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Resumo:
A hipovitaminose D é um problema clinico muito
recorrente a escala mundial, e que ndo sé afecta a
populacdo idosa e criangas, como também a populacao
jovem, neste caso de forma inesperada e assintomatica.
Em diversos estudos cientificos, a presenca de niveis
baixos de vitamina D tém sido associados a um maior
risco de doencas cardiovasculares (DCV). O risco de
DCV esta também associado a dislipidémias, cuja
terapéutica com estatinas se julga poder ser um dos
causadores de hipovitaminose D. No entanto, esta
relacdo entre a terapéutica com estatinas e as alteracoes
nos niveis plasméaticos de vitamina D ainda é um
assunto controverso e que nao € apoiado por todos 0s
estudos clinicos. O presente trabalho teve como
objectivo a avaliacdo dos niveis séricos de vitamina D
em pacientes hipercolesterolémicos medicados com
estatinas e avaliar a possivel correlagdo com o tipo de
estatina envolvido na terapéutica. Também teve como
objectivo a realizacdo de uma analise ao perfil lipidico
plasmatico desses pacientes (colesterol total (CT), LDL,
HDL, triglicerideos e acidos gordos). Desta forma, foi
possivel verificar que a populacdo em estudo
apresentava hipovitaminose D e que as estatinas de
segunda geragdo apresentaram um menor impacto no
decréscimo dos niveis desta vitamina. Os niveis de
lipidos plasmaticos (CT, LDL, HDL e triglicerideos)
encontraram-se  dentro  dos  valores  normais.
Relativamente ao perfil de &cidos gordos verifica-se um
aumento da abundancia relativa do acido araquiddnico e
uma diminuicdo da abundancia relativa dos acidos
gordos dmega-3 nos doentes, cujo impacto no risco de
DCYV deve ser avaliado. Devido aos efeitos benéficos da
vitamina D, o presente trabalho alerta entdo para a
importancia do seu doseamento, de forma a diminuir o
risco de diversas patologias.
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Abstract:

Hypovitaminosis D is a very recurrent worldwide
clinical problem, and affects not only the elderly and
children, but also young people in an unexpected and
asymptomatic manner. Several studies showed that low
levels of vitamin D can be associated with an increased
risk of cardiovascular disease (CVD). The CVD risk is
also associated with dyslipidemias, which are usually t
treated with statin therapy. However statins have been
considered as one of the causes of hypovitaminosis D.
However, this relationship between statin therapy and
changes in plasma levels of vitamin D is still
controversial and it is not supported by all clinical
studies. The main goal of this work was to the
correlation between serum levels of vitamin D in
hypercholesterolemic patients and statins. This study
also aimed the achievement of an analysis to serum lipid
profile of patients (total cholesterol (TC), LDL, HDL,
triglycerides and fatty acids). This study found that the
trial population had hypovitaminosis D and the second-
generation statins had a lower impact on the decrease in
the levels of this vitamin. The levels of plasma lipids
(TC, LDL, HDL, and triglycerides) are in normal levels.
Regarding the fatty acid profile there is an increase in
relative abundance of arachidonic acid and decreased
the relative abundance of omega-3 fatty acids in
patients, whose impact on CVD risk should be
evaluated. Due to the beneficial effects of vitamin D,
this paper then highlights the need of routinely
evaluation of Vitamin D levels, in order to reduce the
risk of several diseases.
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1. Introducao







1. A hipovitaminose D

1.1 A predominancia de hipovitaminose D a escala mundial

Actualmente tem-se verificado que a insuficiéncia de vitamina D é um problema
bastante recorrente e que apresenta uma grande predominancia a escala mundial,
chegando a atingir 1 bilido de pessoas no mundo. (1) Esta alta prevaléncia global de
hipovitaminose D apresenta maior incidéncia na Australia, Africa, América do Sul, Asia
e Europa. (2,3) Na Europa, 0s niveis séricos de vitamina D encontram-se positivamente
relacionados com a latitude (ao contrario do que se esperava, pois a latitudes mais
baixas a ocorréncia de periodos de sol é mais alta), com a pigmentacdo da pele (a ac¢do
da radiacdo ultravioleta B (UVB) apresenta maior eficacia na pele clara) e com as
estacdes do ano. (4-6) Os niveis sericos mais elevados de vitamina D foram observados
em paises escandinavos (paises nérdicos), enquanto 0s niveis mais baixos foram
encontrados no sul da Europa. Isto pode ser devido a uma alta exposic¢do solar, a uma
pele clara e ao uso de multivitaminas nos paises do Norte, enquanto a procura de
sombras, devido a uma pele mais escura, € mais comum nos paises mediterranicos (sul
da Europa). O mesmo se verifica na populacdo afro-americana, onde a prevaléncia de
insuficiéncia de vitamina D também ¢ significativa, uma vez que possuem uma pele
altamente pigmentada o que faz com que a luz ultravioleta tenha uma ac¢do muito
menos eficaz. (7) Relativamente a Portugal, observa-se na populacdo em geral niveis
baixos de vitamina D, com maior incidéncia nos grupos de risco, nomeadamente idosos
e doentes institucionalizados. Contudo os estudos epidemioldgicos de prevaléncia da
hipovitaminose D na populacdo portuguesa sd0 muito escassos, ndo permitindo uma
avaliacdo rigorosa sobre este assunto. (8-10) Apesar dos grupos de risco tradicionais
para a insuficiéncia de vitamina D serem as mulheres gravidas, criancas, idosos e
imigrantes ndo-ocidentais, a hipovitaminose D ja atinge de forma global a populacédo
jovem, manifestando-se de uma forma assintomatica, pelo que se torna relevante avaliar

a prevaléncia real e as possiveis causas desta caréncia de vitamina D. (5)



1.2 Fisiologia e metabolismo da vitamina D

A vitamina D é uma molécula secosteroide (esteroide em que ocorre a abertura de um
anel com adicdo de dois atomos de hidrogénio em cada grupo terminal),
tradicionalmente associada ao metabolismo do célcio e fosforo. (11) E uma vitamina
lipossolivel, com funcBes extremamente importantes para o bem-estar do nosso
organismo, ndo s6 a nivel 6sseo como ao nivel de outros tecidos bioldgicos. (12)
Existem cinco formas moleculares de vitamina D (D; a Ds), no entanto as mais
conhecidas sdo a vitamina D, e vitamina D3, que s&o as duas formas mais encontradas
na alimentagdo (Tabela 1). (3) A vitamina D, também conhecida por ergocalciferol, é
sintetizada principalmente nas plantas e invertebrados, e tipicamente consumida na dieta
humana ou através de suplementos vitaminicos. (11) A vitamina D3 (colecalciferol)
pode ser fornecida por fontes nutricionais, especialmente peixes gordos ou formada na
pele apds exposicao solar ou luz UVB: 80% a 90% da composicdo de vitamina D no

organismo humano deve-se a esta sintese cutanea de vitamina Ds. (11,13)

Tabela 1 As diversas formas moleculares da vitamina D e respectivas estruturas

quimicas.
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A vitamina D é uma vitamina bastante particular, que tanto pode ser obtida pela dieta ou
suplementos vitaminicos (via exdgena), como por sintese fotoquimica ocorrida na pele
pela exposicdo a UVB (via enddgena). A semelhanca das outras vitaminas lipossoliveis
(vitamina A, E e K), a vitamina D, proveniente da dieta, é absorvida com a gordura
alimentar no intestino delgado e, em seguida, incorporada em quilomicrons, que
posteriormente, sdo absorvidos no sistema linfatico e entram na circulagdo venosa. (14)
Ja a sintese da vitamina D3 enddgena (descrita na Figura 1) comega com a incidéncia da
radiacdo UVB sobre a pele, mais precisamente na camada de Malpighi da epiderme,
onde a 7-dehidrocolesterol (7-DHC) é fotolizada e consequentemente, convertida em
pré-vitamina D3 (pré-D3), que posteriormente, devido a temperatura corporal, é
rapidamente convertida em vitamina Ds. (3) Esta vitamina D3 enddgena, assim como a
obtida por via exdgena, sdo biologicamente inertes, e para se tornarem na sua forma
activa e funcional, requerem dois processos de hidroxilacdo. Para tal, a vitamina Ds;
enddgena e exodgena sdo transportadas na corrente sanguinea pelas proteinas de ligacao
da vitamina D (DBP) até ao figado, onde sofrem o primeiro processo de hidroxilacao,
pela enzima 25-hidroxilase, convertendo-se desta forma, em 25-hidroxivitamina Ds;
(25(0OH)D3). (11,14) De seguida, a 25(0OH)D3 (calcidiol), migra até ao sistema renal
pela corrente sanguinea, ligada novamente a DBP, de forma a dar origem a forma
biologicamente activa. Este complexo 25(OH)D3-DBP entra nos rins através da filtracao
glomerular, onde de seguida a 25(OH)D3 é absorvida nas células tubulares proximais
por endocitose, através da megalina e cubilina (complexo de proteinas que facilitam a
endocitose). (15) Apds a sua absor¢do, o calcidiol é entdo metabolizado pela lo-
hidroxilase (1a-OHase) convertendo-se na forma activa, 1o,25(0OH),D3 (calcitriol), onde
por fim sob esta forma ird interagir com os receptores de vitamina D (RVD) expressos
por diversos tecidos bioldgicos, nomeadamente, no intestino delgado e nos osteoblastos,
para regular o metabolismo do célcio e fdésforo. (13) O processo de formacdo de
calcitriol nos rins é fortemente regulado por diversos elementos, entre os quais se
destacam, a hormona da paratiroide (PTH), o calcio, o fosfato, a calcitonina e o factor
de crescimento de fibroblastos, que controlam a actividade da 1a-OHase. (16)

O passo limitativo no metabolismo da vitamina D € o processo de catabolizacdo da
25(0OH)D; e da 1a,25(0OH),D; em 24,25(0OH),D e 1,24,25(0OH),D respectivamente,
realizado pela enzima 24-hidroxilase, isoenzima do citocromo P450. Para além disso,

caso haja uma exposicdo excessiva a luz solar, também dificilmente se chega a um caso



de intoxicacdo por pré-D; ou vitamina D3, pois esse excesso é destruido pela luz solar,
como esquematizado na Figura 1. (3)
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Figura 1 Esquema ilustrativo do processo de sintese e ativacdo da vitamina D no

organismo humano. (3)

1.3 Funcdes da vitamina D

As principais funcdes pelas quais a vitamina D é conhecida sdo: o processo de
estimulacdo da absorcao de célcio e de fosfato no intestino, 0 aumento da reabsorcao de
calcio nas células tubulares renais, a supressdo da producdo de PTH e o aumento da
densidade mineral 0ssea. (11) Para exercer entdo esta accdo no metabolismo do calcio, a
10,25(0OH),D3 (1,25(0OH),D na Figura 2) circula até aos intestinos, onde através da
interaccdo com o complexo receptor da vitamina D - receptor do acido retindico (RVD-
RXR), provoca um aumento da expressao do canal de calcio epitelial e de uma proteina
de ligacdo ao célcio (CaBP), a calbindina 9K, que leva a um consequente aumento da
absorcao de calcio (Figura 2). (13) Quando a ingestdo de célcio na dieta ¢ insuficiente, a
concentracdo plasmatica de calcio consegue-se manter dentro dos niveis normais,
devido ao papel da vitamina D, que permite a mobilizacdo de célcio do 0sso para a

circulacdo sanguinea. Nestes casos, a vitamina D migra para o sistema esquelético, onde



se encontram RDV nos osteoblastos, que reconhecem a sua chegada, causando um
aumento na expressdo do receptor activador do factor nuclear kappa B (RANK), que se
encontra envolvido no processo de osteoclastogénese. Este receptor RANK, nos pré-
osteoclastos, interage com o seu substrato, ligante do receptor do factor nuclear kappa B
(RANKL), induzindo desta forma a conversdo dos pré-osteoclastos em osteoclastos
maduros. Por fim, os osteoclastos maduros removem o célcio (Ca*") e o fésforo
(HPO,?) ao nivel 6sseo, mantendo desta forma, os niveis adequados destes minerais na
corrente sanguinea, promovendo assim a mineralizagdo do esqueleto (Figura 2). (3,13)
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Figura 2 Accdo da vitamina D na regulacdo dos niveis de calcio e de fosforo, no

metabolismo dsseo. (3)

Porém, ha cerca de trés décadas, que os estudos sobre a vitamina D vieram ampliar a
gama de funcdes desta vitamina, atribuindo-lhe o estatuto de hormona, devido a sua
multifuncionalidade em diversos tecidos biologicos. (17) Esta vitamina lipossoluvel,
passou entdo a ser conhecida ndo sO pela sua accdo reguladora ao nivel do sistema
6sseo, como também ao nivel doutros tecidos, nomeadamente cérebro, prostata, mama,
célon, monadcitos, adipécitos, ovarios. (3) Nos anos 70, foi demonstrado gque a vitamina
D actua através da ligacdo a receptores nucleares e membranares RVD, que desde entdo
tém sido identificados em diversos tipos celulares, o que levantou desde logo a hipotese

desta vitamina regular diversas fungdes biologicas. (17) Para além disso, também foi



descoberto que a sintese de 1a,25(OH),D3 ndo ocorre apenas no tecido renal, como
também noutros tecidos biologicos que expressam 1o-OHase. (1) Assim, na presenca da
forma activa da vitamina D ligada aos RVD, a fungéo destes tecidos pode ser regulada
por esta vitamina. Quando ocorre a ligacdo de 1a,25(OH),D3; ao RVD, este complexo
migra para 0 nucleo das células, para se ligar a sequéncias especificas do DNA,
reprimindo ou activando um determinado nimero de genes, que codificam a resposta
para determinadas fungdes bioldgicas (estima-se que o mecanismo de regulacdo, pelo
complexo calcitriol-RVD, possa abranger 3-4% do genoma). (18) Como tal, julga-se
que a vitamina D € responsavel por controlar, directa e indirectamente, mais de 200
genes, incluindo genes responsaveis pela regulacdo da proliferacdo celular,
diferenciacdo, apoptose e angiogénese de diversas células, o que faz desta vitamina um
grande alvo de estudo em diversos tipos de cancro. (14,19) A inducdo da expressdo de
genes supressores tumorais (como por exemplo o gene CDH1 que codifica a proteina de
adesdo E-caderina), assim como a repressdo de oncogenes (como por exemplo o
oncogene C-Myc, regulador chave da proliferacdo e diferenciacdo celular, cuja
expressdo se encontra alterada na maioria dos cancros) tém sido uma das fungdes anti-
carcinogénicas bem descritas da vitamina D. (20,21)

Outros estudos clinicos descrevem também uma relagdo inversa entre 0s niveis
circulantes de vitamina D e a pressdo sanguinea, constatando uma possivel ac¢do da
vitamina D sobre o sistema renina-angiotensina (SRA), uma vez que a suplementacéo
em colecalciferol tem reduzido a pressdo sanguinea sistolica em pacientes hipertensos.
(22) Corroborando esta relacdo entre a vitamina D e a pressdo sanguinea, um estudo
laboratorial demonstrou que animais com deficiéncia de 1a,25(OH),D3; apresentaram
uma inibicdo na expressdo de renina ap6s tratamento com suplementos de vitamina D.
A comprovar este facto, outro estudo feito em culturas celulares provou que a
10,25(0OH),D3 reprime o gene da renina a nivel transcripcional, hum mecanismo
dependente de RVD, o que comprova a ac¢do da vitamina D ao nivel do SRA. (23,24)
Para além da sua ac¢do reguladora na pressao arterial, a vitamina D também controla o
sistema imunitario, o que também tém despertado um grande interesse por parte dos
investigadores. Ao nivel do sistema auto-imune, o calcitriol tem mostrado uma ac¢do na
inibicdo das células T helper do tipo 1 (Thl), promovendo desta forma uma melhoria
em diversas doencas auto-imunes, mediadas pela intensa proliferacdo dos linfocitos T,
como € o caso da Diabetes Mellitus tipo 1. (25) A juntar-se a este importante papel ao

nivel do sistema imune, a vitamina D também apresenta uma ac¢do muito importante na



promocdo do bom funcionamento dos musculos esqueléticos. Verificou-se num ensaio
clinico que o desempenho e a forca muscular foram significativamente melhorados,
quando houve um aumento de 25(OH)D3 (de 4 a 16 ng/mL) e que continuou a melhorar
a medida que os niveis iam aumentando (40 ng/mL). (26) No sistema neuromuscular, o
calcitriol participa na sintese de proteinas musculares, assim como na cinética da
contracgdo, reduzindo a fase de relaxamento muscular, promovendo assim uma
melhoria na for¢a e na velocidade de contracgdo do musculo. (27)

Por todas estas funcbes bioldgicas da vitamina D torna-se entdo importante a

monitorizacdo da sua concentracao ao nivel plasmatico/sérico.

