOES

Como em qualquer trabalho de investigagdo, neste trabalho também se
identificaram algumas limitagdes. Uma das limitagdes foi o facto dos grupos ndo serem
homogéneos quanto a propor¢do de homens e mulheres. Os resultados ndo foram
tratados em funcdo do género para todas as varidveis porque, para a maioria delas,
estariamos a trabalhar com uma amostra muito pequena. Se tivéssemos mais mulheres
poderiamos ter tratado todos os dados em funcao do género e verificar se as variaveis
estudadas tinham comportamentos diferentes entre homens e mulheres. Isto teria sido
interessante uma vez que em algumas varidveis, nomeadamente a 25(OH)D, parece
haver influéncia do género.

Uma outra possivel limitagdo foi o facto do grupo dos doentes ser constituido
por individuos que foram diagnosticados com doenga coronaria, EAM ou que fizeram
cateterismo cerca de 2 ou 3 anos antes do recrutamento. Possivelmente, se o
recrutamento tivesse sido realizado passadas poucas semanas ou meses do evento
cardiovascular, os resultados teriam sido diferentes. As diferengas entre os controlos e
os doentes poderiam ter sido ainda maiores. No entanto, ¢ isso que tem sido feito na
maioria dos estudos publicados até a data. Talvez esta seja uma lacuna e se devam
desenvolver estudos em doentes monitorizados ao longo de varios anos para, de certa
forma, avaliar o papel da vitamina D na evolugdo e prognoéstico desses individuos.

No grupo dos doentes, existiam apenas 16 individuos com suficiéncia de vitamina
D. Se a amostra tivesse sido maior, ¢ possivel que tivéssemos um maior nimero de
individuos com suficiéncia de vitamina D nesse grupo e teria sido possivel fazer

comparagdes com um maior grau de fiabilidade.
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9. PERSPETIVAS FUTURAS

De seguida sdo apresentadas algumas consideragdes que poderao ser adequadas para
o seguimento deste trabalho:

- Uma vez que neste trabalho se observaram diferencas na concentragdo de
25(OH)D entre homens e mulheres, seria interessante reproduzir esta analise avaliando
uma amostra com uma propor¢do homogénea de homens e mulheres, a fim de se
verificar se esta diferenca entre géneros se deveu ao acaso ou se de facto existe.

- Também parece pertinente explorar a relacdo entre o estado de vitamina D dos
individuos e os novos biomarcadores de risco da DCV, nomeadamente a APO B, a
Lp(a), o fibrinogénio, a PCRhs e a homocisteina, pois os resultados obtidos indicam que
concentragdes muito baixas de 25(OH)D nao sdo favoraveis para estes biomarcadores
mas, ainda mais interessante, as concentragdes de 25(OH)D acima dos niveis
recomendados também parecem ter uma relagdo negativa com estes marcadores.

- Uma vez que, ao contrario do esperado dada a posi¢ao geografica da Madeira, se
verificou uma elevada percentagem de deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D, seria
pertinente fazer uma avaliagdo do estado de vitamina D numa amostra maior e
representativa da popula¢do madeirense, a fim de caracteriza-la quanto ao estado de
vitamina D.

- Por ultimo, dada a forte relacdo encontrada entre a concentracao sérica de
25(OH)D e a altura dos individuos, seria interessante explorar esta relacdo, a fim de se
compreender melhor se ¢ a concentracdo adequada de 25(OH)D, durante as fases de
crescimento, que contribui para uma maior altura dos individuos ou se, por outro lado, ¢
a altura que tem alguma influéncia na concentracao sérica de 25(OH)D e, ao verificar-se

esta teoria, apurar quais as razdes que se encontram por detras dessa relagdo.
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11. ANEXOS

11.1. ANEXO 1 - DOCUMENTO DE INFORMACAO AO
SUJEITO DA  INVESTIGACAO ENTREGUE  AOS

PARTICIPANTES SAUDAVEIS

DOCUMENTO DE INFORMACAO AO SUJEITO DA INVESTIGACAO

NOME DO ESTUDO: A deficiéncia de vitamina D como fator de risco para a doenga
cardiovascular.

INVESTIGADOR: Fatima Maria Meneses Costa, Orientadora Prof. Doutora Helena Caldeira
Aratjo, Co-orientadora Dra Liliana Cardoso.

