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Resumo e Palavras-Chave

Introducdo: Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e a menopausa estdo associados
com o0s niveis de 25-hidroxivitamina D3 [25(OH)D3]. O efeito da
suplementacao de colecalciferol sobre a glicemia ou incidéncia de DM2 possui
resultados discordantes nos principais estudos. Objetivo: Relacionar a
suplementacdo de colecalciferol em mulheres diabéticas, na pds-menopausa,
com a homeostase glicémica, num periodo de 2 anos. Método: Quarenta
mulheres, entre 63,84 + 7,56 anos, receberam colecalciferol 1000 Ul/dia por 12
meses e 2000 Ul/dia por outros 12 meses. Os desfechos primarios foram
25(0OH)D3, glicemia de jejum (GJ), hemoglobina glicada (HbAlc), insulina de
jejum (I), mensuracao da resisténcia a acéo da insulina (HOMA-IR), capacidade
secretoria da célula B (HOMA-B), colesterol total (CT), HDL colesterol (HDL-c),
triglicerideos (TG), proteina-C reativa (PCR). Os desfechos secundarios foram:
pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD), circunferéncia
de cintura (CC), relacéo cintura-quadril (RCQ), area de gordura visceral (AGV),
indice de massa corporal (IMC). Resultados: As variaveis que mostraram
significancia nas comparacdes das medidas repetidas foram: a 25(OH)D3 [ PO
(27,99+9,23) vs P12 (38,35+9,67), p = 0,0001; PO (27,99+9,23) vs P24
(42,78+9,17), p = 0,0001]; HDL-c [ PO (46,61%8,97) vs P24 (58,97+10,98), p =
0,001; P12 (49,94+10,82) vs P24 (58,97+10,98), p = 0,02] e PAD [PO (83,24 +
14,51) vs. P6 (77,94 + 10,38) vs. P12 (77,42 + 9,99) vs. P18 (78,39 + 6,38) vs.
P24 (75,81 = 6,72) valor de p = 0,044]. Nas comparac¢des multiplas: 25(OH)D3
[ PO (27,99 + 9,23) vs. P12 (38,35+9,67) e PO (27,99+ 9,23) vs. P24 (47,78 +
9,17) valor de p = 0,0001]; HDL-c [PO (46,61 + 8,97) vs. P24 (58,97+97) valor
de p = 0,001 e entre as medidas P12 (49,94 + 10,82) vs. P24 (58,97+10,98)
valor de p = 0,02] e PAD [PO (83,24+14,51) vs. P24 (75,81+6,72) valor de p =
0,037]. Conclusao: Apesar da identificacdo de receptores de vitamina D em
diversos o6rgdos e sistemas participantes na fisiopatologia do DM2, néo
podemos afirmar que a suplementacéo de colecalciferol possa vir a contribuir

para o a homeostase glicémica desta doenca multifatorial.

Palavras-chave: Colecalciferol, Diabetes Mellitus, periodo Pds-menopausal,

Obesidade, Insulina.



Xi

Abstract e Keywords

Introduction: Type 2 diabetes mellitus (DM2) and menopause are associated
with the status of 25 hydroxyvitamin D [25(OH)D3]. The effect of cholecalciferol
supplementation on glycemia or incidence of DM2 has been reported in the
primary trials with discordant results. Objective: This study mainly aimed to
correlate the use of cholecalciferol in postmenopausal diabetic women with
glycemic homeostasis within two years. Method: Forty postmenopausal
diabetic women aged 63.84+7.56 years received cholecalciferol 1,000 IU/day
for 12 months and 2,000 IU/day for another 12 months. The primary outcomes
evaluated the levels of 25(OH)D3, fasting glycemia (FG), glycated hemoglobin
(HbALlc), fasting insulin (1), insulin resistance measurement (HOMA-IR), insulin
secretory capacity (HOMA-B), total cholesterol (TC), HDL cholesterol (HDL-c),
triglycerides (TG), and C-reactive protein (CRP). Secondary outcomes were
systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP), waist
circumference (WC), waist-hip ratio (WHR), visceral fat area (VFA) and body
mass index (BMI). Results: Among the primary outcomes, in the comparisons
of repeated measures, the variables that showed significant results were
25(0OH)D3 [ PO (27,99+9,23) vs P12 (38,35+9,67), p = 0,0001; PO (27,99+9,23)
vs P24 (42,78+9,17), p = 0,0001]; HDL-c [ PO (46,61+8,97) vs P24
(58,97+10,98), p = 0,001; P12 (49,94+10,82) vs P24 (58,97+10,98), p = 0,02]
and DBP [PO (83,24 + 14,51) vs. P6 (77,94 + 10,38) vs. P12 (77,42 + 9,99) vs.
P18 (78,39 + 6,38) vs. P24 (75,81 + 6,72) value of p = 0,044]. In the multiple
comparisons, there was significance between the measures: 25(0OH)D3 [ PO
(27,99 + 9,23) vs. P12 (38,3519,67) e PO (27,99+ 9,23) vs. P24 (47,78 £ 9,17)
with p = 0,0001]; HDL-c [PO (46,61 + 8,97) vs. P24 (58,97+97) value of p =
0,001 and P12 (49,94 + 10,82) vs. P24 (58,97+10,98) with p = 0,02] and PAD
[PO (83,24+14,51) vs. P24 (75,81+6,72) value of p = 0,037]. Conclusion:
Despite the identification of vitamin D receptors in several organs and systems
participating in the pathophysiology of DM2, we cannot say that the
supplementation of cholecalciferol may contribute to the glycemic homeostasis
of this multifactorial disease.

Keywords: Cholecalciferol, Diabetes Mellitus, Postmenopausal period, Obesity,
Insulin.
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CAPITULO 1
1 - INTRODUCAO

A deficiéncia de Vitamina D (VD) e o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) séo
duas condicbes muito comuns na populagcdo idosa e consideradas
preocupacdes de salde publical™. Somando-se a isso, observacées
epidemiolégicas tém associado baixos niveis de 25-hidroxivitamina D3
[25(OH)D3] com aumento do risco de doencas ndo musculoesqueléticas, tais
como cancer, esclerose mudltipla, diabetes tipo 1 (DM1), DM2, doenca
cardiovascular (DCV)%-15 A potencial fungdo extra-esquelética da VD é
aventada em muitos estudos recentemente publicados, incluindo a
demonstracdo da expressdo de receptor de vitamina D (RVD) num grande
nimero de células ndo-esqueléticas, incluindo células B-pancreéaticast215-21,
Evidéncias adicionais tém fortemente sugerido que a VD tenha participacédo na
modificacdo de risco para DM2, um efeito o qual parece ser mediado pela
mesma sobre a funcdo da célula B, sensibilidade insulinica e inflamacéao
sistémical4-2022-26 As primeiras evidéncias advém de estudos observacionais
longitudinais e transversais reportando a associacd0 entre 0s niveis de
25(0H)D3 e risco de DM2 ou glicemia entre pacientes com DM2
estabelecido®20:24-2° Mais recentemente, pequenos ensaios clinicos, de curta
duracdo, tém reportado o efeito da suplementacdo de VD com e sem calcio

sobre a glicemia e o risco de desenvolvimento de DM2 com resultados

miStOS6’9’18'20’21’23’24’27

A VD é um hormbnio esteroide conhecido por sua participacao essencial na

manutencdo da homeostase do calcio, promovendo e mantendo a salude 0ssea
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e melhorando a funcdo imune?310:30-33, Em 2008, foi estimado que 1 bilhdo de
pessoas apresentavam deficiéncia ou insuficiéncia dessa vitamina, a qual
poderia ser resultante de limitada exposicado solar, uso de protetores solares e
vestimentas com pouca exposi¢cdo, envelhecimento, sindromes de ma

absorgdo, assim como uma baixa ingestdo de produtos que contenham

VD3,14,17,34,35

A VD é obtida através da exposicdo aos raios ultravioletas (UVB) assim
como de fontes nutricionais, ou por meio de sua suplementacéo310:17.18:30,32,35,
A despeito da elevada exposicdo ao UVB em paises tropicais, estudos
sugerem que a deficiéncia de VD é prevalente e também influenciada pela
idade e sexo 12714333637 Também chama a atencdo, o fato de sua toxicidade

ser evento raro e pouco descrito na literatura3%.3538,

A Menopausa, ou seja, a parada do ciclo menstrual causada pelas
secrec¢Oes reduzidas de estrogénio e progesterona, é definida como a auséncia
de ciclos continuos dentro de 1 ano ocorrendo, geralmente, entre as idades de

45-55 anos3940,

O estrogénio aumenta a atividade da 1-a-hidroxilase (expressa nos rins)
responsavel pela ativacdo da 25(0OH)D3 e regulacio do RVD. O
envelhecimento feminino e subsequente queda dos niveis de estrogénio estéo,

entdo, associados com o declinio dos niveis de VD ativa?’:33:39,

A epidemia do DM2 e o reconhecimento de que o alcance de metas
glicémicas especificas possa substancialmente reduzir a morbidade, tem feito
gue o tratamento da hiperglicemia seja a prioridade maxima. Terapias também

direcionadas a caracteristicas encontradas no tratamento do DM2 tais como a
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dislipidemia, a hipertensdo arterial sistémica (HAS), a hipercoagulabilidade, a
obesidade e a resisténcia insulinica (RI), tém também sido foco de maior

interesse de pesquisadores.

O presente estudo longitudinal, pareado, prospectivo, onde as voluntarias
foram seus proprios controles, foi desenhado para relacionar o uso de
colecalciferol com duas diferentes doses (1000 Ul/dia e 2000 Ul/dia) em
mulheres diabéticas e na pdés-menopausa, com a homeostase glicémica num
periodo de 2 anos. Utilizamos as siglas [25(OH)D3] como sinbnimo de niveis
de vitamina D, (VD) como sinbnimo de vitamina D, [1,25(OH)2D3] como

sinbnimo de VD ativa ou calcitriol.

Existe no Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Criangca e do
Adolescente, a linha de pesquisa ESTUDO DAS PRINCIPAIS
COMORBIDADES DA MULHER NA POS-MENOPAUSA VISANDO UMA
MELHOR QUALIDADE DE VIDA, numero do Parecer: 503.11, data da
Relatoria: 19/12/2013 e o atual projeto vém a corroborar e dar continuidade a

outros ja realizados, concluidos ou em andamento.

A presente tese esta apresentada em formato de coletanea de artigos de
acordo com a deliberacdo do Departamento de Ensino e Comissdo de Pos-
graduacdo da Saude da Crianca e da Mulher e Pesquisa Aplicada a Saude da
Crianca e da Mulher de nimero CPG 01/2013, que se encontra no anexo e
apos orientacdes recebidas pela Banca de Defesa de Tese, ocorrida em

26/02/2019.
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2 - JUSTIFICATIVA

O climatério constitui-se num marco fisiolégico do envelhecimento para a
mulher. E, com o aumento da expectativa de vida, a detec¢cdo precoce, 0
tratamento e a amenizacdo de quaisquer distirbios ou doencas que
comprometam a qualidade de vida ou afetem os indices de morbimortalidade,
sdo essenciais para a melhoria da qualidade de vida. Dados nacionais
provenientes de estudos em mulheres na pés-menopausa demonstram que o
Brasil, apesar de ser um pais tropical, apresenta uma populacdo com
deficiéncia de VD%,

O DM2 é considerado fator de risco para DCV, HAS, doencas vasculares
cerebrais, hiperlipidemia, osteoartrite, apneia obstrutiva do sono. Tais
comorbidades estdo presentes em muitas mulheres brasileiras na pos-
menopausa*t49,

A despeito de um grande numero de estudos transversais e um numero
limitado de ensaios clinicos que avaliaram as concentracdes de 25(OH)D3
como um potencial determinante de DCV e DM2, permanece ainda incerto se a
melhoria de seus niveis poderia reduzir o risco dessas condi¢cdes®1819.25.26,28,29

Mediante o que foi exposto, torna-se necessario o conhecimento da
aplicabilidade do uso de colecalciferol em mulheres na pés-menopausa e
diabéticas, no que diz respeito ao controle metabdlico das mesmas e na
reducdo dos riscos cardiovasculares. E, até o momento em que fora realizada
revisdo bibliogréfica para a elaboracdo do projeto, ainda ndo havia nenhuma
descricio de estudo, com as mesmas caracteristicas as quais nos

propusemos.
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3 - OBJETIVO

3.1 - Objetivo geral
Relacionar o uso de colecalciferol em mulheres na pés-menopausa e

diabéticas, com a homeostase glicEmica.

3.2 — Objetivos especificos
1. Avaliar a suplementacédo de colecalciferol em mulheres diabéticas, na
pés-menopausa, com a homeostase glicémica, num periodo de 2 anos,
utilizando-se 1000 Ul/dia por 12 meses e 2000 Ul/dia por outros 12
meses.
2. Relacionar os niveis de 25(OH)D3 com:

Pardmetros bioquimicos: glicemia de jejum (GJ), hemoglobina glicada

(HbALc), insulina de jejum (1), resisténcia a acao da insulina (HOMA-IR),
capacidade secretoria célula B (HOMA-B), proteina C reativa (PCR),
perfil lipidico [colesterol total (CT), HDL colesterol (HDL-c), triglicerideos
(TG)].

Parametros clinicos: indice de massa corporal (IMC), circunferéncia de

cintura (CC), relacao cintura-quadril (RCQ), massa corporal (em Kg), e
pressao arterial sistélica (PAS) e presséo arterial diastélica (PAD).

Parametros de composicdo corporal: area gordura visceral (AGV), essa

mensurada por aparelho de bioimpedancia elétrica.
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4 - MARCO TEORICO

4.1 -Vitamina D

Vitamina D ou calciferol € o nome genérico para um grupo de esteroides,
composto de duas maiores formas que sdo a vitamina D2 (ergocalciferol) e
vitamina D3 (colecalciferol). Ambas as formas compartiiham de metabolismo
idéntico, porém a primeira é proveniente de fontes dietéticas e a segunda forma
¢ obtida pela irradiacdo cutanea319.14.30,32.35,

Estudos recentes indicam que a vitamina D3 é significativamente mais
eficaz do que a vitamina D2 ndo somente em aumentar as concentracoes
séricas de 25(0OH)D3, mas também na manutencdo dos niveis de vitamina e
suas atividades biologicas. Entdo, a vitamina D3 é a opcgéo preferida para
correcao de deficiéncia e manutencdo com suplementos orais*4.

A principal fonte de VD em humanos é a epiderme (80-90%), por meio
da biossintese cutanea, na qual ocorre a hidroxilacdo do 7 — dehidrocolesterol
em pré-vitamina D3, reacdo esta catalisada pelos raios UVB1830:3235 Ainda na
pele, por reacdo de isomerizacao, a pré-vitamina D3 se transforma em vitamina
D3 ou colecalciferol®. Os outros 10-20% s&o provenientes de fontes dietéticas e
suplementos nutricionais!®. A VD proveniente da dieta é ligada a proteina
ligadora da vitamina D e, em associacdo continuada com quilomicrons e
lipoproteinas, alcanca o figado, onde € metabolizada juntamente com o
colecalciferol enddgeno sintetizado, por acao do citocromo P450. Ha, entéo, a
formacdo da 25-hidroxivitamina D3 [25(OH)D3] ou calcidiol. Este dltimo € o
metabdlito mais estavel e com meia-vida mais longa (2 a 3 semanas), servindo
como ferramenta na avaliacdo dos niveis corporais dessa vitamina, quer a

mesma tenha sido ingerida ou sintetizada na pele!918:32.41,
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No rim, a 25-hidroxivitamina D3 sofre duas diferentes hidroxilacées uma
pela enzima 25-hidroxivitamina D -1 a-hidroxilase (CYP27B1) para sua forma
ativa, 1, 25 dihidroxivitamina D3 [1,25(OH)2D3], a qual exerce seus efeitos por
meio de receptores esteroidais nucleares e outra pela enzima 24-hidroxilase,
dando origem a forma inativa que é a 24,25-dihidroxivitamina D3
[24,25(0H)2D3]318, A CYP27B1, estd presente principalmente, mas nao
somente, nas células tubulares proximais dos rins. Tem sua estimulacao
primariamente pelo paratorménio (PTH) e inibicdo pelo fator de crescimento
fibroblastico circulante 23 (FGF23), produzido por ostedcitos318:30:32,

A 1,25(0OH)2D3 possui uma alta afinidade com o RVD em tecidos alvos,
onde atua modulando a expressdo de genes relacionados. O RVD ativado
forma um heterodimero com o receptor do acido retinoico (RXR), participando
assim, na estimulacéo da via nuclear do mesmo316.18,

Reducdes na concentracdo plasmatica de calcio sdo detectadas pelos
receptores sensiveis desse eletrolito, na membrana plasmatica, das células
paratireoidianas, para que haja restauro da normocalcemia. Ocorre, entdo, uma
sinalizacdo para a liberacdo de PTH e aumento de sua expressdo génica. A
interacdo entre o PTH com o receptor de paratormdnio e proteina relacionada
ao paratorménio (PTH/PTHrP), nas células tubulares proximais renais, sinaliza
para um aumento na expressdo de CYP27B1 e conversdo de 25(0OH)D3 a
1,25(0OH)2D3. Promovendo, assim, a absorcao intestinal de calcio e fosfato e
liberacdo dos mesmos eletrdlitos da fase mineral 6ssea. Quando a
normocalcemia € restaurada, o eixo ativado 1,25(0OH).D3:PTH ¢é

subsequentemente interrompido pelo FGF2333032 Vide Figura 1. Sintese e
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Metabolismo da Vitamina D na Regulacdo do Calcio, Fosforo e Metabolismo

Osseo.

| 7-dehidrocolesterol Dieta e suplementos
|

Radiacdo UVB

290 - 315 nm

Isomerizagdo -

25-hidroxilase (figado)

l Rins
PTH + /FGF23 - |' """ 'I 1 alfa-hidroxilase | | 24,25-hidroxilase |
Ativa Inativa
Calcitriol (24,25 (OH)2D3
[1,25(0H).D3]

Liga-se ao RVD

T Absorcio T Reabsorc¢do J Excregdo renal
intestinal de Ca**e PO4~ Ossea de Ca™ e PO

Figura 1. Sintese e Metabolismo da Vitamina D na Regulagdo do Caélcio, Fdsforo e
Metabolismo Osseo.

UVB: raios ultravioletas; Pré-VD: pré-vitamina D; 25(0OH)D3: 25-hidroxivitamina D3 ou calcidiol;
1,25(0OH)2D3: 1,25-dihidroxivitamina D3 ou calcitriol ou vitamina D ativa; 24,25 (OH)2D3: 24,25
dihidroxivitamina D3 ou vitamina D inativa; PTH: paratormbénio; FGF23: fator de crescimento
fibroblastico 23; RVD: receptor de vitamina D.
4.2 - Valores de referéncia de vitamina D

O conceito de concentracdes normais de 25(0OH)D3 tem sido um desafio
para a classe médica. Tem-se sugerido que valores plasmaticos de 25(OH)D3
abaixo de 20 ng/mL denotem deficiéncia, valores entre 21-29 ng/mL sejam
compativeis com insuficiéncia e, quando os valores plasmaticos se encontram

entre 30-100 ng/mL denotam suficiéncia (para se converter a nanomoles por

litro, multiplica-se por 2.496)1:2:35,
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No posicionamento conjunto das Sociedades Brasileiras de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML) e Endocrinologia e Metabologia
(SBEM), publicado em abril de 2018, é recomendado que valores de 25(0OH)D3
sejam estratificados de acordo com a idade e as caracteristicas clinicas
individuais. Recomenda-se que nivel acima de 20 ng/mL seja desejavel para a
populacdo saudavel até 60 anos; entre 30 e 60 ng/mL para grupos de risco
como: idosos acima de 60 anos, individuos com fraturas ou quedas
recorrentes, gestantes e lactantes, osteoporose primaria e secundaria, doengas
osteometabdlicas, tais como raquitismo, osteomalacia, hiperparatireoidismo,
doenca renal crénica, sindromes de ma-absor¢ao, como apos cirurgia bariatrica
e doenca inflamatdria intestinal, medicacdes que possam interferir com a
formacdo e degradacdo da VD, tais como: terapia antirretroviral,
glicocorticoides e anticonvulsivantes, neoplasias malignas, sarcopenia e
diabetes. Também é alertado que niveis acima de 100 ng/mL estdo atrelados
ao risco de toxicidade e hipercalcemia*!. Em 2011, as Recomendacdes da
Sociedade Americana de Endocrinologia (Endocrine Society Guideline),
apresentou um grupo de indicacbes mais abrangente para mensuracdo da
25(0OH)D3 além do supracitado, o qual incluia sarcoidose, tuberculose,
histoplasmose, paracococidioidomicose, beriliose, alguns linfomas?©.

O Instituto de Medicina (Institute of Medicine - IOM) considera deficiéncia
de VD valores de 25(0OH)D3 abaixo de 20 ng/mL (ou 50 nmol/L) enquanto
outros especialistas, como a Sociedade Americana de Endocrinologia,
Fundacdo Nacional de Osteoporose (National Osteoporosis Foundation),
Fundacdo Internacional de Osteoporose (IOF), Sociedade Americana de

Geriatria sugerem que o valor minimo necessario para reduzir 0 risco de
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guedas e fraturas é de 30 ng/mL (ou 75 nmol/L)'°. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) reforca a recomendacdo da manutencdo de niveis séricos acima
de 30 ng/mL (ou 75 nmol/L) baseado em revisdes que demonstram adequada
supressdo de PTH, absorcdo de calcio e reducdo dos riscos de fraturas com
esses niveiss,

Niveis superiores a 30 ng/mL contribuem para uma melhor absorcéo de
célcio e, niveis abaixo, podem elevar os niveis circulantes de PTH, causando
hiperparatireoidismo secundario. Além do mais, eleva¢cdes moderadas do PTH
podem promover RI, ganho de peso, hipertensdo, hipertrofia ventricular
esquerda e resposta de fase aguda, aumentando o risco de arritmias

isqguémicas e mortalidade cardiovascular4.

4.3 — Doses recomendadas

As recomendacfes pela Sociedade Americana de Endocrinologia, em
2011, foram as de que todos os adultos com idades 50-70 e 70 anos
requeiram, respectivamente, doses de 600 e 800 Ul/dia de VD¥. Tais doses
seriam adequadas para maximizar a saude 6ssea e a funcdo muscular.
Entretanto, se essas doses sao suficientes para prover todos os demais
potenciais beneficios extra-esqueléticos ¢é fato desconhecido, até o
momento?1420 Doses diferentes sdo recomendadas por tal sociedade, de
acordo com idade, peso e status (deficiéncia, insuficiéncia), como descrito a
sequir:

Adultos com niveis deficientes de VD poderiam ser tratados com
50000 Ul de vitamina D2 ou vitamina D3, uma vez por semana, durante 8
semanas ou sua dose equivalente diaria de 6000 Ul de D2 ou D3, para se

alcancar niveis plasmaticos de 25(0OH)D3 superiores a 30 ng/mL, seguido por
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uma terapia de manutencdo de 1500-2000 Ul/dia. J& em pacientes obesos,
pacientes com sindromes de ma-absorcdo ou usuarios de medicacdes que
interfiram com o metabolismo da VD, as doses sugeridas foram bem mais
elevadas (6000-10000 Ul/dia) para se alcancar niveis de suficiéncia, seguida
por terapia de manutencéo de 3000-6000 Ul/dia°.

A melhor maneira de se obter VD €& através da exposicdo solar.
Entretanto, para pessoas institucionalizadas e vulneraveis, e populacdes
incapazes de se exporem adequadamente a luz solar, suplementos podem ser
administrados conforme descrito: 1 capsula de 50000UI de vitamina D3, a cada
duas semanas. Considerando-se a falta de efeitos adversos associados a tal
dose e potenciais beneficios na reducdo de morbidades, esta € uma pratica
custo-efetival4.

Quando a vitamina D é administrada em intervalos maiores do que 1
més, niveis adequados de 25(0OH)D3 sao alcancados somente por um curto
periodo, trazendo menos beneficios. Porém, o objetivo deve ser a manutencao

de um estado de equilibrio de vitamina D durante todo o ano. A utilizacdo de

doses elevadas nao-frequentes, pode ter efeitos negativos nos usuarios!4.