1.4 Niveis séricos da vitamina D

Para determinar o nivel sérico de vitamina D recorre-se geralmente a quantificacdo da
forma de armazenamento (25(OH)D3) e ndo da forma activa (1o,25(0OH),Ds3), isto
porque: a 25(0OH)D3 é sintetizada apenas num local (figado), ja a 1a,25(0OH).Ds €
sintetizada nos rins e noutros tecidos extra-renais; o tempo de meia-vida de 25(OH)D3 é
aproximadamente 3 semanas (25 dias), enquanto que o metabolito activo apresenta um
tempo de meia-vida de apenas 7-8 horas; a concentracdo plasmatica de 25(OH)D; é
1000x mais alta do que a de 1a,25(0OH),D3, 0 que torna o doseamento mais facil.
(4,13,28) Os niveis séricos de vitamina D considerados ideais, ainda sdo extremamente
controversos. Um intervalo de referéncia para esta vitamina multifuncional, continua a
ser um assunto em debate, onde varios autores apresentam divergéncias no valor que
consideram corresponder as melhores condi¢cbes para o bom funcionamento do
organismo humano. (5,29) Grande parte dos investigadores concorda que o nivel sérico
optimo de 25(OH)D3 deve ser superior a 20 ng/mL, conforme indica o recente estudo
(2011) de um comité de um instituto de Medicina (I0M), e do Comité Permanente dos
Médicos da Europa. (3,30) A deficiéncia de vitamina D ocorre quando 0s niveis séricos
de 25(OH)D; sdo inferiores a 10 ng/mL, onde o quadro clinico caracteristico inclui
fraqueza muscular, dor e fracturas 0sseas, e em criancas inchaco das articulacdes e
prevaléncia de deformacbes. Em criancas que desde logo apresentam raquitismo e
osteomalacia, os niveis de vitamina D sdo inferiores a 6 ng/mL, ou mesmo abaixo do
limite de deteccdo. (31)

E importante realcar que ao longo dos Gltimos anos, os valores dptimos de vitamina D

previamente estabelecidos tinham por base a prevengdo da osteomaldcia e do



raquitismo. Contudo, ap6s a descoberta das novas potencialidades da vitamina D na
salde, suspeita-se que seja necessario quantidades mais elevadas para prevenir outros
tipos de disturbios. Muitos especialistas sugerem entdo que os valores desejaveis de
25(0OH)D3 para manter uma bora regulacdo fisiologica devem ser superiores a 30
ng/mL. (32)

1.4.1 Definicdo de Hipovitaminose D

O presente estudo diferenciou o estado de hipovitaminose D em trés tipos, tendo por
base a concentracdo sérica de 25(OH)Ds: deficiéncia de vitamina D, para casos em que
a [25(OH)Ds] é < 10 ng/mL; insuficiéncia de vitamina D quando a [25(OH)Ds] se
encontra entre 10-29 ng/mL; valores normais de vitamina D quando 25(0OH)D3; > 30
ng/mL, de acordo com o proposto no kit de doseamento de vitamina D utilizado na
parte pratica do presente trabalho (kit Vitamin D Total (Vit. D), destinado ao
equipamento ADVIA Centaur® XP da Siemens).

1.4.2 Fatores gue influenciam os niveis séricos de vitamina D

Os niveis séricos de vitamina D, que se mantém no organismo sdo fortemente
influenciados por diversos fatores. Uma vez que sd@o poucos os alimentos ricos em
vitamina D, uma dieta pobre em alimentos que fornecam esta vitamina (atum, salmao,
cogumelos entre outros) condicionara os seus niveis séricos. Para além disso, existem
também determinadas patologias que condicionam uma boa absorcdo deste elemento
por parte da dieta, como sdo o caso das doencas gastrointestinais. No entanto, ndo é a
fraccdo de vitamina D exdgena, que mais condiciona os niveis séricos desta vitamina
lipossoluvel e sim os diversos componentes que podem condicionar a sintese enddgena
de vitamina D na pele. A obtencdo de vitamina D pela sintese enddgena é fortemente
influenciada pela baixa exposicdo a radiacdo solar, pelo avancar da idade (o
envelhecimento da pele provoca um menor rendimento das suas funcionalidades), assim
como pelo uso de determinadas roupas e protectores solares, que impedem a pele de
receber radiacdo UVB. (5,13) Outro factor que influencia a sintese desta proteina é a
concentracdo inicial de 7-dehidrocolesterol, que por vezes se encontra diminuida pela

accdo de determinados farmacos hipocolesterolémicos, por exemplo as estatinas. (33)
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No entanto, os fatores mais importantes na interferéncia dos niveis séricos de vitamina

D séo: a exposigéo solar, a pigmentacdo da pele e a sazonalidade. (32)

1.5 Consegquéncias da hipovitaminose D ao nivel esquelético e ndo esquelético

A hipovitaminose D pode causar diversos distdrbios, tanto ao nivel esquelético como ao
nivel extra-esquelético, uma vez que se trata de uma vitamina multifuncional
responsavel por regular diversas funcfes em diversos 6rgdos e tecidos. (17) A existéncia
de um défice acentuado de vitamina D logo no inicio de vida, pode dar origem a
raquitismo e osteomalacia, em que um novo o0sso (osteoide) ndo é mineralizado e sofre
diversas deformac6es. Por outro lado, uma deficiéncia menos severa desta vitamina
pode provocar uma maior secre¢cdo de PTH, devido ao baixo nivel sérico de
10,25(0OH),D3, e baixos niveis séricos de calcio, o que resulta num elevado
metabolismo dsseo e um aumento da reabsorcdo 0ssea. Esta alteracdo vai promover a
perda 0ssea, 0 que pode contribuir para a patogénese da osteoporose e uma maior
probabilidade de fracturas, especialmente na anca. (6) Um outro 6rgdo que sofre
alteracdes com o decréscimo dos niveis de vitamina D sdo as glandulas paratiroideias,
que expressam a enzima la-OHase e onde a consequente producdo local de
10,25(0OH),D3 inibe a expressdo e a sintese de PTH (Figura 3). Nos casos de
hipovitaminose D esta accdo encontra-se comprometida, dando origem a niveis
elevados de PTH, que levam a altera¢6es no metabolismo do célcio e fosforo. (34)

No entanto, o papel da vitamina D ndo se prende apenas ao nivel esquelético, como
também em tecidos extra-esqueléticos, diminuindo o risco de muitas doencas crénicas
como o cancro, doencas auto-imunes, doengas infecciosas e doencas cardiovasculares.
(3) O papel desta vitamina nas diversas patologias tem sido um ponto de grande
interesse nas investigacbes actuais. Ao nivel do sistema imunoldgico, o calcitriol
apresenta-se como um potente imunomodelador. (35) Na presenca de um agente
infeccioso, como uma bactéria ou um lipopolissacarideo, os receptores Toll Like
Receptors 2/1 (TLR2/1) dos mondcitos e macrdfagos sdo activados e a expressao de
RVD e de la-hidroxilase também é aumenta nessas células do sistema imune (Figura
3). O consequente aumento da produgdo de 1a,25(0OH),D3, faz com que este metabolito
viaje para o nicleo, onde aumentara a expressdo de catelicidina, um peptideo capaz de

destruir bactérias (como por exemplo a bactéria Mycobacterium tuberculosis), assim
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como outros agentes infecciosos. (36) Também é possivel, que 0 1a,25(0OH),D3
produzido nos mondcitos e macr6fagos seja libertado para actuar em linfocitos T
activos, que regulam a sintese de citocinas, e em linfocitos B activos, que regulam a
sintese de imunoglobulinas, contribuindo desta forma para um melhor controlo
imunoloégico (Figura 3). (3) Nos casos em que os niveis de vitamina D se encontram
diminuidos (< 20 ng/mL), os mondcitos e macrofagos sdo impedidos de iniciar esta
resposta imunoldgica, comprometendo desta forma o sistema de defesa de um
individuo. Esta descoberta serviu de justificagdo para o facto de americanos negros, que
muitas vezes apresentam um défice de vitamina D, serem mais propensos a contrair a
tuberculose do que os de raga branca. (36)

Relativamente a correlagdo com o cancro verifica-se, em diversos estudos, que os niveis
de vitamina D e a latitude s&o dois fatores fortemente relacionados com o maior risco de
incidéncia de determinados cancros. (37) Observa-se que pessoas que vivem a latitudes
mais altas apresentam um maior risco para certo tipo de cancros (cancro do colon,
pancreas, prostata, ovario e mama) do que pessoas que vivem a latitudes mais baixas.
Para além disso, estudos epidemioldgicos prospectivos e retrospectivos indicam que
niveis séricos de 25(OH)D3 inferiores a 20 ng/mL encontram-se associados a um maior
risco de incidéncia destes tipos de cancro. Uma vez existente esta relagdo entre os
baixos niveis de vitamina D e o desenvolvimento de cancro, acredita-se que quando 0s
niveis de vitamina D sdo normais, a producédo de 1a,25(0OH),D3 nos diversos tecidos
extra-renais € responsavel por regular varios genes que controlam a proliferacéo,
angiogénese, diferenciacdo e apoptose, diminuindo a probabilidade de ocorréncia de
cancro (Figura 3). (38)
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Figura 3 As diversas ac¢des da vitamina D apds a conversdo de 25(OH)D; em

10,25(0OH),D3 nos diversos tecidos e 6rgédos nao esqueléticos. (3)

A juntar-se a todas estas funcdes fisioldgicas, tanto ao nivel do sistema 6sseo, como ao
nivel do sistema imunoldgico, a vitamina D apresenta também uma importante ac¢do no
sistema cardiovascular, que tem sido um grande alvo de estudo nas ultimas
investigacOes, uma vez que que as doencas cardiovasculares (DCV) sdo das patologias

mais prevalentes ao nivel mundial.

1.5.1 Relacdo entre as doencas cardiovasculares e a hipovitaminose D

Actualmente, varios autores demonstraram que 25(OH)D3; pode ser um novo marcador
de doencas cardiovasculares. (39-41) Estudos recentes revelaram que individuos com
um nivel de vitamina D igual ou superior a 30 ng/mL tinham aproximadamente metade
do risco de enfarte do miocardio, independentemente dos outros fatores de risco

cardiovasculares. (42,43) Corroborando este facto, um grupo de investigacdo que
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estudou uma populacdo de individuos sem DCV prévia, verificou que niveis baixos de
25(0OH)Ds se relacionava com eventos cardiovasculares, principalmente nos individuos
que sofriam de hipertenséo. (44) A relacdo entre 0s niveis de vitamina D e a ocorréncia
de DCV pode ser devido a varios mecanismos possiveis, incluindo a regulacdo da
producédo de PTH, a regulacdo directa ou indirecta de 1a,25(OH),D3 sobre mais de 200
genes, incluindo aqueles que estdo envolvidos na producdo de renina no rim, na
producéo de insulina no pancreas, na libertacdo de citoquinas a partir de linfocitos, e no
crescimento e proliferacdo de células musculares lisas vasculares, tais como o0s
cardiomidcitos (Figura 4). (45,46) Numa situacdo de niveis séricos de vitamina D
baixos, a actividade da renina e a producgéo de angiotensina Il no plasma encontram-se
marcadamente aumentadas, dando origem a hipertensdo, e consequentemente a uma
hipertrofia cardiaca. (34) Um estudo recente afirma que ratos alimentados com uma
dieta rica em sal (capaz de induzir hipertensdo e hipertrofia cardiaca no ventriculo
esquerdo, acelerando o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca), ao serem tratados
com vitamina D, apresentaram uma reducdo no peso do coracdo, na hipertrofia do
cardiomiocito, e no didmetro ventricular esquerdo. Este estudo prova que a
1a,25(0OH),D3 atenua o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em ratos hipertensos.
Para além disso os autores deste estudo sugeriram que a auséncia de activacdo gendémica
e transducdo de sinal mediada pela vitamina D resulta numa hiperestimulacdo dos
cardiomiocitos, dando origem a um aumento na contractilidade cardiaca (Figura 4).
Deste modo, estes autores afirmam que em casos de hipovitaminose D, 0 1a,25(0OH),D3
ndo se vai ligar aos receptores RVD expressos nos cardiomiocitos, ndo exercendo o seu
efeito de proteccdo contra o alargamento do coracdo. (47) Um estudo recente também
corroborou a ideia de que 1a,25(0OH),D3; impede a hiperestimulacdo do coracdo pela
diminuicdo da hipertrofia dos cardiomidcitos, através de um mecanismo dependente da
proteina cinase C. Estes autores descrevem que a forma activa da vitamina D promove a
fosforilagdo da proteina cinase C, mediada pelo ciclo de Ca*" e por proteinas do
miofilamento (fosfolamban e troponina 1), resultando numa diminuicdo no pico de
encurtamento e aceleracdo da contraccdo e relaxamento dos cardiomidcitos. (48)
Actualmente, existe uma grande controvérsia sobre este assunto, desconhecendo-se
ainda ao certo qual ou quais o0s verdadeiros mecanismos responsaveis pelo aumento do
risco de DCV na presenca de niveis séricos de vitamina D baixos. A juntar-se a esta
indefinicdo dos mecanismos envolvidos no aumento do risco destas patologias em casos

de hipovitaminose D, alguns autores também afirmam existir uma imprecisao na relagcdo
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entre 25(0OH)D e as DCV, sugerindo que o parametro mais apropriado para avaliar a
relagdo entre a vitamina D e as doencas cardiovasculares seja 1a,25(0OH),D3, uma vez
que é esta forma activa que vai ter uma acgdo directa com os RVD do sistema
cardiovascular. No entanto, a forma de doseamento actual da vitamina D é feita com
base nos niveis séricos de 25(0OH)Ds. (49)

Devido a abrangéncia notéria dos beneficios apresentados pela vitamina D
relativamente a complicacBes cardiovasculares, hoje em dia ja se sente um aumento
significativo no uso de suplementos de vitamina D, ainda que pouco extenso. (50) No
entanto, apesar de grandes pesquisas em murganhos com auséncia de expressao de RvVD
(VDRKO- vitamin D receptor knockout) e em Vvérias experiéncias in vitro, pouco se
sabe sobre o papel da vitamina D em modelos animais que apresentem uma boa
analogia com a insuficiéncia cardiaca humana. (51,52) Apesar de diversos estudos
terem chegado a mesma concluséo relativamente a accdo benéfica da vitamina D no
risco de DCV, existem outras pesquisas que contradizem esta ideia. (53) Como tal, sdo
necessarios mais estudos para suportar a ideia de que a reposi¢do de vitamina D é um

pardmetro importante no controlo do risco de DCV.

Hipovitaminose D

|

. d }
Resisténciaa insulina Desregulacdo
+ genética
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Figura 4 Possiveis mecanismos que levam ao aumento do risco de doencas

cardiovasculares (CV) em casos de hipovitaminose D. (54)
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Grande parte da populacdo portuguesa apresenta dislipidémias, que levam ao aumento
do risco de DCV. Para combater os elevados niveis séricos de colesterol e a grande
incidéncia de mortes devido as DCV, a populacdo com hipercolesterolémia tem sido
medicada com estatinas, um farmaco hipocolesterolémico, que baixa 0s niveis séricos
de colesterol. Porém, suspeitou-se que um dos efeitos pleiotrdpicos de alguns destes
farmacos incidia no metabolis mo da vitamina D, provocando um decréscimo dos niveis
deste metabolito. No entanto, ainda é pouca a avalia¢do pratica desta associacao entre as
estatinas e 0 metabolismo da vitamina D, uma vez que o doseamento da vitamina D néo

é realizado na maioria dos doentes a seguirem esta terapéutica.