CONTACTOS:

Fatima Costa, Telefone 968627170, E-mail: fatimamcosta@sapo.pt

Prof. Doutora Helena Caldeira Aratjo, Telefone 965012051, E-mail: caldeira@uma.pt

Dr* Liliana Cardoso, Telefone 963614198, E-mail: lilianacardoso@hotmail.com

Recentemente, as baixas concentragdes de vitamina D, um fator de risco bem conhecido para as
doengas osteopordticas, tém também sido relacionadas com a ocorréncia de doengas cronicas
tais como, a hipertensdo, as doencas cardiovasculares, a diabetes, a doenga renal cronica, as
doencas neurodegenerativas, determinados tipos de cancro e, ainda, doengas autoimunes e
imunossupressao.

No entanto, o papel da vitamina D na morbilidade e mortalidade por doenga cardiovascular é
um tema recente ¢ que tem vindo a ser muito debatido. Alguns estudos epidemioldgicos
sugerem uma associagdo entre as baixas concentragdes de vitamina D e os fatores de risco para

doenga cardiovascular mas, ainda n3o se conseguiu estabelecer uma relagdo de causa-efeito.

Foi-lhe pedido para participar num estudo de investiga¢do, no ambito de desenvolvimento de
Projeto/Dissertagdo de Mestrado, que pretende ajudar a compreender melhor o papel da
deficiéncia em vitamina D no desenvolvimento de doenca cardiovascular. Para este estudo serdo
recrutados participantes com patologia cardiovascular confirmada através de exame clinico e
angiografia corondaria e individuos saudaveis, para efeitos de comparacdo dos niveis séricos
desta vitamina. A sua participacdo neste estudo implica a contribui¢do com amostra de sangue ¢

significa que a sua informacdo e resultados das analises laboratoriais serdo analisados
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juntamente com as informagdes recolhidas de outras pessoas, que integram um dos grupos de

estudo. A sua identificagdo bem como os resultados das analises serdo confidenciais.

QUAL E O OBJECTIVO DESTE ESTUDO?

A vitamina D pode ser adquirida através da dieta mas, a principal fonte desta vitamina ¢ a sua
sintese cutanea apds a exposicdo solar. Por esta razdo, a vitamina D é popularmente conhecida
como “a vitamina do Sol”.

Com este estudo pretende-se verificar se existe uma correlagdo entre baixos niveis de vitamina
D e as doengas cardiovasculares. Para isso, pretende-se determinar os niveis séricos de vitamina
D em individuos, de ambos os sexos, com doenga cardiovascular pré-estabelecida ¢ também em
individuos saudaveis, da mesma faixa etaria.

Além disso, estando a Madeira numa posi¢do geografica que permite a exposi¢do solar durante

todo o ano, pretende-se avaliar se existe deficiéncia em vitamina D na populagdo madeirense.

O QUE E QUE ESTE ESTUDO ENVOLVE?

Se aceitar participar neste estudo, ser-lhe-a pedido para responder a um breve questionario. Com
este pretende-se obter informag@o sobre o seu estilo de vida (habitos tabagicos, ingestdo de
alcool, atividade fisica, etc), o seu tipo de alimentacdo e histdria clinica (diabetes, doenca
cardiaca ou renal cronica, doenga hepatica, sindromes de malabsorcdo, etc). O questionario
levara cerca de 10 minutos a responder.

Solicitar-se-a a sua contribui¢do com a recolha de uma pequena amostra de sangue, em jejum,
para procedermos a determinacdo de alguns pardmetros bioquimicos de rotina e também a
determinagdo dos niveis séricos de vitamina D. A recolha de sangue implicara a sua deslocagdo
ao Servico de Patologia Clinica e demorara cerca de 5 minutos.

Ser-lhe-d0 avaliados varios parametros antropométricos (peso, altura, perimetro abdominal) e
ser-lhe-4 medida a sua tensdo arterial e a sua pulsacao.

A informagdo recolhida sera armazenada juntamente com as informag¢des de outras pessoas que

participam neste estudo.

A QUEM E PEDIDO PARA PARTICIPAR NESTE ESTUDO?
Foi-lhe pedido para participar neste estudo por ser uma pessoa saudavel, sem patologia

cardiovascular.

EXISTEM RISCOS NESTA PARTICIPACAO?

Os riscos associados sdo unicamente os inerentes a recolha de sangue por venipunctura.
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EXISTEM BENEFICIOS POR PARTICIPAR?
Nao ira receber nenhum beneficio imediato por participar neste estudo. No entanto, a
informacdo recolhida no estudo podera vir a beneficiar no futuro pessoas com doenca

cardiovascular.

QUEM TERA ACESSO A MINHA INFORMACAO?