4.4 - Ensaios metodoldgicos para dosagens de Vitamina D

O atraso nos resultados, a variabilidade dos ensaios, o alto custo e a
cobertura inadequada dos seguros de saude e assim por diante, dificultam o
diagnéstico e o tratamento nos casos de deficiéncia de 25(0OH)D344L,

Dentre os principais métodos disponiveis e de menor custo para
mensuragdo da 25(OH)D3 estdo 0s ensaios competitivos, que utilizam
proteinas ligadoras da vitamina D ou anticorpos anti-25(0OH)D3. S&o eles o

radioimunoensaio e ensaios enzimaticos, quimioluminescentes ou
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eletroquimioluminescentes. Porém, esses apresentam inumeras limitacées,
podendo-se ter uma variacdo de até 21,5%, considerando-se a imprecisdo e
exatiddo do ensaio em relacdo aos métodos de referéncia*?.

A cromatografia liquida de alta performance, com deteccao ultravioleta
ou acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) é

considerada o padrédo ouro para mensuracdo da 25(OH)D3, por apresentar

menor interferéncia analitica e medir de forma indireta a vitamina D441,

4.5 - Climatério, menopausa e as mudangas metabdlicas pertinentes ao
processo de envelhecimento.

No decorrer dos anos, ocorrem alteragfes fisioldgicas na composicéo
corporal, com aumento de quantidade de tecido adiposo e ou reducdo de
massa magra e reducdo da massa 0ssea, especialmente entre as mulheres
gque tém a composicdo corporal diretamente afetada pelas mudancas
hormonais observadas no climatério e acentuadas na menopausa®39:40:42:43,

O Inquérito Nacional de Avaliagdo de Saude e Nutricdo Il (NHANES)
demonstrou que a SM se associa a um maior risco de mortalidade para
mulheres na pds-menopausa do que para homens ou mulheres na pré-
menopausa. Também, diversos trabalhos mostram maior prevaléncia de SM
em mulheres na pds-menopausa, em relacdo aquelas na pré-menopausa.
Acredita-se que a SM, nesses casos, seja resultante direta da faléncia ovariana
ou resultar das alteracdes metabdlicas promovidas pelo aumento de gordura
visceral secundaria a diminuicédo de estrogénios.

A prevaléncia de SM em mulheres na pos-menopausa € de 22% a 69%,
variando de um pais para outro e com os critérios metodoldgicos empregados.

No Brasil, o estudo de Figueiredo Neto, em 2010, mostrou que numa
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populacdo de 323 mulheres, a prevaléncia de SM na pés-menopausa foi de
49,8%4,

Muitos sdo os critérios diagndsticos de SM encontrados na literatura que
objetivam a identificacdo daquelas pessoas com maior propensdo ao
aparecimento do DM2 e risco de DCV. Mas, em 2004, a Federacéo
Internacional de Diabetes (IDF), tentou uniformizar os diversos critérios,
levando-se em consideragao, principalmente, a presenca de obesidade
abdominal que, por si, leva a um quadro de RI, associada a presenca de mais
dois fatores como dislipidemia, HAS e alteragdes glicémicas**.

Considera-se a Rl como a base fisiopatolégica da SM e, embora a
obesidade visceral seja um sinal clinico dessa resisténcia, a mesma pode
existir desacompanhada do aumento de peso'#16.2340.45 Também, muito ja fora
discutido que a presenca de SM é fator de risco para o desenvolvimento do
DM2 e risco de DCV6:14.17.4045,

indices elevados de diabetes sdo reportados em paises localizados
distantes da linha equatorial'?437, Similarmente, aqueles que vivem em altas
altitudes também estdo menos expostos aos raios UVB, e tem uma elevada
prevaléncia de deficiéncia de VD, DCV e diabetes. Diversos estudos
epidemiologicos e ecoldgicos tém sido publicados, demonstrando uma forte
associagcao entre a exposi¢cao solar e ou niveis de 25(0OH)D3 com DM1, DM2,

RI, HAS e SM4,
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4.6 — Associagoes entre Vitamina D e o Diabetes

A forma onipresente de receptores intracelulares da VD e a expressao
da CYP27B1 sugere a participacdo dessa vitamina em diversos processos
metabdlicos, além do jA bem estabelecido na manutencdo da saude
Osseal416.18.21.23 Tg| fato sugere um papel indireto, mas ndo menos importante,
da participacdo da VD nos metabolismos glicidico e lipidico, como refletido
também na associacdo com DM2, SM, secrecao insulinica, RI, sindrome dos
ovarios micropolicisticos e obesidade!114.17.34,

Estudos transversais, longitudinais e ecoldgicos reportaram correlacoes
inversas entre os niveis de 25(OH)D3 com hiperglicemia e controle glicémico
em pacientes com DM2, reducéo do nivel de conversao de pré-diabetes para
diabetes e obesidade!#17.19.20,23.2526,28.29 ' Entretanto, nenhuma concluséo pode
ser retirada dos estudos atuais disponiveis, pois 0s mesmos tiveram baixo
poder, poucos foram desenhados para desfechos glicémicos, valores séricos
minimos, médios ou medianos de 25(0OH)D3 foram mensurados ou reportados,
muitos estudos nao reportaram as medicacfes anti-diabéticas utilizadas,
alguns estudos usaram doses minimas outros doses excessivas de VD e houve
relativa escassez de dados clinicos rigorosos sobre os efeitos da suficiéncia de
vitamina D sobre desfechos néo-calcémicos. Muitos desses trabalhos
encontram-se descritos no capitulo 2, nos artigos 1 e 2, da presente Tese, além

de algumas metanalises e ou revisdes sistematicas na tabela 1.
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Metanalises
Revisbes Sistematicas

Caracteristicas dos estudos
Resultados

Vitamin D
and
type 2 diabetes

Mitri J, Muraru MD,
Pittas AG
(2011)

Effect of vitamin D on
glycaemic control and
insulin resistance

George PS, Pearson ER,
Witham MD
(2012)

The effect of vitamin D
supplementation on
glycaemic control in
patients with type 2

diabetes

Krul-Poel YHM et. al
(2016)
The Effect of Improved
Serum Vitamin D Status
on Glycemic Control in
Diabetic Patients

Mirhosseini N et. al
(2017)

Effect of Vitamin D
Supplementation on
Glucose and Insulin

Homeostasis and

Incident Diabetes among

Nondiabetic Adults

Tang H et. al
(2018)

Suplementacéo e desfechos glicémicos

(11 Ensaios)

8 ensaios com DM2 — sem efeito sobre desfechos glicEmicos
3 ensaios com IG — melhora sobre a RI

Niveis de 25(0OH)D3 e risco de DM2

(8 Coortes)

25(0OH)D3 > 500 Ul/dia - + 13% - comparado a 200 Ul/dia
25(0OH)D3 > 25 ng/ml - 4 43% - comparado a < 14 ng/ml

25(0OH)D3 sobre
complicacbes

(15 Ensaios)

At = 6 semanas — 7 anos, doses 400 Ul/d a 120000 Ul/d
DM2 e Intolerantes a glicose:

GJ: (0.32 mmol/l; IC: 95% (0.57 a 0.07)

RI: (0.25;IC: 0.48 a 0.03)

HbAlc: sem efeito

Glicemia normal: Nenhum efeito sobre as variaveis

GJ, RI, progressdo para DM2

25(0OH)D3 sobre GJ, HbAlc e HOMA-IR
(23 ensaios — populacédo diabética)

Valores de 25(0OH)D3: 1.8 + 10.2 nmol/l a 80.1 + 54 nmol/|
4 ensaios houve melhora na redugao da GJ: 64mmol/mol
(média: 0.36; IC 95%: 0.12 a 0.61, p = 0.003)

Nenhuma diferenca sobre a HbAlc

Niveis de 25(0OH)D3 sobre GJ e Rl em diabéticos
(24 Ensaios)

n = 1528, At: 2 meses - 12 meses, doses 1000 Ul/d — 8571 Ul/d

IHbA1c (média da diferenga: 20.30% - IC: 20.45 a 20.15, p=
0.0001)

{GJ (média da diferenca: 24.9 mg/dL; IC: 28.1 a 21.6, p= 0.003)

JHOMA-IR (média da diferenca: 20.66; IC: 21.06 a 20.26; p=
0.001)

125(0OH)D3 (17+ 2.4 ng/mL)

Melhor resposta dose: 4000 Ul/d

Niveis de 25(0OH)D3 sobre os

indices de glicose e

homeostase glicémica, incidéncia de DM2 em adultos nao

diabéticos

(47 Ensaios)

44.161 individuos, At: 4 meses, dose 4000 Ul/dia
GJ, 13, HOMA-IR

Melhora néo significativa do metabolismo da glicose e insulina,

sem afetar o risco para DM2
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Legenda: 25(OH)D3: niveis de 25-hidroxivitamina D; DM2: diabetes mellitus tipo 2; GJ:
glicemia de jejum; IJ: insulina de jejum; HOMA-IR: indice de resisténcia a a¢éo da insulina; RI:
resisténcia insulinica; IC: intervalo de confian¢a; HbAlc: hemoglobina glicada.

Diabetes mellitus ndo se limita somente a uma inabilidade na captacéo
da glicose pela célula, mas também ao fato de ser uma doenca inflamatdria.
Devido aos efeitos anti-inflamatérios da VD, ndo é surpresa a possibilidade de
seus efeitos benéficos na melhoria da funcdo das células (B, liberacdo de
insulina e reducdo da RI. A deficiéncia de VD ndo somente predispde ao
desenvolvimento do DM1 e DM2, mas também leva a uma resposta sub-6tima
a terapia, devido a sua participacdo na sinalizacdo da insulina. Apesar de fortes
indicios, ainda é desconhecido se a adequacdo dos niveis de 25(OH)D3
poderiam prevenir a morte e apoptose de células B causadas pela idade ou
glicotoxicidade'41823,

A participagdo da VD no desenvolvimento do DM2 poder-se-ia dar por

diversas acoes:

4.7 — Vitamina D e sua ac¢ao na célula 3

A participacdo da VD sobre a secrecao insulinica € amplamente
difundida, sendo que sua acdo se daria por mecanismos direto e indireto. O
primeiro, seria pela ligagdo da 1,25(0OH):D3 ao RVD nas células B, pela
identificacdo do RVDE no gene promotor de insulina humana e pela ativacao
transcricional do gene da insulina humana causada pela 1,25(0OH)2D3. Ja a
acao indireta da VD sobre a célula B parece ser mediada pela alteracdo do
fluxo de célcio através da membrana celular e mobilizacdo do calcio de
organelas intracelulares e pelo aumento da sensibilidade insulinica, via
estimulacdo da expressdo do receptor de insulina nos tecidos adiposo e

esquelético 1618,
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Outro potencial mecanismo é a regulacdo dos niveis de célcio intra e
extracelular diretamente ou através da alteracdo na concentracdo do PTH. Na
deficiéncia de VD, h& elevacao dos niveis de PTH, ocasionando o aumento na
concentracdo de calcio, que por sua vez atenua a captacao de glicose pela
diminuicdo da atividade da fosfatase. O GLUT-4 permanece como uma forma
fosforilada, a qual é conhecida como um transportador fraco de glicose. Ocorre,
entdo, um aumento na RI pela diminuicdo da acdo do GLUT-416.17,

Estudos em animais tém demonstrado que o calcitriol promove
capacidade biossintética da célula B e acelera a conversao de proé-insulina a
insulina. Ratos que ndo possuem um RVD funcionante tém reducdo na
secrecdo de insulina de até 60%, apOs sobrecarga de glicose, embora a

secrec¢do basal de insulina ndo seja afetada 7.

4.8 - Vitamina D e sua a¢ao na inflamagao

Inflamacao crénica, que estd associada a obesidade, tem sido implicada
na patogénese do DM2, por contribuir na geracdo da RI®1746, Esta inflamacgéo
resulta na formacdo de citocinas, tais como interleucina 6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral alfa (FNT-a), e infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo
branco. Uma das acdes dessas citocinas € a estimulacdo das vias Jun N-
terminal quinase (JNK1) e fator nuclear-xB (NF-«B) quinase-p [IkB quinase-$
(IKK-B)] que reduzem a sinalizagéo da via da insulina, por meio da fosforilagédo
do substrato receptor de insulina (SRI)'®. A VD parece desativar citocinas
inflamatoérias, reduzir a quimiotaxia de mondécitos e promover a expressao da
calbindina, uma proteina ligadora do célcio que protege contra apoptosel’.
Além do mais, tem sido descrito que a VD diminui a producédo de citocinas tais

como interleucina-2 (IL-2), IL-6, TNF-q, interferon gama (INFy), fator de
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necrose tumoral beta (TNF-B), as quais estdo normalmente envolvidas na

destruicdo das células p12.

Outro fator de suma importancia na participacdo da Rl € o estresse
oxidativo, caracterizado pela formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Ha indicacdes de que esse estresse oxidativo possa surgir através do aumento
de acidos graxos livres que atuam sobre a mitocondria que por sua vez,
aumentam a formacdo de ROS. O aumento de ROS, posteriormente, reduz a
atividade da via de sinalizagao da insulina. A acdo da 25(OH)D3 na regulacéo
dos niveis de ROS depende da sua capacidade em controlar a expressao
celular de antioxidantes, permitindo que haja uma estabilidade nas vias de

sinalizac&o insulinical®.

4.9 - Vitamina D e a respira¢cao mitocondrial

A funcdo mitocondrial é regulada pela VD através de duas acdes.
Primeiramente, ela atua através do RVD no ndcleo mitocondrial para aumentar
a expressdao de muitos dos componentes responsaveis pela funcéo
mitocondrial. Posteriormente, o RVD entra na mitocondria por um poro de
permeabilidade transitoria, onde ele pode atuar diretamente regulando sua
funcdo na cadeia respiratéria. A VD também regula a expressdo das proteinas
desacopladoras tipo 1 (UCP1) e tipo 2 (UCP2), as quais estdo localizadas na
membrana mitocondrial interna, atuando na termogénese. Na deficiéncia de
VD, a respiragdo mitocondrial declina devido a reducdo de mensageiros do
acido ribonucleico (MRNA) e proteinas que contribuem para a respiracao
mitocondrial®®.

Esta importante funcdo da VD na manutencdo da funcdo normal

mitocondrial pode contribuir na hipétese de sua deficiéncia e o
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desenvolvimento do diabetes. A elevacdo de ROS e a reducdo na formacao da
adenosina trifosfato (ATP) irdo ter um maior impacto sobre a homeostase do
célcio, que pode contribuir para o declinio da liberacéo de insulina pelas células
B. A reducdo de ATP ira reduzir a habilidade da bomba de calcio sobre a
membrana plasmatica e sobre o reticulo endoplasmatico para expulsarem o
calcio do citosol. Ambos os efeitos irdo induzir a uma elevacao anormal dos
niveis de calcio nas células B, promovendo a morte celular e contribuindo para

o inicio do diabetes?!.

4.10 - Vitamina D e o Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

Os maiores e bem estabelecidos fatores para a faléncia renal cronica
sdo o estresse oxidativo causado pela hiperglicemia e ativacdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Estudos demonstram que a VD
geralmente reduz o estresse oxidativo e a inflamacéo, potencialmente
reduzindo o risco para a insuficiéncia renall”47-49,

A vitamina D enddgena exerce efeitos benéficos sobre células
musculares lisas dos vasos, sobre o endotélio, cardiomiécitos e possui relacéo
inversa com a atividade da renina plasmatica, sendo esta uma das principais
acOes, por interferir no tbnus vascular, no volume do fluido extracelular e na
homeostase eletrolitica. Nao € conhecido se ocorre uma reducdo na
transcricdo da renina pela presenca de RVDE no gene promotor da renina ou
se ha supresséo génica pela ativacdo do RVD*,

A regulacéo da presséo arterial, pelo SRAA ocorre da seguinte forma:

A renina, uma protease sintetizada e secretada pelas células
justaglomerulares do rim, cliva o angiotensina | a partir do angiotensinogénio

proveniente do figado. O angiotensina | liberada é entdo convertida a
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Angiotensina Il pela enzima conversora de angiotensina, encontrada
principalmente nos pulmfes. A angiotensina Il, efetor biolégico central do
SRAA, atua diretamente sobre as células musculares lisas dos vasos,
causando vasoconstricdo; estimula o hipotalamo a produzir a sensacdo de
sede e aumenta a ingestédo de liquidos; estimula a producdo de vasopressina,
um horménio antidiurético, no lobo posterior da hipéfise, a qual aumenta a
reabsorcdo de agua no tubulo distal pelos canais aquaporina; e estimula a
sintese e secre¢do no coértex adrenal da aldosterona, a qual afeta os canais de
soédio a aumentar a reabsorcdo. Assim, a ativagdo do SRAA leva ao aumento
do volume extracelular e pressdo sanguinea?®’.

Acredita-se que a angiotensina Il contribua para o aumento da RI pela
inibicio da acdo de insulina nos tecidos vascular e musculo esquelético,
levando a diminuicdo da captacdo de glicose. Alguns dados suportam que o
complexo formado por vitamina D-RVD seja um potencial regulador da
atividade de renina em humanos e, que polimorfismos no gene desse complexo
possam estar associados a patogénese do DM™.

A ativagao de vias sinalizadoras da insulina, como a Akt/JNK, pela VD
pode também regular a atividade da angiotensina melhorando a funcgéo celular,

reduzindo a apoptose e aumentando a sobrevivéncia da célula B,

4.11 - A¢ao na Obesidade

Obesidade e RI estdo correlacionadas e diversos estudos tém
demonstrado uma associacdo da SM com baixos niveis de 25(0OH)D3, o qual é
mais pronunciado em individuos sobrepeso quando comparado a individuos de

peso normalt:3:10.18.34



39

A deficiéncia de VD contribui para a RI inicial e o subsequente inicio do
diabetes causado pela insulinopenia oriunda da morte das células . A morte
celular decorre apds um periodo de hiperatividade, para vencer a Rl imposta,
onde a célula B fica exposta a niveis elevados de célcio e ROS?S,

Devido a lipossolubilidade da VD, o tecido adiposo € considerado um
local para sua estocagem, reduzindo seus niveis circulantes e inativando seus
metabdlitos. Explicando-se, em parte, a hipovitaminose observada em
individuos obesos®10:14.17.303550 pPor sua vez, a deficiéncia de vitamina D é um
fator de risco para a obesidade, pois niveis reduzidos de 25(OH)D3 poderao
levar a uma elevagdo secundaria de PTH, o que pode promover o influxo de
célcio em adipdcitos e aumentar a lipogénese e reduzir a lipélise. Além disso, a
vitamina D é capaz de inibir a diferenciacdo dos pré-adipdcitos, através da
supressao do receptor ¢ ativado por proliferadores de peroxissoma (PPARCc),
provocando assim, um aumento na lipogénese quando seus niveis séricos
diminuem?®°, Também, o receptor delta ativado do proliferador do peroxissoma
(PPARS) esta, algumas vezes, co-expresso com o RVD. A 1,25(0OH)2D3
aumenta a expressao do gene do PPARS, que tem mostrado favorecer o
acumulo de células de gorduras e oxidacéo de acidos graxos'’.

A vitamina D pode modular vias de RI associadas com o diabetes e a
obesidade de varias maneiras. Inicialmente, ela pode atuar através de vias nao
gendmicas para controlar a lipogénese e a lipélise. Entretanto, a maioria das
acOes parecem ser mediadas por mecanismos gendmicos. Uma dessas agcoes
€ a inibicdo da diferenciacdo do adip6cito durante a adipogénese pela

manutencdo da via de sinalizacdo Wnt/p-catenina e a via sinalizadora proteina
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guinase mitogénica ativada. A VD também atua inibindo a apoptose pela
reducdo da expressdo mitocondrial da UCP216.

Outra importante consequéncia da obesidade sobre a Rl € a marcada
alteracdo na secrecdo de adipocinas (leptina, adiponectina e resistina), as
guais sao hormonios importantes que contribuem para a homeostase glicémica
e lipidica. O declinio na liberacdo de leptina leva ao aumento do apetite por sua
atuacdo no hipotdlamo e a mesma também regula o metabolismo lipidico pela
estimulacdo da lipolise, enquanto inibe a lipogénese. A resistina contribui na
geracdo da inflamacdo. H4A um aumento de evidéncias que demonstram a
atuacdo da VD na reducdo da liberagdo de quimocinas e citocinas que

deflagram a inflamacéo, e também na reducéo da quimiotaxia de mondcitos?®.

4.12 - Vitamina D e alteragdes epigenéticas

A VD tem papel importante na regulacdo de modificacbes epigenéticas
gue sao caracteristicas do diabetes. A epigenética compreende as
modificacées do genoma (cromatina e do acido desoxirribonucleico — DNA),
gue nao envolvem alteracbes na sequéncia do DNA. Os mecanismos mais
relevantes sdo a metilacdo do DNA e as modificacbes das histonas. Em
individuos obesos, ha um aumento na metilagdo do DNA, o qual é um fator de
risco para o0 desenvolvimento do diabetes. A VD atua prevenindo a
hipermetilacdo de genes promotores relacionados ao diabetes!®. Algumas
dessas hipermetilagbes é induzida por um aumento na formagcdo de ROS. Em
adicdo, uma das principais fun¢des da VD é a manutencdo da expresséo de
DNA demetilases, tais como proteinas contendo o dominio Jumonji 1A e 3
(JMJD1A e JMJD3) e demetilase lisina especifica 1 e 2 (LSD1 e LSD2), as

guais atuam na prevencdo da hipermetilagdo de multiplas regides promotoras
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do gene'®. Vide Figura 2. Atuacdo da Vitamina D na manutencdo dos baixos

niveis de célcio e ROS.

Raios UVB

25(0OH)D3 25-hidroxilase Colecalciferol 7-dehidrocolesterol

Mitocondria
e Antioxidantes

CYP27B1 N
graxos ‘ DM

Reticulo Endoplasmatico Ca*t
1,25(OH).D3 ‘\
i —— | Canais Ca™*
Tcalbindina A N
Ntcleo TProteinas

RXRa mitocondriais \
Dﬁ e TNCXL

TAntioxidantes
I Canais de Ca**

T TPMCA

L * Histona TNCx1 ca”

Bemsildvas Demetilases Tcalbindina Temca
00 JMID1, IMID3, ;/

Grupos Metil 15D1, L5D2

Figura 2 . Atuagdo da Vitamina D na manutencdo dos baixos niveis de célcio e ROS

Legenda: CYP27B1: 1a-hidroxilase; JIMID1A e JMJID3: proteinas contendo o dominio Jumoniji
1A e 3; LSD1 e LSD2: demetilase lisina especifica 1 e 2; PMCA: membrana plasmatica Ca?*-
ATPase; NCX1: transportador sddio/calcio; RVD: receptor vitamina D; RXRa.: receptor do acido
retinoico; VDRE: elemento responsivo da vitamina D; ROS: espécies reativas de oxigénio.

4.13 - Vitamina D e a preveng¢ao do DM2

A ideia em se prevenir o DM2 via utilizacdo da VD emergiu durante as
duas ultimas décadas. Dados epidemioldgicos correlacionaram a incidéncia do
diabetes com a latitude e exposi¢cédo solar, enquanto a suplementacédo de VD,
nos casos de deficiéncia, pareceu reduzir o risco de desenvolvimento de
ambos os tipos de diabetes (DM1 e DM2)171823 Entretanto, ha uma lacuna a
ser preenchida quanto a realizacdo de estudos com elevado poder,
investigando se a suplementacdo de VD em individuos com risco para

desenvolvimento de DM2 poderiam se beneficiar. Porém, os resultados
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encontrados na literatura, parecem mais promissores na interrupcdo do
desenvolvimento do diabetes do que na melhoria da homeostase glicémica na
doenca ja estabelecida, como descrito no estudo abaixo.

Revisdo sistemética relatou reducdo de 13% no risco de DM2 com
ingestdo de vitamina D >500 Ul/dia comparada com <200 Ul/dia, sendo que
individuos com niveis de 25(0OH)D3 sérica >25 ng/mL apresentaram 43%
menos risco de desenvolver DM2 do que o grupo do menor tercil (<14 ng/mL).
Foram incluidos poucos estudos e com n reduzido (n=32 a 62), esses bastante
heterogéneos entre si, para avaliagdo da suplementacdo da VD sobre o
controle glicémico de pacientes com DM2. Os achados estatisticos ndo foram
relevantes para o controle metabdlico, embora tenha se evidenciado uma
melhora na RI de pacientes com intolerancia a glicose?*.