2. Estatinas e a hipovitaminose D

2.1 Classificacdo e accao farmacoldgica das estatinas

As estatinas, também conhecidas por inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
(HMG-CoA) redutase, sé@o agentes hipolipemiantes, comumente utilizados para reduzir
0s niveis de colesterol total (CT), principalmente atraves da diminui¢do dos niveis da
lipoproteina de baixa densidade (LDL). (55) Estes agentes farmacoldgicos tém vindo a
tornar-se uma das classes terapéuticas mais utilizadas na pratica clinica. (56) Através
das diversas investigacOes sobre as ac¢Oes terapéuticas deste farmaco, considera-se que
ndo s6 sdo medicamentos seguros e bem tolerados pelos pacientes, como tambem
diminuem significativamente a morbilidade e mortalidade cardiovascular. (40,57,58) De
forma a entender 0 mecanismo de accdo destes farmacos é necessario compreender, de
uma forma geral, o metabolismo do colesterol no organismo humano, uma vez que € na
sua sintese que este farmaco vai actuar. A concentracdo do colesterol plasmatico é
regulada por uma via enddgena, em que o colesterol € sintetizado pelo figado e por
tecidos extra-hepéaticos, como também por uma via exdgena em que o colesterol
proveniente da dieta e de fontes biliares € absorvido no intestino. Todas as células que
sintetizam colesterol expressam a glicoproteina HMG-CoA redutase no seu reticulo
endoplasmatico. O mecanismo de ac¢do das estatinas incide essencialmente sobre esta
via enddgena, através da inibicdo da HMG-CoA redutase, uma enzima chave na sintese
de mevalonato, que compde a via biossintética do colesterol, resultando desta forma,

numa diminuicdo final deste metabolito (Figura 5). (59,60) Todas as estatinas sdo
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constituidas por uma parte do tipo 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG), que inibe a enzima
HMG-CoA redutase ao ocupar o sitio de ligagdo do substrato (HMG-CoA) desta
enzima. Para compensar a consequente reducdo dos niveis de colesterol, ocorre um
aumento da expressdo de receptores de LDL na membrana dos hepatdcitos, resultando
num aumento da remoc¢do de LDL da corrente sanguinea, como ilustrado na Figura 5.
(61)

ESTATINA

Hepatdcito Sangue

Figura 5 Esquema que traduz a ac¢do das estatinas na reducédo do colesterol, através da

inibicdo da HMG-CoA redutase. (Adaptado de: medicinapreventiva.com.ve)

As estatinas podem ser divididas em duas geracdes: as estatinas de primeira geracéo,
conhecidas por serem farmacos derivados de metabolitos fungicos com estruturas
quimicas semelhantes, e as estatinas de segunda geragéo, que sdo compostos sintéticos e
diferentes estruturalmente. As estatinas de primeira geracdo sdo a sinvastatina, a
pravastatina e a lovastatina, enquanto as estatinas de segunda geracdo sdo a
atorvastatina a rosuvastatina, a fluvastatina, a cerivastatina e pitavastatina. (62)
Actualmente, das nove estatinas conhecidas, seis delas sdo as mais utilizadas na pratica
clinica: lovastatina, sinvastatina, pravastatina, fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina;
e duas delas, a mevastatina e a cerivastatina, j& ndo se utilizam devido a sua
hepatoxicidade (Tabela 2). Estes diferentes tipos de estatinas diferem entre si em
diversos aspectos: na absorcdo, na biodisponibilidade, no tempo de meia-vida, na
ligacdo as proteinas plasmaticas, na sua excre¢do, na solubilidade e na sua poténcia; no
entanto, sdo todas equivalentes na reducdo dos niveis séricos do colesterol. (55,61)
Deste modo, as diferencas que apresentam na absorcdo e no metabolismo podem

justificar as diferencas que apresentam nos seus efeitos pleiotropicos.
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Tabela 2 Resumo dos tipos de estatinas, com a sua formula molecular e a sua respectiva
selectividade tecidular.

Farmaco Formula Molecular Selectividade tecidular
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Compactina (Mevastatina) 1 32 Lipofilica
O G
Yy {
oy
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mj"‘rn Lipofilica
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L
> o
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2" : idrofili
Pravastatina o Hi ilica
,\rl\?i- oW 0
no”
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O-..rf L.f ™
\_) -l
Pitavastatina o Lipofilica
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Rosuvastatina i ,‘j:/\,w\‘j_ Hidrofilica
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A atorvastatina possui uma grande biodisponibilidade e tempo de meia-vida, sendo
fortemente eficaz no controlo dos niveis de LDL (Tabela 3), no entanto, a sinvastatina, a
pravastatina e a rosuvastatina aumentam os niveis da lipoproteina da alta densidade

(HDL) mais do que a atorvastatina, o que apresenta ser um beneficio para casos de alto
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risco de DCV, e como tal sdo farmacos também comumente utilizados. (63)
Relativamente a eficacia na prevencdo cardiovascular, a sinvastatina e a pravastatina
apresentam um perfil beneficio/risco semelhante, enquanto a fluvastatina ndo apresenta
0 mesmo efeito preventivo, assim como uma maior incidéncia de efeitos adversos renais
e musculares. As estatinas consideradas de elevada poténcia sé@o a rosuvastatina e a
atorvastatina e as de baixa poténcia sdo a pravastatina, sinvastatina, fluvastatina e
lovastatina. (64) A seleccdo de qual estatina utilizar deve ser feita tendo em conta:
critérios de eficacia, seguranca e custo. A estatina considerada como tratamento de
eleicdo para a maioria dos doentes, pela sua relacdo custo-eficacia, € a sinvastatina. (65)
A pitavastatina € um farmaco ainda muito recente e como tal ndo existem grandes

estudos que indiquem a sua ac¢do na reducao dos niveis plasmaticos de LDL.

Tabela 3 Estatinas disponiveis na pratica clinica, com respectivas doses recomendadas

e a reducédo (%) de LDL estimada para cada terapéutica. (66)

Farmaco Doses recomendadas | Reducdo de LDL-C
Lovastatina 10-80 mq 21-41%
Sinvastatina 20-80 mq 27-42%
Pravastatina 20-40 mq 20-33%
Fluvastatina 20-80 mq 15-37%
Atorvastatina 10-80 mg 37-55%
Rosuvastatina 10-40 mq 43-55%

Actualmente, a terapéutica com estatinas € a principal recomendacéo para a reducdo do
colesterol, no entanto, ainda existe um risco residual significativo de eventos
cardiovasculares nestes pacientes, sendo ainda necessario avaliar outros parametros que

possam contribuir para este facto. (63)

2.2 Influéncia das estatinas no metabolismo da vitamina D

O sucesso terapéutico desta classe de farmacos ndo é apenas atribuido por reduzir o
colesterol de uma forma isolada, mas também por todos os efeitos pleiotropicos que
contribuem para 0s seus resultados positivos. (67) Entendem-se como efeitos
pleiotropicos, accdes resultantes da alteracdo da via do mevalonato (via metabdlica do

colesterol), assim como as que sdo dependentes da diminuicdo da biodisponibilidade do
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colesterol. (68) Um destes efeitos pleiotropicos, que tem mostrado relevancia em
diversos estudos sobre a accdo das estatinas no organismo humano, foi a alteracdo
verificada nos niveis de vitamina D. (67) Constatou-se que esta classe de farmacos
poderia interferir nos niveis de vitamina D, uma vez que o percursor enddgeno desta
vitamina é um derivado de colesterol e que podera estar em niveis diminuidos na
terapéutica com estatinas. Sabe-se que as estatinas inibem a HMG-CoA redutase,
diminuindo deste modo, a sintese dos varios intermediarios da via metabdlica do
colesterol, dos quais o 7 - dehidrocolesterol (7-DHC), que se encontra em niveis
reduzido nos tecidos de pessoas sujeitas a tratamentos com este farmaco. (59) Como
visto anteriormente, o 7-DHC é entdo o precursor da vitamina D na sintese enddgena
que ocorre na pele, o que leva a crer que niveis reduzidos desta molécula também
possam prejudicar a producdo de vitamina D ao nivel cutaneo. Assim, suspeita-se que a
terapéutica com estatinas provoca nao s6 uma reducdo nos niveis de colesterol, como
também nos niveis de vitamina D, no entanto, isso nem sempre se verifica. (59,69)
Apos esta descoberta varios estudos debrucaram-se na analise dos efeitos de cada
estatina no metabolismo da vitamina D. (40,70) Num estudo clinico recente, com
pacientes hipercolesterolémicos (medicados com pravastatina) e um grupo controlo,
verificou-se que em resposta a exposicdo de radiacdo UV-B sobre a superficie da pele,
0s niveis de vitamina D aumentaram de uma maneira semelhante em ambos 0s grupos,
indicando que ndo houve efeitos nocivos da pravastatina sobre a sintese endogena da
vitamina D. (69) Para além deste facto, verificou-se também noutros estudos
complementares, que determinadas estatinas aumentam os niveis de 25-hidroxivitamina
D e de 1,25-di-hidroxivitamina D, contrariamente ao que se esperava. (71) Até aos dias
de hoje ndo existe uma explicacdo clara do mecanismo responsavel por este efeito
quimico paradoxal (diminuicdo do colesterol e seus intermediarios, e um aumento de
vitamina D), oferecendo deste modo, uma oportunidade para novas pesquisas que
possam esclarecer a relacdo existente entre estatinas e 0 metabolismo da vitamina D.
(56)

Relativamente a rosuvastatina, este farmaco foi reconhecido como um dos que provoca
um aumento significativo nos niveis de vitamina D, o que por outro lado ja ndo se
sucede com a fluvastatina, que ndo provoca mudanca evidente nos niveis desta
vitamina. (40,41) Esta disparidade pode ser devido a diferenca de poténcia ou de
biodisponibilidade destas duas estatinas, no entanto ainda ndo é clara esta razdo. A

fluvastatina € um composto lipofilico, ja a rosuvastatina é hidrofilica (Tabela 2) e tem
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uma lenta taxa de difusdo através das membranas celulares, no entanto, é absorvida
rapidamente por hepatdcitos através de proteinas de transporte activo, tais como o
polipeptideo transportador de anides organicos. Estas diferengas na biodisponibilidade e
padrdo de captacdo no figado das duas estatinas, podem explicar as suas diferentes
acgdes no metabolismo da vitamina D. (41) Também se verificou que o tratamento com
atorvastatina, provoca um aumento significativo dos niveis de vitamina D. (72,73)
Como dito anteriormente, 0 mecanismo responsavel por este aumento de vitamina D
nos tratamentos com estatinas ainda ndo € completamente conhecido, como tal algumas
hipoteses tém sido postas em causa. Uma dessas hipoteses incide sobre o facto do
citocromo P450 3A4 (CYP3A4) ser um catabolizador da vitamina D no figado e no
intestino, assim como o responsavel por metabolizar extensivamente algumas estatinas
(atorvastatina, sinvastatina e lovastatina). Assim, esta via catabdlica comum pode ser a
responsavel pelo aumento dos niveis de vitamina D em tratamentos com este farmaco.
(33,41) No entanto, esta hipdtese ndo explicaria a razdo pela qual a sinvastatina,
metabolizada também por CYP3A4, ndo provocar também um aumento significativo
nos niveis de 25(OH)D3 (estudos revelam que este tipo de estatina ndo afecta os niveis
séricos de vitamina D). (59) Por outro lado, um estudo que avaliou um tratamento
realizado com lovastatina, durante trés meses, demonstrou um aumento nos niveis de
25(0OH)Ds, especialmente em pessoas idosas com deficiéncia desta vitamina, apoiando
assim a hipdtese da via catabolica em comum com CYP3A4. (74)

Actualmente ainda se desconhece a possivel alteracdo que a pitavastatina possa
provocar nos niveis de vitamina D, ndo sabendo, a partida se esta classe provoca um
efeito de suporte na homeostase de vitamina D, ou se pelo contrario, pode provocar um
decréscimo nos niveis desta vitamina secosteroide.

Em suma, verifica-se que alguns estudos cientificos afirmam que o metabolismo da
vitamina D ndo é afectado pelas estatinas, outros apoiam a hipdtese das estatinas
aumentarem os niveis de 25(OH)D e outros estudos ainda sugerem a hipotese da
terapéuticas com estatinas diminuir os niveis de vitamina D. No entanto, existe uma
marcada auséncia de estudos epidemiologicos que comprovem todas estas hipoteses

criadas nos estudos.
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2.3 Efeitos secunddrios das estatinas e a hipovitaminose D

As estatinas, como qualquer outro farmaco, provocam efeitos secundéarios
desagradaveis, nomeadamente efeitos ao nivel muscular, causando mialgia, miosite ou
rabdomidlise, nos casos mais graves. (75) A mialgia é descrita como dores musculares e
fraqueza, que se for acompanhada por elevacfes nos niveis da enzima creatina cinase
(CK), a condicdo ja é conhecida como miosite. O caso mais grave, no entanto com
menor incidéncia, que pode ser induzido pelas estatinas € a rabdomidlise, que é
caracterizado pela destruicao das células do musculo, normalmente em combinacdo com
um aumento dos niveis de CK (por norma dez vezes acima do valor normal) e de niveis
altos de creatinina. (76) Dentro de todos estes efeitos musculares, 0 que se apresenta
como o principal efeito secundario na terapéutica com estatinas, é a mialgia, que chega
a afectar 10-15% dos pacientes com esta terapéutica. (77) Devido a este facto, houve
varios estudos que incidiram sobre a possivel relacdo entre a insuficiéncia de vitamina
D e a toma de estatinas, uma vez que esta vitamina apresenta um papel importante na
manutencdo da boa funcdo muscular. (77,78) A forma activa da vitamina D
(1a,25(0OH),D3 ) liga-se a dois receptores RVD diferentes, existentes nos miocitos,
promovendo através da ligacdo ao receptor nuclear, um aumento da sintese proteica, e
com a ligacdo ao receptor de membrana da célula, o rapido aumento da contraccéo
muscular. (79,80) Assim, na auséncia de niveis normais de vitamina D, a funcao
muscular encontra-se comprometida, o que pode levar a situacdes de miopatias (termo
geral usado para descrever todo o tipo de problemas musculares). (76) Dois estudos de
2008 e 2009 descrevem que a mialgia induzida pela toma de estatinas se encontra
associada a insuficiéncia de vitamina D existente nos pacientes em estudo (niveis de
25(0OH)D3 < 30 ng/mL) e que apds a manutencdo dos niveis séricos desta vitamina
através da suplementacdo, se conseguiu reverter os casos de mialgia que anteriormente

eram sentidos pelos doentes. (78)

Devido ao baixo numero de efeitos secundarios e a seguranca terapéutica das estatinas,
esta classe de farmacos tem sido a mais usada no combate as hiperlipidémias. Sabe-se
também, que o aumento do perfil lipidico plasméatico é a principal caracteristica das
DCV, o que ainda ndo se sabe, é se em casos de hipovitaminose D, essa alteracdo
lipidica se encontra mais acentuada, de forma a justificar o maior risco de

desenvolvimento dessas patologias. O presente trabalho cientifico pretende ajudar a
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desmistificar a essa questdo, avaliando o perfil lipidico de diversos pacientes com
hipovitaminose D. Como tal, € importante conhecer os principais constituintes lipidicos

plasmaéticos e a sua relacdo com as DCV.