Nédo ha identificacdo do seu nome em nenhum relatério. Todos os relatérios e materiais
pertencentes a este estudo serdo mantidos confidenciais. Contudo, ndo podemos garantir
confidencialidade absoluta. A sua informagdo pessoal pode ser revelada se solicitada pelas vias
legais. E também possivel que a informagio deste estudo seja divulgada e/ou publicada no
futuro. Neste caso, a sua identidade serd confidencial ¢ ndo serd revelada na divulgagdo. No

final do estudo destruiremos todos os relatorios.

EXISTEM CUSTOS ENVOLVIDOS?
A sua participacdo nao envolve quaisquer encargos ou despesas da sua parte, com exce¢do do

tempo necessario para a recolha de sangue e para o preenchimento do questionario.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS?
A sua participacdo neste estudo € inteiramente voluntaria. Pode recusar participar neste estudo
ou desistir em qualquer altura. Se decidir ndo participar, isto ndo afetara o seu futuro tratamento,

ou direitos de satude e legais.

QUEM POSSO CONTACTAR SE TIVER ALGUMA QUESTAO OU PREOCUPACAQ?
Se tiver alguma dtivida sobre os seus direitos como participante, pode contactar os numeros de

telefone acima indicados.
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11.2. ANEXO 2 — DOCUMENTO DE INFORMACAO AO SUJEITO DA
INVESTIGACAO  ENTREGUE  AOS  PARTICIPANTES COM

PATOLOGIA VASCULAR

DOCUMENTO DE INFORMACAO AO SUJEITO DA INVESTIGACAO

NOME DO ESTUDO: A deficiéncia de vitamina D como fator de risco para a doenca
cardiovascular.

INVESTIGADOR: Fatima Maria Meneses Costa, Orientadora Prof. Doutora Helena Caldeira
Aragjo, Co-orientadora Dra Liliana Cardoso.

CONTACTOS:

Fatima Costa, Telefone 968627170, E-mail: fatimamcosta@sapo.pt

Prof. Doutora Helena Caldeira Aratjo, Telefone 965012051, E-mail: caldeira@uma.pt

Dr* Liliana Cardoso, Telefone 963614198, E-mail: lilianacardoso@hotmail.com

Recentemente, as baixas concentragdes de vitamina D, um fator de risco bem conhecido para as
doengas osteopordticas, tém também sido relacionadas com a ocorréncia de doengas cronicas
tais como, a hipertensdo, as doengas cardiovasculares, a diabetes, a doenga renal cronica, as
doencas neurodegenerativas, determinados tipos de cancro e, ainda, doengas autoimunes e
Imunossupressao.

No entanto, o papel da vitamina D na morbilidade e mortalidade por doenga cardiovascular é
um tema recente ¢ que tem vindo a ser muito debatido. Alguns estudos epidemioldgicos
sugerem uma associagdo entre as baixas concentragoes de vitamina D e os fatores de risco para
doenga cardiovascular mas, ainda ndo se conseguiu estabelecer uma relagao de causa-efeito.
Foi-lhe pedido para participar num estudo de investigacdo, no dmbito de desenvolvimento de
Projeto/Dissertacdo de Mestrado, que pretende ajudar a compreender melhor o papel da
deficiéncia em vitamina D no desenvolvimento de doenga cardiovascular. Para este estudo serdo
recrutados participantes com patologia cardiovascular confirmada através de exame clinico e
angiografia corondria e individuos saudaveis, para efeitos de comparagdo dos niveis séricos
desta vitamina. A sua participagdo neste estudo implica a contribuicdo com amostra de sangue e
significa que a sua informacdo e resultados das analises laboratoriais serdo analisados
juntamente com as informagdes recolhidas de outras pessoas, que integram um dos grupos de

estudo. A sua identificacdo bem como os resultados das analises serdo confidenciais.
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QUAL E O OBJECTIVO DESTE ESTUDO?

A vitamina D pode ser adquirida através da dieta mas, a principal fonte desta vitamina ¢ a sua
sintese cutanea apds a exposicdo solar. Por esta razdo, a vitamina D é popularmente conhecida
como “a vitamina do Sol”.

Com este estudo pretende-se verificar se existe uma correlagdo entre baixos niveis de vitamina
D e as doengas cardiovasculares. Para isso, pretende-se determinar os niveis séricos de vitamina
D em individuos, de ambos os sexos, com doenga cardiovascular pré-estabelecida ¢ também em
individuos saudaveis, da mesma faixa etaria.