Entende-se, por intolerancia a glicose e glicemia de jejum alterada
segundo os valores basais e a interpretacdo dos resultados apds a realizacéo
do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), os seguintes valores: Glicemia de
jejum alterada (mg/mL): >100 e <126 valores basais ou 2h ap6és o TOTG <140
e Intolerancia a glicose (mg/mL): < 126 valores basais ou 2h apés o TOTG >
140 e < 200. Ambos séo fatores de risco para o desenvolvimento do DM2°,

Apesar de muitos estudos observacionais terem demonstrado
associacdo entre baixos niveis de 25(OH)D3 e aumento do risco para
desenvolvimento de diabetes, o maior desafio estd em demonstrar se a
suplementagdo de vitamina D melhora a homeostase glicEmica e previne a
progressado do pré-diabetes para o diabetes ou se ela pode melhorar o controle
do diabetes ja estabelecido. Alguns estudos notaram que a secrecao de

insulina & melhorada quando a VD é utilizada dentro dos trés primeiros anos de
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diagnéstico do diabetes, a qual suporta a ideia de que a suplementacdo néo
possa ser benéfica uma vez que as células B ja tenham entrado em exaustdo?s.

Uma meta-analise, que envolveu 44,161 individuos ndo diabéticos, com
uma duracdo de aproximadamente 4 meses e suplementacdo mediana de
4000 Ul/dia de VD, demonstrou reducédo significativa da GJ, I, do HOMA-IR,
além do aumento dos niveis dessa vitamina. Nao foi encontrado nenhum efeito
da suplementacdo da VD sobre a incidéncia de DM2, mas sugeriu-se que ha
um possivel efeito dose-resposta da suplementacdo de VD na melhoria da

glicemia e metabolismo da insulina entre adultos n&o diabéticos?°.

4.14 - Vitamina D no tratamento glicémico do DM2

Como j& dito anteriormente, a VD parece ter acdo sobre a secrecao de
insulina, sensibilidade insulinica e inflamagcdo crénica. Além do mais, a
expressdo de RVD nas células B e sua habilidade em produzir 1,25(0OH)2D3,
sugerem acdes autdcrina e paracrinat®-1827,

De acordo com o supracitado, as potenciais implicacbes terapéuticas
desses achados levaram e ainda conduzem a muitos estudos, demonstrando
melhoras significativas na glicemia de jejum, insulina e HOMA-IR apés
suplementagcdo de VD em estudos observacionais!’. Porém, tais efeitos nédo
tém sido confirmados em todos os estudos de intervencédo. Os resultados de
pequenos ensaios clinicos e analises post hoc de grandes estudos de
intervencao sobre o efeito da suplementag¢édo de VD, com ou sem calcio, sobre
a homeostase glicémica, tém sido inconsistentes?0.21.23.27,

Tentando-se determinar se a suplementacdo de VD, com ou sem calcio,
melhoraria a homeostase glicEmica em 92 adultos com risco para DM2, um

estudo placebo controlado, randomizado e duplo-cego, distribuiu a amostra em
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4 grupos (vitamina D + célcio), (vitamina D + placebo), (calcio + placebo) e
(placebo + placebo), nos quais os pacientes receberam colecalciferol (2000 Ul
uma vez ao dia), ou carbonato de calcio (400 mg duas vezes ao dia) por 16
semanas. Os resultados mostraram que a suplementacdo com VD, mas nao
com célcio, melhorou a funcéo da célula beta pancreética e houve somente um
ténue efeito sobre a atenuacdo da HbAlc. Entretanto, a suplementacdo com
colecalciferol ndo melhorou o controle glicémico em pacientes com niveis
séricos normais de 25(0OH)D3?.

Tentando-se esclarecer o potencial efeito da suplementacdo de VD, o
SUNNY Trial, um estudo randomizado duplo-cego, placebo controlado foi
desenhado. Neste estudo, com 275 voluntarios diabéticos tipo 2, foi avaliada a
suplementac¢éo de VD sobre a HbAlc e conclui-se um beneficio significativo no
sexto més sobre o controle glicémico, somente naqueles voluntarios
severamente deficientes da vitaminal’:2°,

Ja com resultados discordantes, meta-analise recente com 23 estudos
randomizados, também realizado pelo mesmo grupo de pesquisadores do
SUNNY Trial, que incluiu 1797 voluntérios, ndo encontrou nenhuma evidéncia
gue suportasse a melhoria no controle glicémico de pacientes com DM2.
Porém, na andlise de subgrupos, houve um efeito favoravel na glicemia de
jejum daqueles voluntarios com pobre controle glicémico!’:26.

Atuais evidéncias, mostram alguns resultados otimistas em alguns
subgrupos populacionais tais como mulheres na pdés-menopausa,
hipogonadicos hipogonadotréficos, deficientes renais, encorajando sua
suplementacao, quando em estados de deficiéncia, segundo a definicao pelo

IOM?7.
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4.15 - Diabetes Mellitus, Deficiéncia de Vitamina D e o Envelhecimento
feminino

Em 2015, a IDF estimou que 8,8% (intervalo de confianca [IC] de 95%:
7,2 a 11,4) da populacdao mundial com 20 a 79 anos de idade (415 milhdes de
pessoas) vivia com diabetes. Caso as tendéncias atuais persistam, a estimativa
mundial de sua prevaléncia € superior a 642 milhdes de pessoas em 2040.
Cerca de 75% dos casos séo de paises em desenvolvimento, nos quais devera
ocorrer o maior aumento dos casos de diabetes nas préoximas décadas!® 523,

Apesar de sua abordagem terapéutica ter melhorado nas ultimas
décadas, por meio da melhor compreensdo de sua fisiopatologia e
desenvolvimento de farmacos que atuam nas diversas etapas dessa doenca, a
explosdo de novos casos suscita a necessidade do conhecimento de novos
alvos terapéuticos na sua fisiopatologia e intervencfes clinicas, para a
prevencdo e tratamento dessa epidemia*. Também, soma-se o fato de que a
mulher no periodo pds-menopausal esta susceptivel ao desenvolvimento da
SM40,

A hipovitaminose D contribui para diversas comorbidades tais como a
osteomalacia, osteoporose, quedas e fraturas. Além do mais, muitas sao as
evidéncias que sugerem a influéncia da VD em condi¢cbes patologicas néo-
esqueléticas, incluindo DCV, cancer, desordens autoimunes, aumento da
resisténcia a insulina e ao DM2%27:12.54,

O reconhecimento da presenca de RVD e da enzima CYP27B1 em mais
de 40 tipos de células humanas, traz a mencdo de que a VD tenha um papel
peculiar na regulagdo de numerosos processos metabdlicos, tais como

obesidade, intolerdncia a glicose e DM2, hipertensdo arterial e dislipidemia
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aterogénica. Tais comorbidades também sdo comuns no periodo pos-
menopausal. Somando-se a isso, 0 aumento da gordura corporal e obesidade
estdo associados com baixos niveis circulantes de 25(0OH)D32%6:34.39,

Importante se torna ressaltar que, em muitos dos estudos apresentados
nao foram relatadas as alteracbes medicamentosas realizadas no tratamento
do DM2, que diferentes e incomuns doses de VD foram administradas, que
houve diferencas no IMC dos participantes e nos valores basais de 25(OH)D3
no inicio dos estudos, e que ndo houve a consideracdo de fatores genéticos e
ambientais, como por exemplo, a dieta seguida por cada integrante. Fatores
esses, que podem ter contribuido para a divergéncia nos resultados
encontrados.

Nos dultimos anos, o Brasil vem apresentando um novo padréao
demografico que se caracteriza pela reducdo da taxa de crescimento
populacional e por transformacgdes profundas na composicao de sua estrutura
etaria, com um significativo aumento do contingente de idosos. O Instituto
Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE), em novembro de 2018, projetou a
expectativa de vida da mulher brasileira até 79 anos, estando a mesma mais
susceptivel ao desenvolvimento de doencgas crénicas®®.

Assim, este projeto visa analisar a relacdo do uso de colecalciferol em
mulheres na pés-menopausa e diabéticas, com a homeostase glicémica e com
0 consequente controle metabdlico das mesmas, reducdo dos riscos
cardiovasculares como, também, estimar se os valores de 25(OH)D3 oferecem

beneficio clinico para esta populagéo.

5 — HIPOTESE

Vitamina D pode participar no controle do DM2.
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6 - DETALHAMENTO METODOLOGICO

Trata-se de um estudo longitudinal, pareado, onde as pacientes foram
controles delas mesmo. O tamanho amostral foi baseado no estudo de Mitri J,
Dawson-Hughes B, Hu FB, Pittas AG, em 2011, no qual se encontrou uma
média para a resposta aguda de insulina a glicose (AIRg) de 15+50 (um.L-
1.min), um nivel de confianca de 95% e um poder de 80%. A AIRg é a medida
da area sob a curva de insulina, acima da linha de base, durante os primeiros
10 minutos apés uma infusao intravenosa de glicose. O trabalho de Mitri et al.
demonstrou que a suplementacdo de VD poderia ter uma participagcdo no
retardo da historia natural do DM2, por ter ocorrido melhora da glicemia pos-
prandial, consistente com a melhora da AIRg?’. Para o nosso estudo, calculou-
se um tamanho da amostra de, no minimo, 89 mulheres. No entanto, prevendo-
se uma perda ao longo do tempo em torno de 10 a 15%, decidiu-se recrutar
pelo menos 100 mulheres.

A pesquisa foi conduzida no ambulatério de Endocrinologia do Instituto
Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente - Fernandes
Figueira (IFF/Fiocruz), ap6s aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) e todas as participantes terem concordado e assinado o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

6.1 - Consideragoes éticas
As voluntérias leram e assinaram o TCLE anteriormente a participacéo

no estudo, de acordo com a Declaracdo de Helsinki. O protocolo do estudo foi

aprovado pelo comité de ética local (CAAE: 36698514.1.0000.5269).
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6.2 — Populagao de estudo

A amostra do estudo foi proveniente de uma prévia selecdo de pacientes
cadastradas no Banco de Dados do mesmo ambulatério, que j& possuiam
diagnéstico de DM2 e estivessem na menopausa, com indicacdo de
suplementacdo de VD por osteoporose e ou baixa massa Ossea, apoés
entrevista e confirmacdo diagnostica laboratorial. Foram entrevistadas 128
voluntarias. Como as mesmas voluntarias ja possuiam indicacdo do uso de
vitamina D bem estabelecido, nédo foi realizado o cadastro no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos. Houve, somente, aumento da dose preconizada.

As pacientes pos-menopausicas, com diagnostico de DM2 que ainda
permanecem no ambulatério, sdo reagendadas a cada trimestre, salvo
excecOes, quando se reavalia a periodicidade de acordo com a gravidade de
seu estado clinico. As pacientes que possuam risco de quedas ou diagnostico
de osteoporose ou osteopenia com fraturas, ja possuem a indicacdo de
reposicao ou suplementacéo de colecalciferol e o fazem na dose de 600 Ul/dia
a 800 Ul/dia, conforme indicado pelas principais sociedades de
acompanhamento da Osteoporose. Entretanto, essas doses comecam a serem
revistas. Pacientes que fazem terapia de reposicdo hormonal da menopausa,
em principio, ndo possuem essa indicacdo de suplementacdo, visto que a
reposicdo com estrogénio tenta manter essa saude 6ssea permitindo também a

absorcao de calcio a nivel intestinal.

6.3 - Critérios de elegibilidade
Para o estudo foram adotados os seguintes critérios diagnodsticos para
DM2: glicemia de jejum em dois momentos = 126mg/dL apds jejum de 8h,

glicemia 2h ap6s TOTG = 200mg/dL, ou sinais e sintomas de hiperglicemia
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com glicemia = 200mg/dL em qualquer horario do dia®2. A utilizacdo da
HbAlc = 6,5% isoladamente, ndo serviu como diagnaostico.

Para o diagnéstico de menopausa foram adotados os seguintes critérios:
elevacdo do FSH = 40, acompanhado por hipoestrogenismo e auséncia de

ciclo menstrual num periodo = 1 ano®°.

6.4 - Critérios de Inclusao

Mulheres na pés-menopausa, com diagnéstico confirmado de DM2 e

gue ja possuissem indicacao de suplementacao de vitamina D.

6.5 - Critérios de exclusao

Usuérias de glicocorticoides, anticonvulsivantes, usuarias de
suplementos que contenham calcio ou vitamina D, portadoras de hepatopatia,
nefropatia com insuficiéncia renal grau lll, usuérias de medicacao antirretroviral
para HIV, usuarias de insulina, aquelas com diagnostico de
hiperparatireoidismo, hipercalcemia, linfomas, doengas granulomatosas,
diagnéstico de neoplasia atual.

Tivemos, no total, 52 voluntarias excluidas: 4 possuiam diagnostico de
intolerancia a glicose, 27 suplementavam calcio juntamente com vitamina D, 3
utilizavam glicocorticoides, 1 usudaria de medicacdo antirretroviral, 1 possuia
estava sob investigacdo para cancer de mama, 1 usuaria de anticonvulsivante,
15 usuérias de insulina.

O total de perdas foram 32, pois 11 voluntarias desistiram de participar
devido problemas de locomocéao e violéncia na cidade do Rio de Janeiro; ndo
conseguimos contato com 19 devido cadastro ndo atualizado e 2 voluntarias ja

haviam falecido durante o periodo de convocacao para entrevista.
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Descontinuaram 4 voluntéarias, por terem tido diagnosticos de infeccéo
por Zika e Chikungunya, tendo sido necessario o uso de glicocorticoides. Vide

Figura 3. Fluxograma da Coleta de Dados.

Elegibilidade: 128

Excluidas: 52
Nao atenderam aos
critérios de inclusdo
Selegao
Perdas: 32
Desistiram de participar: 11
Intervengio Cadastro nao atualizado: 19
Morte: 2
Receberam

intervengao: 44

Descontinuaram:

4 (Zika, Chikungunya)

Concluiram: 40

Figura 3. Fluxograma da Coleta de Dados
6.6 - Variaveis de avaliacao clinica e da composi¢ao corporal

Mensurac¢des de IMC, Massa Corporal (Kg), Altura (m), Circunferéncia
de Cintura (CC), Relagdo Cintura-Quadril (RCQ), Pressdo Arterial Sistélica

(PAS), Presséo Arterial Diastdlica (PAD) Area de Gordura Visceral (AGV).
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Utilizou-se o aparelho de andlise de composicédo corporal InBody 720®
(sistema tetrapolar com 8 eletrodos tacteis, sistema de medicdo direta e
segmentar em bracos, pernas e tronco), representante comercial no Brasil -
Ottoboni Comércio e Importacdo Ltda. CNPJ: 01.073.371/0001-66, fabricante
Biospace - Coreia do Sul. Andlise por bioimpedancia elétrica € um método
para se quantificar a composi¢cao corporal pela introducdo de uma corrente
elétrica através do corpo. A impedancia pode ser calculada pela mensuracéo
da corrente e voltagem, baseada sobre lei de OhM IR=V/I). Devido a agua
corporal ser considerada o Unico componente com condutividade elétrica,
guando a corrente passa através do corpo, a impedancia desta agua pode ser
mensurada. Com este valor de impedancia, o volume corporal de agua é
calculado.

Impedancia é a forca opositora contra o fluxo da corrente. A gordura
corporal, comparada a agua corporal tal como sangue, tem uma condutividade
muito menor e relativamente, uma elevada impedancia. O InBody 720, usa o
método de andlise de impedancia bioelétrica, podendo mensurar a impedancia
em cada membro e tronco separadamente. A validade da bioimpedancia para
composicdo corporal tem sido previamente documentada®®6. Foi solicitado as
voluntarias: 1) usarem roupas confortaveis; 2) manterem jejum de 12h
previamente ao teste; 3) ndo ingerirem agua e permanecerem em repouso por
2h previamente ao teste; 4) eliminacdo das excrec¢des fisioldgicas (urina e
fezes) antes do teste; 5) ndo usar nenhum metal ou acessério (anéis, brincos,
braceletes, corddes); 6) ndo realizar nenhuma atividade fisica 24h antes do
teste. A altura corporal foi mensurada com um estadidmetro (Stadiometer Seca

208 Bodymeter) e CC e circunferéncia de quadril (CQ) foram mensuradas com
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fita antropométrica. A CC foi mensurada na metade da distancia média entre a
crista iliaca e a margem costal inferior. A pressdo sanguinea foi avaliada pelo
aparelho automatico (Welch Allyn Durashock DS44-BR) do braco direito, na
posicao sentada, apos repouso de 5 minutos. A hipertenséo foi definida como
pressdo sistdlica = 140mmHg ou pressao diastélica = 90mmHg ou historia

previamente conhecida e uso de medicacao.

6.7 - Variaveis laboratoriais

Coleta no inicio do estudo: FSH e TOTG naquelas que se fizeram

necessario, para confirmacao diagnéstica do DM2. Trimestralmente: aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia, creatinina,

Ca'*, P*, Mg*™, HbAlc, glicemia de jejum (GJ), insulina jejum (I), Colesterol

total (CT), HDL-colesterol (HDL-c) e triglicerideos (TG). Semestralmente:
25(0OH)D3, Proteina C reativa (PCR). As analises laboratoriais seguiram o
mesmo protocolo de acompanhamento laboratorial e ambulatorial de pacientes

em tratamento e acompanhamento de DM2.

As mensuracdes sanguineas foram realizadas pela manhd, apds 12
horas de jejum noturno. Os principais parametros de desfecho e metodologias
analiticas foram: GJ por método oxidase, HbAlc (sensibilidade 1,3% e
linearidade 18,9%) por cromatografia liquida de alta resolucdo, 25(OH)D3
(sensibilidade 3,4 ng/mL e linearidade 155,9 ng/mL) e insulina jejum
(sensibilidade 0,1 mcUI/mL linearidade 300,0 mcUI/mL) por ensaios
quimioluminescentes, PCR por nefelometria , CT e TG por esterase oxidase,
HDL-c por selecéo direta todos os kits Wiener Laboratorios S.A.I.C. Riobamba
2944 — 2000 — Rosario - Argentina. O Modelo de Avaliagdo Homeostética

(HOMA) foi utilizado para determinar a resisténcia insulinica (HOMA-IR) e a



53
funcéo da célula B (capacidade secretéria de insulina) (HOMA-B), usando-se as
formulas calculadas’:

Férmula 1. HOMA-IR

HOMA-IR= insulina de jejum (IU/ml) x glicose de jejum

22.5
Formula 2. HOMA-B
HOMA-B = 20 x insulina de jejum (1IU/ml) %

Glicose de jejum - 3.5
Devido as nossas unidades de glicemia de jejum e insulina de jejum n&o
serem as mesmas das férmulas originais, utilizamos como férmulas substitutas

as que se seguem, além da calculadora HOMA.

Foérmula 3. HOMA-IR modificada

HOMA-IR = Insulina de jejum (mUl/mDx GJ (mg/dl)
405

Formula 4. HOMA-B modificada

HOMA-B = 360 — Insulina jejum (mUl/ml)
GJ (mg/dl) - 63

Calculadora HOMA
Glicose plasmética: 3,5 a 25 nmol/l ou 54 a 450 ng/dI-(mg/dl x 0.0555 = mmol/l)
Insulina plasmética: 20 a 400 pmol/l - (mUl/l x 7.175 = pmol/l)

muUl/l = U/l

A andlise da suplementacdo de colecalciferol com a homeostase
glicémica foi realizada por um periodo de 2 anos. Consideramos como
homeostase glicEmica a relacdo da 25(OH)D3 com as seguintes variaveis (GJ,
I, HbAlc, HOMA-IR e HOMA-B). Inicialmente, essas mulheres receberam a

dose de 1000 Ul/dia, sob a forma de gotas que correspondessem as doses ou
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comprimidos idem e, apds 12 meses, a dose foi de 2000 Ul/dia, também por
um periodo de 12 meses. Todas as amostras utilizadas foram por meio de
doacdo e armazenadas no setor de Farmacia do IFF-Fiocruz. Vide figura 4 —

Linha do Tempo das Dosagens das Variaveis de Desfecho.

Periodo de intervencao 24 meses

Semestralmente
Ano 1:

Trimestralmente

1000 Ul/dia 25(0OH)D3, |,

AN 2- HOMA-IR, HOMA-B, | GJ, HbA1c
' PCR, CT, HDL-c, TG,

2000 Ul/dia PAS, PAD, CC, RCQ,

AGV, IMC

Figura 4. Linha do Tempo das Dosagens das Variaveis de Desfecho

Legenda: 25(OH)D3: vitamina D; I: insulina, HOMA-IR: indice de resisténcia a a¢do da insulina;
Homa-B: indice de secrecéo de insulina pelas células p; PCR: proteina C reativa; CT: colesterol
total; HDL-c: HDL colesterol; TG: triglicerideos; PAS: pressédo arterial sistolica; PAD: pressdo
arterial diastélica; CC: circunferéncia de cintura; RCQ: relacdo cintura quadril; AGV: area de
gordura visceral; IMC: indice de massa corporal; GJ: glicemia de jejum; HbAlc: hemoglobina
glicada.

6.8 - Escolha da dose administrada

As doses foram escolhidas a partir da literatura disponivel, na qual
recomendava-se que, nos casos de suficiéncia (niveis maiores ou iguais a 30
ng/dL) uma dose de 1000 Ul/dia seria necessaria para sua manutengcdo e nos
casos de insuficiéncia ou deficiéncia, uma dose de 2000 Ul/dia, dependentes
da etnia. Essas sdo doses que se mostraram bastante seguras para
administragado, sem a ocorréncia de efeitos colaterais e, ao mesmo tempo,
superiores as estabelecidas nos consensos para a prevencao de quedas, que

sdo da ordem de 600-800 Ul/dia.
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6.9 - Desenvolvimento do estudo

Quarenta mulheres diabéticas na pds-menopausa, idades entre 63,84 *
7,56 anos, receberam colecalciferol 1000 Ul/dia por 12 meses e 2000 Ul/dia
por outros 12 meses. As voluntérias foram submetidas a exames de sangue em
jejum, avaliacdo antropométrica de composicdo corporal e exames clinicos a
cada 3 meses, e recebiam nova quantidade de comprimidos. As medidas para
analise do desfecho foram realizadas nos seguintes momentos: pré-
experimento (P0), 12 meses apos (P12) e 24 meses apoés (P24). Os desfechos
primarios foram a avaliagdo dos niveis sanguineos da suplementacdo da
25(0OH)D3, glicemia de jejum (GJ), hemoglobina glicada (HbAlc), insulina de
jejum (1), resisténcia a acao da insulina avaliada pelo Modelo de Avaliacdo de
Homeostase (HOMA-IR) e capacidade secretéria de insulina (HOMA-f), os
guais consideramos como homeostase glicémica e colesterol total (CT), HDL
colesterol (HDL-c), triglicerideos (TG), proteina C reativa (PCR). Os desfechos
secunddarios pressao arterial sistolica (PAS) e pressao arterial diastélica (PAD),
circunferéncia cintura (CC), razdo cintura-quadril (RCQ), area de gordura

visceral (AGV), indice de massa corporal (IMC).

6.10 - Controle de Vieses

A adesdo ao tratamento foi avaliada pela equipe, por questionamento a
voluntaria durante contatos telefénicos quinzenais e contagem dos
comprimidos as consultas. Pacientes permaneceram com a mesma dieta,
previamente orientada para o controle do DM2 no ambulatério, e nédo foi
permitido nenhuma suplementagcdo nutricional adicional. As medicag¢des
utilizadas foram glibenclamida e ou metformina, na grande maioria das

voluntarias. Para aumentar a validade do estudo, e por uma falta no consenso
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em se definir qual o melhor nivel de 25(0OH)D3, a concentracdo plasmatica de
25(0OH)D3 néo foi um critério de inclusdo ou exclusdo. As pacientes foram
controles delas mesmo, neste estudo pareado.

Anteriormente a intervencdo, todas as voluntarias foram avaliadas
ambulatorialmente por nutricionista e instituido plano alimentar, o qual ndo foi

modificado durante os 24 meses.

6.11 — Beneficios esperados

Avaliar a influéncia da suplementacdo com 25(OH)D3 no controle
glicémico de mulheres na pds-menopausa, com diagnoéstico de DM2.

Determinar a viabilidade da suplementacdo de colecalciferol, via oral,
como terapia auxiliar na prevencdo de agravos macrovasculares relacionados
ao DM2 ou mesmo no tratamento do controle glicEmico de mulheres diabéticas
idosas. Utilizamos para isso as medidas de PCR, PAS, PAD, CC, RCQ, CT,

TG.

6.12 — Riscos inerentes ao estudo

A vitamina D é lipossoluvel e armazenada no tecido adiposo. Sabemos
do risco inerente a sua toxicidade causado por uma hipercalcemia, tais como
(hipertenséo, problemas gastrointestinais, anorexia, vomitos, nauseas, prurido,
alteracdes do sistema nervoso central, insuficiéncia renal nos casos extremos),
ou seja, esse quadro clinico foi excluido mediante avaliagbes fisica e

laboratorial regulares, conforme proposto durante todo o periodo da pesquisa.