3. Alteracdo do perfil lipidico plasmatico e a hipovitaminose D
nas doencas cardiovasculares

3.1 Perfil lipidico plasmaético

O plasma é a parte liquida do sangue, composta por agua (90%), proteina e sais
minerais, que percorre todo o organismo, garantindo desta forma o transporte de
diversos componentes. E através deste fluido que circulam varias substancias (proteinas,
hormonas, factores de coagulacdo, lipidos...) necessarias a vida das células.
Relativamente ao perfil lipidico do plasma humano sabe-se que é composto por
milhares de lipidos diferentes, onde a diversidade das suas fungdes depende da grande
variacao na estrutura de cada um. (81) Os principais lipidos do plasma sdo o colesterol,
os triglicerideos, os acidos gordos ndo esterificados e os fosfolipidos. (82) Uma vez que
os lipidos ndo sdo soliveis em meios aquosos, estes elementos ndo circulam livremente
no plasma e sim acoplados a lipoproteinas, que sdo classificadas consoante a sua
composicdo em: lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), as principais
responsaveis pelo transporte de triglicerideos (60% da sua composi¢do); lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), responsaveis pelo transporte de colesterol (50% da sua
composicdo); lipoproteinas de alta densidade (HDL), responsaveis principalmente pelo
transporte de proteinas (50%), dai serem as lipoproteinas mais densas; quilomicrons,
principais responsaveis pelo transporte de triglicerideos (85-90% da sua composicao).
(81) As lipoproteinas, principalmente as LDL e HDL, ganharam grande énfase na
avaliacdo diagndstica e terapéutica das DCV, uma vez que o decréscimo dos niveis de
HDL encontra-se directamente associado a um maior risco de eventos cardiovasculares,
assim como os niveis elevados de LDL significativamente relacionados com o maior
risco de desenvolvimento desse tipo de patologias. (81,83) A juntar-se a este facto, altos
niveis de triglicerideos (TRG) também tém sido considerados como factor de risco

independente para o desenvolvimento de DCV. (84)
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3.2 Alteracdo do perfil de lipidos nas doencas cardiovasculares

Mesmo com as medidas de prevengdo e 0S avangos nos tratamentos com agentes
hipolipemiantes (estatinas por exemplo), as doencas cardiacas e o risco residual de
eventos recorrentes, continuam a ter uma prevaléncia significativa. As etiologias
relacionadas com este tipo de doengas sdo complexas, no entanto a dislipidémia, o
stress oxidativo e a inflamacdo, sdo caracteristicas fundamentais para estes
acontecimentos patolégicos. (63) Tem sido descrito em muitos trabalhos cientificos o
papel das lipoproteinas neste tipo de patologias. Hoje em dia ja é conhecido o papel
vital das HDL no transporte do excesso de colesterol dos tecidos extra-hepéticos para o
figado, onde posteriormente é excretado pela bilis (transporte reverso do colesterol).
Esta remocdo do excesso de colesterol das paredes arteriais apresenta uma grande
diminuicdo na ocorréncia de aterogenese. (85) Por outro lado, existe o papel nefasto das
LDL que apresentam uma acgdo contraria, transportando o colesterol do figado para
todas as celulas do corpo, contribuindo desta forma para um aumento de colesterol nos
vasos sanguineos, promovendo um maior risco de DCV. Além disso, outros estudos
experimentais investigaram a relacédo entre o aumento dos niveis triglicerideos no soro e
0 aumento do risco de DCV, e verificaram que a hipertrigliceridéemia demonstra ser um
factor de risco independente para este tipo de patologias, devido ao efeito aterogénico
directo das lipoproteinas ricas em triglicerideos, particularmente as VLDL. (86) Para
aléem disso, existe uma clara evidéncia de que os fosfolipidos oxidados (oxPL)
apresentam um papel significativo na aterosclerose e trombose, que desencadeiam
diversos eventos cardiovasculares patologicos. (87) A comprovar esta relagdo, varios
estudos laboratoriais descrevem um aumento dos niveis de produtos de oxidacdo de
fosfolipidos em lesbes aterosclerdticas e de anticorpos contra fosfolipidos oxidados em
ratos e seres humanos com esse tipo de lesbes. (88) A aterosclerose € uma patologia
cronica que envolve a acumulacdo de depositos de colesterol dentro da parede arterial.
Esta ocorréncia da origem ao estreitamento do limen do vaso sanguineo, o que restringe
o fluxo de sangue para os Orgdos vitais, como o coracdo e 0s pulmdes. (89) Os
primeiros eventos, que conduzem a aterosclerose, ocorrem no espacgo entre as células
endoteliais e as células musculares lisas, uma regido do vaso sanguineo conhecido como
0 sub-endotélio ou a intima (Figura 6). O processo aterosclerético comeca entdo pela
deposicdo de colesterol, formando camadas de gordura tal nas células, que da origem as

chamadas "células espumosas” que residem nesta regido da intima da parede do vaso
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sanguineo. Esta fase é assintomatica e por vezes os sintomas da aterosclerose s6 se
revelam quando surge uma doenca arterial coronéria ou outro evento cardiovascular. A
presenca de antioxidantes na intima e no interior da particula de LDL pode impedir a
oxidacdo de lipidos que possa ocorrer neste local, contudo, uma vez que ocorra a
oxidacdo, a lipoproteina oxidada pode ser tomada mais rapidamente pelas células
(Figura 6). (89)

Native LDL
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Figura 6 llustracdo de uma secgdo transversal de um vaso sanguineo, onde a LDL

atravessa o endotélio e pode sofrer oxidacao devido ao ataque de radicais. (89)

Assim, muitos lipidos bioactivos tém sido identificados em placas ateroscleroticas e na
circulacdo sanguinea, incluindo oxPL, aldeidos reactivos de cadeia curta, factor de
activacao de plaquetas, ésteres de colesterol oxidados e acidos gordos livres oxidados.
Nos fosfolipidos do nlcleo externo das lipoproteinas, encontram-se presentes acidos
gordos polinsaturados (PUFA), considerados alvos importantes para a oxidacdo. A
formacdo de fosfolipidos oxidados surge entdo quando as LDL ou fosfolipidos
celulares, contendo PUFA, sofrem um ataque oxidativo, resultante da adicdo de 4&tomos
de oxigénio no residuo do acido gordo da posicdo sn-2, ou a fragmentacdo da cadeia
deste acido gordo. Outra classe de produtos formados durante a peroxidacdo de PUFA
sdo os aldeidos reactivos livres de cadeia curta: 4-hidroxinonenal (HNE) e 4 - hidroxi-2
hexenal (EHH). Estes aldeidos podem reagir rapidamente com proteinas que formam
aductos covalentes. (90,91) Deste modo, os lipidos oxidados podem ser entdo um
marcador de diagndstico de doencas cardiovasculares, ou podem representar um alvo

potencial para a intervencao terapéutica. (90)
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3.2.1 Acidos gordos plasmaticos

Desde logo, se descreveu o importante papel dos lipidos nas diversas vias metabdlicas,
assim como a funcdo moduladora por parte dos acidos gordos. Os &cidos gordos
encontram-se presentes no plasma na forma livre ou esterificada, em fosfolipidos ou nos
triglicerideos e sdo classificados em: &cidos gordos saturados (SFASs), acidos gordos
monoinsaturados (MUFAS) e acidos gordos polinsaturados (PUFAS). Este Ultimo grupo
ainda pode ser subdividido em 6mega-3 (3-n PUFA), 6mega-6 (6-n PUFA) e 6mega-9
(n-9 PUFA). (92) Os acidos gordos podem ainda ser classificados individualmente por
uma representacdo numérica, usando o nimero de carbonos, o numero de ligacdes
duplas e a posicdo da primeira ligagdo dupla relativamente ao terminal metil da
molécula, como descrito na Tabela 4. (93) Relativamente a presenca dos diferentes
acidos gordos no organismo, existem evidéncias que relacionam o consumo de SFAS
com o aumento dos niveis de LDL e consequentemente a um maior risco de DCV.
(92,94) Por outro lado, o0s MUFAs e PUFAs encontram-se directamente relacionados a
uma menor incidéncia de mortalidade cardiovascular. (95) O organismo humano é
capaz de sintetizar SFAs e MUFAs, a partir de glicose e aminoacidos, por meio de
reaccOes enzimaticas de alongamento (onde se adicionam unidades de dois carbonos) e
reaccOes de dessaturacao, criando novas duplas ligacdes. No entanto, o organismo néo é
capaz de sintetizar o &cido linolénico (C18:3) n-3 PUFA, uma vez que ndo possui as
enzimas dessaturases especificamente responsaveis por adicionar uma dupla ligacao
antes do nono carbono a partir da extremidade metil (distal). (86) As enzimas
necessarias para essa finalidade seriam as delta-9 e delta-15 dessaturases, que
transformam o acido oléico (C18:1 dmega-9) em é&cido linoleico (C18:2 6mega-6) e
acido linolénico (C18:3 dmega-3). Como tal, torna-se importante obter estes acidos

gordos através da alimentacéo (96,97)
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Tabela 4 Nomenclatura dos principais acidos gordos presentes no organismo
humano.(93)

Nomenclatura de acidos gordos  Abreviatura

Saturadoes
Miristico Cl14:0
Palmitico C16:0
Estearico C18:0
Araquidico C20:0
Monoinsaturados
Palmitoleico Cl6:1
Vacénico  (18:1 n-7
Oleico  C18:1 n-9
Polinsaturados
Tricosanoico C20:3

Linoleico C182

Araquidénico C20:4 Omega-6
Lignocérico C24:0
Linolénico C18:3
Eicosapentaendico(EPA) C20:5 Omega-3

Docosahexanoico(DHA) C22:6

3.3 Associacao entre o efeito cardioprotector da vitamina D e dos acidos gordos

Na literatura os acidos gordos tém sido classificados como “bons” ou “maus”, de acordo
com o seu grau de insaturacdo, pela sua origem (animal ou vegetal) e pelas suas acc¢oes
no organismo humano. Porém, os seus efeitos sdo complexos e dependem muito da
quantidade e da natureza da molécula. (95) Sabe-se que os &cidos gordos saturados
apresentam um efeito nefasto no sistema cardiovascular, por outro lado alguns acidos
gordos insaturados sdo considerados como cardioprotectores. (98,99) Os acidos gordos
monoinsaturados foram considerados inicialmente como “neutros”, sem grandes ac¢oes
no sistema cardiovascular, no entanto hoje em dia, ja se observou uma relagédo inversa
entre 0s MUFAs e a mortalidade cardiovascular. (95) A corroborar este facto, o estudo
“The American prospective studies of healthcare professionals” apresentou uma
reducdo estimada de 19% no risco de doenca coronéria associada a um aumento de 5%
no consumo de MUFAS.(99) Para além disso, os MUFAS também sdo conhecidos por
diminuirem a susceptibilidade das LDL a oxidacdo, melhorarem a funcéo endotelial e
regularem os processos que conduzem a migracdo e adesdo dos mondcitos, assim como
na reducao nos niveis de marcadores de inflamacéo e agregacédo plaquetaria. (100)

Relativamente aos PUFAS, existe uma distincdo feita nos estudos cientificos, que

separa 0s acidos gordos 6mega-6 (n-6 PUFA) dos acidos gordos émega-3 (n-3 PUFA),
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uma vez que as suas acc¢des no organismo humano ndo sdo iguais. Em relacdo aos
Omega-6 existe alguma controvérsia na sua ac¢ao no sistema cardiovascular. (101,102)
Porém muitos estudos relacionam os n-6 PUFA com o aumento de inflamagdo e
consequentemente um aumento do risco de DCV, uma vez que potenciam a formagéo
de eicosanoides e 0 aumento do stress oxidativo. (103) Ja os acidos gordos omega-3 sdo
mais conhecidos por apresentarem um efeito cardioprotector. (104) Ha cada vez mais
evidéncias em estudos epidemiol6gicos e observacionais, de que os n-3 PUFA exibem
propriedades anti-inflamatorias, anti-trombdticas, anti-arritmicas e anti-aterogénicas,
levando desta forma a uma redugéo na taxa de mortalidade por DCV. (105,106) Porém,
outros estudos ndo conseguiram encontrar essa associacdo benéfica entre o consumo de
omega-3 e a mortalidade por DCV, mas essa discrepancia pode ser explicada por
diversas razOes: diferencas nas definicdes de morte subita cardiaca, na estimativa da
ingestdo de peixe (fonte alimentar rica em n-3 PUFA), nas populagdes em estudo, bem
como pelos possiveis efeitos adversos de metilmercurio (um contaminante encontrado
em varios peixes) que podem mascarar os efeitos favoraveis dos omega-3. (107)

A maior parte das evidéncias dos efeitos benéficos dos omega-3 PUFA foram obtidas
para EPA e DHA (C20:5 e C 22:6, respectivamente). Num trabalho cientifico onde se
pretendeu estudar a prevencdo primaria e secundaria de DCV, 18.645 pacientes
hipercolesterolémicos foram distribuidos aleatoriamente, de forma a uns serem
medicados diariamente com 1800 mg de EPA em conjunto com uma determinada
estatina e outros com apenas a toma de estatina, durante 5 anos de acompanhamento.
Neste estudo verificou-se que os doentes que seguiram o tratamento com EPA
apresentaram uma reducdo de 19% em eventos cardiovasculares, e onde a reducédo dos
niveis de LDL por parte das estatinas ndo foi um factor significativo na diminuic¢éo do

risco de eventos coronarianos. (108)

Todos os efeitos cardioprotectores dos 3-n PUFA sdo devidos essencialmente a sua
accdo na via dos eicosanoides, ou seja pelos seus efeitos anti-inflamatorios. Como dito
anteriormente, a inflamacdo desempenha um papel fundamental na progressdo da
aterosclerose e na ocorréncia de eventos tromboticos. (103) A familia dos eicosanoides
¢ composta pelas prostaglandinas (PG), prostaciclinas (PC), tromboxanos (TXA),
leucotrienos (LTs) e derivados dos acidos gordos hidroxilados, que participam em
muitos processos fisiologicos e patoldgicos. (109) Os acidos di-homogammalinolénico

(DHGL), acido araquidonico (AA) e EPA sdo os precursores dos eicosanoides. O AA,
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preferencialmente metabolizado pela via da cicloxigenase (COX), é o precursor dos
prostanoides da série 2 (PGE,, TXA;, PCl,) e LTs da série 4, considerados pro-
inflamatorios, por apresentarem uma acgdo quimiotaxica, vasoconstritora e agregante
plaquetaria (Figura 7). J& o &cido EPA, preferencialmente degradado pela via da
lipoxigenase (LOX), é o precursor de prostanoides da série 3 (PGE3, TXAg, PCl3) e LTs
da série 5, com menor poder inflamat6rio sobre as células imunes. Desta forma, existe
competicdo entre 0 AA e 0 EPA pelas enzimas COX e LOX e, consequente, produgéo
de diferentes eicosanoides, de acordo com o substrato que se encontra disponivel na
membrana celular (Figura 7). (110) Cabe ressaltar que 0 DHA ndo é um substrato para
as enzimas COX e LOX, mas inibe a sintese de eicosanoides da familia 6mega-6 ao
inibir a liberagdo de AA da membrana, contribuindo assim na diminuicdo da
inflamacéo. Posto isto, verificou-se que uma elevada abundancia de EPA e DHA,
substitui, parcialmente, os acidos gordos w-6 (principalmente o AA) da membrana das
células, resultando numa diminuicdo na producdo de PGE,, LTB, (importantes
indutores da quimiotaxia de leucdcitos e inflamacdo) e TXA, (um potente agregador
plaquetario e vasoconstritor) e aumento na producdo de PCl; (vasodilatadoras), TXA;
(fraco agregador plaquetério e vasoconstritor) e LTBs (menos activos na inducdo da
inflamacéo e quimiotaxia do que os LTB,). (109)
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Figura 7 Comparagdo dos efeitos de n-6 PUFA e n-3 PUFA na produgdo de

eicosanoides envolvida no sistema inflamatdrio do organismo humano (111)

O mecanismo proposto para o controlo das arritmias cardiacas € o efeito directo dos

O0mega-3 sobre o proprio miocardio. (106,112) A incorporacdo de omega-3 nos midcitos

29



leva a alteracdo da composicdo lipidica das membranas celulares, “estabilizando” as
cargas eléctricas das membranas celulares do miocérdio, assim como altera as vias
metabdlicas dos eicosanoides. (113) A juntar-se a este facto, existem também
evidéncias de que um aumento da ingestdo de acido linolénico reduz os niveis de varios
marcadores inflamatdrios, tais como a proteina C reactiva de alta sensibilidade (hs-
CRP) e a interleucina-6. (114)