Além disso, estando a Madeira numa posi¢do geografica que permite a exposi¢do solar durante

todo o ano, pretende-se avaliar se existe deficiéncia em vitamina D na populagdo madeirense.

O QUE E QUE ESTE ESTUDO ENVOLVE?

Se aceitar participar neste estudo, ser-lhe-a pedido para responder a um breve questionario. Com
este pretende-se obter informagdo sobre o seu estilo de vida (habitos tabagicos, ingestdo de
alcool, atividade fisica, etc), o seu tipo de alimentagdo e histdria clinica (diabetes, doenca
cardiaca ou renal cronica, doenga hepatica, sindromes de malabsorcdo, etc). O questionario
levara cerca de 10 minutos a responder.

Solicitar-se-a a sua contribui¢do com a recolha de uma pequena amostra de sangue, em jejum,
para procedermos a determinacdo de alguns pardmetros bioquimicos de rotina e também a
determinagdo dos niveis séricos de vitamina D. A recolha de sangue implicara a sua deslocagdo
ao Servico de Patologia Clinica e demorara cerca de 5 minutos.

Ser-lhe-ao avaliados varios pardmetros antropométricos (peso, altura, perimetro abdominal) e
ser-lhe-a4 medida a sua tensdo arterial e a sua pulsagao.

A informagdo recolhida sera armazenada juntamente com as informagdes de outras pessoas que

participam neste estudo.

A QUEM E PEDIDO PARA PARTICIPAR NESTE ESTUDO?

Foi-lhe pedido para participar neste estudo por apresentar uma patologia cardiovascular.

EXISTEM RISCOS NESTA PARTICIPACAO?

Os riscos associados sdo unicamente os inerentes a recolha de sangue por venipunctura.

EXISTEM BENEFICIOS POR PARTICIPAR?
Nao ira receber nenhum beneficio imediato por participar neste estudo. No entanto, a
informagdo recolhida no estudo podera vir a beneficiar no futuro pessoas com doenga

cardiovascular.
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QUEM TERA ACESSO A MINHA INFORMACAO?

Nao ha identificagdo do seu nome em nenhum relatério. Todos os relatoérios e materiais
pertencentes a este estudo serdo mantidos confidenciais. Contudo, ndo podemos garantir
confidencialidade absoluta. A sua informagao pessoal pode ser revelada se solicitada pelas vias
legais. E também possivel que a informacdo deste estudo seja divulgada e/ou publicada no
futuro. Neste caso, a sua identidade sera confidencial e ndo serd revelada na divulgagdo. No

final do estudo destruiremos todos os relatorios.

EXISTEM CUSTOS ENVOLVIDOS?
A sua participagdo ndo envolve quaisquer encargos ou despesas da sua parte, com excepgao do

tempo necessario para a recolha de sangue e para o preenchimento do questionario.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS?
A sua participagdo neste estudo ¢ inteiramente voluntdria. Pode recusar participar neste estudo
ou desistir em qualquer altura. Se decidir ndo participar, isto ndo afetara o seu futuro tratamento,

ou direitos de satude e legais.

QUEM POSSO CONTACTAR SE TIVER ALGUMA QUESTAO OU PREOCUPACAQ?
Se tiver alguma dtivida sobre os seus direitos como participante, pode contactar os numeros de

telefone acima indicados.
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11.4. ANEXO 3 — DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

INFORMADO

DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Entendo que toda a informacédo derivada do estudo “A deficiéncia de vitamina D como fator de
risco para a doenca cardiovascular” ¢ propriedade de SESARAM, E.P.E.. Dou o meu
consentimento para que se proceda a recolha de sangue e que dados andnimos a meu respeito
possam ser guardados e processados pela Mestranda Fatima Maria Meneses Costa, para fins de
avaliagdo cientifica. Li (Foi-me lida) a informac¢do mencionada acima. Entendo o significado
desta informagdo, ¢ as minhas perguntas foram satisfatoriamente respondidas. Tive tempo
suficiente para decidir sobre a participacdo neste estudo. Venho por este meio consentir a minha
participacgdo e consentir na recolha, uso e revelagdo de informagao. Irei receber uma copia deste

documento de consentimento informado assinada e datada.