6.13 - Analise Estatistica

Todos os dados sdo apresentados como meédia e desvio padrao.

Inicialmente, foram realizadas medidas descritivas para a caracterizacdo da
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amostra, em seguida o teste de normalidade e homocedasticidade Kolmogorov
Smirnov para verificar se as amostras estavam distribuidas de forma

homogénea.

Para a comparagdo das meédias que apresentaram normalidade foi
utilizado o F teste paramétrico, ANOVA de um fator, para verificar as possiveis
diferencas no tempo para os desfechos primérios (PO vs. P12 vs. P24) ou para
os desfechos secundarios (PO vs. P6 vs. P12 vs. P18 vs. P24) e em caso de F
significativo, um post-hoc de Bonferroni para analise das comparacdes

multiplas entre os tempos. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Para as variaveis que ndo apresentaram normalidade (PCR) foi utilizado
o K teste ndo-paramétrico, Kruskal-Wallis para verificar as possiveis diferencas
no tempo para os desfechos primarios (PO vs. P12 vs. P24) ou para o0s
desfechos secundérios (PO vs. P6 vs. P12 vs. P18 vs. P24) e em caso de K
significativo, um post-hoc de Mann-Whitney para analise das comparacdes

multiplas entre os tempos. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

O software IBM SPSS 24.0 foi utilizado para todas as analises

estatisticas.

7 — RESULTADOS

A primeira analise estatistica foi a descritiva com média e desvio padréo
(média * desvio padrdo) das variaveis da coleta de dados, Tabela 2.

Caracteristicas Basais da Populacao.
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Tabela 2. Caracteristicas Basais da Populacao

Média =+ DP K-S
Idade (ano) 6384 + 7,56 0,07
Estatura (m) 154 + 004 0,20
Massa Corporal (kg) 70,52 + 14,03 0,05
Circunferéncia de Cintura (cm) 96,03 + 10,39 0,09
Circunferéncia de Quadril (cm) 101,87 + 9,01 0,18
Relagao Cintura-Quadril 092 <+ 008 0,19
indice de Massa Corporal (kg/m?2) 2999 + 533 0,20
Area de Gordura Visceral (cm?) 117,37 + 2851 0,20
Presséao Arterial Sistélica (mmHg) 136,47 + 26,5 0,05
Presséao Arterial Diastolica (mmHQ) 83,23 + 145 0,05
Vitamina D sérica (ng/mL) 2799 + 923 0,09
Glicose em Jejum (mg/dL) 124,63 + 26,51 0,18
Insulina (mcUI/mL) 8,71 + 299 0,20
HOMA-IR 2,74 + 1,25 0,14
HOMA- B 58,04 + 26,24 0,15
Hemoglobina Glicada (%) 6,59 + 6,3 0,08
Proteina C Reativa (mg/dL) 0,42 + 041 0,00
Colesterol Total (mg/dL) 182,15 + 39,58 0,06
Colesterol HDL (mg/dL) 46,6 + 8,97 0,20
Triglicerideos (mg/dL) 151,15 + 52,22 0,17

Legenda: K-S: Teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.
DP — Desvio Padréo. *- p-value < 0,05.

Dentre os desfechos, nas comparacdoes das medidas repetidas, as
variaveis que mostraram resultados significativos foram a vitamina D, PO
(27,99+9,23) vs P12 (38,35+9,67), p = 0,0001; PO (27,99+9,23) vs P24
(42,78+9,17), p = 0,0001, podendo-se inferir uma boa adesédo a intervencao
proposta, e os niveis de HDL-c PO (46,61+8,97) vs P24 (58,97+10,98), p =
0,001; P12 (49,94+10,82) vs P24 (58,97+10,98), p = 0,02. Nas comparacoes
multiplas houve ganhos na vitamina D entre as medidas do PO (27,99 £ 9,23)
vs. P12 (38,35+9,67) e PO (27,99+ 9,23) vs. P24 (47,78 £ 9,17) com o valor de

p = 0,0001; para o HDL colesterol, nas comparacbes mdultiplas, houve
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significancia entre as medidas PO (46,61 + 8,97) vs. P24 (58,97+97) com valor
de p = 0,001 e entre as medidas P12 (49,94 = 10,82) vs. P24 (58,97+10,98)
com valor de p = 0,02. Com excecado do perfil hemodindmico da 25(OH)D3 e
HDL-c nas mulheres na péds-menopausa, todas as demais varidveis de
desfechos primarios e secundarios bioquimicos: GJ, HbAlc, |, HOMA-IR,
HOMA-B, PCR, CT e TG ndo mostraram diferenca estatistica significativa, vide

Tabela 3.

Tabela 3. Desfechos Primarios

Intervalo de Confianca 95%

Variavel Tempo Média + Desvio Padrédo
Inferior Superior
PO 2799 ¢ 9,23 24,83 31,16
Vitamina D* P12 38,35 9,67 35,04 41,81
P24 42,78 + 9,17 39,51 46,08
PO 124,63 + 26,51 115,6 133,9
Glicemia em Jejum P12 126,84 + 39,01 114,3 141,6
P24 116,80 + 25,55 108,3 125,9
PO 8,72 3,00 7,69 9,72
Insulina P12 8,62 ¢ 2,65 7,73 9,46
P24 9,06 2,72 8,07 10,00
PO 2,75 1,26 2,3 3,2
HOMA-IR P12 2,75 1,44 2,3 3,3
P24 266 1,17 2,3 3,1
PO 58,05 26,25 48,7 67,2
HOMA-B P12 72,36 68,13 52,7 98,7
P24 73,53 37,4 60,8 87,7
Hemoglobina PO 6,60 1,26 6,2 7,1
Glicada P12 6,59 ¢ 1,14 6,2 7,0
P24 6,45 0,78 6,2 6,7
PO 0,42 0,42 0,3 0,6
Proteina-C Reativa P12 0,37 0,33 0,3 0,5
P24 0,42 0,30 0,3 0,5
PO 182,15 + 39,59 168,6 195,9
Colesterol Total P12 178,13 ¢ 35,12 166,5 190,1
P24 191,58 + 44,87 177,0 209,0
PO 46,61 + 8,97 43,7 49,7
Colesterol HDL** P12 49,94 10,82 46,4 54,0
P24 58,97 ¢ 10,98 55,0 63,4
PO 151,15 + 52,23 134,1 170,1
Triglicerideos P12 138,19 + 59,28 118,6 160,2
P24 129,13 + 55,55 110,8 151,7

Resultados das comparagfes multiplas: 25(0OH)D3* PO vs P12, p = 0,0001; PO vs P24, p =
0,0001; HDL-c** PO vs P24, p = 0,001; P12 vs P24, p = 0,02



60

Apresentamos os resultados das medidas repetidas e comparacdes
multiplas para as variaveis de desfecho primario, que tiveram significancia

estatistica: 25(OH)D3 (graficos 1 e 2) e HDL-c (graficos 3 e 4).
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Grafico 1. Comparacdes das medidas repetidas 25(OH)D3

IC 95% (Bonferroni)
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Por ultimo, foram realizadas as analises das demais variaveis, que sao
as modificacdes na composi¢do corporal e niveis tensionais ao longo dos 24

meses com a suplementacédo de colecalciferol.

Nas comparagbes das médias para a verificagdo das possiveis
diferengas no tempo PO (83.24 + 14,51) vs. P6 (77,94 + 10,38) vs. P12 (77,42
9,99) vs. P18 (78,39 £ 6,38) vs. P24 (75,81 = 6,72) os resultados da ANOVA
demonstraram que as voluntarias tiveram modificacdes significativas apenas
PAD, valor de p = 0,044. Nas compara¢fes multiplas houve alteracdo entre as

medidas PO (83,24+14,51) vs. P24 (75,81+6,72) com o valor de p = 0,037.

As comparagfes das médias para a verificagdo das possiveis diferencas
nos diversos tempos e a analise das comparac¢fes multiplas das variaveis PAS,

CC, RCQ, AGV e IMC nao tiveram resultados significativos, vide Tabela 4.
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Tabela 4. Desfechos Secundarios

Intervalo de Confianca

Variavel Tempo Meédia = Desv~|o 95%
Padréo
Inferior Superior

PO 94,11 + 13,28 89,48 98,75

P6 9153 + 12,26 87,25 95,81

Circunferéncia de Cintura (cm) P12 90,92 + 13,65 85,91 95,93
P18 90,80 + 11,58 86,55 95,04

P24 9160 + 12,44 87,03 96,16
PO 101,87 + 9,01 98,73 105,02
P6 102,71 + 8,15 99,87 105,56
Circunferéncia de Quadril (cm) P12 103,59 + 9,49 100,11 107,07
P18 100,26 + 7,95 97,34 103,17
P24 102,20 + 9,52 98,60 105,59

PO 092 =+ 0,09 0,89 0,95

P6 089 + 0,08 0,86 0,92

Relacado Cintura-Quadril P12 0,88 + 0,08 0,85 0,90

P18 090 + 0,07 0,88 0,93

P24 090 + 0,08 0,87 0,92

PO 2999 + 534 28,13 31,85

i P6 2990 * 5,26 28,06 31,73
Indice de Massa Corporal (IMC) P12 29,86 + 5,30 27,92 31,81
P18 29,38 + 5,03 27,54 31,23

P24 2973 + 519 27,83 31,64
PO 117,38 = 28,51 107,43 127,33
i P6 117,28 + 27,21 107,79 126,77
Area de Gordura Visceral P12 119,61 + 28,42 109,18 130,03
P18 11515 + 24,92 106,02 124,29
P24 11953 + 27,49 109,44 129,61
PO 136,47 + 26,50 127,22 145,72
P6 126,76 = 18,21 120,41 133,12
Presséo Arterial Sistdlica P12 126,45 = 17,80 119,92 132,98
P18 125,81 + 15,66 120,06 131,55
P24 12355 = 14,27 118,31 128,78

PO 8324 + 1451 78,17 88,30

P6 77,94 + 10,38 74,32 81,56

Presséao Arterial Diastélica* P12 7742 + 9,99 73,76 81,08
P18 78,39 + 6,38 76,05 80,73

P24 7581 + 6,72 73,34 78,27

Resultado das comparagdes maltiplas: PAD* PO vs P24, p = 0,037

Os resultados gréaficos das medidas repetidas e comparacdes multiplas
para a variavel de desfecho secundario que teve significancia estatistica, PAD,

séo os graficos 5 e 6.
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8 — DISCUSSAO

O presente estudo, baseado na literatura cientifica vigente, teve como
objetivo principal avaliar a influéncia da suplementacdo de colecalciferol em
mulheres na pés-menopausa e diabéticas, com a homeostase glicémica, num
periodo de 2 anos. Todas as voluntarias, por estarem no periodo da poés-
menopausa, tinham indicacdo da profilaxia na reducdo do risco de quedas,
prevencado ou tratamento da osteoporose. Desta forma, ndo sendo necessario
o0 registro do trabalho no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC).

Dentre os resultados encontrados, para os desfechos primarios
analisados, as variaveis que mostraram resultados significativos foram niveis
de 250HD e niveis de HDL-c. Todas as demais variaveis de desfechos
primarios ndo mostraram diferenca estatistica significativa. Dentre as variaveis
de desfecho secundario, somente a PAD mostrou resultado significativo.

Sabe-se que a dislipidemia é um dos maiores fatores de risco para DCV
e tem sido proposto que a deficiéncia de VD esteja associada a um maior risco
de DCV por diferentes vias, incluindo os niveis de lipideos. Estudos mostram
gue heterozigotos com hipercolesterolemia familiar sofrem mais de deficiéncia
de VD, corroborando com esta hipotese. Adicionalmente, uma associacéo entre
a deficiéncia de vitamina D e dislipidemia tem sido reportada em grandes
populacdes, mas ainda ha controvérsias. Dados do Tromsg Study mostraram
uma forte e positiva associacdo entre niveis séricos de 25(0OH)D3 e HDL-c,
apesar da causa desta associacdo permanecer ainda desconhecida®®. Todos
0s estudos observacionais tém tido um desenho transversal e ndo puderam

esclarecer a direcionalidade da associacdo®’—°,
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A VD pode afetar a dislipidemia via absorcdo intestinal aumentada de
célcio, supressao da secrecao do PTH, ou através dos efeitos de secrecdo de
insulina. Por outro lado, o colesterol € um precursor da 25(0OH)D3 e pode afetar
seus niveis circulantes. Por ultimo, o nivel adequado de VD pode ser também
um mero reflexo do estado de salde e pode ndo estar associada aos lipideos
sanguineos'?46:57. Em nosso estudo, conforme houve elevacdo dos niveis de
25(0OH)D3, ocorreu também elevacédo dos niveis de HDL-c.

No estudo de Rotterdam foi encontrada associagéo bidirecional entre
niveis de 25(0OH)D3 e HDL-c®’. Embora o mecanismo molecular pelo qual a VD
esta relacionada aos niveis sérico de HDL-c ndo esteja completamente
elucidada, polimorfismos do RVD tém sido associados com HDL-c assim como
polimorfismos envolvidos no metabolismo lipidico tém sido associados com
baixos niveis de HDL-c, o qual pode ser sugestivo de bidirecionalidade
potencial®’*®. De modo inverso, Ooi et al, num estudo de randomizacgéo
mendeliana mais precoce, mostrou uma associacdo inversa bidirecional entre
HDL-c e niveis de 25(0OH)D3. Especulou-se que a up-regulation na biossintese
do colesterol leva a um down-regulation da sintese de 25(OH)D3>".

Algumas metanalises, com estudos de intervencdo, sugerem que a
correcdo da deficiéncia reduziria mortalidade geral*®°. Entretanto, estudos de
intervencdo randomizados e controlados por placebo sdo escassos e ainda
incapazes de demonstrar evidéncias sobre outros efeitos que vém sendo
descritos em outros sistemas, tais como imune e metabdlico*:°,

Ha diversos mecanismos pelos quais a VD possa interferir no
metabolismo da glicose, seja por sua fungdo imunomoduladora na melhora da

inflamag&o de baixo grau, observada na resisténcia insulinica do DM2 ou
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através do estimulo da liberacdo de insulina pelas células B-pancreaticas.
Elevados niveis de paratorménio (PTH), consequentes aos baixos niveis de
25(0OH)D3, também tém sido implicados no prejuizo da liberacdo de insulina
pelas células B-pancreaticas®?”28, Os metabdlitos da VD, em nivel periférico,
podem aumentar a sensibilidade insulinica por diversas maneiras, como pelo
aumento da expressao de RVD, quer pela ativagdo da transcricdo de fatores
importantes na homeostase glicémica, ou ainda de uma forma indireta, que
seria via regulacdo do célcio, o qual é essencial para 0s processos
intracelulares mediados pela insulina'®. No estudo que se apresenta, ao
suplementarmos colecalciferol, nenhuma alteracéo significativa no tempo ou
entre as medidas, foi encontrada quer na reducdo da resisténcia insulinica
(HOMA-IR), quer na melhora da secrecdo da célula p (HOMA-B) ou até nos
niveis de insulina.

Estudo transversal recente, avaliando-se a associacdo dos niveis de
25(0OH)D3 em mulheres diabéticas na pré (n=98) e pds-menopausa (n=94),
com o controle glicémico (GJ, perfil lipidico, HbAlc, insulina), demonstrou que
a hipovitaminose foi mais prevalente entre as pos-menopausadas e foi
significativamente associada com | (R2= 0.01760, p= 0.0008), HbAlc (R2 =
0.3709, p = 0.0001), e GJ (R2 = 0.3465, p = 0.0001) no mesmo grupo.
Entretanto, niveis adequados de 25(OH)D3 em ambos os grupos, foi associado
a melhora do controle glicémico’. Em nossa amostra, mesmo com a melhora
significativa dos niveis de 25(OH)D3 no PO (27.99 + 9.23) vs. P 24 (42.78 +
9.17) p = 0.0001, ndo encontramos associacdo de melhora das variaveis
supracitadas tais como | no PO (8.72 £ 3.0) vs. P 24 (9.06 + 2.72) p = 0.805;

HbAZLc no PO (6.60 + 1.26) vs. P24 (6.45 + 0.78) p = 0.828; GJ no PO (124.63 +
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26.51) vs. P24 (116.80 = 25.55) p = 0.406). Certamente, um dos fatores
limitantes para nossos resultados, foi o0 pequeno nimero amostral.

Nilas L e Christiansen C., em 1984, avaliaram o efeito do tratamento
com 2000 Ul/d de VD, por 2 anos, em 25 mulheres na pés-menopausa, para
prevencdo ou tratamento da perda de massa 0ssea, sobre a reducdo do peso
corporal e niveis de glicose, ndo se encontrando nenhuma modificacdo dessas
variaveis, quando comparado ao resultado do grupo placebo (n=150)°, indo de
encontro aos nossos resultados. Para pacientes diabéticos ou com intolerancia
a glicose, uma metanalise com 15 ensaios, incluindo doses de VD que
variavam de 400 Ul a 120000Ul, num periodo de 6 semanas a 2 anos, mostrou
um pequeno efeito sobre a GJ (0.32 mmol/l, 95% CI -0.57 a -0.07) e uma
pequena melhora na resisténcia insulinica (diferenca média padrao -0.25, 95%
Cl -0.48 a -0.03). Nenhuma diferenca foi observada sobre a HbAlc em
pacientes com diabetes e intolerancia a glicose?.

Numerosos estudos observacionais tém demonstrado associagdes entre
baixas concentracdes de 25(0OH)D3 e elevado risco de morte por DCV1246,
Apesar de alguns estudos sugerirem que a suplementacdo de VD melhore a
funcdo endotelial em populacdo diabética e ndo diabética*®, esse achado
promissor tem poucos dados disponiveis sobre o impacto vascular a longo
prazo. Assim como quais doses seriam as mais adequadas e se doses mais
elevadas melhorariam marcadores substitutos de DCV, como niveis de PCR e
espessura meédio-intimal. Evidéncias de causalidade a partir de ensaios
randomizados para desfechos cardiovasculares foram inconclusivos ou

negativos*®. No presente estudo, utilizando-se a PCR como fator de risco para
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DCV, ndo encontramos diferencas significativas no tempo, quando avaliamos
(PO vs P12 vs P24).

Baixos niveis de 25(0OH)D3, em pacientes diabéticos, predizem eventos
macrovasculares, embora evidéncias para eventos microvasculares sejam
menos robustas. A associacdo macrovascular pode ser atribuida a efeitos
sobre a pressédo arterial, atividade sobre o sistema renina-angiotensina-
aldosterona, funcdo endotelial, fator de crescimento vascular endotelial ou
inflamac&o cronica.

Acredita-se que a angiotensina Il contribua para o aumento da RI pela
inibicdo da acdo de | nos tecidos vascular e musculo esquelético, levando a
diminuicdo da captacdo de glicose. Alguns dados suportam que o complexo
formado por VD-RVD seja um potencial regulador da atividade de renina em
humanos e, que polimorfismos no gene desse complexo possam estar
associados a patogénese do DM214647.49 " A /D tem uma relagéo inversa com a
atividade da renina plasmatica, sendo esta uma das principais acfes, por
interferir no tdnus vascular, no volume do fluido extracelular e na homeostase
eletrolitica*’. No estudo de intervengdo conduzido por Abdulridha et al.,
utilizando-se doses elevadas de colecalciferol (100000 Ul a cada 2 semanas,
por 8 semanas), mostrou uma significativa reducdo (p<0.01) na dosagem
sérica de Angiotensina Il no grupo que recebeu a VD, elevacao significativa dos
niveis de 25(0OH)D3 (p<0.01) e significativa reducéo nos niveis da PAS e PAD
(p<0.01).

Numa metanalise de participacao individual recente, publicado por Swart
et al., onde se avaliou os efeitos da suplementacdo de VD sobre marcadores

cardiovasculares e DM2, tais como presséao arterial, HbAlc, LDL-c, HDL-c, CT,
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TG, GJ, |, peptideo-C, PTH, e glicemia 2h apds, ndo foram evidenciados efeitos
sobre os desfechos principais como niveis tensionais (pressdo sanguinea) e
HbAlc. As andlises de subgrupo de acordo com os niveis de 25(OH)D3
alcancados (entre 30ng/dL e 50ng/dL) mostraram uma significativa reducéo nas
concentracdes de LDL-c, apés a suplementacdo®. JA& em nosso estudo,
mesmo com valores de 25(OH)D3 alcancados semelhantes ao do estudo
supracitado, tivemos resultados significativos apenas na melhoria da PAD nas
comparacdes das médias no tempo (p=0.044) e nas comparagbes multiplas
entre as medidas (p=0.037). O mesmo nao ocorreu ha PAS.

A. Breslavsky et al., num estudo randomizado, placebo controlado,
desenhado para avaliar o impacto a longo prazo da alta dose de VD sobre
caracteristicas arteriais, pardmetros de homeostase glicémica, niveis
circulantes de adiponectina e leptina em pacientes diabéticos dividiu em 2
grupos 47 pacientes diabéticos, no qual um deles recebeu 1000 U/d de VD ,
num periodo de 12 meses, para avaliar a parametros metabdlicos como GJ,
perfil lipidico, HbAlc, insulina, PCR, 25(OH)D3, adiponectina, leptina, indice
aortico e HOMA-IR. Os dois grupos eram hemodinamicamente semelhantes no
inicio do estudo e, ao final de 12 meses parametros de homeostase glicEémica,
leptina assim como a razéo leptina adiponectina ndo se modificou em ambos
0s grupos. Os niveis de 25(0OH)D3 aumentaram significativamente (p=0.022) e
adiponectina circulante aumentou marginalmente (p=0.065) durante 12 meses
de tratamento no grupo ativo, mas ndo no placebo*®. Em nosso estudo, ndo
observamos reducdes dos niveis de TG nem de CT, mesmo quando
suplementamos com doses de 2000Ul/dia e niveis de 25(OH)D3 superiores a

30ng/dl.
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A relacéo negativa entre os niveis de 25(OH)D3 e massa gordurosa tem
sido atribuida ao sequestro aumentado de VD pelos adip6citos®. E
desconhecido se os adipécitos simplesmente estocam VD ou a catabolizam
ativamente® e os achados de que a suplementacdo de VD na dose de
1000 Ul/d, por 1 ano, ocasionou mudancas no niveis circulantes de
adiponectina (uma proteina especificamente expressa nos adipocitos humanos,
a qual possui papel importante na sensibilidade insulinica, inflamacdo e
aterogénese) demonstram a correlacdo entre os niveis de 25(OH)D3 e
composicao corporal®.

Ha uma associacgdo inversa entre a 25(0OH)D3 sérica e o IMC maior que
30 Kg/m2. A VD é lipossoluvel e o aumento da adiposidade ira expandir a VD
total, reduzindo assim a concentracdo total dos niveis séricos de 25(OH)D3.
Por sua vez, a deficiéncia de VD é um fator de risco para a obesidade, pois
niveis reduzidos de VD poderéo levar a uma elevacéo secundaria de PTH, o
gue pode promover o influxo de calcio em adipdcitos e aumentar a lipogénese
e reduzir a lipdlise. Além disso, a VD é capaz de inibir a diferenciacdo dos pré-
adipdcitos, através da supressao do receptor ¢ ativado por proliferadores de
peroxissoma (PPARCc), provocando assim, um aumento na lipogénese quando
seus niveis séricos diminuem®. Entretanto, em nosso estudo, mesmo
utilizando-se doses de suplementacdo de 1000 Ul/d e 2000 Ul/d por periodo
de 1 ano cada, os resultados das comparacdes das médias para a verificacdo
das possiveis diferencas nos diversos tempos e a analise das comparacdes
multiplas das variaveis CC, RCQ, AGV e IMC nédo tiveram resultados

significativos. Entendemos que h& muitos outros fatores que interferem na
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determinacao dessas variaveis como atividade fisica, ingestdo alimentar, além
de fatores genéticos.

Importante se torna ressaltar que, em muitos dos estudos apresentados
nao foram relatadas as alteracbes medicamentosas realizadas no tratamento
do DM2, que diferentes e doses incomuns de VD foram administradas, que
houve diferencas nos IMC dos participantes e nos valores basais de 25(OH)D3
no inicio dos estudos, e que ndo houve a consideracdo de fatores genéticos e
ambientais, como por exemplo, a dieta seguida por cada integrante, além das
metodologias utilizadas nas dosagens da 25(OH)D3. Alguns desses fatores,
gue podem ter contribuido para a divergéncia nos resultados encontrados,
ocorreram também em nosso estudo, que. Tais limitagdes, podem ter gerado
diversos confundidores na interpretacdo de nossos resultados. Procuramos
reduzir nossos vieses, minimizar riscos e limitagdes por meio de contatos
telefonicos, conferindo maior adesdo, mantivemos a orientagcdo alimentar
prévia recebida no ambulatério de endocrinologia, utilizamos pareamento, o
nivel de 25(OH)D3 nédo foi critério de inclusdo, aumentando a validade do
estudo, e houve avaliagdo do risco de hipercalcemia. Entretanto, as
caracteristicas que se seguem como pequeno numero amostral, o DM2 ser
uma doenca multifatorial e possuir muitos fatores confundidores que sao de
impossivel controle, a amostra ser selecionada e ndo randomizada, tornam o
nosso estudo como um modelo quase-experimental.