Apos varios estudos sobre os acidos gordos omega-3 (principalmente EPA e DHA) e a
vitamina D verificou-se que ambos 0s metabolitos apresentavam efeitos
cardioprotectores. Desta forma, comegaram a surgir estudos que relacionavam estes dois
compostos e analisavam as suas ac¢Ges no organismo, de forma a avaliar o risco de
DCV. (115,116) Para além disso, tambem se verificou que a maioria das fontes
alimentares de vitamina D eram as mesmas fontes ricas em acidos gordos 6mega-3, com
especial destaque os 6Oleos de peixe e peixes como o salméo e a truta. (115,116) O
estudo de Park Yongsoon and Kim Minkyung incidiu entdo sobre a hipotese dos niveis
de 25(0OH)D3; e n-3 PUFA estarem positivamente correlacionados em pacientes com
DCV, e de facto verificou-se um aumento dos niveis séricos de 25-hidroxivitamina D
assim como os de n-3 PUFA, apés o ajuste para idade, sexo, IMC e tabagismo,
enquanto SFA total diminuiu significativamente. No entanto, a analise de regressao
logistica mostrou que os niveis de 25-hidroxivitamina D no soro ndo foram
significativamente associados com o risco de DCV. (115) Porém, sdo muitos os estudos
que associam os efeitos benéficos da vitamina D e os efeitos dos n-3 PUFA nas
respostas inflamatdrias e imunes, proporcionando efeitos preventivos de DCV. (117) As
Figuras 6 e 7 ilustram esses efeitos cardioprotectores destes metabolitos no organismo

humano.
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Uma vez, que os n-3 PUFA apresentam efeitos cardioprotectores, colocou-se em
hipdtese compensar as consequéncias prejudiciais da hipovitaminose vitamina D com o
aumento do consumo destes acidos gordos. Um estudo chega mesmo a indicar que a
accdo anti-inflamatoria de n-3 PUFA ocorre mesmo na deficiéncia de vitamina D, no
entanto as causalidades dessas inter-relacbes precisam ser investigadas em estudos
futuros. (117) As evidéncias sobre o seu efeito combinado de n-3 PUFA e vitamina D
em modelos animais ainda sdo bastante escassas. Deste modo, mais estudos séo
necessarios para entender se de facto a relacdo entre a vitamina D e o perfil de &cidos
gordos no organismo humano sdo capazes de minimizar os riscos de DCV em sintonia

com as estatinas. Encontra-se em vigor um grande ensaio clinico sobre o efeito
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concomitante da suplementacéo de vitamina D e n-3 PUFA, na prevengdo do cancro e
doencas cardiovasculares que esta previsto ser concluido apenas em 2017. Os resultados
deste estudo, intitulado VITAL study, sdo esperados para influenciar as decisdes
individuais, recomendacdes clinicas e directrizes de saude publica em rela¢do ao uso de

vitamina D e suplementos d omega-3 PUFA para a prevencao destas patologias. (116)

4. Analise lipidomica

A lipidémica é um ramo da metabolémica que é especializado na caracterizacdo do
complemento lipidico dos diversos sistemas biolégicos. A associacdo existente entre a
alteracdo do metabolismo lipidico com determinadas doencas, incluindo as doencas
cardiovasculares, levou ao grande interesse sobre esta area, onde hoje em dia, apresenta
grande utilidade devido a sua facil analise e precisdo na identificacdo das diversas
classes de lipidos. Neste ramo, € possivel avaliar a composicdo molecular e a
concentracdo das varias especies de lipidos e, consequentemente, determinar 0 seu
impacto em certas patologias. (63,83) Actualmente, ja um grande numero de
investigacGes tem demonstrado a grande importancia da lipidémica na descoberta de
biomarcadores lipidicos, para possiveis aplicagdes no prognéstico e terapéutica de

diversas patologias. (118)

4.1 Técnicas laboratoriais na lipidomica

Para a analise do perfil lipidico plasmatico de amostras sanguineas € necessario
recorrer-se a diversas técnicas laboratoriais, que possibilitem a obtencdo e compreensédo
da componente lipidica, para posterior avaliacdo do diagnostico dos pacientes. Para se
proceder a essa analise de lipidos duma amostra de plasma ou soro, € necessario
inicialmente extrair-se a fraccdo lipidica da amostra total que é composta por diversos
componentes sanguineos, de seguida recorrer-se a um processo de quantificacdo e
separacdo das varias classes lipidicas que compdem a amostra, e por fim a uma técnica
de andlise lipidica. (119) Desde o inicio que para a analise de lipidos, as técnicas de
espectrometria de massa (MS) tiveram grande impacto. Actualmente, ja é possivel
identificar e caracterizar centenas de espécies de lipidos, utilizando abordagens

baseadas na analise por MS. A cromatografia gasosa (GC) é uma técnica de separacao
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de elevada fiabilidade, muitas vezes acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) para
analise de componentes lipidicas. (120) Desde os anos 60 que esta metodologia tem
sido usada na lipidomica, com o intuito de analisar diversas extratos lipidicos, como é o
caso da andlise de um extracto lipidico sérico, para analise do perfil sérico de &cidos
gordos. (121) Atraves desta técnica de GC-MS, os acidos gordos sob a forma de esteres
metilicos sdo inicialmente separados cromatograficamente, de seguida chegam ao
espectrometro de massa, onde as moléculas sdo excitadas através do fornecimento de
energia (bombardeamento por um feixe de electrfes). Uma vez excitadas, as moléculas
procuram uma forma mais estavel, que leva a quebra de ligacbes, formando-se assim,
iBes mais pequenos como fragmentos da molécula original. Estes fragmentos idnicos
séo depois separados de acordo com a sua relacdo massa/carga (m/z) dando origem a um
padrdo definido (espectro de massa), que contém informacdo Unica e caracteristica de
cada acido gordo. Desta forma, € possivel analisar o perfil de lipidos, neste caso de
acidos gordos, que compde a amostra de fluido biolégico (soro ou plasma). (122)

33






[1. Objectivos







Tendo em conta o que ja foi descrito na literatura relativamente as estinas e a vitamina
D verifica-se que estes farmacos ndo sé estdo associados a situacdes de hipovitaminose
D, como também em diversos estudos indicam que a hipovitaminose D encontra-se
associada a um maior risco de DCV, o que pode contrariar o efeito benéfico das
estatinas, que é reduzir o risco deste tipo de patologias. Assim, o presente trabalho teve
como objectivo:
a) avaliar a incidéncia de hipovitaminose D aquando da terapéutica com estatinas;
b) avaliar se a terapéutica com diferentes estatinas pode estar associada a
diferencas na incidéncia de hipovitaminose D;
c) avaliar se o tempo de exposicdo solar também pode ser um factor importante nos
niveis de vitamina D neste tipo de doentes a seguir esta terapéutica;
d) avaliar a incidéncia de casos de hipertensdo em doentes com hipovitaminose D
que contribui para o aumento do risco de DCV;
e) Avaliar se a hipovitaminose D e as estatinas tém efeito no perfil de acidos
gordos plasmaticos.
E reconhecido também que as DCV estdo directamente relacionadas com uma alterag&o
no perfil lipidico plasmatico. Assim, também se tornou importante avaliar o perfil de
lipidos dos doentes em estudo através do doseamento de CT, LDL, HDL, TRG e através
de uma analise ao perfil de &cidos gordos por GC-MS. Desta forma, este trabalho
cientifico pode sugerir se a vitamina D se deve tornar um biomarcador adicional,
possivelmente Gtil no diagnostico e progndstico de doencas cardiovasculares,

principalmente em doentes com a terapéutica com estatinas.
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I11. Material e Métodos







5.1 Seleccao e caracterizacdo da populacio

No presente trabalho cientifico pretendeu-se estudar dois grupos de individuos, um
grupo composto por doentes hipercolesterolémicos medicados com estatinas e um grupo
de pessoas saudaveis (sem patologias diagnosticadas), com o intuito de avaliar possiveis
diferencas nos valores de 25-hidroxivitamina D em cada grupo. Como tal, para a
elaboracdo deste estudo foi necessario recolher 106 amostras de sangue de doentes
hipercolesterolémicos medicados com estatinas e 20 amostras de individuos saudaveis
para o grupo controlo. A seleccdo dos pacientes hipercolesterolémicos foi efectuada no
Servico de Patologia Clinica- Sector de Colheitas de Sangue das consultas externas do
Centro Hospitalar do Baixo Vouga (CHBV), entre Novembro de 2013 a Mar¢o de 2014,
atraves de um breve questionario sobre alguns dados demograficos: sexo, idade, tempo
de exposicao solar, a profissdo, 0 nome da estatina usada na terapéutica, a doenca pela
qual o paciente é seguido no hospital e a presenca ou auséncia de hipertensdo. Usou-se
como critério de excluséo a toma de suplementos com vitamina D, que interferiria com
a analise dos niveis de 25(OH)Ds. A posterior obtencdo dos dados clinico-laboratoriais
(concentracdo sérica de CT, HDL, LDL, TRG e 25(0OH)D;) foi realizada no Servico de
Quimica Clinica do CHBV e posteriormente registada através do sistema Appolo®
(Sistema informatico de gestdo laboratorial). Todo este processo de recolha de dados foi
aprovado pela Comissdo de Etica do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E. —

Aveiro.

5.2 Testes laboratoriais

O doseamento de todos os parametros clinicos em estudo (CT, HDL, LDL, TRG e
25(0OH)D3) foi feito com os kits laboratoriais de rotina usados no laboratério de
Quimica Clinica do CHBV. Para o doseamento da vitamina D recorreu-se ao Kit
Vitamin D Total (Vit. D), um método imunoquimico destinado ao equipamento ADVIA
Centaur® XP da Siemens. Para a andlise dos niveis séricos de Colesterol Total o kit
usado foi Dimension® clinical chemistry system - Cholesterol Flex® reagente cartridge
da Siemens. Relativamente ao doseamento dos triglicerideos, o kit usado foi o
Dimension® clinical chemistry system -Triglycerides Flex® reagente cartridge da

Siemens, para a avaliagdo dos niveis séricos de LDL foi o kit Dimension® clinical
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chemistry system - Automated LDL Cholesterol Flex® reagent cartridge da Siemens e
para HDL o kit Dimension® clinical chemistry system - High Density Lipoprotein
Cholesterol Flex® reagent cartridge da Siemens. Os intervalos de referéncia
considerados, foram os adoptados pelo fabricante dos kits acima referidos e que se
encontram representados na Tabela 5.

Tabela 5 Intervalos de referéncia para cada parametro bioquimico em estudo.

Parametros bioquimicos Valores de referéncia
Colesterol Total <200 mg/dL
HDL 35-60 mg/dL
LDL 0-130 mg/dL
TRG <150 mg/dL
25(0H)D >30 ng/mL

5.3 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados clinico-laboratoriais a avaliar no presente estudo, tanto
do grupo controlo como do grupo de doentes, foi realizada, utilizando os programas
Excel® 2010 (Microsoft Corporation, USA) e o GraphPad Prism 5® (GraphPad
Software Inc, USA). Os resultados sdo apresentados com media + desvio padrdo, e o
valor de p foi calculado e considerado estatisticamente significativo quando se

encontrou inferior a 0,05.

5.4 Procedimento experimental da extraccdo de lipidos do soro humano e

posterior analise de acidos gordos

5.4.1 Recolha das amostras bioldgicas

Das 106 amostras de soro dos doentes hipercolesterolémicos e das 20 amostras de
individuos saudaveis armazenadas a -20°C, recolheram-se 5 amostras de pacientes

hipercolesterolémicos com défice de vitamina D, 5 amostras de pacientes com
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insuficiéncia de vitamina D e também 5 amostras do grupo controlo com insuficiéncia

em vitamina D, para posterior extrac¢do e analise de lipidos.

5.4.2 Extraccdo de lipidos do soro humano

O processo de extracgdo de lipidos de amostras de soro humano é um procedimento por
vezes complicado, uma vez que neste fluido biol6gico encontra-se uma grande fracgdo
proteica que dificulta este processo de extrac¢do da fase lipidica. Assim utilizdamos um
método adaptado da extraccdo de Folch, obtendo o extracto lipidico, precipitando a fase
proteica apds adicdo de metanol e cloroférmio. No primeiro passo a 200uL de cada
amostra de soro foi adicionado 1mL de metanol (MeOH), levando de seguida a agitar
durante S5minutos. Nesta fase o metanol serviu para quebrar as ligagdes lipido/proteina e
inactivar as lipases. Posteriormente adicionou-se 1mL de cloroformio (CHCIs) para
dissolver os lipidos e levou-se mais uma vez a agitar durante 5 minutos. O passo
sequinte foi centrifugar as amostras a 3000 rpm durante 10 minutos. Apds a
centrifugacao foi possivel observar a fase proteica precipitada no fundo do tubo e extrair
0 sobrenadante que continha a fracgéo lipidica para um novo tubo. Nos tubos com as
fraccdes lipidicas adicionou-se 1,25mL de agua mili-Q para induzir uma nova separagédo
de fases e garantir uma extraccao lipidica sem a presenca de outros hidrofilicos. Assim
as amostras foram a centrifugar novamente a 3000rpm durante 10 minutos, obtendo-se
posteriormente um sistema de duas fases: fase aquosa (superior) e organica (inferior).
Extraiu-se a fase aquosa do tubo para ficar apenas a fase organica contendo os lipidos
plasmaticos. Por fim, os extractos lipidicos obtidos foram secos na corrente de azoto e

armazenados a -20°C até a proxima etapa de analise e quantificacdo de &cidos gordos.

5.4.3 Andlise e guantificacdo de acidos gordos por Cromatografia Gasosa acoplado a

espectrometria de massa

De forma a analisar as espécies de acidos gordos das amostras em estudo, fizemos uma
andlise utilizando Cromatografia Gasosa acoplado a espectrometria de massa (GC-MS).
Assim para analise de acidos gordos totais recorreu-se a um método de metilacdo das
amostras antes de se injectar no GC-MS. Num primeiro passo ressuspendeu-se 0

extracto lipidico seco em 300pL de CHCL; e separou-se 30uL da solucdo obtida para
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um novo tubo. De seguida secou-se na corrente de azoto e adicionou-se 1mL de n-
hexano e 200pL de uma solugédo de KOH em MeOH (2M). De seguida levou-se a agitar
durante 1 minuto e juntou-se 2mL de solucdo saturada de NaCl, e centrifugou-se
durante 5minutos a 2000rpm. Obteve-se assim um sistema de duas fases e separou-se a
fase superior (fase organica) para um eppendorf e secou-se na corrente de azoto. Por
fim, no momento da injeccdo da amostra no GC, ressuspendeu-se a amostra em 20uL de
n-hexano e de seguida injectou-se. Através deste procedimento laboratorial, os ésteres
metilicos dos &cidos gordos foram analisados por GC-MS Agilent Technologies 6890N
Network (Santa Clara, CA) equipado com uma coluna DB-FFAP com 30 m de
comprimento, 0,32 milimetros de didmetro interno e 0,25 micrémetros de espessura de
filme (J&W Scientific, Folsom, CA). O GC foi conectado a um detector selectivo de
massa Agilent 5973 Network, operando com um modo de impacto de electrdes de 70
eV e os espectros de MS adquiridos no intervalo de m/z 40-500 num ciclo de 1 segundo
num modo de aquisicdo verificacdo completa. A temperatura do forno foi programada a
partir de uma temperatura inicial de 80°C, situando-se nesta temperatura durante 3
minutos, de seguida com um aumento linear até 160°C a 25°C/min, seguido por um
aumento linear de temperatura de 2°C/min a 210 ° C, e, em seguida, a 30°C/min a
250°C. As temperaturas do injector e do detector eram de 220 e 280°C, respectivamente.
Como gés transportador foi utilizado o hélio, a um caudal de 1,7 mL/min. Por fim a
analise dos espectros obtidos no GC-MS foram analisados por compara¢do com a base
de dados. A técnica GC-MS possibilita desta forma a analise de misturas mesmo as
mais complexas, de uma forma qualitativa, com a ajuda de bibliotecas de espectros, ou
quantitativa, recorrendo a padrbes de referéncia. No presente trabalho a andlise
realizada foi qualitativa, onde se procedeu a comparacgédo do espectro de massa que cada
pico apresenta com 0S espectros existentes numa base de dados (bibliotecas
informatizadas), neste caso a WILEY275. A quantificacdo relativa foi realizada apds a

integracdo e determinacédo da area de cada pico para cada &cido gordo identificado.
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IV. Resultados -
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6.1 Avaliacdo da hipovitaminose D na populacdo em estudo

6.1.1 Caracterizacdo epidemografica dos pacientes e grupo controlo

Neste estudo avaliaram-se 0s niveis séricos da vitamina D de 106 pacientes (63
mulheres e 43 homens) com hipercolesterolémia e 20 individuos saudaveis para o grupo
controlo (7 mulheres e 13 homens). Com o intuito de caracterizar a populacdo de
doentes em estudo, avaliaram-se alguns marcadores antropométricos, tais como: sexo,
idade, o tempo de exposicédo solar, a profissdo, a in/existéncia de hipertensao arterial e o
nome da estatina usada no tratamento para a hipercolesterolémia. Para além destes
dados, também se avaliaram varios parametros clinicos, como: os niveis séricos de CT,
LDL. HDL, TRG e 25(0OH)Ds. A Tabela 6 e a Figura 10 apresentam a distribuicdo de
individuos do grupo controlo e de doentes consoante o sexo e a idade.

Tabela 6 Distribuicdo da populacdo em estudo consoante o sexo e a idade (dividida por
cinco faixas etarias: 20-26; 27-40; 41-65; 66-80; 81+). Legenda: N- nimero total de

individuos em cada grupo de estudo (Controlo e doentes).