Assinatura do participante Data
Nome do Representante legal -Se aplicavel Data
Nome do Investigador Data
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11.5. ANEXO 4 — QUESTIONARIO

Questionario
Indique a suaidade:  anos
Sexo:
0 Feminino
0 Masculino
HABITOS TABAGICOS
1 — E fumador?
O Sim.
0 N4ao, mas ja fui fumador. (Ha quanto tempo deixou de fumar? )
O Nao.
2 — Se ¢ fumador (ou ex-fumador) indique a quantidade de cigarros que fuma (ou fumava):
0 Menos de 10 cigarros por dia.
O Entre 10 a 20 cigarros por dia.
O Mais de um mago por dia.
O Mais de 2 magos por dia.

CONSUMO DE BEBIDAS ALCOOLICAS

3 — Com que frequéncia consome bebidas alcoolicas?
0 Todos os dias.

Algumas vezes por semana.

Algumas vezes por més.

Menos de uma vez por més.

O O o o

Nunca.

Qual a bebida alcodlica que consome com maior frequéncia?

Vinho

Bebidas brancas

4_
U

0 Cerveja
U

0 Licores
U

Cocktails/Shots
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ALIMENTACAO/NUTRICAO

5 — Com que frequéncia consome os seguintes alimentos?

Ovo de Figado de

Salmao Sardinha Atum )
galinha vaca

3 vezes por semana ou mais

1 a 3 vezes por semana

Algumas vezes por més

Menos de uma vez por més

6 — Toma atualmente, ou tomou nos ultimos 12 meses, algum suplemento alimentar (incluindo

suplementos de B-caroteno, vitamina A, vitamina E, vitamina D, etc.)?

[ Nao.
O Sim. Qual?
ACTIVIDADE FiSICA

7 — Com que frequéncia realiza atividades fisicas de intensidade moderada (por exemplo: subir
escadas, tarefas domésticas, jardinagem, danga, hidroginastica, caminhadas rapidas)?

O Todos os dias.

O 3 ou mais vezes por semana.

O 1 ou 2 vezes por semana.
l

Menos de 1 vez por semana.

8 — Nos dias em que realiza atividades fisicas de intensidade moderada, quanto tempo demora,

em média (somando o tempo despendido com as diferente atividades realizadas)?

0 Menos de 30 minutos.

0 30 minutos.

0 Entre 30 minutos e 1 hora.
0 Mais de 1 hora.

9 — Com que frequéncia realiza atividades fisicas de intensidade vigorosa (por exemplo nadar,

correr, ginastica aerobica/step, jogar futebol, andar de bicicleta)?

0 Todos os dias.

O 3 ou mais vezes por semana.
O 1 ou 2 vezes por semana.

O Menos de 1 vez por semana.
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10 - Nos dias em que realiza atividades fisicas de intensidade vigorosa, quanto tempo demora,

em média (somando o tempo despendido com as diferente atividades realizadas)?

0 Menos de 30 minutos.

0 30 minutos.

0 Entre 30 minutos e 1 hora.
O Mais de 1 hora.

11 — Onde costuma praticar atividade fisica? (pode assinalar mais do que uma op¢ao)

0 Ginasios

0 Piscinas

0 Ar livre

0 Casa

O Outro(s). Qual(ais)?

EXPOSICAO SOLAR

12 — Assinale a op¢ao que melhor combina com o seu tipo de pele:

I — Muito clara — Queima com frequéncia. Nunca bronzeia.

II — Clara — Queima com frequéncia. As vezes bronzeia.

III — Clara média — As vezes queima. Bronzeia com frequéncia.

IV — Escura média — Raramente queima. Bronzeia com frequéncia.

V — Escura — Raramente queima. Bronzeia bastante.

O O o o o o

VI — Muito escura — Nunca queima. Totalmente pigmentada.

13 — Em média, quanto tempo passa exposto ao sol, de 2% a 6 feira?

O Menos de 30 minutos por dia.

O Entre 30 minutos e 1 hora por dia.
O Entre 1 a 2 horas por dia.

O Mais de 2 horas por dia.

14 — Em média quanto tempo passa exposto ao Sol durante o fim-de-semana (Sabado e

Domingo)?

O Menos de 30 minutos por dia.

O Entre 30 minutos e 1 hora por dia.
O Entre 1 a 2 horas por dia.

0 Mais de 2 horas por dia.
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15 — Em que horario costuma expor-se ao Sol?
0 Até as 11h00 e apds as 16h00.
0 Entre as 11h00 e as 16h00.

0 Todos os horarios.

DOENCAS
16 — Tem alguma doenca cronica (por exemplo diabetes, doenga cardiaca, doenga renal, doenca

hepatica, esclerose multipla, epilepsia, cancro, doenga auto-imune, doenca neurodegenerativa,

etc.)?