Permanece ainda incerto se a suplementacdo de VD poderia vir a

melhorar os par@metros metabdlicos do DM2 e qual seria sua real participacao.
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Historico do artigo: O diabetes mellitus do tipo 2, um problema de saide publica, tem seu diagnéstico e trata-
Recebido em 26 de junho de 2014 mento negligenciados na pratica clinica. Embora a abordagem terapéutica tenha avancado
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Palavras-chave: clinicas para a prevencéo e o tratamento dessa doenca. Evidéncias acumuladas em estudos
Vitamina D transversais e longitudinais sugerem uma potencial participacao da vitamina D na fisiopato-
Diabetes mellitus tipo 2 logia do diabetes. Entretanto, os resultados sdo baseados em estudos clinicos com pequenas
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Envelhecimento poés-menopausa, nem tampouco qual o nivel de suplementacio que deve ser ofertado para
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coce, o tratamento e a amenizacéo de quaisquer distirbios ou doengas que comprometam a
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Vitamin D and diabetes mellitus their epidemics and the aging. What is
new?

ABSTRACT

Type 2 diabetes has been an of public health concern and therefore has its diagnosis and
treatment delayed in clinical practice. Although, its treatment has improved in the last
decades by better pathophysiology understanding and development of medicines that act
in different phases and levels, the increase of new cases of diabetes claim for knowledge
about newest terapheutics targets in order to prevent and treat this disease. Accumulated
evidences from crossover and longitudinal studies suggested a potencial participation of
Vitamin D in diabetes pathophysiology. However, the results are based on clinical studies
with a few sample and do not consider specifical populations like post menopausal women
as did not determine dose of vitamin D that need to be offered. Early diagnosis, treatment
and relieve of disorders and diseases that compromise the quality of life are extremely
usefull in face to longest aging. We bring up an atualization about how vitamin D could take

part on diabetes pathophysiology and some studies results.
© 2014 Sociedade Brasileira de Reproducdo Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Introducao

Entre aproximadamente 40 e 65 anos, as mulheres viven-
ciam uma fase complexa, denominada climatério, que & uma
sindrome com instalacdo gradual e variada de sintomas.
Por causa das mudancas hormonais ovarianas que ocorrem
nesse periodo, principalmente no tocante ao hipoestroge-
nismo, podemos encontrar alteracdo na distribui¢do central da
gordura corporal, além de um maior risco de doengca cardiovas-
cular (DCV), osteoporose, doencas degenerativas do cérebro e
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), entre outras. Ja na menopausa,
que é um marco dentro desse processo continuo de envelheci-
mento, a presenca de sinais e sintomas podera se apresentar
de forma mais intensa.>?

Sabe-se que, ao longo dos anos, ocorrem alteracées fisiolo-
gicas na composigado corporal, com aumento de quantidade
de tecido adiposo efou redugdo de massa magra e reducao
da massa Ossea, especialmente entre as mulheres que tém
a composicao corporal diretamente afetada pelas alteracdes
hormonais observadas na menopausa.®

No decorrer das ultimas décadas, pudemos observar o
surgimento de diversas e diferentes epidemias, tais como a
deficiéncia de vitamina D, a obesidade e o DM2. Todas essas,
muito prevalentes nas mulheres pés-menopausa e que, tal-
vez, possam estar correlacionadas ou intrinsecas umas as
outras, compartilnam bases fisiopatolégicas. Com o aumento
da expectativa de vida, torna-se enfatica a necessidade de se
oferecer melhores condicées de satude e qualidade de vida a
essas mulheres.

As evidéncias acumuladas em estudos transversais e lon-
gitudinais sugerem uma potencial participacido da vitamina D
na fisiopatologia do DM2. Reporta-se uma associagao inversa
entre o status de vitamina D e a prevaléncia de hiperglicemia,
DM2 ou intolerancia a glicose.*®

Apesar de a abordagem terapéutica do DM2 ter avancado
nas ultimas décadas, por meio da melhor compreensdo de

sua fisiopatologia e do desenvolvimento de farmacos que
atuam nas diversas etapas dessa doenca, o aumento de novos
casos suscita a necessidade do conhecimento de outros alvos
terapéuticos e de intervengoes clinicas para a prevencdo e o
tratamento dessa doenca.

O presente artigo destina-se a fazer uma revisao dessas
duas epidemias no contexto de vida da mulher poés-
-menopausa e das possiveis agdes da vitamina D na
fisiopatologia do DM2.

Diabetes mellitus e deficiéncia de vitamina D:
condi¢des comuns na populagdo feminina
pos-menopausa

O DM2 tem se tornado um problema mundial de satide publica.
Nio obstante, tem seu diagnéstico e tratamento negligencia-
dos na pratica clinica. A estimativa mundial de sua prevaléncia
foi de 171 milhdes em 2000 e de 366 milhdes em 2030.
Essa alteracao metabdlica, que consiste de uma redugio da
secrecao de insulina pancredtica associada ou nao a resis-
téncia insulinica (RI), tem sérias complicagdes que levam ao
aumento da mortalidade.*

Aproximadamente, um bilhdo de pessoas tém deficién-
cia de vitamina D, a qual pode ser resultante de limitada
exposicdo solar, uso de protetores solares e vestimentas
com pouca exposicao, envelhecimento e sindromes de ma
absorcao, assim como baixa ingestido de produtos que con-
tenham vitamina D.”

Reporta-se uma associagio inversa entre o status de vita-
mina D e a prevaléncia de hiperglicemia, DM2 ou intolerancia
3 glicose.*® Entretanto, os resultados de pequenos trials cli-
nicos e analises post hoc de grandes trials sobre o efeito da
suplementacdo de vitamina D, com ou sem calcio sobre a
homeostase glicémica, tém sido inconsistentes.*

Vitamina D ou calciferol é o nome genérico para um grupo
de esteroides, composto de duas maiores formas, que sao

2014. http://dx.doi.org/10.1016/j.recli.2014.08.002
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a vitamina D2 (ergocalciferol) e a vitamina D3 (colecalcife-
rol). Ambas as formas compartilham de metabolismo idéntico,
porém a primeira é proveniente de fontes dietéticas e a
segunda € obtida pela irradiacio cutdnea. As caracteristicas
da vitamina D sfo semelhantes as de um horménio.®

Baixos niveis de 25-hidroxivitamina D (25[OH|D) con-
tribuem para muitas condigdes, dentre elas osteomalacea,
osteoporose, quedas e fraturas. Em adigao, diversas evidén-
cias sugerem que a vitamina D possa influenciar condigoes
patolégicas ndo esqueléticas, incluindo DCV, céncer, desor-
dens autoimunes, aumento da RI e DM2.%/ Condicoes essas
muito comuns na vida da mulher apés os 40 anos.

O envelhecimento cutaneo, principalmente na mulher com
idade superior a 51 anos, promove uma diminuicao na capa-
cidade de sintese de vitamina D. Mas, embora se tenha
sugerido que o envelhecimento possa diminuir a habilidade
do intestino de absorver uma dieta 4 base de vitamina D,
estudos tém revelado que o envelhecimento ndo altera a
absorcao fisiolégica ou farmacéutica de doses de vitamina D2
ou D3.%

O conceito de concentragdes normais de 25(OH)D tem sido
um desafio para a classe médica. Tem-se sugerido que valores
plasmaticos de 25(0OH)D abaixo de 20 ng/mL denotem defici-
éncia, entre 21-29 ng/mL sejam compativeis com insuficiéncia
e entre 30-100 ng/mL denotem suficiéncia.>*

Segundo o guideline escrito pela Endocrine Society Task
Force, niveis de 25(0H)D iguais ou maiores a 30 ng/mL com-
parados com 20 ng/mL promovem um aumento de seus
beneficios antifratura. Em contraste, o Institute of Medicine
(IOM), baseado em evidéncias oriundas de estudos obser-
vacionais e recentes trials, sugere que o nivel de 20 ng/mL
de 25(0OH)D poderia proteger em 97,5% a populagao contra
complicacdes esqueléticas.®®

A prevaléncia da deficiéncia de vitamina D tem sido rela-
tada até mesmo em regides ensolaradas, como por exemplo,
no Brasil. Em Recife (latitude 10°S), a prevaléncia de deficién-
cia de vitamina D em mulheres pés-menopausa foi de 8% para
valores abaixo de 15ng/mL e 43% para aqueles abaixo de 25
ng/mkL.Janaltalia, em estudo observacional feito em mulheres
também no periodo de pds-menopausa, os niveis de vitamina
D foram menores nas pacientes portadoras de DM2 do que no
grupo controle (39% versus 25%).°

No estudo Women’s Health Initiative Calcium-Vitamin D (WHI-
-CaD), feito com 292 mulheres na pés-menopausa (50-79 anos)
com objetivo de avaliar as concentragoes séricas de 25(0OH)D
em relacdo aos fatores de risco cardiometabdlicos e a sin-
drome metabdlica, observou-se uma associacio inversa entre
os niveis séricos de 25(0OH)D com a adiposidade, hipertri-
gliceridemia, razao triglicerideos: HDL colesterol e sindrome
metabélica (SM). Além do mais, aquelas mulheres que apre-
sentavam niveis de 25(OH)D = 20,83 ng/dL tinham menor
prevaléncia de SM quando comparadas com o grupo com
niveis 14,02 ng/dL.”

J& no estudo placebo-controlado Women’s Health Initiative
(WHI), que abordou mulheres na pos-menopausa, mas sem
DM2, o uso diario da suplementacdo de 1.000mg de calcio e
400 Ul de colecalciferol falhou em reduzir o risco de progressao
para o DM2 apds sete anos. Esse resultado nulo pode, entre-
tanto, ser atribuido ao uso de uma baixa dose de vitamina D
no grupo que foi tratado ativamente, além de adesio <60% ao

uso das medicagdes e ao fato de que fosse permitido o uso de
outros suplementos.*®

Os resultados encontrados na literatura sdo muito contra-
ditérios, pois, a exemplo do que foi verificado em mulheres
sul-asiaticas (23-68 anos, 4.000 Ul/dia vitamina D, n=42, que
nao eram diabéticas, mas tinham RI) quando comparadas com
o placebo (n=39) por seis meses, houve melhoria da RI ava-
liada pelo modelo de homeostase (HOMA-IR), a qual ficou
mais evidente quando a concentracdo de 25(0OH)D alcangou
32mg/dl*

Deficiéncia de vitamina D: um fendmeno
mundial

Muitos sao os estudos que demonstram um fenémeno mun-
dial no que tange a insuficiéncia e a deficiéncia de vitamina
D e suas repercussoes clinicas. O melhor exemplo e um dos
primeiros trabalhos a suscitar tal queda nos valores de vita-
mina D foi o National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES). Trata-se de um estudo populacional feitoem 1994 e
novamente em 2004, no qual foi observada a quase duplicacao
de pacientes deficientes de vitamina D (niveis < 30ng/ml). As
analises foram conduzidas no mesmo grupo e com o mesmo
ensaio tecnologico. Nesse estudo transversal de uma amostra
representativa da popula¢ao americana, a 25(OH)D foi avaliada
em 6.228 pessoas (2.766 brancos nao hispanicos, 1.736 negros
nao hispéanicos e 1.726 mexicano-americanos), com idade = 20
anos, mensuracao de glicemia de jejum e ou duas horas apos
sobrecarga de glicose e medicoes de insulina. Os resultados
mostraram uma associacfo inversa entre status de vitamina D
e o diabetes, possivelmente envolvendo resisténcia em brancos
nao hispanicos e mexicano-americanos, mas nao em negros
néo hispénicos.51°

O IOM considera deficiéncia de vitamina D valores de
25(OH)D abaixo de 20 ng/mL (ou 50 nmol/L), enquanto outros
especialistas, como Endocrine Society, National Osteoporosis
Foundation, International Osteoporosis Foundation e Ameri-
can Geriatric Society, sugerem que o valor minimo necessario
para reduzir o risco de quedas e fraturas & de 30 ng/mL (ou
75 nmol/L).® A Organizacao Mundial de Satde (OMS) reforca
a recomendacido da manutencio de niveis séricos acima de
30 ng/mL (ou 75 nmol/L) baseada em revisdes que demons-
tram adequada supressio de paratormoénio (PTH), absor¢do de
célcio e redugio dos riscos de fraturas com esses niveis.!

The Endocrine Society Clinical Practice Guideline, em 2011,
sugeriu que todos os adultos com deficiéncia de vitamina D
poderiam ser tratados com 50.000 UI de D2 ou D3, uma vez
por semana, durante oito semanas, ou dose equivalente didria
de 6.000 UI de D2 ou D3 para se alcancarem niveis plasmati-
cos de 25(0OH)D superiores a 30 ng/ml, seguidos por terapia
de manutengao de 1.500-2.000 Ul/dia. Ja em pacientes obesos,
com sindromes de ma-absorcao ou usuarios de medicacoes
que interfiram com o metabolismo da vitamina D, as doses
sugeridas foram bem mais elevadas (6.000-10.000 Ul/dia) para
se alcancarem niveis de suficiéncia, seguidas por terapia de
manutengao de 3.000-6.000 Ul/dia. Estratégia opcional para
pacientes institucionalizados seria a administracao de 50.000
Ul de vitamina D2 trés vezes por semana, durante um més, ou
100.000 Ul da mesma vitamina, a cada quatro meses.®
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A vitamina D pode ser ingerida em jejum ou com uma
refeicdo e ndo requer dieta rica em gordura para sua absorcao.
Pode ser administrada trés vezes ao ano, uma vez por semana
ou, ainda, uma vez ao dia e mostra ser efetiva na manutencao
sérica de niveis de suficiéncia tanto em criangas como em
adultos. Os usuarios regulares da dose de 50.000 UI de D2,
uma vez por semana, durante oito semanas, que nio mostra-
rem elevagao de seus niveis plasmaticos deverao ter excluido
o diagndstico de doengas que cursem com ma-absorcao, tais
como a doenga celiaca ou a fibrose cistica oculta.?

Vitamina D: fisiologia e mecanismo de acdo

A maior fonte de sintese de vitamina D, em humanos, é a
epiderme. Sua produgéo tem inicio com uma reagio nio enzi-
matica mediada por raios ultravioleta B(UVB), que converte
7-dehidrocolesterol em pré-vitamina D3. Ainda na pele, a pré-
-vitamina D3 € convertida em vitamina D3 por reagao de
isomerizacao térmica. Apos ganhar a circulacao, a vitamina
D3, por acdo do citocromo P450, em nivel hepatico, se converte
em 25 hidroxivitamina D3 25(OH)Ds. Esse ultimo € o metabo-
lito mais estavel e com meia-vida mais longa e serve como
ferramenta na avaliacao do status corporal dessa vitamina,
quer tenha sido ingerida ou sintetizada na pele.'?

No rim, a 25(0H)Dz é metabolizada pela enzima 25-
hidroxivitamina D -1 «-hidroxilase (CYP27B1) para sua forma
ativa (1,25[0OH|;Ds), a qual exerce seus efeitos por meio de
receptores esteroidais nucleares. Essa enzima, a CYP27B1, esta
presente principalmente, mas nio somente, nas células tubu-
lares proximais dos rins. Sua sintese renal € também regulada
por outros horménios. Tem sua estimulagido primariamente
pelo PTH e sua inibicdo pelo fator de crescimento fibroblastico
circulante 23 (FGF23), produzido por ostedcitos.'?

As caracteristicas da 1,25[0H|;D3; sdo as mesmas de
um hormdnio e, consequentemente, a 25(OH)D; € um
pré-horménio, em vez de uma verdadeira vitamina®
A 1,25(CH);D3 tem alta afinidade com o receptor de vita-
mina D (VDR) em tecidos alvos, nos quais atua modulando
a expressdo de genes relacionados. Sua concentracao san-
guinea é de aproximadamente 0,1% da quantidade de seu
pré-horménio. '?

Mudancas na acio e no metabolismo da vitamina D sao
rapidamente deflagradas quando da necessidade de se res-
taurar a normocalcemia, pois a queda na absorgao intestinal
de célcio resulta em uma minima, mas real, diminuicao dos
niveis de calcio plasmaticos. Essa diminuigdo do eletr6lito é
detectada pelos receptores sensiveis ao calcio na membrana
plasmatica das células paratireoidianas. Entdo, ocorrem uma
sinalizagdo para a liberacdo de PTH e um aumento de sua
expressao génica. A interacdo entre o PTH com o receptor
PTH/PTHIP nas células tubulares proximais renais sinaliza
para um aumento na expressao de CYP27B1 e conversao de
25(CH)D3 em 1,25(OH);D3. Promove, assim, a absor¢ao intes-
tinal de calcio e fosfato e a liberaciao dos mesmos eletrélitos
da fase mineral éssea. Quando a normocalcemia é restaurada,
o eixo ativado 1,25(OH),;D:PTH é subsequentemente interrom-
pido pelo FGF23."° Como dito anteriormente, a avaliacio da
reserva corporal de vitamina D pode ser feita pela mensuragao

da 25(0OH)Ds porque ela é mais prevalente forma circulante,
com uma meia-vida de 2-3 semanas.®

Toxicidade da Vitamina D

A intoxica¢do por vitamina D € uma das mais raras condigoes
médicas e algumas vezes causada pelo uso inadvertido ou a
ingestdo intencional de doses extremamente elevadas e por
periodos prolongados. Seu quadro clinico cursa com hiper-
calcemia, hiperfosfatemia, supressao dos niveis de PTH que
podem levar a nefrocalcinose e calcificacao de partes moles,
principalmente vasos sanguineos, além de fadiga, perda de
peso, anorexia e prejuizo da funcio renal.!>'® Dificilmente
a intoxicacdo € vista com niveis plasmaticos superiores a
200 ng/mL'? e manifestagdes oculares, depésitos subconjun-
tivais e lesdes em “bandas de ceratite” puderam ser visiveis ao
exame com lampada de fenda, previamente aos sintomas de
intoxicacido.”?

Uma das primeiras publicacdes acerca de intoxicacao
ocorreu em 1948, durante o relato de dez casos de pacientes
que fizeram uso de doses elevadas para tratamento de artrite.
A dose mais elevada recebida por um paciente foi
600.000UI/dia e a mais baixa 150.000UI/dia. A duracio da
terap@utica até o inicio dos sintomas foi bastante variada e
ocorreu entre dois e 18 meses. O paciente que recebeu a dose
mais elevada tornou-se sintomatico precocemente, mas o
que recebera 500.000 Ul/dia somente manifestou sintomas
apos 18 meses.?

A preocupacdo acerca da fortificacdo de alimentos com
vitamina D em paises europeus precisa ser reconsiderada. Tal
alarde se deu no inicio de 1950, quando houve o nascimento
de bebés britinicos com alteragoes faciais, retardo mental
e problemas cardiacos que foram incorretamente atribuidos
ao enriquecimento do leite com a vitamina D. Acreditava-
se que essas criancas fossem portadoras de alguma sin-
drome que causaria uma hipersensibilidade & vitamina D.
Atualmente, as observagoes de que infantes que consumiram
2.000 Ul/dia de vitamina D durante seu primeiro ano de vida
nio somente tiveram qualquer evidéncia de toxicidade como
houve diminuicao do risco de diabetes mellitus tipo 1 reforcam
a seguranga de seu uso.'?

0O IOM e The Endocrine Society concluiram que niveis circu-
lantes de 25(0OH)D de até 100 ng/mL foram seguros e razoaveis
para se tentar postular um limite. Eles também concordaram
que nem todos os trabalhos desenvolvidos até hoje conseguem
apoiar a tese de que a efetividade da vitamina D2 seja a mesma
da vitamina D3 na manutencéo do status de 25(0H)D.*?

Outras evidéncias sobre a seguranca no uso de vitamina
D que foram relatadas pelo Endocrine Society Clinical Practice
Guideline, publicado em julho de 2011, sdo as que se seguem:
1) Adultos maiores de 18 anos que receberam 50.000 Ul de vita-
mina D2 acada duas semanas (dose equivalente a 3.000 Ul/dia)
por até seis anos tiveram niveis calcémicos dentro da norma-
lidade e nenhuma evidéncia de toxicidade; 2) Estudo feito em
ambos 0s sexos, em pacientes com idade de 18-84 anos que
receberam o equivalente a 3.000 Ul/dia durante seis anos, ndao
relatou aumento do risco de nefrolitiase nem alteracées da
calcemnia.

2014. http://dx.doi.org/10.1016/j.recli.2014.08.002

Como citar este artigo: Machado MRC, et al. Vitamina D e diabetes mellitus, suas epidemias e o envelhecimento. O que ha de novo? Reprod Clim.




RECLI-42; No.of Pages6

83

REPROD CLIM. 2014, XXX (XX):3H-XXX 5

Baseado na literatura disponivel, o grupo concluiu que a
toxicidade por vitamina D € um evento raro. Embora nao seja
conhecido qual o valor maximo e seguro de niveis circulantes
de 25(OH)D para se evitar hipercalcemia, muitos estudos em
criangas e adultos tém sugerido que seriam necessarios valo-
Tes superiores a 150 ng/mL. Além do mais, o uso de doses de
até 10.000 Ul/dia de vitamina D em adultos saudaveis e por
um periodo de ingestdo por cinco meses nio causou hipercal-
cemia nem aumentou a excregao urinaria de calcio, marcador
mais sensivel para potencial intoxicac@o por vitamina D.®

Vitamina D e possivel participacao no DM2

O numero de pacientes com diagnostico de DM2 esta em
franca expansao, quer seja pela longevidade, pelo crescimento
populacional, pelo sedentarismo e, principalmente, pela obe-
sidade. Apesar da reconhecida necessidade de mudancas no
estilo de vida, compreendidas como reeducagdo alimentar e
atividade fisica para controle metabdlico, essas sao medidas
dificeis de ser alcancadas e mantidas.

Apbs o reconhecimento da presen¢a de VDR e da enzima
CYP27B1 em mais de 40 tipos de células humanas, dentre
elas as células beta pancreaticas, houve a mencao de que a
vitamina D tivesse papel peculiar na regulacao de numero-
s0s processos metabdlicos, tais como obesidade, intolerancia
a glicose, DM2, hipertensao arterial e dislipidemia aterogé-
nica. Somando-se a isso, 0 aumento da gordura corporal e
a obesidade estdo associados com baixos niveis circulantes
de 25(0H)D.>%? A participagio da vitamina D no desenvolvi-
mento do DM2 poder-se-ia dar por diversas agoes.

Acdo na resisténcia insulinica

Em modelos animais, demonstrou-se que a secrecao pancrea-
tica de insulina € inibida pela deficiéncia de vitamina D e que
em humanos essa deficiéncia estaria relacionada a intoleran-
cia 2 glicose e ao surgimento do DM2.'*

A vitamina D afeta a fungdo das células betas pancreati-
cas em diversas vias, como, por exemplo, na ativacdo do VDR.
A ligacdo de 1,25(0OH);D ao VDR promove a transcriciao de
genes regulados por sua forma ativa. Além do mais, o efeito
da vitamina D sobre a sintese e a secrecdo de insulina é
evidenciado pela presenca do elemento responsivo da vita-
mina D (VDRE) no gene promotor de insulina e na ativagio
da transcricdo do gene de insulina humana causada pela
1,25(0H);D.°

Opcionalmente, a ativagdo da vitamina D pode ocorrer den-
tro da célula beta pela CYP27B1 e um efeito indireto sobre as
células pancreaticas se daria por meio da regulagao do cal-
cio. Em nivel periférico, os metabdlitos da vitamina D podem
aumentar a sensibilidade insulinica por diversas maneiras,
como pelo aumento da expressao de receptores de insulina e
pela ativacao da transcricdo de fatores importantes na home-
ostase glicémica, ou ainda de forma indireta via regulacio
do calcio, o qual & essencial para os processos intracelulares
mediados pela insulina.*®

Outra forma de participacao na RI seria por sua presenca
no sistema renina-angiotensina-aldosterona. Acredita-se que
a angiotensina II contribua para o aumento da RI pela inibicao

da acdo de insulina nos tecidos vascular e musculo esquelé-
tico e leve a diminuic¢do da captagdo de glicose. Alguns dados
apoiam a tese de que o complexo formado por vitamina D-
-VDR seja um potencial regulador da atividade de renina em
humanos e que polimorfismos no gene desse complexo pos-
sam estar associados 4 patogénese do DM.®

Acdo na obesidade

Nos Estados Unidos, o Center for Disease Control and Pre-
vention (CDC) concluiu que a deficiéncia de 25(0H)D tem se
tornado mais prevalente naquele pais por causa da obesidade,
da diminuicao do consumo de leite enriquecido com a vita-
mina e do aumento na protecdo solar.?