) S Idade
Populacio em exe Faixas etarias N
estudo = -
Feminino | Masculino |20-26|27-40 | 41-65 | 66-80 | 81 +
Controlo 7 13 4 7 9 - - 20
Doentes 63 43 1 1 52 45 7 106
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Figura 10 Representacdo grafica da distribuicdo de individuos do grupo de doentes e
controlo consoante 0 sexo (A) e representacdo grafica da distribuicdo de idades do
grupo controlo e de doentes em estudo (B).

Através da Tabela 6 verifica-se que o grupo controlo é composto por 20 individuos
saudaveis com idades compreendidas entre os 20 e 0s 65 anos e 0 grupo de doentes
formado por 106 individuos com idades compreendidas entre os 20 e os 85 anos.
Juntamente com a Figura 10 é possivel observar que no grupo controlo 35% dos
individuos sdo do sexo feminino e 65% do sexo masculino, enquanto que no grupo de
doentes 59 % sd@o do sexo feminino e 41% séo do sexo masculino (A). O grafico B da
Figura 10 ilustra a distribuicdo de idades dos dois grupos de estudo, onde o grupo
controlo apresenta idades compreendidas entre 0s 21 e 0s 62 anos, com uma média de
39.50 + 2.870, e o grupo de doentes, idades compreendidas entre os 23 e 0s 85 anos,

com uma média de 64.51 + 1.118.

6.1.2 Andlise dos niveis séricos de vitamina D da populacdo em estudo

Um dos parametros avaliados neste trabalho foi o nivel sérico de vitamina D das
amostras de soro dos pacientes hipercolesterolémicos medicados com estatinas e do
grupo controlo. De acordo com os resultados da concentracdo de 25(OH)D3 plasmatica
obtidos, os individuos foram distribuidos em trés estados: o de hipovitaminose por
deficiéncia de vitamina D ([25(OH)Ds] é <10 ng/m), hipovitaminose por insuficiéncia

de vitamina D ([25(OH)Ds] entre 10-29 ng/mL) ou com valores normais de vitamina

48



D ([25(OH)Ds] >30 ng/mL). A Tabela 7 ilustra essa distribuicdo da populagdo em
estudo (controlo e doentes) nos trés estados referentes aos niveis de vitamina D e a
Figura 11 representa a distribuicdo dos niveis seéricos da populagdo controlo e da
populacdo de doentes, com respectivas médias e desvios padrao.

Tabela 7 Distribuicdo da populacdo em estudo (grupo controlo e grupo de doentes) nos
diferentes tipos de hipovitaminose D (défice ou insuficiéncia) e no grupo valores

normais de vitamina D.

Grupo Controlo (%) Grupo de doentes (%)
Niveis de Vitamina D Faixas etdrias Faixas etirias
20-26 27-40 41-65 20-26 27-40 41-65 66-80 81+
e Deficiéncia - - - 0,94 0,94 26,42 22,64 2,83
Hipovitaminose

Insuficiéncia 20 35 35 - - 22,64 14,15 3,78

Valores normais de vitamina D - - 10 - - - 5,66

Total 100% 100%
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Figura 11 Representacdo grafica da distribuicdo dos niveis séricos de 25(OH)Ds, do

grupo controlo e do grupo de doentes em estudo, com respectiva média e desvio padrao.

Através da Tabela 7 verifica-se que no grupo controlo, a maioria dos individuos
apresenta insuficiéncia em vitamina D (90% dos individuos), afectando todas as faixas
etarias, e apenas 10% dos individuos com idades compreendidas entre 0s 41 e 65 anos é
que apresenta valores normais de vitamina D. Neste grupo de individuos saudaveis ndo
ha a presenca de casos de deficiéncia em vitamina D. O mesmo ndo acontece no grupo

de doentes, onde aproximadamente metade da populagdo em estudo, apresenta
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deficiéncia em vitamina D (53,77%). A outra metade dos individuos do grupo de
doentes, 40,57% apresenta insuficiéncia em vitamina D e 5,66% apresenta niveis sericos
de 25(OH)D3 dentro do intervalo de referéncia.

No sentido de avaliar a média e o desvio padrdo dos resultados obtidos no doseamento
de vitamina D (25(OH)D3) elaborou-se um gréfico de distribuicdo (descrito na Figura
11) com a realizagdo do teste estatistico t-test, onde se obteve uma meédia com
respectivo desvio padréo de 21.82 + 1.620, para o grupo controlo ( N=20) e de 12.84 +
0.8484 para o grupo de doentes (N=106). Verificaram-se niveis séricos de vitamina D
mais baixos nos doentes tratados com estatinas em compara¢do com o controlo. No
entanto, é de salientar que mesmo nos individuos controlo, o0s niveis séricos de vitamina

D encontram-se abaixo dos valores de referéncia.

6.1.3 Correlacdo dos niveis séricos de vitamina D com as diversas terapéuticas com

diferentes estatinas

Um outro objectivo do presente trabalho cientifico foi avaliar os niveis de vitamina D
nas diferentes terapéuticas com estatinas, para verificar se de facto estes farmacos
tinham efeitos dissimilares neste parametro sérico. Assim, a Tabela 8 apresenta a
distribuicdo de doentes com hipovitaminose D e de doentes com niveis de vitamina D
normal nos diversos tratamentos com estatinas, assim como a média da concentragédo de
25(0OH)D3 obtida em cada tratamento.

Tabela 8 Representacdo dos casos com deficiéncia de vitamina D ([25(OH)D3] é <10
ng/m), e insuficiéncia de vitamina D ([25(OH)D3] entre 10-29 ng/mL) nas terapéuticas

com diferentes estatinas, no grupo de doentes em estudo.

% de doentes com hipovitaminose ou niveis normais de vitamina D nos diversos tratamentos
com estatinas
Nivel de vitamina D . . . . . . . . .
Fluvastatina | Pravastatina | Sinvastatina | Lovastatina | Atorvastatina | Rosuvastatina | Pitavastatina
(n=1) (n=4) (n=58) (n=2) (n=17) (n=17) (n=7)
Deficiéncia 75 56,9 100 58,83 35,29 28,57
Hipovitaminose D | 1
Insuficiéncia 100 25 39,65 - 35,29 52,94 57,14
Vitamina D normal - 3,45 - 5,88 11,77 14,29
Total (%) 100
Média da [25(OH)D] (ng/mL) 13,14 11,24 12,28 4,41 10,86 16,29 17,17
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De um modo geral, pela analise da Tabela 8, verifica-se que a maioria dos doentes
hipercolesterolémicos a tomarem estatinas apresenta  hipovitaminose D,
independetemente do tipo de estatina que constitui o seu tratamento. E possivel
observar-se apenas quatro terapéuticas com niveis de vitamina D normais: terapéutica
com sinvastatina (3,45%), com atorvastatina (5,88%), com rosuvastatina (11,77%) e
com pitavastatina (14,29%). A terapéutica associada a melhor percentagem de niveis
séricos de vitamina D dentro dos pardmetros de referéncia foi o da pitavastatina, apesar
da grande maioria dos doentes com esta terapéutica apresentar insuficiéncia de vitamina
D (57,14%). As estatinas menos utilizadas na populacdo em estudo foram a fluvastatina
e a lovastatina (um e dois doentes respectivamente), que apresentaram hipovitaminose
D (défice no caso da fluvastatina e insuficiéncia no caso da lovastatina) e a mais
utilizada foi a sinvastatina, onde se registaram 58 doentes a serem medicados por este
farmaco. Excluindo a lovastatina que apenas é representada por dois doentes (pouco
significativo), a estatina que apresentou a maior percentagem de casos com défice de
vitamina D foi a pravastatina, com 75% dos casos, ainda que também ndo apresente
uma grande significancia, uma vez que apenas faz parte do tratamento de quatro
doentes. Assim, a estatina com um maior nimero de doentes e com uma elevada
percentagem de hipovitaminose D foi a atorvastatina, com 58,83% dos casos. Logo de
seguida, a estatina que apresenta igualmente um elevado nimero de doentes com défice
em vitamina D € a sinvastatina, onde mais de metade dos pacientes apresenta valores
séricos muito reduzidos de vitamina D (56,9%). Com uma percentagem menor de casos
de hipovitaminose D por défice de vitamina D encontra-se a pitavastatina (28,57%), que
por outro lado, demonstra ser o farmaco com mais casos de hipovitaminose D por
insuficiéncia (57,14%), excluindo a fluvastatina, que apenas € representada por um
doente. Para além dos doentes medicados com pitavastatina, a maioria dos pacientes
medicados com rosuvastatina também apresentam insuficiéncia de vitamina D (52,94%
dos casos), os restantes apresentam défice de vitamina D (35,29%) e 11,77% dos
doentes apresentam nivéis séricos de vitamina D normais.

Relativamente a média da concentracdo de 25(OH)D; obtida nos tratamentos, as
estatinas que obtiveram uma média de concentracdo sérica mais elevada foi a
pitavastatina com 17,17 ng/mL e logo de seguida a rosuvastatina com 16,29 ng/mL.

Os doentes com uma média de concentracdo sérica de 25(OH)D3; mais baixa (4,41

ng/mL) foram os doentes medicados com lovastatina, ainda que haja apenas o registo de
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2 doentes nesta terapéutica, o que é pouco significativo. Assim, excluindo a lovastatina,
a estatina com a média de concentracdo mais baixa foi a atorvastatina (10,86 ng/mL).

Analisando a Tabela 7 é possivel verificar que as estatinas de segunda geragdo
apresentam uma maior percentagem de doentes com niveis de vitamina D normal e que

tém uma menor percentagem de doentes com défice de vitamina D.

6.1.4 Analise dos niveis séricos de vitamina D no grupo de doentes consoante o tempo

de exposicdo solar

E do conhecimento cientifico que os niveis séricos de vitamina D no organismo s&o
mantidos essencialmente pela sintese enddgena na pele pela exposicdo a radiacao solar,
mais precisamente a radiacdo UV. Assim é importante ter em conta o tempo de
exposic¢éo solar da populacdo de doentes em estudo para verificar se este parametro néo
pode interferir também com os seus niveis séricos de vitamina D. A Tabela 9 representa
os doentes de cada faixa etaria consoante 0 seu tempo de exposicao solar (informagéo
obtida por inquérito aos doentes), assim como a percentagem de casos com
hipovitaminose D, relacionando com o tempo de exposicdo a radiacéo solar. De forma a
facilitar a visualizacdo do tempo de exposi¢do solar da populacdo em estudo, a Figura
12 descreve os resultados obtidos na forma de grafico circular e a Figura 13 representa
um grafico que relaciona o numero de casos de hipovitaminose D em cada tempo de

exposicdo solar.

Tabela 9 Tempo de exposicdo solar nas diversas faixas etarias do grupo de doentes e

correlacdo com a existéncia de hipovitaminose D.

Hipovitaminose D
Idade Doentes
Total de (%) Vitamina D
Exposicdo Solar
individuos normal
20-26 | 27-40 | 41-65 | 66-80 | 81+ Défice | Insuficiéncia

Raramente 1 1 32 6 - 40 52,5 45 2,5

Por vezes - 1 15 16 - 32 62,5 34,38 3,12
Frequentemente - - - 22 4 26 50 38,46 11,54

Muito - - 4 1 3 8 25 62,5 12,5
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Tempo de exposi¢ao solar

® Raramente ™ Algumas vezes ™ Frequentemente Muitas vezes

Figura 12 Representacdo grafica do tempo de exposicdo solar dos doentes

hipercolesterolémicos em estudo.

Através da Tabela 9 é possivel verificar que do total de individuos (106) a maioria dos
pacientes raramente se expdem ao sol (40 doentes), em especial nas faixas etarias 45-65
anos e 65-80 anos. Desses 40 doentes 52,5% dos doentes apresenta um défice de
vitamina D e 45% uma insuficiéncia em vitamina D. Da restante parte da populacdo de
pacientes, 32 doentes afirmam apanhar apenas algumas vezes sol e 26 doentes é que
apanham de facto sol com frequéncia. Em ambos os casos, a maioria dos doentes
apresenta um defice de vitamina D (62,5% dos doentes que apenas algumas vezes
apanham sol e 50% dos doentes que apanham frequentemente sol). Pela Figura 12,
verifica-se entdo que a maioria dos pacientes afirma expor-se raramente ao sol (38%),
outros apenas algumas vezes (30%) e em menor percentagem alguns pacientes chegam

a afirmar que estdo frequentemente ao sol (24 %) ou mesmo até muito ao sol (8%).
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Hipovitaminose D segundo o tempo de exposic¢io solar
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Figura 13 Representacdo gréfica da hipovitaminose D e do tempo de exposicdo solar
do grupo de doentes em estudo.

Relativamente a Figura 13 observa-se que dos doentes que raramente apanha sol, 52,5%
dos casos apresenta um défice de vitamina D e nos que algumas vezes expdem-se ao sol
62,5% dos casos apresente igualmente um défice desta vitamina. A percentagem de
casos com vitamina D dentro do intervalo de referéncia & muito baixa nestes dois casos
de exposicédo solar (2,5% e 3,12% respectivamente). No grupo de doentes com um bom
tempo de frequéncia ao sol, também metade dos casos apresenta um défice de vitamina
D, no entanto o nimero de casos com niveis plasmaticos de vitamina D normais ja €
maior (11,54%). Por fim, o grupo de doentes que afirma apanhar bastante radiacdo
solar, a percentagem de casos com défice em vitamina D € menor relativamente aos
outros grupos (25%) e apresenta uma maior percentagem de casos com insuficiéncia em
vitamina D. Verifica-se entdo que quanto maior a exposic¢do ao sol, menor a incidéncia

de casos com défice de vitamina D.

6.2 Avaliacdo do perfil lipidico na populacdo com hipovitaminose D

6.2.1 Analise dos niveis lipidicos da populacdo em estudo e respectiva correlacdo com

0s niveis de vitamina D e estatinas

Tanto para o grupo controlo como para 0 grupo de pacientes em estudo, para além da
avaliacdo aos niveis séricos de vitamina D, também se procedeu a uma analise lipidica,
registando-se os niveis de colesterol total, LDL, HDL e TRG de cada individuo. As

Figuras 14 e 15 ilustram os gréficos de distribuicdo dos niveis séricos dos diversos
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parametros lipidicos com respectivas médias, desvios padrdo e valor de p, tanto do

grupo controlo como do grupo de doentes.

Colesterol Total HDL

.y 400 150+

3

<)

£ =5

= 300- T 100- °

: : .

5 - g P

= 2004 O 50+

3 I, °

3 ccee

°

2. 1004 0 : _
\O 2

* Q
Controlo n=20 & Doentes n=106,p=0.11 Controlo n=20 & Doentes n=106,p=0.70

Figura 14 Representagdo grafica da distribuigdo dos niveis sericos de colesterol total e
de HDL do grupo controlo e do grupo de doentes em estudo.
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Figura 15 Representacdo grafica da distribuicdo dos niveis séricos de LDL e TRG do

grupo controlo e do grupo de doentes em estudo.

Observando a Figura 14 verifica-se que no grupo controlo, o valor médio associado ao
respectivo desvio padrdo do colesterol total é 204.7 £ 10.61 (n=20), e no grupo de
doentes é 187.5 + 4.181 (n=106), o que significa que em ambos 0s grupos o nivel sérico

de colesterol total encontra-se relativamente controlado, tendo em conta que o intervalo
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de referéncia é < 200mg/dL. Relativamente ao doseamento de HDL observa-se uma
média de 51.35 £ 3.847 (n=20) no grupo controlo e de 52.84 + 1.518 no grupo de
pacientes. Uma vez que o intervalo de referéncia de HDL é entre 35-60 mg/dL, verifica-
se que ambos 0s grupos apresentam uma boa média de valores.

A Figura 15 representa os resultados do doseamento de LDL e de TRG obtidos e onde é
possivel verificar que a média de valores para o grupo controlo relativamente ao LDL
foi de 132.6 = 9.341 (N=20) e de TRG foi de 187.0 + 28.97 (N=19). Relativamente ao
grupo de doentes a média obtida dos niveis séricos de LDL foi de 109.9 + 3.620
(N=106) e dos niveis séricos de TRG foi de 112.9 + 5.609 (N=106). Desta forma,
verifica-se que o grupo controlo apresenta uma concentracdo média de LDL e TRG
acima do limite maximo de referéncia (LDL deve-se encontrar entre 0-130 mg/dL e
TRG <150 mg/dL). Relativamente ao grupo de doentes verifica-se que a média destes

dois parametros lipidicos apresenta-se dentro dos limites de referéncia.