(] Nao.

O Sim. Qual?
MEDICAMENTOS

17 — Indique todos os medicamentos que toma atualmente (incluindo calcio, vitaminas,

antiepilépticos, anticoagulantes, cortisona, etc.):

OBRIGADO PELA SUA COLABORACAO!
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11.6. ANEXO 5

CONSTITUIRAM OS DOIS GRUPOS ESTUDADOS.

Tabela 13 - Caracteristicas gerais dos individuos do grupo dos controlos e do grupo dos doentes, de acordo com o género

— DADOS BIOMETRICOS E DADOS LABORATORIAIS

DOS INDIVIDUOS

Controlos Doentes
Total Feminino Masculino P Total Feminino Masculino P
(n=100) (n=11) (n=89) (n=94) (n=30) (n=64)
IMC 26,4 +3,6 27,0+3,0 263£3,6 | 0402 | 284+3,5 | 28,6+4.1 282+32 0,655
Perimetro abdominal (cm) 94,9+9,7 92,3 +8,7 95299 [ 0332] 101,2+89 | 958+10,8 | 101,8+7,9 | 0,322
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 126,9 £7,7 128,0 £7,7 126,777 | 0,574 |136,1 +19,8[135,5+23,2| 136,4+18.2 | 0,843
Pressdo arterial diastélica (mmHg) | 77,8 +6,1 77,6 £6,7 778%6,1 10960 | 79.8+10,6 | 784+10,7 | 80,4+99 | 0,367
Frequéncia cardiaca (bt/min) 63,8+ 11,1 67,4+ 13,0 633109 10340 | 652+109 | 66,5+103 | 64,6+11,2 | 0431

Os resultados estdo apresentados em valores de média + desvio padrao.
Valor de P obtido por aplicacdo do teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30), (consideraram-se estatisticamente significativos os valores

de P inferiores a 0,05).
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Tabela 14 - Hemograma dos individuos do grupo dos controlos ¢ do grupo dos doentes, de acordo com o género

Controlos Doentes

Total (n=100) | Feminino (n=11) | Masculino (n=89) 2 Total (n=94) Feminino (n=30) Masculino (n=64) P
Leucécitos b b
4,5-11 (10°3/uL) 6.8+2,0 7.1£29 6.8+18 0,943 7.8+2,0 7.8+2,1 78+1,9 0,896
Neutrofilos
Homem: 1,5-7,1(10"3/uL) 38+14 39+1,8 3,8+14° 0,724 4,5+1,6 44+1,6 45+1,6° 0,859
Mulher: 2,0-7,5 (10"3/uL)
Linfécitos b b
1,5-4.0 (10°3/uL) 2,2+0,7 24+1.2 2,2+0,6 0,570 2,4+0,8 2,5+0,9 2,4+0,7 0,435
Monécitos b b
0,0-1,0 (10°3/uL) 0,58 +0,21 0,56 0,19 0,58 +£0,22 0,726 0,63 +0,20 0,55 +0,15 0,67 £ 0,21 0,007
Eosindfilos
0.0-0,5 (10°3/uL) 0,23 +£0,15 0,18 0,09 0,23 +0,16 0,426 0,24 +£0,18 0,21 0,14 0,25 +0,20 0,311
Baséfilos
0,0-0,2 (10"3/uL) 0,02 +0,05 0,05+ 0,05 0,02 +0,05 0,029 0,03 £0,04 0,03 £ 0,04 0,03 = 0,04 0,865
Eritrocitos
Homem: 4,50-6,50 (1076/uL) 4,8+0,3 4,5+0,2 48+0,3 0,001 4,7+04 45+04 48+04 0,001
Mulher: 3,80-5,80 (10"6/uL)
Hemoglobina
Homem: 13,0-18,0 (g/dL) 14,8+0,9 13,8 £0,4 15,0+0,9 0,000 142+1,3 132+1,4 14,7+1,0 0,000
Mulher: 11,5-16,0 (g/dL)
Hematécrito
Homem: 40-54 (%) 43,6 £2,7 409 +1,7 439+2,6 0,000 419+3,5 39,6 £3,7 43,0+2,8 0,000
Mulher: 37-47 (%)
VCM
80-100 (fL) 91,4+4,0 91,0+3,5 91,5+4,0 0,826 90,1 + 4,4 88,6 £4,6 90,8 £4,2 0,022
HCM 3,L1+14 30,8+1,2 312+1,5 0,375 30,5+ 1,7 29,6 +1,9 31,0+ 1,5 0,000
>27 (pg)
CHCM
30 - 35 (¢/dL) 34,0+ 0,6 33,8+0,6 34,1£0,6 0,180 33,9+0,8 33,4+0,9 34,1 £0,7 0,000
RDW b b
115 - 14,5 (%) 13,2+0,6 13,4£0,5 13,2+0,6 0,104 13,5+1,1 13,8+1,6 13,4+£0,7 0,138
Plaquetas
150 - 450 (10°3/uL) 214,0 +48,8 2274 +61,8 212,3+47,1 0,057 2238 + 62,5 2437+ 67,6 214,5 + 58,1 0,034