Ha associacao inversa entre a 25(0OH)D sérica e o indice de
massa corporal (IMC) maior do que 30 Kg/m2. A 25(0OH)D3 é
lipossoluvel e o aumento da adiposidade ira expandir a vita-
mina D total e reduzir a concentracéo total dos niveis séricos
de 25(OH)D. Por sua vez, a deficiéncia de vitamina D € um fator
de risco para a obesidade, pois niveis reduzidos de 25(0H)D
poderao levar a uma elevacao secundaria de PTH, o que pode
promover o influxo de calcio em adipdcitos, aumentar a lipo-
génese e reduzir alipolise. Além disso, a vitamina D é capaz de
inibir a diferenciacdo dos pré-adipécitos, por meio da supres-
sdo do receptor c ativado por proliferadores de peroxissoma
(PPARC), o que provoca aumento na lipogénese quando seus
niveis séricos diminuem.’® Em criangas e adultos obesos ha a
indicacdo formal para se avaliar seu status de 25(0H)D.?

Estudo feito com 320 mulheres russas saudaveis entre 40-
52 anos mostrou que niveis plasmaticos médios de 52,9+
22,7 nMol/L de 25(0OH)D estavam associados com obesidade,
aumento dos niveis plasmaticos de glicose apos teste oral de
tolerdncia a glicose (TOTG) e diminuic¢ao do indice de sensibi-
lidade 4 insulina.”

Numa coorte chinesa com 567 homens com tolerdncia
normal a glicose na qual cada participante foi submetido
a analise para quantificacdo da gordura corporal total por
meio de bioimpedéncia elétrica e ressonéncia nuclear mag-
nética (RNM) para mensuracao da area de gordura visceral
(AGV) e area de gordura subcutinea (AGS), pacientes com
IMC = 25kg/m? tinham niveis significativamente menores de
25(OH)D3. Pacientes com sobrepeso ou obesos com percentual
de gordura corporal = 25% e AGV = 80cm? também tinham
menores valores de 25(0H)D3, independentemente do valor
deIMC. A AGV esteve independentemente correlacionada com
niveis de 25(OH)D3, mesmo apos ajustes para fatores confun-
didores. Em adic¢io, os niveis séricos de 25(0OH)D3 pareciam
diminuir em 0,26 ng/ml por cada aumento de 10 cm? na AGV.'°

Perspectivas

Com o aumento da longevidade mundial, tem-se observado a
emergéncia de verdadeiras “epidemias”, tais como a sindrome
metabdlica, a obesidade, o DM2 e a deficiéncia de vitamina D.
Nao obstante, tem-se tentado estabelecer relagdo de causali-
dade ou consequéncia entre elas.

Dados nacionais provenientes de estudos em mulheres na
pos-menopausa ja comprovaram ser o Brasilum pais com defi-
ciéncia de vitamina D, apesar de sua localizagio geografica
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privilegiada. A frequéncia de excesso de peso na populacao
superou oito vezes o déficit de peso entre as mulheres e
em 15 vezes o da populagao masculina, segundo dados da
22 etapa da Pesquisa de Orcamentos Familiares 2002-2003 do
IBGE. Constatou-se que a obesidade entre elas cresceu 50% de
1974 a 1989 e manteve-se estavel entre 1989 e 2003.

As consequéncias da obesidade incluem uma das mais
comuns doencas cronicas em nossa sociedade, o DM2. Esse,
por sua vez, é fator de risco para DCV, hipertensio arterial,
doencas vasculares cerebrais, hiperlipidemia, osteoartrite e
apneia obstrutiva do sono. Tais comorbidades estdo presentes
em muitas mulheres brasileiras na pés-menopausa.

A despeito do grande numero de estudos transversais
e do numero limitado de trials clinicos que avaliaram as
concentragdes de 25(0OH)D como um potencial determinante
de DCV e DM2, permanece ainda incerto se a melhoria do
seu status poderia reduzir o risco dessas condicdes. Mediante
o exposto, torna-se necesséario o conhecimento da aplicabili-
dade do uso de vitamina D em mulheres na pés-menopausa
e diabéticas no que diz respeito ao controle metabdlico e a
reducdo dos riscos cardiovasculares.
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Resumo

Introducio: Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e a menopausa estdo associados com o status de
vitamina D [25(OH)D]. O efeito da suplementagio de 250HD sobre a glicemia ou incidéncia
de DM2 tem sido reportada nos principais trials com resultados discordantes. Objetive: O
principal objetivo deste estudo longitudinal, pareado, prospectivo foi o de relacionar o uso de
25(0H)D em mulheres diabéticas na pods-menopausa com a homeostase glicémica num
periodo de 2 anos. Método: Quarenta mulheres diabéticas na pos-menopausa, entre 63,84 +
7.56 anos, receberam colecalciferol 1000 Ul/dia por 12 meses e 2000 Ul/dia por outros 12
meses. As voluntarias foram submetidas a exames de sangue em jejum. avaliagOes
antropométricas de composi¢do corporal e exames fisicos. Os desfechos primarios foram
avaliar os niveis de 25(OH)D. glicemia de jejum (GIJ), hemoglobina glicada (HbAc), insulina
de jejum (I), mensuragdo da resisténcia a agdo da insulina (HOMA-IR), capacidade secretoria
da célula p (HOMA-p), colesterol total (CT), HDL colesterol (HDL-c¢), triglicerideos (TG).
proteina-C reativa (PCR). Os desfechos secundarios foram: pressio arterial sistolica (PAS),
pressdo arterial diastolica (PAD), circunferéncia de cintura (CC), relagdo cintura-quadril
(RCQ). area de gordura visceral (AGV). indice de massa corporal (IMC). Resultados:
Somente houve relacdo significativa entre a suplementacdo de 25(OH)D com os niveis de
HDL-c e desfechos da PAD. Conclusdo: Apesar da identificacio de receptores de vitamina D
em diversos Orgaos e sistemas participantes na fisiopatologia do DM2, nio podemos afirmar
que a suplementacdo de 25(OH)D possa vir a contribuir para o a homeostase glicémica desta

doenga multifatorial. Entretanto, foi observada uma melhora dos valores durante o tempo.

Palavras-chave: Colecalciferol, Diabetes Mellitus, periodo pos-menopausal, obesidade,

msulina.

86



87

Abstract

Introduction: Type 2 diabetes mellitus (DM2) and menopause are associated with the
status of vitamin D [25(OH)D]. The effect of 25(OH)D supplementation on glycemia or
incidence of DM?2 has been reported in the primary trials with discordant results. Objective:
This longitudinal, prospective, paired study mainly aimed to correlate the use of 25(OH)D in
postmenopausal diabetic women with glycemic homeostasis within two years. Method: Forty
postmenopausal diabetic women aged 63.84+7.56 vears received cholecalciterol 1000 IU/day
for 12 months and 2000 IU/dav for another 12 months. The volunteers underwent fasting
blood tests, anthropometric assessments of body composition and physical examinations. The
primary outcomes evaluated the levels of 25(OH)D, fasting glycemia (FG), glycated
hemoglobin (HbA;c), fasting insulin (I), insulin resistance measurement (HOMA-IR), insulin
secretory capacity (HOMA-[), total cholesterol (TC), cholesterol (HDIL-c), triglycerides
(TG), and C-reactive protein (CRP). Secondary outcomes were systolic blood pressure (SBP),
diastolic blood pressure (DBP). waist circumference (WC), waist-hip ratio (WHR), visceral
fat area (VFA) and body mass index (BMI). Results: A significant relationship was only
found between 25(OH)D supplementation with HDL-c¢ levels and DBP outcomes.
Conclusion: Despite the identification of vitamin D receptors n several organs and systems
participating in the pathophysiology of DM2, we cannot say that the supplementation of
25(OH)D may contribute to the glycemic homeostasis of this multifactorial disease. However,

it was observed an enhancement in the data values during time.

Keywords: Cholecalciferol, Diabetes Mellitus, postmenopausal period, obesity, insulin.
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1. Introduction

Vitamin D [25(OH)D] deficiency and type 2 diabetes mellitus (DM2) are two common
conditions in the elderly population and are considered public health concerns [1.2].
Furthermore, epidemiological observations have associated low levels of 25(OH)D with
increased risk of non-musculoskeletal diseases such as cancer, multiple sclerosis, type 1
diabetes (T1DM), DM2, cardiovascular disease (CVD) [3-6]. The potential extra-skeletal
function of 25(OH)D is suggested in many recently published studies, including
demonstration of vitamin D receptor (VDR) expression in a large number of non-skeletal
cells, including B-pancreatic cells. Additional evidence strongly suggests that 25(OH)D has a
role in modifying the risk for DM2, an effect that appears to be mediated by 25(OH)D on cell
[ function, insulin sensitivity and systemic inflammation [3.7]. The first evidence comes from
longitudinal and cross-sectional observational studies reporting the association between
25(OH)D status and risk of DM2 or glycemia among patients with established DM2 [8-11].
More recently, small short clinical trials have reported the effect of supplementation of
25(OH)D with and without calcium on glycemia and the risk of developing DM2 with mixed

results [9,12].

The 25(OH)D is a steroid hormone known for its essential role in maintaining calcium
homeostasis, promoting and maintaining bone health and improving immune function. The
25(OH)D deficiency 1s a worldwide public health problem. In 2008, one billion people were
estimated with 25(OH)D deficiency or msufficiency. The 25(OH)D is obtained through
exposure to ultraviolet rays (UVB) as well as nutritional sources. Despite the high exposure to
UVB in tropical countries, studies suggest that 25(OH)D deficiency is prevalent and also

influenced by age and gender [3.13-16].

Menopause, or menstrual cycle arrest caused by reduced secretions of estrogen and

progesterone, is defined as the absence of continuous cycles within one year, occurring

4
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between the ages of 45 and 55 vears. Estrogen increases the activity of 1-c-hydroxvylase
(expressed in the kidneys) responsible for the activation of 25(OH)D and regulation of VDR.
Female aging and subsequent declining estrogen levels are then associated with declining
levels of active 25(OH)D [17]. The Endocrine Society recommends the prescription of
25(OH)D supplementation for fall prevention and suggests that all adults aged 50-70 and 70
years require at least 600 and 800 IU/d, respectively. To date, it is unknown whether doses of
600 and 800 IU/d of 25(OH)D are sufficient to provide all of the other potential non-skeletal
benetits of 25(OH)D. However, raising blood levels of 25(OH)D above 30 ng/ml may require
at least 1500-2000 IU/d of supplementation [5]. Although short-term studies have examined
higher doses of 25(OH)D over serum calcium levels, there are no reported cases of

mtoxication in the literature suggesting doses up to 4000 IU/d cause hypercalcenua [5,18].

The present longitudinal, prospective, paired study, where the volunteers were their
controls, was designed to relate the use of 25(OH)D with two different doses (1000 or 2000
[U/day) in diabetic and postmenopausal women with homeostasis glucose over a two-year

period.

2. Materials and Methods
2.1. Study design

Forty postmenopausal diabetic women, ages 63.84+7.56 years, received cholecalciferol
1000 TU/d for 12 months and 2000 IU/d for another 12 months. Adherence to treatment was
assessed by the team, by questioning the volunteer during biweekly telephone contacts and
counting the tablets at the consultations. The volunteers underwent fasting blood tests,
anthropometric evaluation of body composition and clinical examinations every three months

and received a new quantity of tablets Timeline Flowchart. Figure 1.
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2 YEARS - Intervention period

) Evaluation every semester
First year:

Evaluation every trimester

1000Ul/d 25(0H)D, |, Homa-IR,
Second year: Homa [, CRP, HDL-c, TG,

SBP, DBP, WC, WHR, FG, HbAlc
2000U1/d Ve INIC

Figure 1. Timeline Flowchart

The measures for the analysis of the outcome were performed in the following moments:
pre-experiment (P0), 12 months after (P12) and 24 months after (P24). The primary outcomes
were the evaluation of blood levels of 25(OH)D supplementation, fasting glycemia (FG),
glycated hemoglobin (HbA,c), fasting insulin (I), insulin resistance measured by the
Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR) and insulin secretory capacity (HOMA-[3). total
cholesterol (TC), HDL cholesterol (HDL-c). triglycerides (TG) and C-reactive protein (CRP).
Secondary outcomes were: systolic blood pressure (SBP). diastolic blood pressure (DBP),
waist circumference (WC), waist-hip ratio (WHR), visceral fat area (VFA) and body mass

mdex (BMI).

2.2. Ethical considerations

The female volunteers read and signed the consent form before participating in the study,
according to the Declaration of Helsinki. The study protocol was approved by the local ethics

committee (CAAE: 36698514.1.0000.5269).
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2.3. Study population

Female volunteers enrolled in the database of the outpatient clinic of endocrinology
clinically diagnosed with DM2 in the postmenopausal period were included in the study.

Population Characterization. Table 1.

Table 1 - Population Characterization

Mean =+ 5D K-S
Age (years) 63.84 + 7.56 0.07
Height (m) 1.54 + 0.04 0.20
Body mass (kg) 70.52 + 14.03 0.05
Waist circumference (cm) 94.11 + 13.28 0.14
Hip circumference (em) 101.87 + 9.01 0.18
Waist-Hip Ratio 0.92 + 0.08 0.19
Body mass index (kg/m?) 29.99 + 5.33 0.20
Visceral Fat Area (cm®) 117.37 + 28.51 0.20
Systolic Blood Pressure (mmHg) 136.47 + 26.5 0.05
Diastolic Blood Pressure (mmHg) 83.23 + 14.5 0.05
Serum Vitamin D (ng/ml) 27.99 + 9.23 0.09
Fasting Glucose (mg/dl) 12463 + 2651 0.18
Insulin 8.71 + 2.99 0.20
HOMA-IR 274 + 125 0.14
HOMA- 58.04 + 26.24 0.15
Glycemic Hemoglobin 6.59 + 6.3 0.08
C-reactive protein 0.42 + 0.41% 0.00
Total cholesterol 182.15 + 39.58 0.06
HDL Cholesterol 46.6 + 8.97 0.20
Triglvcerides 151.15 + 52.22 0.17

Caption: K-S: Kolmogorov-Smirnov normality test. SD — Standard Deviation. *- p-value < 0.05.

The following were excluded from the study: Cancer, renal failure, hyperparathyroidism,
hypercalcemia, nephrolithiasis, and liver disease carriers, and those under medication that
could affect glycemic and lipid metabolism, 25(OH)D metabolism or its absorption
(phenytoin, rifampicin, isoniazid, glucocorticoid, and ketoconazole). Patients remained on the
same diet, previously oriented to the control of diabetes in the outpatient clinic, and no
additional nutritional supplementation was allowed. To increase the validity of the study and
the lack of consensus on whether to define the best 25(OH)D status, the plasma concentration
of 25(OH)D was not an inclusion or exclusion criterion. Data Collection Flowchart. Figure

2.
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Elegibility: 128
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Excluded: 52
Did not meet inclusion criteria
Selection
Losts: 32
Declined to participate: (11)
Registration not updated: (19)
Death: (2)
Received

intervention: 44

Discontinued intervention: 4

(Zika, Chikungunya)

Concluded: 40

Figure 2. Data collection flowchart

2.4. Anthropometric Data

The body height was measured with a stadiometer (Stadiometer Seca 208 Bodymeter)
and waist circumference (WC) and hip circumference (HC) were measured with an
anthropometric tape. WC was measured at half the mean distance between the iliac crest and
the lower costal margin. Also, BMI and VFA were measured with the octopolar bioelectrical
impedance device InBody 720 (Biospace, Seoul, Korea). The validity of bioelectric

impedance for body composition has been previously documented [19.20].
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The female volunteers were asked: 1) to wear comfortable clothing; 2) to fast for 12 hours
before the test; 3) not to ingest water and rest for 2h before the test; 4) eliminate physiological
excretions (urine and feces) before the test; 5) not to use any metal or accessory (rings,
earrings, bracelets, cords); 6) not to perform any physical activity 24 hours before the test.
Blood pressure was measured by an automatic device (Welch Allyn Durashock DS44-BR) on
the right arm in a sitting position, after resting for 5 minutes. Hypertension was defined as
systolic pressure > 140mmHg or diastolic pressure > 90mmHg or previously known history

and use of medication.

2.5. Biochemical analysis

Blood measurements were performed in the morning after 12 hours overnight fasting. The
primary outcomes and analytical methodologies were: fasting glycemia (FG) by enzymatic
colorimetric method (GOD-PAP), glycated hemoglobin (HbA,c) by liquid chromatography,
vitamin D (250HD) and fasting msulin (I) by chemiluminescent assay, c-reactive protein
(CRP) by nephelometry, TC, HDL-c, TG by esterase/oxidase. The Homeostatic Model
Assessment (HOMA) was used to determine the insulin resistance (HOMA-IR) Equation 1.
and the B cell function (secretory capacity of insulin) (HOMA-{3) Equation 2., using the

calculated formula [17]:

HOMA-IR= fasting insulin (IU/ml) x fasting glucose (1)

22.5

HOMA-B = 20 x fasting insulin (IU/ml) % (2)

Fasting glucose — 3.5
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2.6. Statistical Analysis

All data are presented as mean and standard deviation. Initially, descriptive measures
were performed for the characterization of the sample, followed by the Kolmogorov-Smirnov
normality and homoscedasticity test to verify whether the samples were homogeneously

distributed.

Concerning the comparison of the means that showed normality, the F parametric test,
one-way ANOVA was used to verify the possible differences in time for the primary
outcomes (PO vs. P12 vs. P24) or the secondary outcomes (PO vs. P6 vs. P12 vs. P18 vs. P24)
and case of significant F. a Bonferroni post-hoc test was adopted for the analysis of multiple

comparisons between times. The level of significance was set at p<<0.05.

Concerning the variables that did not evidence normality (CRP), the K nonparametric
Kruskal-Wallis test was used to verify the possible differences in time for the primary
outcomes (PO vs. P12 vs. P24) or secondary outcomes (PO vs. P6 vs. P12 vs. P18 vs. P24) and
case of significant K, a Mann-Whitney post-hoc test was adopted for analysis of multiple

comparisons between times. The level of significance was set at p <0.05.

IBM SPSS 24.0 software was used for all statistical analyses.

3. Results

Among the primary outcomes, in the comparisons of repeated measures, the variables that
showed significant results were vitamin D, PO (27.99+9.23) vs. P12 (38.35+9.67), p=0.0001;
PO (27.9949.23) vs. P24 (42.78+9.17), p=0.0001, and a good adherence to the proposed
mtervention can be inferred. and HDL-c¢ levels PO (46.61£8.97) vs. P24 (58.97£10.98).
p=0.001: P12 (49.94+10.82) vs. P24 (58.97+10.98), p=0.02. The multiple comparisons
evidenced gains in vitamin D between the measures of PO (27.9949.23) vs. P12 (38.35+£9.67)

and PO (27.99+9.23) vs. P24 (47.78+9.17) with the value of p=0.0001; for HDL-c, in the

10
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multiple comparisons, there was significance between the measures PO (46+8.97) vs. P24

(58.97+97) with a value of p=0.001, and between measures P12 (49.94+10.82) vs. P24

(58.97+£10.98) with p=0.02. Except for the hemodynamic profile of the 25(OH)D and HDL-c

i postmenopausal women, all other primary outcome variables FG, HbAc, I, HOMA-IR,

HOMA-B, CRP, TC, and TG did not show a statistically significant difference. Primary

Outcomes. Table 2.

Table 2 — Primary Outcomes

95

Confidence Interval

Variable Time Mean £ Standard Deviation 95%
Lower Upper
PO 27.99 + 9.23 24.83 31.16
Vitanun D* Pi2 3835 + 067 35,04 41 81
P24 42,78 + 9,17 39,51 40,08
PO 12463 <+ 26,51 115.6 133.9
Fasting Glycemia PI2 126,84 =+ 30,01 1143 141.6
P24 116,80 = 25,55 108.3 1259
PO 8,72 B 3,00 7,69 9,72
Insulin PI2 8.62 + 2.63 7.73 946
P24 9,06 + 2.72 8.07 10,00
Pro 2,75 + 1.26 2.3 32
HOMA-IR P12 2,75 + 1.44 2.3 33
P24 2,66 + 1,17 2.3 3.1
PO 58.05 B 26,25 48.7 67.2
HOMA-p P12 72,36 + 68,13 52,7 98,7
P24 73,53 B 37.4 60.8 87.7
PO 6.60 + 1,26 6.2 7.1
Glycemic Hemoglobin PI12 6,59 + 1.14 6,2 7.0
P24 6.45 S 0,78 6.2 6.7
PO 0,42 + 0,42 3 0.6
¢-Reactive Protein Pl2 0,37 + 0.33 0.3 0,5
P24 0,42 + 0,30 0,3 0,5
PO 182,15 =+ 39,59 168.6 1959
Total Cholesterol P2 178,13 = 35.12 160.5 190.1
P24 191,58 + 44 87 177.0 209.0
P0 46,61 + 8,97 437 497
HDL Cholesterol** PIi2 49,94 + 10,82 46.4 54.0
P24 58,97 + 10,98 550 63.4
PO 151,15 <+ 5223 1341 170.1
Tryvglicerides Pi2 138,19 £ 5028 118.6 1602
P24 129,13 + 55,55 110,8 1517

Result of the multiple comparisons:
25(OH)D* PO vs P12, p = 0.0001; PO vs P24, p = 0,0001;

HDL-c** PO vs P24, p=0,001; P12 vs P24, p = 0.02

11
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Finally, analyses of the secondary outcome variables, namely, changes in body
composition and blood pressure levels over 24 months with 25(OH)D supplementation were

performed.

In the comparisons of the means for the verification of possible differences in time PO
(83.24=14.51) vs. P6 (77.94£10.38) vs. P12 (77.42+£9.99) vs. P18 (78.39+6.38) vs. P24
(75.81+6.72), the ANOVA results showed that the female volunteers had significant changes
only in DBP, p-value=0.044. The multiple comparisons evidenced a change between the PO
measures (83.24+14.51) vs. P24 (75.81+6.72) with the value of p=0.037. Comparisons of the
means for verifying the possible differences at different times and the analysis of the multiple
comparisons of the variables SBP, WC, WHR, VFA and BMI did not have significant results.

Secondary Outcomes. Table 3.

12
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Table 3 — Secondary Outcomes

Confidence interval 95%

Variable Tempo Mean <+ Standard Deviation

Lower Upper

PO 9411 + 13.28 8948 98.75

P6 91.53 = 12.26 87.25 95.81

Waist Cireumference (cm) Pi2 90.92 + 13.65 85.91 95.93
Pi§ 90.80 =+ 11.58 86.55 95.04

24 91.60 + 12.44 87.03 96.16
PO 101.87 + 9.01 98.73 105.02
re 102,71 + 8.15 99.87 105.56
Hip Circumference (cm) P12 103.59 + 9.49 100.11 107.07
P8 10026 + 7.95 97.34 103.17
P24 102.10 + 9.52 98.60 105.59

PO 092 + 0.09 0.89 0.95

P6 089 + 0.08 0.86 0.92

Waist-Hip Ratio Pi2 088 &+ 0.08 0.85 0.90
Pi8 090 &+ 0.07 0.88 0.93

24 090 =+ 0.08 0.87 0.92

PO 2099 & 534 2813 31.85

Pé6 2990 + 5.26 28.06 31.73

Body mass index (IMC) P12 2086 + 5.30 27.92 31.81
Pi18 2938 £ 5.03 27.54 31.23

P24 2973 + 5.19 27.83 31.64
PO 117.38 + 28.51 107.43 127.33
P6 11728 + 27.21 107.79 126.77
Visceral Fat Area Pi2 119.61 + 28.42 109.18 130.03
P8 11515 + 2492 106.02 124.29
P24 11953 + 27.49 109 44 129.61
PO 13647 + 26.50 127.22 145.72
P6 126,76 + 18.21 12041 33.12
Systolic Blood Pressure P2 12645 + 17.80 119.92 13298
P18 12581 + 15.66 120.06 131.55
P24 123.55 + 14.27 118.31 128.78

PO 8324 =+ 1451 78.17 88.30

Pé6 77.94 + 10.38 74.32 81.56

Diastolic Blood Pressure* P12 7742 + 9.99 73.76 81.08
PI18 78.39 + 0.38 76.05 80.73

P24 7581 + 6.72 73.3¢ 78.27

Result of the multiple comparisons: DBP* PO vs P24, p = 0,037

97
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4. Discussion

This study is based on current scientific literature and aimed to evaluate the influence of
25(0OH)D  supplementation 1 postmenopausal and diabetic women with glycemic
homeostasis in a 2-year period. In the first year, 1,000 IU/day was supplemented, and the dose
was 2,000 IU/day in the second year. The female volunteers were their controls. Glycemic
homeostasis was considered as the set of variables such as FG, HbAc, I, HOMA-IR and
HOMA-B. The other outcomes were evaluations of the levels of TC, HDL-¢, TG, CRP, SBP
and DBP, WC, WHR and BMI. All volunteers, because they were in the postmenopausal
period, had an indication of prophylaxis in reducing the risk of falls, prevention or treatment

of osteoporosis.