De forma a relacionar o perfil lipidico com a idade de cada individuo do grupo controlo,
assim como o seu nivel sérico de 25(OH)Ds, a Tabela 10 representa a anélise

bioguimica desses mesmos parametros.

Tabela 10 Representacdo dos parametros lipidicos estudados, associados a idade de
cada individuo do grupo controlo e divididos em dois grupos consoante o seu nivel
sérico de 25(OH)D:s.

Idade | VitD | Col. T | HDL LDL TRG Grupo Controlo
48 31,47 216 98 106,7 78
58 42,98 181 67,1 | 103,5 | 2451

Vitamina D Normal

62 | 12,12 | 237 | 30,8 | 1574 | 379
35 | 1217 | 221 | 40,8 | 150,2 | 314
53 | 1446 | 267 | 452 | 2038 | 175
42 | 1562 | 214 | 458 | 1633 | 75
39 | 1583 | 189 | 29,9 | 118,6 | 305
29 | 1668 | 190 | 29,5 | 87,6 | 435
56 | 1858 | 272 | 56,6 | 202,7 | 197
24 | 202 | 144 | 482 | 896 | 87
21 | 2057 | 131 | 301 | 954 | 116
24 | 2093 | 126 | 378 | 792 | 75
34 | 2218 | 248 | 453 | 161,2 | 377
37 | 2229 190 | 577 | 122 | 123
41 | 2242 | 294 | 61,5 | 209,7 | 183
21 | 2243 | 173 | 64,9 | 996 | 110
48 | 23,08 | 262 | 50,4 | 170,6 | 317
53 | 2659 | 189 | 654 | 115 | 65
27 | 2755 | 166 | 71,9 | 91,2 | 43
38 | 2817 | 184 | 50,1 | 1253 | 99

Vitamina D Baixa
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Através da Tabela 10 é possivel verificar que o grupo controlo, composto por pessoas
saudaveis apresenta niveis séricos de 25(OH)D3 baixos, como visto nos resultados ja
apresentados acima na Tabela 7, e onde apenas duas pessoas saudaveis apresentam
niveis dentro do intervalo de referéncia (>30 ng/mL). E possivel também verificar que
consoante a idade, os niveis de 25(OH)D3 ndo variam significativamente. Relativamente
aos niveis de colesterol verifica-se que existem alguns casos com niveis de colesterol
ligeiramente elevados, no entanto pela Figura 14 verifica-se que a média de valores
obtida (204,7 mg/dL) encontra-se aproximadamente no limite maximo do intervalo de
referéncia (<200 mg/dL). O mesmo acontece com 0s valores séricos de LDL, que se
encontram ligeiramente acima do intervalo de referéncia em certos casos (8 individuos
em 20), com uma média ligeiramente elevada de 132,63 mg/dL. Os niveis de
triglicerideos encontram-se muito acima do intervalo de referéncia uma vez que o grupo
de pessoas em estudo ndo se encontrava em jejum no momento da colheita de sangue.
Em relacdo aos niveis de HDL observa-se que na maioria dos casos se encontra no
intervalo de referéncia, apresentando uma média de 51,35 mg/dL.

Para se proceder de igual forma a analise lipidica com respectiva correlacdo com a idade
e 0s niveis de vitamina D do grupo de doentes em estudo, as Tabelas 11, 12 e 13
descrevem todos os resultados obtidos. Nos casos dos doentes em estudo também se

acrescentou a estatina envolvida em cada caso.

Tabela 11 Andlise de doentes com vitamina D e colesterol normal, assim como dos
doentes com vitamina D normal e niveis de colesterol alto, e respectiva correlagdo com

a estatina envolvida na terapéutica da dislipidémia.

Estatina Idade | Vit. D [Col T| HDL | LDL | TRG | Grupo de doentes
Atorvastatina 70 30,61 | 158 | 369 | 105 | 114
Sinvastatina 79 30,74 | 161 | 48,9 [100,7| 60
Rosuvastatina 66 39,77 | 123 | 374 | 64 80

Vit. D Normal e
Colesterol Normal

Rosuvastatina 72 | 30,17 | 282 | 62,8 |186,8| 128
Pitavastatina 72 30,34 | 207 42 |152,8| 89
Sinvastatina 74 | 30,96 [204.0| 78.0 | 110 | 53

Vit. D Normal e
Colesterol Alto

Dos 106 doentes em estudo apenas 6 doentes apresentam niveis séricos de vitamina D
normais e encontram-se descritos na Tabela 11. Verifica-se que desses 6 pacientes,
metade apresenta niveis de colesterol total, HDL e LDL dentro dos intervalos de

referéncia, em analise comparativa com a Tabela 4 em material e métodos que descreve
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todos os intervalos de referéncia de todos os pardmetros em estudo. A restante metade

apresenta niveis de colesterol total ligeiramente acima do limite maximo de referéncia.

Relativamente aos niveis de TRG verifica-se que na globalidade todos se encontram

dentro do intervalo de referéncia.

Tabela 12 Analise de doentes com vitamina D baixa e colesterol normal e respetiva

correlagcdo com o tipo de estatina utilizada.

Estatinas |Idade| Vit D |Col T/HDL | LDL | TRG
Sinvastatina | 76 | <42 | 96,0 | 19,7 | 58,2 | 54.0
Sinvastatina | 73 4,5 |106,0/ 29,8 | 57,4 | 62,0
Sinvastatina | 67 46 |108,0(39,1 (492 | 38,0
Sinvastatina | 81 5,5 |132,0| 38,5 | 67,0 | 121,0
Sinvastatina | 62 | 244 |137,0|67,2 | 57,0 | 88,0
Sinvastatina | 75 | 24,3 |140,0|42,7 | 75,0 | 85,0
Sinvastatina | 83 | 22,0 |147,0| 23,2 | 95,7 | 164,0
Sinvastatina | 76 | <4,2 |149,0|52,4 | 71,0 | 111,0
Sinvastatina | 71 8,6 |150,0| 50,8 | 65,9 | 221,0
Sinvastatina | 65 6,2 |155,0)33,1|90,7 | 90,0
Sinvastatina | 68 6,0 |156,0| 50,0 | 85,0 | 81,0
Sinvastatina | 42 | 28,5 |158,0|52,6 | 92,0 | 84,0
Sinvastatina | 65 | <4,2 |158,0| 35,4 [106,8| 73,0
Sinvastatina | 64 | 29,9 |160,0| 654 | 82,1 | 34,0
Sinvastatina | 75 6,2 |161,0| 31,5 |103,1| 121,0
Sinvastatina | 57 9,7 [165,0/49,4| 99,0 | 61,0
Sinvastatina | 78 11,2 |168,0| 61.8 | 81,0 | 83,0
Sinvastatina | 78 14,8 | 168,0| 58,7 | 88,2 | 1250
Sinvastatina | 57 | <4,2 |168,0|37,0 | 96,0 | 142,0
Sinvastatina | 70 5,5 |174,0| 51,4 |101,6| 80,0
Sinvastatina | 68 | 24,1 |175,0| 66,3 | 95,0 | 58,0
Sinvastatina | 61 5,2 |181,0| 39,1 |109,0| 174,0
Sinvastatina | 84 7,7 |183,0| 64,3 |101,5| 62,0
Sinvastatina | 75 9,7 |183,0|45,8 |115,8| 85,0
Sinvastatina | 63 | 21,1 |184,0|74.0 | 93,0 | 59,0
Sinvastatina | 68 8,9 [185,0|60.1| 89,0 | 151,0
Sinvastatina | 79 43 |187,0163,1 (97,7 | 91,0
Sinvastatina | 63 16,5 | 187,0| 56,2 |105,8| 102,0
Sinvastatina | 71 8,8 |190,0| 64 | 972 | 1220
Sinvastatina | 51 44 |191,0| 48,3 |127,5| 103,0
Sinvastatina | 76 5,3 |191,0| 64,4 |104,1| 81,0
Sinvastatina | 53 | 23,7 [192,0|45,2 |136,0| 80,0
Sinvastatina | 70 | 15,8 |193,0|67.3 | 97,0 | 149,0
Sinvastatina | 46 | 18,1 |196,0|49,5 [117,4| 124,0
Sinvastatina | 55 10,3 | 198,0| 55,3 |123,6| 111,0
Sinvastatina | 74 6,9 |200,0| 44,8 |115,2| 1750

Vit. D Baixa
e Colesterol
Normal

Estatinas Idade | Vit D |Col T HDL | LDL | TRG
Atorvastatina 63 13,3 | 126,0 | 41.8 | 71,0 | 77,0
Atorvastatina 72 85 |[1350] 358 | 81,1 | 83,0
Atorvastatina 59 93 | 137,0 49,0 | 76,0 | 72,0
Atorvastatina 70 | <42 144,01 59,5 | 64,0 | 77,0
Atorvastatina 57 <42 | 158,0| 379 [101,0 | 112,0
Atorvastatina 77 6,2 | 159,0 450 | 90,0 | 107.0
Atorvastatina 56 18,9 | 167,0| 79,9 | 71,0 | 76,0
Atorvastatina | 84 | 124 |170,0 | 79.6 | 78,8 | 44,0
Atorvastatina 69 14,1 | 177,0 50,1 | 101,8 | 146,0
Atorvastatina 81 18,0 | 180,0 | 54,1 | 121,6 | 67,0
Atorvastatina 71 49 | 184,0 58,7 | 107,01 96,0

Lovastatina 63 46 1180 519 | 424 | 72,0

Lovastatina 74 | <42 | 159,0 31,2 | 93,0 | 1410
Pitavastatina 68 24,2 | 160,01 495 | 98,0 | 92,0
Pitavastatina 62 6,1 | 178,0 70,4 | 834 @ 41,0
Pitavastatina 47 6,2 | 193,0 45,1 | 108,0 | 216,0
Pitavastatina 52 10,0 | 195,01 59,7 | 893 | 69,0
Pravastatina 67 6,4 | 178,0 | 46,6 | 1004 | 1400
Rosuvastatina | 62 <42 | 146,0 | 42,0 | 71,0 | 166,0
Rosuvastatina 58 18,1 | 1490 319 | 79,0 | 1940
Rosuvastatina 55 92 |158,0| 334 | 89,0 | 115,0
Rosuvastatina | 56 21,5 | 163,0 | 53,0 | 87,0 | 56,0
Rosuvastatina | 56 7,1 | 178,01 53,9 | 98,7 | 1230
Rosuvastatina 48 16,1 | 178,0 67 86,1 | 102,0
Rosuvastatina | 66 284 | 187,0 | 459 | 102,6 | 2480
Rosuvastatina 72 148 | 189,01 624 [108,0| 63,0

Vit. D Baixa
e Colesterol
Normal

Através da Tabela 12 € possivel verificar que a maioria do grupo de doentes se encontra

neste subgrupo, ou seja, com niveis de vitamina D baixos e niveis de colesterol dentro

dos limites de referéncia.
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Tabela 13 Andlise de doentes com vitamina D baixa e colesterol alto e respectiva
correlacdo com o tipo de estatina utilizada.

Estatinas Idade | VitD | Col T | HDL | LDL | TRG
Atorvastatina 52 <42 | 210,0 | 87,5 | 105,0 | 46,0
Atorvastatina 85 8.8 2170 | 89.1 | 106,0 | 74,0
Atorvastatina 74 17,3 2320 | 71,2 | 145,2 | 88,0
Atorvastatina 65 5,6 176.0 | 473 96,4 | 133,
Atorvastatina 42 <4,2 195.0 | 56.9 | 103,0 | 102,0
Fluvastatina 43 13,1 234.0 | 30.1 | 174,0 | 196,0
Pitavastatina 53 17,1 2370 | 513 | 172,0 | 74,0
Pitavastatina 61 26,3 163.0 | 422 | 98,2 | 155,0
Pravastatina 71 273 206,0 | 71.3 | 110,0 | 51,0
Pravastatina 58 <42 | 243,0 | 75,6 | 162,0 | 58,0
Pravastatina 64 7,2 2920 | 40,7 | 209,0 | 201,0
Rosuvastatina 65 243 2140 | 46,3 | 1483 | 77,0
Rosuvastatina 66 6.7 2150 529 | 1251 | 257.0
Rosuvastatina 48 5.5 2220 | 74,1 | 1334 | 41,0
Rosuvastatina 73 16,5 2350 | 44,6 | 132,0 | 2900
Rosuvastatina 46 4.5 256,0 | 64,2 | 1746 | 1340
Rosuvastatina 83 16,4 3380 | 63.7 | 248,0 | 109,0
Rosuvastatina 67 14,0 170.0 | 39.9 95,0 | 189,0

Sinvastatina 61 <42 | 203,0 | 334 | 1159 | 2930
Sinvastatina 56 <4,2 | 203,0 | 30,2 | 137,0 | 149.0
Sinvastatina 76 49 205,0 | 31,1 | 141,5 | 189,0
Sinvastatina 77 20,6 206,0 | 73,2 | 1143 | 50,0
Sinvastatina 68 6,2 2090 | 509 | 125,8 | 160,0
Sinvastatina 52 23,6 2280 | 984 | 117,0 | 50,0
Sinvastatina 65 224 2350 | 472 | 1653 | 126,0
Sinvastatina 38 17,3 2480 | 56,4 | 157,0 | 128,0
Sinvastatina 65 <42 | 2490 | 593 | 160,0 | 162,0
Sinvastatina 65 7.1 2540 | 33,0 | 176,9 | 2440
Sinvastatina 61 17,4 2540 | 962 | 143,0 | 62,0
Sinvastatina 23 5.1 2550 | 43,6 | 196,0 | 69,0
Sinvastatina 58 23,7 276,0 | 434 | 184,0 | 232,0
Sinvastatina 48 16,8 307,0 | 48,8 | 198,0 | 243,0
Sinvastatina 62 5,1 130.0 | 53.5 | 55,0 | 75,0
Sinvastatina 76 14,6 155.0 | 493 80,6 | 109,0
Sinvastatina 51 14,9 174.0 | 643 | 96,0 | 98,0
Sinvastatina 76 <42 1920 | 731 96,0 | 1240
Sinvastatina 63 6.9 2240 | 495 | 152,0 | 67,0
Sinvastatina 43 7,6 2390 | 782 | 140,2 | 98,0

Vit. D Baixa
¢ Colesterol Alto

A Tabela 13 representa os pacientes que dentro do grupo de doentes apresenta niveis de
vitamina D baixos e niveis de colesterol acima dos limites maximos de referéncia.
Verifica-se que é principalmente com a terapéutica com sinvastatina que obtemos um

menor controlo dos niveis séricos de colesterol.

No sentido de avaliar a accao das estatinas no controlo dos niveis de colesterol, a Figura
16 descreve a percentagem de doentes que seguem um tratamento com determinada

estatina e continuam a apresentar hipercolesterolémia.
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Prevaléncia de hipercolesterolémia na terapéutica com estatinas

m Sinvastatina W Pravastatina ® Fluvastatina ™ Atovastatina ™ Rosuvastatina ™ Pitavastatina

Figura 16 Representacdo gréfica da prevaléncia de hipercolesterolémia na terapéutica

com estatinas nos doentes hipercolesterolémicos em estudo.

Outro parametro registado no inquérito feito aos doentes hipercolesterolémicos em
estudo foi a presenga ou auséncia de hipertensdo, que se encontra agora descrito na

Figura 17.

Tensao arterial segundo os niveis séricos de Vitamina D

100%
80%
55.36% 52,27%

66,7%
60%
40%
20%
0%

Deficiéncia em Vit. D Insuficiéncia em Vit. D Suficiéncia em Vit. D
(n=56) (n=44) (n=6)

® Hipotenso ® Normotenso u Hipertenso

Figura 17 Representacdo grafica dos niveis de tensdo arterial (hipotenso, normotenso e
hipertenso) dos doentes hipercolesterolémicos em estudo, medicados com estatinas,

segundo os niveis séricos de vitamina D.