Os resultados estdo apresentados em valores de média + desvio padrdo.Valor de P obtido por aplicagdo do teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30),
(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).
PResultados com diferenca estatisticamente significativa entre controlos e doentes do sexo masculino.
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Tabela 15 - Avaliacdo da fun¢ao renal e da funcao hepatica dos individuos do grupo dos controlos e do grupo dos doentes, de acordo com o género

Controlos (n=100) Doentes (n=94)
Total Feminino Masculino P Total Feminino Masculino P
(n=100) (n=11) (n=89) (n=94) (n=30) (n=64)
Ureia
17 - 43(mg/dL) 36,9+6,7 418+75 36,3+ 6,4 0,017 | 38,9+11,6 | 39,4+ 14,1 38,6+10.4 | 0,802
Creatinina
Homem: 0,81-1,44 (mg/dL) 1,0+0,1 0,9+0,1 1,0£0,1 0,000 1,0+£0,2 1,0+0,2 1,0+0,2 0,036
Mutlher: 0,66-1,09 (mg/dL)
GPT
Homem: <50 (U/L) 274+124 | 21,5+10,0 28,1+12,5 | 0,039 | 33,8+30,6 | 27,0+11,9 36,9+35,8 | 0,143
Mulher: <35 (U/L)
GOT
Homem: <50 (U/L) 23,8+ 6,6 21,5+5,1 24,1 +6,8 0,102 | 27,7+ 18,9 23,9+6,6 29,5+22,3 0,179
Mulher: <35 (U/L)
GGT
Homem: <55 (U/L) 33,8+222 | 28,6+21,0 34,5+22.4° | 0,130 | 44,5+45,1 37,7+43,0 | 47,7+46,0° | 0,320
Mulher: <38 (U/L)
Fosfatase Alcalina 75,1+21,1 | 96,3250 | 72,5+19,1° [ 0,003 | 83,7+255 | 87,2+253 | 82,0+256" | 0,361
30 - 120 (U/L)
Bilirrubina Total
03 - 1,20 (mg/dL) 0,9+0,5 0,7+0,17 0,9+0,5 0,035 0,7+0,3 0,6 +0,2 0,7+0,3 0,025
Proteinas Totais 723+3,5 | 704=3,1 | 72635 |0098 | 72242 | 71,0£41 | 728+42 | 0,064
60 - 83 (g/L)
Albumina 45324 | 438+2]1 | 455+24 | 0012 441+36 | 423+33 | 450+34 | 0,000
35-52 (g/L)

Os resultados estdo apresentados em valores de média + desvio padrao.Valor de P obtido por aplicagdo teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30),
(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).
PResultados com diferenca estatisticamente significativa entre controlos e doentes do sexo masculino.
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Tabela 16 - Testes bioquimicos dos individuos do grupo dos controlos e do grupo dos doentes, de acordo com o género