Among the results found, for the primary outcomes analyzed, the variables that showed
significant results were 25(OH)D and HDL-c levels. All other primary outcome variables did
not show a significant statistical difference. Among the secondary outcome variables, only the

DBP showed a significant result.

The 25(OH)D is a prehormone and plays a crucial role in calcium homeostasis, and
consequently mn bone health. The existence of extraskeletal effects of 25(OH)D 1s still under
investigation and these effects would include reduction of oxidative stress, neuroprotective
functions, antimicrobial defense, immunoregulation, anti-inflammatory and anticancer
actions, and cardiovascular benefits. The first evidence of new activities of the 25(OH)D
hormone was the demonstration that VDR was present in other tissues such as keratinocytes,
promyelocytes, monocytes, lymphocytes, ovarian cells, and pancreatic islet cells [4.21].
However, randomized and placebo-controlled intervention studies are scarce and still unable
to show evidence of other effects described in other systems, such as immune and metabolic

ones [21,23].

14
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178 There are several mechanisms by which 25(OH)D may mterfere with glucose
179  metabolism, either because of its immunomodulatory function in improving low-grade
180  inflammation, observed in the insulin resistance of DM?2 or through the stimulation of msulin
181  release by [B-pancreatic cells [11,12]. Peripheral 25(OH)D metabolites may increase insulin
182  sensitivity in many ways, such as increased VDR expression, either by activating the
183  transcription of essential factors of glycemic homeostasis or indirectly, via regulation of
184  calcium, which is essential for insulin-mediated intracellular processes. However, the results
185  of small clinical trials and post hoc analyses of large trials on the effect of 25(OH)D
186  supplementation with or without calcium on glycemic homeostasis have been inconsistent
187  [11]. In this study, when we supplemented 25(OH)D, no significant change in time or
188  between measurements was found in either reduced msulin resistance (HOMA-IR) or

189  increased sensitivity (HOMA-[B) or even in levels of insulin.

190 A recent cross-sectional study evaluating the association of 25(OH)D levels i
191  premenopausal (n=98) and postmenopausal (n=94) women with glycemic control (FG, lipid
192  profile, HbAic. insulin), showed that hypovitaminosis was more prevalent among
193  postmenopausal women and was significantly associated with I (R2=0.01760. p=0.0008),
194  HbAic (R2=0.3709, p=0.0001), and FG (Rz=0.3465, p=0.0001) in the same group. However,
195  adequate levels of 25(OH)D in both groups were associated with improved glycemic control
196 [17]. In our sample, even with a significant improvement in 25(OH)D levels at PO
197 (27.99+9.23) vs. P24 (42.78+9.17) p=0.0001, we did not find an association of improvement
198  of the above mentioned variables such as I at PO (8.7243.0) vs. P24 (9.06£2.72) p=0.805:
199  HbAic at PO (6.60£1.26) vs. P24 (6.45£0.78) p=0.828; FG at PO (124.63£26.51) vs. P24
200 (116.80+25.55) p=0.406). Indeed, one of the limiting factors for our results was the small

201  sample number.
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In 1984, Nilas L and Christiansen C. evaluated the effect of 2.000 TU/d of 25(OH)D
treatment on 25 postmenopausal women for the prevention or treatment of bone mass loss
over 2 years on reduced body weight and glucose levels, and no change in these variables was
found when compared to the placebo group (n=150) [24], against our results. For diabetic or
glucose intolerant patients, a 15-trial meta-analysis, including 25(OH)D doses ranging from
400 to 120,000 TU over a period of 6 weeks to 2 years showed a small effect on FG (0.32
mmol/l, 95% CI -0.57 to -0.07) and a small improvement in insulin resistance (mean standard
difference -0.25, 95% CI -0.48 to -0.03). No difference was observed on HbA:c in patients

with diabetes and glucose intolerance [12].

Numerous observational studies have demonstrated associations between low
concentrations of 25(OH)D and elevated risk of CVD-related death [4.25]. Although some
suggest that 25(OH)D supplementation improves endothelial function in both diabetic and
non-diabetic populations [25], this promising finding has little data available on long-term
vascular impact, as well as which doses would be the most adequate and whether higher doses
would improve surrogate markers of CVD, such as CRP levels and intima-media thickness.
Evidence of causality from randomized trials for cardiovascular outcomes was inconclusive
or negative. In this study, the use of CRP as a risk factor for CVD did not return significant

differences in time when evaluated (PO vs. P12 vs. P24).

Low levels of 25(OH)D in diabetic patients predict macrovascular events, although
evidence for microvascular events is less robust. The macrovascular association can be
attributed to effects on blood pressure, activity on the renin-angiotensin-aldosterone system,
endothelial function, vascular endothelial growth factor or chronic inflammation. Doubts
remain concerning whether low levels of 25(OH)D are the cause or merely a marker of

disease deterioration or health status [12].
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It is believed that angiotensin II contributes to the increase of IR by inhibiting the action
of I in vascular and musculoskeletal tissues, leading to lower glucose uptake. Some data
support that the complex formed by 25(OH)D-VDR 1s a potential regulator of renin activity in
humans and that polymorphisms in the gene of this complex may be associated with the

pathogenesis of DM2 [3,25].

A recent individual participation meta-analysis published by Swart et al. that evaluated
the effects of vitamun D supplementation on cardiovascular markers and DM?2, such as blood
pressure, HbAjc, LDL-c, HDL-c. TC, TG. FG, L C-peptide, PTH, and glycemia 2h after
revealed no effects on the primary outcomes, such as blood pressure and HbA,c levels. The
analyses of subgroups by 25(OH)D levels achieved (between 30ng/dL. and 50ng/dL) showed a
significant decline of LDL-c concentrations after supplementation [22]. In our study, even
with 25(OH)D values achieved similar to the above, we had significant results only in the
mmprovement of DBP in the comparisons of time means (p=0.044) and in the multiple

comparisons between the measures (p=0.037). This did not occur with SBP.

The association between low levels of 25(OH)D and low HDL-c concentrations has been
discussed in some studies, but there is still controversy. Data from the Tromse Study showed
a strong and positive association between serum levels of 25(OH)D and HDL-¢, although the
cause of this association remains unknown [15]. Evident beneficial effects on the other
markers chosen for risk of CVD and glycemic homeostasis were not observed, as well as
adverse effects among female volunteers with serum response to 25(OH)D supplementation.
On the other hand, in a randomized placebo-controlled study designed to evaluate the long-
term impact of a high dose of 25(OH)D on arterial characteristics, glycemic homeostasis
parameters, circulating levels of adiponectin and leptin in diabetic patients, A. Breslavsky et
al. divided nto two groups 47 diabetic patients, in which one of them received 1,000 [U/d of

25(0OH)D over a 12-month period to evaluate metabolic parameters such as FG, lipid profile,
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HbAic, D, adiponectin, leptin, HOMA-IR aortic index. The two groups were
hemodynamically similar at baseline and the end of 12 months of glycemic homeostasis
parameters, leptin and the leptin adiponectin ratio did not change in both groups. Levels of
25(OH)D increased significantly (p=0.022) and circulating adiponectin increased marginally
(p=0.065) during 12 months of treatment in the active group, but not in the placebo group
[25]. In our study, we did not observe reductions in TG or TC levels, even when

supplemented with doses of 2,000 IU/day and 25(OH)D levels above 30ng/dl.

The negative relationship between 25(OH)D levels and fat mass has been attributed to the
mcreased sequestration of 25(OH)D by adipocytes [18]. It 1s unknown whether adipocytes
simply store 25(OH)D or actively catabolize it [23], and the findings that supplementation of
25(OH)D at a dose of 1,000 IU/d for one year changed the circulating levels of adiponectin, a
protein specifically expressed in human adipocytes, which plays an essential role in insulin
sensitivity, inflammation and atherogenesis, show the correlation between 25(OH)D levels
and body composition [25]. There is an inverse association between serum 25(OH)D and BMI
greater than 30 kg/m?. The 25(OH)Ds is liposoluble and increased adiposity will expand total
vitamin D, thereby reducing the total serum concentration of 25(OH)D. In turn, 25(0OH)D
deficiency is a risk factor for obesity, as reduced levels of 25(OH)D may lead to secondary
elevation of PTH, which may promote calcium influx into adipocytes, increasing lipogenesis
and reducing lipolysis. Also, 25(OH)D can inhibit the differentiation of pre-adipocytes
through peroxisome proliferator-activated receptor (PPARc) suppression, thereby causing
mcreased lipogenesis when 1ts serum levels decrease [26]. However, in our study, even using
1,000/2,000 TU/d supplementation doses for a period of one year each, the results of
comparisons of the means for the verification of the possible differences at the different times

and the analysis of the multiple comparisons of the variables WC, WHR, VFA and BMI did
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not have significant results. We understand that many other factors interfere in the

determination of these variables, such as physical activity, food intake, and genetic factors.

It 1s important to note that, in many of the studies shown. changes in the drug treatment of
DM2 were not reported, different and unusual doses of 25(OH)D were administered, there
were differences in the participants” BMI and baseline values of 25(OH)D at the beginning of
the studies, and that there was no consideration of genetic and environmental factors, such as
the diet followed by each member, besides the methodologies used in the 25(OH)D dosages.
Some of these factors, which may have contributed to the divergence in the results found, also
occurred 1n our study, which also contained a small number of participants. Such limitations
may have generated several biases in the interpretation of our results. It remains uncertain
whether 25(OH)D supplementation could improve the metabolic parameters of DM2 and

what their real participation would be.

5. Conclusion

Despite the identification of vitamin D receptors in various organs and systems involved
in the pathophysiology of DM2, we cannot affirm that 25(OH)D supplementation may
contribute to the glycemic homeostasis of this multifactorial disease. However, it was

observed an enhancement in the data values during time.
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CAPITULO 3

Consideragoes Finais e Conclusao

O envelhecimento populacional, com o aumento da expectativa de vida
principalmente das mulheres, € acompanhado pelo crescimento paralelo de
doencas crénicas, tais como o Diabetes mellitus e suas complica¢des, doengas
cardiovasculares, além do maior risco de neoplasias, osteoporose, estados
demenciais, entre outros. Torna-se mister a busca por medidas e ou
tratamentos que atenuem tais comorbidades.

A associacao da vitamina D com tais situacdes tem sido exaustivamente
discutida no ambito nacional e internacional. Principalmente, apds o
reconhecimento de receptores de vitamina D em diversos sitios do organismo e
sua possivel acdo em diferentes contextos, gera hipéteses bem pertinentes.
Entretanto, os resultados ainda ndo sao proficuos.

No trabalho que se apresenta e nos artigos descritos, o Artigo 1,
desenvolvido durante a construcao do projeto de pesquisa e o Artigo 2, com 0s
resultados de nossa intervencédo, sugerem uma melhoria dos valores das
varidveis abordadas. Porém, por ser o diabetes uma doenca multifatorial,
resultados mais robustos se fazem necessario e o desenvolvimento de
pesquisas na area basica e clinica urgem.

Concluimos que, apesar da identificacdo de receptores de vitamina D
em diversos 6rgdos e sistemas participantes na fisiopatologia do DM2, ndo
podemos afirmar que a suplementacdo de VD possa vir a contribuir para a

homeostase glicémica desta doenga multifatorial.
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APENDICE

1 - Instrumento da Coleta de Dados

FICHA DE AVALIACAO CLINICA N PRONTUARIO: DATA:

NOME: IDADE: DATA NASC:

ENDERECO:

CEP: TELEFONES: QUAL ASUACOR? branca preta parda amarela indigena

ESTADO CIVIL: casada solteira vilva amasiada separada divorciada QUAL A SUA RELIGIAO?

QUANTOS ANOS FREQUENTOU A ESCOLA? QUAL A SUA OCUPACAO?

MENARCA: N° GESTACOES: PARTOS NORMAIS: | CESAREA: ABORTOS:

MENOPAUSA: CIRURGICA? Sim ndo | FEZ TRH-M? sim ndo | POR QUANTO TEMPO?

VOCE | DM? HAS | DISLIPIDEMIA | OBESIDADE DCV DOENCAS DA OSTEOPOROSE CANCER -

TEM? | QUAL? TIREOIDE- QUAL?
QUAL?

PAI MAE OU IRMAOS JA TIVERAM UMA DESSAS DOENCAS?

MEDICACOES QUE FAZ USO:
VOCE FUMA? Sim | QUANTOS MACOS AODIA? | HA QUANTOS ANOS? JA FUMOU? HA QUANTO TEMPO

Nio PAROU?

TIPO COPOS GARRAFAS | FREQUENCIA JA PARTICTPOU DE

VOCE BEBE? Sim Cerveja ATLGUM GRUPO PARA

Nio | Vinho DEPENDENTES

Destilados QUIMICOS?
1
INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE DA CRIANCA, DA MULHER E DO ADOLESCENTE FERNANDES FIGUEIRA - IFF - FIOCRUZ
SERVICO DE ENDOCRINOLOGIA
FICHA DE AVALIACAO CLINICA N™ PRONTUARIO: DATA:
QUANTAS QUANTAS QUAL A RENDA FAMILIAREM | POSSUEM ALGUM PROGRAMA | QUAL?
PESSOAS RESIDEM | TRABATHAM? SALARIOS MINIMOS? DE AUXILIO DO GOVERNO?
COM VOCE? 123456789 10Acima (bolsas, auxilios....) Sim Nio
VOCE FAZ ALGUMA ATIVIDADE FISICA? | QUAL? REGULARMENTE OU NAQ? FREQUENCTIA SEMANAL:
QUANTOS MINUTOS?
- QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FISICA - VERSAO CURTA -

(fempo gasto na ultima semana, por pelo menos 10 minutos continuos em atividades que vocé faz no trabalho. para ir de um lugar a outro, por lazer. por esporte,

por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou no jardimy).

3 atividades fisicas VIGOROSAS sio aquelas que precisam de um grande esforgo fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal
3 atividades fisicas MODERADAS sio aquelas que precisam de algum esforco fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

1a. Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10 minutos continuos em casa ou no trabalho. como forma de transporte para ir de
um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio? Dias por SEMANA ( ) Nenhum

1b. Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

Horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo, pedalar leve na
bicicleta. nadar, dancar. fazer ginastica aerobica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim
como varrer, aspirar. cuidar do jardim. ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente sua respiragio ou batimentos do coragdo (POR FAVOR. NAO
INCLUA CAMINHADA)

Dias por SEMANA () Nenhum

INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE DA CRIANCA, DA MULHER E DO ADOLESCENTE FERNANDES FIGUEIRA - IFF — FIOCRUZ
SERVICO DE ENDOCEINOLOGIA
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2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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Fundacéio O Cruz IS TITUTC MAL AL
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE F, ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Influéncia da suplementagio de vitamina 1) na homeomase
glicémica em mulheres diabéticas na pos-menopausa

Pesquisador Responsivel: Dra. Lizanka Paola Figueiredo Marinheiro
Pesquisador Assistente: Dra. Monique Resende Costa Machado
Contato telefonico: 2554-1813 e-mail: lizankawylobo com

Instituicio Responsivel pela Pesquisa: Instituo Nacional de Satide da Mulher, da
Crianga e do Adolescente — Fernandes Figucira (IFF-Fiocruz)

Enderego: Avenida Rui Barbosa, 716 — 4° andar — Flamengo ~ Rio de Janeiro /
telefone: 2554-1700

Nome do voluntirio:

Prontuario:

Prezada paciente, a senhora ¢ convidada a participar voluntariamente de nossa pesquisa
Influéncia da suplementacio de vitamina D na homeostase glicémica em mulheres
diabéticas na pés-menopausa, por possuir o diagnéstico de diabetes ¢ se encontrar na
pos-menopausa.

Justificativa do estudo

A mulher, quando esta na menopausa, possui uma dificuldade em produzir a vitamina [
na pele, mesmo quando se expde ao sol, devido ao processo de envelhecimento. Entido,
para se tentar evitar que ocorram as fraturas decorrentes da osteoporose, no periodo da
menopausa, o uso dessa vitamina esta indicado em diversas doses, de acordo com as
idades. O diabetes, que é uma doenga caracterizada pelos niveis clevados de glicose,
podera ter como complicagdes o infarto, derrame cerebral, cegucira, insuficiéncia renal,
amputagdes, entre outros problemas. Alguns cstudos mostraram que, talvez, os baixos
niveis de vitamina D possam contribuir para o surgimento do diabetes. Entretanto,
muitos estudos ainda estdo sendo desenvolvidos. A nossa pesquisa tentara avaliar se 4
suplementagdo da vitamina D pO(.leré contribuir para o r'nelhor tratamento do seu
diabetes, peso, pressdo arterial, niveis de colesterol ¢ triglicerideos.

APROVADO

VA DE: s
iiclo FIM E )‘“\0
Cl(?milé d‘:Q!ica em Pesquisa conf Seres Humanos

VANDES F EIRA-IFF/FIOCRUZ
ISTITUTO FERNANDES FIGUEIRA |
e Telefones 2554-1730 / Tel JFax 2552-8491
Email; cepiff@ifT fiocruz.br

Rubrica voluntaria Rubrica pesquisador
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m NNES £ 1emA . FFROCRUZ




111

Ministério da Saude
L5 IFF

Fundacdo Oswaldo Cruz INSTITUTO NACIONAL | FeRyasDES IGUERA

TEASTRMRITIGIZEODT

Objetivo do estudo

Esse estudo tem como finalidade a avaliagio do uso de vitamina D na melhoria do
tratamento de seu diabetes, tais como: controle da glicose, do colesterol e triglicerideos,
da pressdo arterial, peso e composigio corporal, distribuigdo de gordura e marcadores de
inflamagZo presentes no diabetes.

Como seri feito o estudo

Ao concordar em participar da pesquisa, a senhora sera avaliada durante suas consultas
médicas rotineiras no ambulatério de endocrinologia, com a realizagdo de exame fisico
completo, avaliagdo da composigdo corporal e distribuigdo de gordura por meio de um
aparelho de bioimpedancia sempre que se fizer necessario; realizagdo de exames de
sangue regulares a cada trés meses, devido ser necessaria a avaliagdo de sua
hemoglobina glicada, que é o melhor marcador do controle de sua glicose nos ultimos
trés meses. Suplementagdo de vitamina D durante 2 anos, por via oral, inicialmente na
dose de 1000 Ul/dia e, posteriormente, numa dose de 2000 Ul/dia. Durante esse
periodo, serdo realizados contatos telefonicos a cada 15 dias, para enfatizar a
importincia da aderéncia ao estudo e orientar possiveis duvidas. A vitamina D utilizada
durante a pesquisa serd oferecida GRATUITAMENTE, por seu médico, na forma de
gotas ou comprimidos, durante todo o periodo da pesquisa. Nessas doses, ndo ha danos,
nem efeitos adversos a sua saude, conforme as diretrizes e consensos utilizados para
confecgio desse estudo. Importante lembrar que a sua participagdo nesse estudo ¢
voluntaria e ndo ira interferir em NADA nas condutas e atendimentos do seu médico,
caso ndo aceite participar.

Beneficios esperados

Esperamos que a suplementagdo de vitamin_a D con}n’bua no controle de seu diabetes e
complicagdes, além de proporcionar melhoria na saude de seus ossos, devido ao fato de
ocorrer uma diminuigdo na produgio de vitamina D na sua pele, apos a menopausa, e
proporcionar uma melhor qualidade de vida para a senhora.

Determinar se a suplementagdo de vitamina D, por via oral, é viavel como terapia
auxiliar no tratamento do diabetes.

Sugerir, futuramente, a suplementagdo de vitamina D por via oral, na prevengio e/ou
tratamento de outras doengas cronicas caracteristicas do processo de envelhecimento, e
que tal sugestdo também possa ser adotada pelo Sistema Unico de Saude (SUS).

APROVADO

. VA DE:
INicIo WY Jem ;}Q_
Comité de Etica em Pescfliisa conf Seres uman

INSTITUTO FERNANDES FIGUEIRA-IFF/FIOCRUZ
Telefones 2554-1730 / Tel /Fax 2552-849]

Email: cepiff@iff.fiocruz.br )
Rubrica voluntaria Rubrica pesquisador
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Riscos esperados

&22;‘; "rii‘; )dan?lztei dg sangue ef, a possive:l ocorréncia de um pequeno hematoma

siifehvae0) 6 e’sse o r(;ico, apos a pungdo venosa (entrada da agulha no seu

e el ;) pode ocorrer em qu.alq_uer exame de sangue de rotina. O

eIt Samett solugdo espontanea na maioria das vezes €, no caso de demora na
8 ico ird orientar-lhe acerca do que devera ser feito.

Niveis téxicos de vitamina D ¢ um evento raro € o mesmo ¢ causado pela ingestdo de
gfaqdes quantidades de forma indevida. Nesse caso, observa-se aumento dos niveis de
f:a1c19 no sangue e, até o momento, nenhum estudo de longo tempo mostrou casos de
intoxicagio ou sugeriram que doses de até 4000 Ul/dia pudessem causar até mesmo
elevagdo dos niveis normais de cilcio no sangue. Lembramos que a senhora fard
consultas médicas e exames de sangue regularmente € que avaliaremos as alteragdes que
possam vir a surgir no periodo da pesquisa e que a dose maxima prescrita ¢ de 2000

Ul/dia.
Caso, durante o seu acompanhamento clinico, seja nece:

para o seu tratamento do diabetes, a senhora serda exc
perdera o direito a0 atendimento médico de rotina na institui¢do.

ssaria a prescrigdo de insulina
luida da pesquisa, mas NAO

Liberdade de recusar

luntéria e a senhora podera abandonar ou retirar-
sem que isso cause qualquer prejuizo ao seu
tituigio. O pesquisador desse estudo também
o ele julgue ser necessario para O seu bem-

A sua participagdo nessa pesquisa € vo
se do estudo a qualquer momento,

tratamento ou acompanhamento nessa ins
podera retiré-lo a qualquer momento, cas

estar.

Confidenciabilidade

estudo sdo confidenciais, uma vez que seu nome
das. Quando houver armazenamento de amostras
a confidenciabilidade e sendo as mesmas

Todas as informagdes obtidas nesse
ndo sera associado as analises realiza

de sangue, estas serao por codigo, respeitando i |
utilizadas somente para 0 atual projeto. Dados pessoais € inerentes 4 sua saude,

presentes em seu prontuario, serao mantidos em sigilo, de acordo com a resolugdo
vigente no pais 466/2012. Os resultados serdo divulgados em artigos, congressos,
simposios, reunioes, conferéncias e demais meios de divulgagdo cientifica, sem a

citagdo do seu nome.
APROVADO
DE:
FIM 'jQ/
Comité de Ktica em Pesqliisa com Seres FHum
INSTITUTO FERNANDES FIGUEIRA-IFF/FIOCRUZ
Telefones 2554-1730 / Tel /Fax 2552-8491

Email: cepiff@iff.fiocruz.br
mail: cepItiEAILIOCIIE Rubrica pesquisador
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Recebimento de copia do Termo de Cosentimento

A senhora r?ccbera uma via de ,gual teor a €584, com 4 assinatura do llf;:;/llli.':hl]l;l} para
Scu csclarec1mcmo ¢ seguranga.

Ressarcimentos, pagamentos e indenizagies

Nenl:num valor, pagamento ¢ ou taxa serdo cobrados para a realizagio de seus exames ¢
avaliagdes da composigio corporal no aparclho de bioimpedancia. Também nio serh
oferecida qualquer contribui¢do financeira ou pagamento por sua adesio ao estudo Sua
acliesa"\o ao estudo ¢é voluntéria ¢, na ocorréncia de eventuais prejuizos/danos que estejam
diretamente e comprovadamente relacionados 4 pesquisa, havera indenizagio dos
mesmos pelo pesquisador principal.

Em caso de dividas

Caso tenha qualquer diivida sobre essa pesquisa, pergunte ao profissional que csta Ihe
atendendo. A senhora podera pedir todos os esclarccimentos que julgar necessirio,
antes, durante e depois da realizagio da pesquisa. Se a senhora concordar em participar
e desejar ter outras informagdes podera contatar a responsével técnica pela pesquisa no
Instituto Fernandes Figueira: Dra. Lizanka Paola Figuciredo Marinheiro no telefone
2554-1700, no Departamento de Ginecologia. No caso de ter alguma consideragio ou
duavida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Instituto Fernandes Figueira, que se encontra 4 disposi¢io para cventuais
esclarecimentos éticos e outras providéncias que se fagam necessaria (c-mail:
cepiff@iff fiocruz br; Telefones: 2554-1730/fax: 2552-8491).

APROVADO

| IDADE:
INicio QL/éﬁ FIM ?)gQ/ fg_ﬁﬂy wé‘”
Comité de Eticaem Pesgdisa com Seres Humanos -
INSTITUTO FERNANDES FIGUEIRA-IFF/FIOCRUZ U o oom Seses Hesanor
A FFIFIOCRU7

Telefones 2554-1730 / Tel./Fax 2552-8491 ! TN CERAIAMNER EId
Email: cepiff@iff fiocruz br

Rubrica voluntaria Rubrica pesquisador

TCLE 3. Apés Parecer Consubstanciado 2
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e
Ministério da Sadde
FIOCRUZ I F F
Fundacio Oswaldo Cruz INSTITUTO NACIONAL | FERIANDES FIGUEIRA
Eu, , abaixo
assinada, concordo em participar voluntariamente desse estudo. Declaro que li e entendi

todas as informagdes referentes a0 mesmo e que todas as minhas perguntas foram

adequadamente respondidas pelo pesquisador.

Assinatura da voluntéria, data e telefone de contato

Assinatura da testemunha, documento, data e telefone de contato

Assinatura do pesquisador responsavel
Prof* Dr* Lizanka Paola Figueiredo Marinheiro
Avenida Rui Barbosa, 716 Flamengo / RJ
Tel: 2554-1813

Assinatura do pesquisador assistente
APROVADO

) VAhIDADE: ique Resende Costa M
lNlCIOQ/\ % A ¥ %Mﬁ quue e Co chado
Comité de Eica em Pesquisa conf Seres Humarfos

INSTITUTO FERNANDES FIGUEIRA-IFF/FIOCRUZ
Lome e Com Sesss Hemzno

Telefones 2554-1730 / Tel /Fax 2552-8491
TN CERVANNER FIRTIFIRA . WERIOCRUZ

Email: cepiff@iff fiocruz.br |

Rubrica voluntaria Rubrica pesquisador

TCLE 3. Apds Parecer Consubstanciado 2
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3 — Graficos dos desfechos primarios

Desfecho Primario - Vitamina D
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Gréfico 7. Comparacéo das medidas repetidas 25(OH)D3

IC 95% (Bonferroni)
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Gréfico 8. Diferenca entre as médias dos grupos 25(OH)D3
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Gréfico 9. Comparacéo das medidas repetidas triglicerideos

IC 95% (Bonferroni)
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Grafico 10. Diferenca entre as médias dos grupos Triglicerideos
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Grafico 11. Comparacéo das medidas repetidas PCR
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Gréfico 12. Comparacgdo das medidas repetidas Insulina
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IC 95% (Bonferroni)
Desfecho Primario - Insulina
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Gréfico 13. Diferenca entre as médias dos grupos Insulina
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Grafico 14. Comparacao das medidas repetidas HOMA-IR
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IC 95% (Bonferroni)
Desfecho Primario - HOMA-IR
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Grafico 15. Diferenca entre as médias dos grupos HOMA-IR
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Gréfico 16. Comparacéo das medidas repetidas HOMA -3
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IC 95% (Bonferroni)
Desfecho Primario - HOMA-B
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Grafico 17. Diferenca entre as médias dos grupos HOMA-f3

Desfecho Primario - HbA1c
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Gréfico 18. Comparacéo das medidas repetidas HbAlc
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Grafico 19. Diferenca entre as médias dos grupos HbAlc
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Grafico 20. Comparacéo das medidas repetidas Glicemia de jejum
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IC 95% (Bonferroni)
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Grafico 21. Diferenca entre as meédias dos grupos Glicemia de Jejum

Desfecho Primario - Colesterol Total
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Gréfico 22. Comparacéo das medidas repetidas Colesterol Total
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IC 95% (Bonferroni)
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Grafico 23. Diferenca entre as médias dos grupos Colesterol Total
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Grafico 24. Comparacéo das medidas repetidas Colesterol HDL
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IC 95% (Bonferroni)
Desfecho Primario - Colesterol HDL
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Gréfico 25. Diferenga entre as médias dos grupos Colesterol HDL
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4 — Graficos dos desfechos secundarios

Circuferéncia da Cintura
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Grafico 26. Comparacéo das medidas repetidas Circunferéncia da Cintura
IC 95% (Bonferroni)
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Grafico 27. Diferenca entre as médias dos grupos Circunferéncia da Cintura
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Relacao Cintura/Quadril
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Grafico 28. Comparacéo das medidas repetidas Relacdo Cintura/Quadril
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Grafico 29. Diferenca entre as médias dos grupos Relacdo Cintura/Quadril



127

indice de Massa Corporal

40+
35+
E
B‘) 30+ [ -] A v r's
=
254
20 1 I 1 I 1
t(meses)

Gréfico 30. Comparacdo das medidas repetidas Indice de Massa Corporal
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Gréfico 31. Diferenca entre as médias dos grupos indice de Massa Corporal
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Area de Gordura Visceral
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Grafico 32. Comparacéo das medidas repetidas Area de Gordura Visceral
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Gréfico 33. Diferenca entre as médias dos grupos Area de Gordura Visceral



Pressao Arterial Sistolica
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Gréfico 34. Comparacdo das medidas repetidas Pressao Arterial Sistdlica
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Grafico 35. Diferenca entre as médias dos grupos Presséo Arterial Sistélica
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Pressao Arterial Diastodlica
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Gréfico 36. Comparacdo das medidas repetidas Pressao Arterial Diastolica
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Grafico 37. Diferenca entre as médias dos grupos Presséao Arterial Diastolica



ANEXOS

1 — Folha de Rosto de Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa

INSTITUTO FERNANDES
FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ WW
MS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Envelhecimento da Mulher: Estudo das Co-Morbidades de maior prevaléncia na mulher
pos-menopausa, visando um envelhecimento com melhor qualidade de vida. Sub-
projeto: INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA D NA HOMEOSTASE
GLICEMICA EM MULHERES DIABETICAS NA POS-MENOPAUSA

Pesquisador: Lizanka Paola Figueiredo Marinheiro

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 36698514.1.0000.5269

Instituigcdo Proponente: Instituto Fernandes Figueira - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ MS

Patrocinador Principal: FIOTEC - FUNDAGAO PARA O DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECNOLOGICO EM SAUDE

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.089.572
Data da Relatoria: 28/05/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo de coorte para avaliar a relacdo da vitamina D na homeostase glicémica em
mulheres pds-menopausa e diabéticas. Seréo recrutadas inicialmente 100 mulheres na pés-menopausa,
com diagnostico de DM2. Ser&o excluidas as usuarias de glicocorticoides, anticonvulsivantes,
antirretrovirais, insulina, suplementos de calcio e vitamina D, portadoras de hepatopatia, nefropatia grau I,
com diagnostico de hiperparatireoidismo ou hipercalcemia. Serdo avaliados composicao corporal e
resultados laboratoriais, que tem um periodo de avaliacdo variando entre 3 a 6 meses de acordo com o
exame ou procedimento clinico.

Objetivo da Pesquisa:

- Analisar a relacdo da vitamina D nos parémetros clinicos relacionados ao DM2 (IMC, Circunferéncia
abdominal, relac&o cintura-quadril, peso, niveis pressoricos);

- Analisar a a relacdo da vitamina D com os parametros bioquimicos relacionados ao DM2, tais como

glicemia de jejus, HbA1c, insulina de jejum, HOMA-IR, HOMA, PCR ultra sensivel, microalbuminuria
(deteriorac&o da funcéo renal e marcador de risco de DCV), perfil lipidico

Endereco: RUIBARBOSA, 716

Bairro: FLAMENGO CEP: 22.250-020
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2554-1730 Fax: (21)2552-8491 E-mail: cepiff@iff.fiocruz.br
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INSTITUTO FERNANDES
FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ Wm
MS

Continuacéo do Parecer: 1.089 572
(colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos), IL-1, IL-6, IL-10 e TNF

- Analisar a relac&o da vitamina D com o controle glicémico e a composicéo corporal, expressa por area de
gordura corpora total (AGT), area de gordura visceral (AGV), area de gordura subcutanea (AGS), esses
mensurados por aparelho de bioimpedancia elétrica.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Pesquisadores descreveram riscos e beneficios conforme solicitagéo deste CEP

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisadores atenderam a todas as solicitacdes deste CEP

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Pesquisadores atenderam a todas as solicitacdes deste CEP

Recomendacdes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Todas as solicitag6es deste CEP foram atendidas pelos pesquisadores

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideracoes Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 01 de Junho de 2015

Assinado por:
maria elisabeth lopes moreira

(Coordenador)
Enderego: RUIBARBOSA, 716
Bairro: FLAMENGO CEP: 22.250-020
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2554-1730 Fax: (21)2552-8481 E-mail: cepiff@iff.fiocruz.br
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2 — Carta Colaborag¢ao Departamento Ginecologia

‘l_w ‘ Mt g okl ~ “1‘)
ar LX) |FF

rochos " \
Fundagan Oswaldo Crue ',Nf',‘ ”,“l“ N'“ “‘N\\l, | FERNANDES BavERA

A Viee-ditetonn do Pesquisa do W Boene
Kitin Sydionio

C/e CEr-ee

Dos Gestores da Area de Atencio & Siide da Muther

Prezada Sta,

Informamos que estamos de acordo com o desenvolvimento do projeto de tese

de doutorado de Monique Resende Costa Machado tntilado:

“lnfluducin da suplementagio de vitnming D ua homeostase glicdmiea em

mulheres dinbétiens un pds-menopnusa®,
sob w o orientagio do DI, Lizanka Paola Figueitedo . Marinheiro,  deste

IF1/Fiocruz,

Rio, 03 de setembro de 2014,

/ o«
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/ R
\lA W / \““;\‘“‘“

'((,(\& b“\ W Q‘\ A \\“‘ \J
1‘5\\\0\%‘&\5‘ W 7 v2“\\&‘ \:\\‘:?‘\\\‘\’R
AR N
‘ Teo (e W

Raquel FonsedRodripues fabio Russomano

Gestores da Area de Atengiio & Siidy da Mulher
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3 — Carta Colaboragao Departamento Patologia

‘h r 1A Gl ety Sampiaedey I F F

e INSTITUTO NACIONAL | FERNANDES FIGUEIRA

Fundagho Ouawaldo Cruz LA 0N AR, A CRAVA € LA VCENTE

Rlo de Janeiro, 18 de novembro de 2014.
IMEMO/DPAC | 048-2014,
DO: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA

PARA: CEP

Declaro que o Departamento de Patologia Clinica estd de acordo com o desenvolvimento do projeto

de tese de doutorado de Monique Resende Costa Machado intitulado: INFLUENCIA DA SUPLEMENTAGAO DE

. VITAMINA “D” NA HOMEOSTASE GLICEMICA EM MULHERES DIABETICAS NA POS-MENOPAUSA, sob
orientagdo da Prof, Dre Lizanka Paola Figueiredo Marinheiro no Instituto Nacional de Saade da Mulher, da

Crianga ¢ do Adolescente — Fernandes Figucira (IFF),

Colocando-me a disposicdo para malores esclarecimentos,

Atenciosamente,

Dr/Jinio Alves Cordeiro
RBio-2 7104
Gestof dgDepl? de Patologia Clinica
Instituto Fernandes Figueira - FIOCRUZ
Mat. SIAPE 0463129

Av. Rui Barbosa, 716 ~ Flarmengo - Rio de Janeiro - R) - CEP: 22250-020
Tel.: (0xx21) 2554-1700 ~ Fax.: (0xx21) 2553-8094
http://www.iff.fiocruz.br
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4 — Carta Colaboragao Laboratdrio Alta Complexidade

Ministério da Saude '
IFF

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz L%?ﬂlﬂlgcm%g!ék | FERNANDES FIGUEIRA

Rio de Janeiro, 10 de novembro de 2014.

Ao CEP,
Assunto: Participag¢do em projeto de pesquisa.

Declaro a minha participacdo como integrante do Laboratério de Alta Complexidade no
projeto intitulado “INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA D NA
HOMEOSTASE GLICEMICA EM MULHERES DIABETICAS NA POS-
MENOPAUSA” sob responsabilidade da aluna de doutorado Monique Resende Costa
Machado e coordenado pela Dra. Lizanka Marinheiro do IFF/FIOCRUZ.

Atenciosamente,

Dr Zilton Vasconcelos

Pesquisador em Satde Publica

Depto de Pesquisa Clinica -IFF/FIOCRUZ
Laboratério de Alta Complexidade

Av. Rui Barbosa, 716 — Flamengo - Rio de Janeiro - RJ - CEP: 22250-020
Tel.: (0xx21) 2254-1700 — Fax.:(0xx21) 2553-8094
http://www.iff.fiocruz.br
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5 — Carta Colaboragao Associa¢ao dos Funcionarios

\U ‘\ Aavatara v Sade y
i /
l /
FIOCRUZ / y

Fundagao Qswaldo Crue 4 .
INSATALL NACIONAL | rennanors

JEA

Rio de Janeiro, 28 de maio de 2015,

Da: Professora Lizanka Marinhelto - chefe Servigo de Endocrinologin
Para: Sr. Roberto Lopes - Ditetor de Esportes ASFOC

Assunto: Cessao de espago para realizagio do pesquisa de Doutorado

Alunos Monique Resende Costa Machado o Claudio Molibou Bontos

Venho, por meio deste, oficializar nosso pedido do cossfio de espago para
realizagdo de pesquisa clinica, ds quartas-feiras, das 7h as 12h, no local onde ja se
encontra instalado o aparelho de bioimpedancia In Body 720, num perlodo de 2 (dois)
anos, a contar de 10 de junho de 2015,

Os projetos de pesquisa se encontram cadastrados no Comité de Etica e
Pesquisa do Instituto Fernandes Figueira.

Aproveito a oportunidade para agradecer, desde ja, a prontidio na cesséo do
espago e parceria, @ ndo somente a vossa pessoa, mas também ao Sr. Luiz Claudio,

. Pronta a esclarecimentos,

“‘\.\Ll\k\‘-:—-v-.\ A

~ )
{b.t'f'\u wk“{ a0 el Em™
Q

Prof® Lizanka Marinheiro

Chefe da Endocrinologia Instituto Fernandes Figueira

IFF - Fiocruz




6 — Norma Submissao Artigo 1.
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Instrucdes aos autores

A Revista Reproducao & Climatério publica artigos originais, artigos de atualizacéo, opinides, breves comunica-
¢oes, relatos de caso e cartas ao editor (ho maximo 500 palavras), na drea de medicina reprodutiva, climatério,
ginecologia enddcrina e sexualidade. Sao aceitos artigos em portugués, espanhol ou inglés.

Os originais devem ser encaminhados para a SBRH, aos cuida-
dos do editor, por correio eletronico, para: sbrh@sbrh.org.br.
Os originais devem ser escritos em folha A4, com espaco
duplo e margens de 3 cm, em paginas numeradas. A fon-
te a ser utilizada é a Times New Roman, tamanho 12. Os
originais devem ser preparados na seguinte sequéncia:

Pagina de Rosto

Titulo do trabalho em portugués e inglés (o titulo ndo de-
vera ser colocado em negrito ou caixa alta), titulo conciso
(de 2 a 4 palavras, para constar no alto da pagina), nome
completo dos autores (p. ex.: Patrick Steptoe), nome da(s)
instituicao(s) onde o trabalho foi desenvolvido, nome, en-
dereco e e-mail do autor para correspondéncia.

Resumo

Devera conter no maximo 200 palavras e ser estruturado,
contendo: Objetivos, Métodos, Resultados, Conclusdes e
Palavras-chaves. Evitar, no resumo, abreviacoes e referéncias
bibliograficas. Devera ser acrescentado um resumo conciso,
de 2 ou 3 linhas com as principais conclusées do trabalho,
para ser colocado no indice da revista. Para artigos de atu-
alizacado, comunicacdes breves, opinites e relatos de casos,
nao é necessario que o Resumo seja estruturado.

Abstract
Versao para o inglés do texto do Resumo, acompanhado
de keywords.

Texto do trabalho

Devera conter Introducao, Métodos, Resultados, Discus-
sao e Referéncias Bibliogréficas. As abreviacoes devem
ser restritas e sempre definidas na primeira apari¢do no
texto. Eventuais tabelas deverdo ser numeradas em al-
garismos arabicos, com titulo explicativo do conteudo.
Nao se colocam tracos verticais e limita-se os horizontais
a um acima da tabela e um ao final. As figuras, fotos ou
desenhos devem ser limitados ao estritamente neces-
sario, e serdo numerados em algarismos arabicos, com
legenda explicativa. Tabelas, fotos, figuras e desenhos
devem ser enviados em paginas separadas.

Nas referéncias bibliograficas, as citacées devem

obedecer as normas de Vancouver. Maiores es-

clarecimentos poderdo ser obtidos no site:

www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html.

Numere as referéncias por ordem de entrada no trabalho
e use estes nimeros para as citagbes no texto. Todos os
autores devem ser citados, exceto quando houver mais
de seis autores, quando se pode citar os seis primeiros se-
guidos pela expressao latina et al. Observe alguns exem-
plos de citacoes:

Artigos em periédicos

1. Nahas EAP, Pontes A, Nahas Neto J, Traiman P, Luca L,
Abbade J. Efeitos da atividade fisica e da tibolona sobre a
densidade mineral 6ssea em mulheres na pés-menopausa.
Reprod Clim. 2001;16:47-52.

2. Rose ME, Huerbin MB, Melick J, Marion DW, Palmer AM,
Schiding JK, et al. Regulation of interstitial excitatory ami-
no acid concentrations after cortical contusion injury. Brain
Res.2002;935:40-6.

Volume com suplemento:

3. Geraud G, Spierings EL, Keywood C. Tolerability and
safety of frovatriptan with shortandlong-term use for tre-
atment of migraine and in comparison with sumatriptan.
Headache. 2002;42Suppl 2:593-9.

Livros

4. Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In:
Laragh JH, Brenner BM, editors. Hypertension: pathophy-
siology, diagnosis and management. 2nd ed. New York: Ra-
venPress; 1995. p.465-78.

5. Norman 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for
elderly people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

Cartas e Editoriais
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Os manuscritos serdo avaliados pelo Conselho Editorial de
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Correspondence should be addressed to Firstname B. Lastname; lastname(@institution.edu
Abstract

The abstract should be a single, self-contained paragraph which summarises the manuscript.
Ideally it will provide a brief context for the study, before describing the scientific approach
and some key results in a qualitative manner. It should finish with a sentence to describe the
mmplications for the field. The abstract must not include references, figures or tables.

Introduction

The introduction should be succinct, with no subheadings. Limited figures may be included
only if they are truly introductory, and contain no new results.

Materials and Methods

The materials and methods section should contain sufficient detail so that all procedures can
be repeated. It may be divided into headed subsections if several methods are described.

Results and Discussion

Subheadings

The results and discussion may be presented separately, or in one combined section, and may
optionally be divided into headed subsections.

Advice on Equations

Equations should be provided in a text format, rather than as an image. Microsoft Word’s
equation tool 1s acceptable. Equations should be numbered consecutively, in round brackets,
on the right-hand side of the page. They should be referred to as Equation 1, etc. in the main
text.
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Advice on Figures

At the point of submission, authors may provide all figures embedded within the manuscript
at a convenient break near to where they are first referenced or, alternatively, they may be
provided as separate files. All figures should be cited in the paper in a consecutive order.
Where possible, figures should be displayed on a white background. When preparing figures,
consider that they can occupy either a single column (half page width) or two columns (full
page width), and should be sized accordingly. All figures must have an accompanying
caption which includes a title and. preferably. a brief description (see Figure 1).

Figure 1: Basic rocket ship design. The rocket ship is propelled with three thrusters and features a single
viewing window. The nose cone is detachable upon impact.

The caption can also be used to explain any acronyms used in the figure, as well as providing
information on scale bar sizes or other information that cannot be mcluded in the figure itself.
Plots that show error bars should include in the caption a description of how the error was
calculated and the sample size (see Figure 2).
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Figure 2: Plot of nanoparticle size with respect fo time, recorded over a 90 s period. The error bars represent the
standard deviation of measurements for 20 particles in five separate sample runs (n = 100).
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If a figure consists of multiple panels. they should be ordered logically and labelled with
lower case roman letters (i.e.. a. b. c. etc.). If it is necessary to mark individual features within
a panel (e.g., in Figure 3a), this may be done with lowercase Roman numerals, 1. ii. iii. iv. etc.
All labels should be explained in the caption. Panels should not be contained within boxes
unless strictly necessary.
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Figure 3: Representations of some common weather symbols. (a) The sun with (i) core, and (ii) rays.
(b) Thunder bolt. (c) Cloud. (d) Moon.

Upon acceptance. authors will be asked to provide the figures as separate electronic files. At
that stage, figures should be supplied in either vector art formats (Illustrator. EPS. WMF.
FreeHand. CorelDraw, PowerPoint, Excel, etc.) or bitmap formats (Photoshop, TIFF, GIF,
JPEG., etc.). Bitmap images should be of at least 300 dpi resolution, unless due to the limited
resolution of a scientific instrument. If a bitmap image has labels, the image and labels should
be embedded in separate layers.

Advice on Tables
Every table must have a descriptive title and, if numerical measurements are given, the units
should be included in the column heading. Vertical rules should not be used (see Table 1).

Tables should be cited consecutively in the text.

Table 1: Temperature and wildlife count in the three areas covered by the study.

Location T[°C] Turtles Sharks  Octopuses Starfish

Blue Lagoon 21.2 5 3 4 543

Regent’s Canal 52 8 0 24 312

Shark Bay 12.8 4 7 9 122
Conclusions

The Conclusions section should clearly explain the main findings and implications of the
work., highlighting ifs importance and relevance.

Data Availability

A data availability statement is compulsory for research articles and clinical trials. Here,
authors must describe how readers can access the data underlying the findings of the study.
giving links to online repositories and providing deposition codes where applicable. For more
information on how to compose a data availability statement, including template examples,
please visit: https://www.hindawi.com/research.data/#statement.
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Conflicts of Interest

This section is compulsory. A competing interest exists when professional judgment
concerning the validity of research is influenced by a secondary interest, such as financial
gain. We require that our authors reveal any possible conflict of interest in their submitted
manuscripts. If there is no conflict of interest, authors should state that “The author(s)
declare(s) that there is no conflict of interest regarding the publication of this paper.”

Some of the information you choose to provide here may constitute your “sensitive personal
data”. Please read our Privacv Policy for further information on how we handle your personal
data.

Funding Statement

Authors should state how the research and publication of their article was funded. by naming
financially supporting bodies followed by any associated grant numbers in square brackets.
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An Acknowledgements section is optional and may recognise those individuals who provided
help during the research and preparation of the manuscript.

Supplementary Materials

If Supplementary Materials are provided (e.g., audio files, video clips or datasets) they should
be described here. Note that authors are responsible for providing the final Supplementary
Materials files that will be published along with the article, which are not modified by our
production team. You should remember to reference the Supplementary Materials” contents
at appropriate points within the manuscript. We recommend citing specific items, rather than
referring to the Supplementary Materials in general, for example: “See Figures S1-S10 in the
Supplementary Material for comprehensive image analysis.”

References

References will be reformatted in house, there is no need to adhere to a specific style at the
point of submission. Authors are responsible for ensuring that the information in each
reference is complete and accurate. All citations in the text must be numbered consecutively
in square brackets, before any punctuation, for example, ““as discussed by Smith [1].” and “as
discussed elsewhere [2.3].” All uncited references will be automatically removed. The
references should not contain footnotes. For your information, our citation style is:

[x] Author initials and surname. “Title in sentence style.” Journal title, vol. (volume number), no. (issue
number). pp. (page numbers separated by an en-dash). Year.

For example:
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When journals use only article numbers, no page numbers are necessary. For example:
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