Controlos Doentes
Total Feminino Masculino P Total Feminino Masculino P
(n=100) (n=11) (n=89) (n=94) (n=30) (n=64)
Colesterol Total a b a b
<200 (mg/dL) 2183+39,5 | 2308+27,1° | 216,7+40,7° | 0,170 | 188,4+472 | 1948+476" | 1853+47,1 | 0,368
Colesterol HDL a b a b
<40 (mg/dL) 52,7126 | 6514152 512+ 11,5 | 0002 | 462+114 51,24 12,1 43.9+103° | 0,003
Colesterol LDL a b a b
<130 (mg/dL) 1394 +34,1 | 142,7+24,9 139,0+35,1° | 0,659 | 113,7+40,3 1162 +42,2 112,6 +39,7 | 0,691
Triglicéridos 1393974 | 1152+52,6 | 14231014 | 0311 | 163021264 | 1534=1366 | 167.6+122,1 | 0,614
<150 (mg/dL)
APO B b b
Homem: 60 - 140 (mg/dL) | 1224+312 | 1264+298 | 121,9+31,5° | 0545 | 1075278 | 1082+28,6 | 10724276 | 0,870
Mulher: 55 - 130 (mg/dL)
Lp(2) 3224363 | 5864574 | 230+31.8° |0102| 460x47.1 434+502 | 472+460° | 0718
<30 (mg/dL) > ’ ’ ’ > P > > > P 5 s s ,
Glicose a b a b
74 - 106 (mg/dL) 954+103 [ 932+144 95,7+9,7° | 0285 129,66+56,1 | 139,6+71,1" | 1250+47,5 | 0314
Insulina b b
1.9 - 2.3 (uUl/mL) 6,0+3,8 5,9+3.8 6,0+3,8 0,864 9,71 £ 10,5 11,3+ 154 9.0+7,2 0,321
HOMA 14410 14409 144100 | 0895 [ 322439 40+54 28428 | 0259
?OA_I EO A 53+04 55403 5,2+ 0,4b 0,013 6,59+ 1,8 73+2.4° 6,3 + 1,4b 0,027
Fibrinogénio b b
238-498 mg/dL 376,9 + 86,3 451,7 £ 68,0 367,7+ 84,0 0,001 414,13 + 88,2 438,4+924 402,8 + 84,6 0,068
PCRhs 026+034 | 038+038 024+034 |o0088| 053+1.17 0,62+ 0.85 049+ 130 | 0614
<1 mg/dL
HCY 12340 11,8439 124+40 | 0498 | 12.92+3.98 12,5434 13,142 | 0439
5,0-15 wmol/L

Os resultados estdo apresentados em valores de média & desvio padrao. Valor de P obtido por aplicagdo teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30),
(consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P inferiores a 0,05).
Resultados com diferenca estatisticamente significativa entre controlos e doentes do sexo feminino.

Resultados com diferenca estatisticamente significativa entre controlos e doentes do sexo masculino.
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Tabela 17 - Testes bioquimicos em fungdo do estado de vitamina D da populagdo (divisdo em 2 categorias de vitamina D)

Controlos (n=100)

Doentes (n=94)

5,0-15 umol/L

Deficiéncia ou Insuficiéncia Suficiéncia p Deficiéncia ou Insuficiéncia Suficiéncia p
(n=59) (n=41) (n="78) (n=16)

Colesterol Total
<200 (mg/dL) 2213 +41,2 211,5+354 10,254 188,7+49,3 186,5+36,3]0,952
Colesterol HDL
<40 (mg/dL) 51,8+ 10,6 54,7+ 16,3 0,367 46,8 +12,0 43,5+77 (0,290
Colesterol LDL
<130 (mg/dL) 141,5+ 36,0 134,8+29,3 0,366 113,1+42,0 117,1£32,1]0,566
Triglicéridos
<150 (mg/dL) 152,4+112,6 110,1+£359 0,006 169,9 + 135,6 129,5+ 56,310,245
APO B
Mulher: 55 - 130 (mg/dL) 134,8 £ 31,1 104,1£5,3 0,134 108,7 £ 29,6 103,7+ 19,710,744
Homem: 60 - 140 (mg/dL) 126,5+ 32,3 111,9+274 0,041 104,7 £ 27,3 116,8 £27,610,196
Lp(a)
<30 mg/dL 32,1+35,5 32,2 +38,6 0,993 449+473 51,3+47,6 10,510
Glicose
74 - 106 (mg/dL) 95,9+ 10,2 94,5+ 10,6 0,521 132,7 + 58,7 114,9+ 39,510,376
Insulina
1,9 - 2.3 (WUI/mL) 6,0£2,8 5,754 0,712 98=+11,4 92+5,1 0,553
HA1C
4.0-6,0% 5,3+04 53+04 0,695 6,719 6,015 (0,076
Fibrinogénio
238-498 mg/dL 375,77+ 84,6 379,8 £ 91,3 0,825 4149 + 88,6 410,2 + 89,210,577
PCRhs 025+ 0,29 029+043 |0,558 056+ 127 0,41 £048 | 0,770
<1 mg/dL
HCY 12,0+ 4.4 11+27  [0036 12,7432 14267 [0,706

Os resultados estdo apresentados em valores de média + desvio padrao.

Valor de P obtido por aplicacdo do teste ¢ de Student (n>30) ou do teste de Mann-Whitney (n<30), (consideraram-se estatisticamente significativos os valores de P

inferiores a 0,05).
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