A Figura 17 mostra que 55,36% dos doentes com défice de vitamina D apresentam
hipertenséo, assim como mais de metade dos pacientes com niveis normais de vitamina
D (52,27%) também apresenta hipertensdo. A prevaléncia de hipertensdo também se
verifica no grupo de doentes com niveis normais de vitamina D, no entanto este grupo é

composto por um numero mais reduzido de pacientes (apenas 6 doentes- pouco
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significativo). A presenca de hipotensdo € bastante baixa em todos 0s grupos, a
excepcdo do grupo com o0s niveis séricos de vitamina D normais (7,14%, 4,55% e
33,3% respectivamente). Relativamente a existéncia de casos de tensdo arterial normal,
apenas se registaram nos grupos com deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D (37,5%

e 43,18% respectivamente).

6.2.2 Analise do perfil de acidos gordos

Para além da analise aos niveis de CT, LDL, HDL e TRG, o presente trabalho também
teve como objectivo avaliar o perfil de acidos gordos de alguns doentes seleccionados.
Assim atraves de uma andlise por GC-MS foi possivel avaliar a variagdo do perfil em
acidos gordos e estimar a presenca/auséncia de diferencas significativas entre individuos
sem patologias associadas do grupo controlo, relativamente a doentes com défice de

vitamina D e outros com insuficiéncia em vitamina D.

40 Analise de acidos gordos

304
E3A Controlo
E=3 Insuficiéncia em vit. D
B3 Défice de vit. D

204

101

Abundancia relativa (%)

Acidos gordos

Figura 18 Representacao grafica da percentagem dos diferentes acidos gordos séricos
nos doentes com deficiéncia de vitamina D (< 10 ng/mL), comparativamente aos
doentes com insuficiéncia de vitamina D (10-29 ng/mL) assim como ao grupo controlo

(pessoas sem patologias associadas) com insuficiéncia de vitamina D.
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Tabela 14 Representacdo das abundancias relativas dos acidos gordos plasmaticos dos
varios grupos de estudo: grupo controlo, grupo de pacientes com insuficiéncia em

vitamina D e grupo de pacientes com défice de vitamina D.

A . Abundﬁncii re'l tiva (%) Abundancia reltiva (%)
Acidos gordos Abundéncia reltiva (%) lnsu.ﬁc1e.nc1a em Défice em vitamina D
Controlo vitamina D
C14:0 2,04 0,54 0,48
C16:0 3428 2442 25,39
Cl16:1 2,56 2,39 241
C18:0 10,66 10,95 11,53
C18:1 cis 22,38 27,36 26,58
C18:1 trans 1,77 2.47 2,81
C18:2 19,57 18,09 16,26
C18:3 0,25 0,61 0,51
C20:0 0,12 0,06 0,09
C20:1 0 0,07 0,34
C20:2 0,14 0,11 0,25
C20:3 0,95 2,63 1,95
C20:4 4,11 9,74 10,48
C20:5 0,2 0,51 0,8
C24:0 0,97 0,05 0,12

A Figura 18 e a Tabela 14 representam os resultados obtidos da analise feita ao perfil de
acidos gordos de algumas amostras de soro da populacdo em estudo, atraves da técnica
GC-MS. A Figura 18 ¢ ilustra a abundancia relativa dos varios acidos gordos presentes
no soro dos varios grupos de estudo (controlo, pacientes com insuficiéncia em vitamina
D e pacientes com défice de vitamina D), assim como 0s seus desvios padrdo. A Tabela
14 vem completar a informacdo fornecida da Figura 18, mostrando os valores
percentuais das abundancias relativas de cada &cido gordo. E possivel verificar que 0s
acidos gordos C16:0, C18:1 cis, C18:2 e C20:4 sdo os mais abundantes, tanto no grupo
controlo como nos grupos de pacientes. Por outro lado, os &acidos gordos menos
abundantes sdo o C14:0, C18:3, C20:0, C20:1, C20:2, C20:3, C24:0 (a excepcdo no
grupo controlo), C20:5.
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Tabela 15 Representacdo dos valores de p da anélise comparativa entre 0s dois grupos
de pacientes e o grupo controlo.

Acidos gordos Controlo vs Inmﬁiciéﬂcia em vit. Controlo vs Défice de vit. D

plasmticos Valor de p Significancia Valor de p Significancia
C14:0 P>0.05 ns P>0.05 ns
C16:0 P<0.001 kK P<0.001 Hokk
Cleé:1 P>0.05 ns P> 0.05 ns
C18:0 P>0.05 ns P>0.05 ns

C18:1 cis P<0.001 *ok P<0.01 *

C18:1 trans P>0.05 ns P>0.05 ns
C18:2 P>0.05 ns P>0.05 ns
C18:3 P>0.05 ns P>0.05 ns
C20:0 P>0.05 ns P>0.05 ns
C20:1 P>0.05 ns P>0.05 ns
C20:2 P>0.05 ns P>0.05 ns
C20:3 P>0.05 ns P>0.05 ns
C20:4 P<0.01 kK P<0.001 Hokk
C20:5 P>0.05 ns P>0.05 ns
C24:0 P<0.01 ns P<0.01 ns

A Tabela 15 representa os valores de p para cada acido gordo obtido através da analise
comparativa dos dois grupos de doentes relativamente ao grupo controlo. Através do
programa Graph Prism realizou-se o teste estatistico Anova de 2 vias e o teste de
Bonfferoni para obtencdo destes valores com a respectiva significancia. Pela tabela de
resultados (Tabela 15) verifica-se entdo que existem diferencas significativas entre os
trés grupos de estudo na abundancia dos &cidos gordos C16:0, C18:1 cis, e C20:4, com
valor de p < 0.001. Verifica-se que no dois grupos de doentes a abundancia relativa do
acido gordo saturado C16:0 € menor do que no grupo controlo, assim como do acido
insaturado C18:2. Relativamente aos &cidos gordos insaturados C18:1 cis e C20:4 as
suas abundancias relativas sdo maior no grupo de doentes, tanto co insuficiéncia como

com défice em vitamina D, relativamente ao grupo controlo.
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SFAs/UFAs do Grupo Controlo com SFAs/UFAs do Grupo de pacientescom  SFAs/UFAs do Grupo de pacientes com

insuficiénciaem vit. D insuficiéncia de vit. D défice de vit. D
SFAs SFAs
UFAs SFAs 0.
oy 48% UFAs 36% UFAs 38%
64% \ 62%

P

Figura 19 Representacdo grafica da razdo entre acidos gordos saturados e insaturados
nos trés grupos de estudo, grupo controlo com insuficiéncia em vitamina D, grupo de
pacientes com insuficiéncia em vitamina D e grupo de pacientes com défice de vitamina

D. Legenda: SFAs — acidos gordos saturados; UFAs- acidos gordos insaturados.

Com a anélise ao perfil de acidos gordos por GC-MS foi possivel estudar a razéo de
acidos gordos saturados e insaturados para cada grupo de estudo. Desta forma, pela
analise da Figura 19 verifica-se que relativamente ao grupo controlo a abundéncia
relativa dos SFAs é semelhante a abundancia de &cidos gordos (48% e 52%,
respectivamente, com SFAs/UFAS= 0,92. Relativamente ao grupo de doentes com
insuficiéncia em vitamina D e com terapéutica com estatinas verifica-se que a
abundancia de acidos gordos insaturados nestes casos é superior a abundancia de acidos
gordos saturados (64% e 36% respectivamente), apresentando uma razdo entre
SFAs/UFAS= 0,56. Quanto ao grupo de doentes a seguirem a terapéutica com estatinas
e com um défice de vitamina D observa-se também uma maior abundancia de UFAs do
gue SFAs, mostrando uma razdo SFAs/UFAS= 0,61.
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Perfil de acidos gordos do Grupo Controlo com
insuficiéncia de vit. D

mC14:0 mC16:0 mC18.0 W C20:0 C24:0
mCle:l mC18:1cis mC18:1trans C20:1 mC18:2
Cc18:3 mC20:2 mC20:3 mC20:4 mC20:5

Perfil de acidos gordos do Grupo de pacientes com
insuficiéncia de vit. D

mCl4:0

Perfil de acidos gordos do Grupo de pacientes com
défice de vit. D

mCl6:0 C18:0 C20:0 C24:0 mCl4:0 mCl6:0 1C18:0 C20:0 C24:0
mClé:l WC181cis MC18:1trans MC20:1 mC18:2 mCil6:1 mC18:1cis MC18:1trans MC20:1 mCi18:2
cis:3 mC20:2 mC20:3 mC20:4 W C20:5 ci8:3 mC20:2 mC20:3 mC20:4 mC20:5
C14:0 GGEL
C16:0 C18:1 cis
C18:0 C18:1 trans o
. C20:1 ’
C20:0 .
C20:3
C24:0 C20:4
C20:5
Figura 20 Representacdo grafica do perfil de é&cidos gordos (saturados,

monoinsaturados e polinsaturados) dos trés grupos de estudo, grupo controlo com
insuficiéncia em vitamina D, grupo de pacientes com insuficiéncia em vitamina D e
grupo de pacientes com défice de vitamina D. Legenda: SFAs — é&cidos gordos

saturados; UFAs- acidos gordos insaturados.
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Também foi possivel avaliar o perfil detalhado de &cidos gordos com respectiva
abundancia relativa e fazer uma analise comparativa entre os trés grupos para verificar
que classe de &cidos gordos é que predomina no soro (SFAs, MUFAs ou PUFAS).
Verifica-se que no grupo controlo os &cidos gordos mais abundantes sdos os saturados
(SFAs), principalmente o C16:0 e de seguida o C18:0 e com menor abundancia 0s
acidos gordos polinsaturados. Relativamente ao grupo de doentes, tanto com
insuficiéncia como com défice de vitamina D, apresentam no plasma uma maior
abundancia em &cidos gordos monoinsaturados (MUFAS), principalmente o acido gordo
C18:1 cis. Assim como no grupo controlo, os acidos gordos polinsaturados (PUFAS)

continuam a ser 0s menos abundantes no plasma nos dois grupos de doentes.
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V. Discussao
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Atraveés da andlise dos resultados obtidos neste trabalho é possivel verificar que grande
parte da populacdo em estudo (grupo controlo e grupo de doentes), apresenta
hipovitaminose D (Tabela 7). Observa-se também, que existem casos de deficiéncia de
vitamina D no grupo de doentes, 0 que ndo acontece na populacdo saudavel (grupo
controlo) onde apenas se verifica uma insuficiéncia desta vitamina, e um nimero
reduzido de casos com niveis séricos de vitamina D normais nos dois grupos, o que nos
leva a concluir que possivelmente a populacdo portuguesa apresenta uma caréncia de
vitamina D, desconhecendo-se, no entanto, a verdadeira razdo para este facto. Através
do teste t e da analise da Figura 11, verifica-se que o grupo de doentes apresenta niveis
séricos de 25(0OH)D3; mais reduzidos que o grupo controlo, com uma média de valores
muito baixa (12.84 + 0.8484 ). Porém, o grupo controlo, mesmo demonstrando niveis
séricos de 25(OH)D3 acima dos niveis séricos obtidos no grupo de doentes, também
apresenta concentragdo média de vitamina D (21.82 = 1.620) abaixo do intervalo
considerado referéncia (> 30 ng/mL). Contudo, é preciso ter em conta que em diversos
estudos, o intervalo de referéncia para esta vitamina D é > 20 ng/mL, o que colocaria a
populacdo controlo dentro dos niveis considerados referéncia. (3,30) Por outro lado,
noutros estudos cientificos, o nivel indicado como referéncia para 25(OH)Dj3 € igual ou
superior a 30 ng/mL. (32) Devido a esta divergéncia de propostas sobre o intervalo de
referéncia para a vitamina D, este assunto ainda é bastante controverso e colocado em
debate em diversas pesquisas. Assim, no presente estudo, considerando o intervalo de
referéncia para 25(OH)D; >30ng/mL, verifica-se que é no grupo de doentes que se
observa niveis de vitamina D mais baixos, podendo isto se dever a diversos factores,
entre 0s quais: um comprometimento nas fun¢Ges metabdlicas do organismo devido a
diversas patologias, podendo levar consecutivamente a um comprometimento no
metabolismo enddgeno desta vitamina, principalmente em casos de doenca hepatica ou
renal (principais orgédos responsaveis pelo metabolismo da vitamina D), ou ainda devido
a baixa exposicao solar por parte destes doentes ou devido a terapéutica com estatinas.

Pode-se verificar também, pela analise da Tabela 7, que se obteve valores de
concentracdo de 25(OH)D3 dentro do intervalo de referéncia nos dois grupos de estudo
para faixas etarias diferentes: no grupo controlo em idades compreendidas entre os 41-
65 anos e no grupo de doentes em idades entre 0s 66-80 anos. Para além disso, também
se observou casos de insuficiéncia de vitamina D em todas as faixas etarias do grupo
controlo e no grupo de doentes, a excecdo da faixa etaria mais jovem (20-40 anos).

Neste ultimo grupo, a baixa percentagem de hipovitaminose D pode ser devido ao
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namero reduzido de doentes registados com esta idade. Adicionalmente, no grupo de
doentes observa-se também a ocorréncia de casos com défice de vitamina D em diversas
idades, chegando até a atingir a populacéo jovem, ainda que numa percentagem bastante
reduzida (0.94%), o que comprova que a hipovitaminose D é capaz de se manifestar em
qualquer idade, ndo demonstrando neste estudo, uma faixa etaria mais susceptivel a
hipovitaminose D. Na tentativa de obter um melhor intervalo de confianga relativamente
a estas conclusdes da hipovitaminose D nas diversas idades na popula¢do portuguesa,
uma sugestdo para futuros trabalhos seria aumentar o nimero de individuos nos grupos
em estudo.

Relativamente a analise de correlacdo entre estatinas e hipovitaminose D (Tabela 8)
verifica-se que, de um modo geral, em nenhuma terapéutica com as diversas estatinas, a
média de concentracdo de 25(OH)D3; se encontra dentro do intervalo de referéncia,
supondo desta forma, que estes farmacos muito provavelmente ndo contribuirdo para o
aumento desta vitamina, como dito anteriormente em diversos estudos. (33,40,73) No
entanto, verifica-se que existem doentes com os niveis de 25(OH)D3 dentro do intervalo
de referéncia na terapéutica com sinvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e
pitavastatina, ainda que em ndmero reduzido (Tabela 8). Tendo em conta o que ja foi
publicado na literatura, seria de esperar valores séricos de vitamina D normais ou
elevados na terapéutica com rosuvastatina, atorvastatina e lovastatina, uma vez que
diversos estudos apontam para um aumento da metabolizacdo desta vitamina no
organismo com a toma destes farmacos. (41,72,74) No entanto, com nenhuma destas
estatinas se atingiu uma média de concentracdo de 25(OH)Ds dentro do intervalo de
referéncia (> 30ng/mL). Contudo, os doentes medicados com rosuvastatina sao 0s que
apresentam niveis séricos de 25(OH)Ds; mais elevados (& excepgdo dos doentes
medicados com pitavastatina), com uma média de 16,29 ng/mL e com 11,77% de
doentes com valores superiores a 30 ng/mL. A estatina com melhor média de
concentracdo de 25(0OH)D3 é a pitavastatina, porém ndo existem estudos cientificos que
descrevam a sua ac¢do no metabolismo da vitamina D. Porém, através de uma analise
comparativa aos resultados obtidos com pitavastatina e as restantes estatinas, verifica-se
que é com este farmaco que se atinge a melhor média de concentracdo de 25(OH)Ds
(17,17 ng/mL) e com o maior nimero de doentes com niveis séricos de vitamina D
superiores a 30 ng/mL (14,29%), assim como a que apresenta uma menor percentagem
de casos com défice de vitamina D (28,57%). No entanto, serdo necessarios mais

estudos e com um maior nimero de doentes a seguir esta medicacdo para se tirar
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conclusbes mais assertivas desta relacdo entre pitavastatina e os niveis séricos de
vitamina D. A lovastatina, ainda que considerada como uma das estatinas com
capacidade para aumentar 0s niveis séricos de vitamina D, apresenta dois casos de
défice de vitamina D, no entanto devido ao baixo nimero de doentes em estudo néo se
pode tirar conclusdo sobre a sua verdadeira accdo no metabolismo desta vitamina.
Relativamente a atorvastatina, também considerada como outro farmaco que aumenta 0s
niveis de vitamina D no organismo, verifica-se através dos doentes estudados (17) que
mais de metade apresenta défice de vitamina D (58,83%) e apenas 5,88% apresenta
niveis dentro do intervalo de referéncia, apresentando assim uma média de concentracao
de 25(OH)D; muito baixa, 10,86 ng/mL. As restantes estatinas, fluvastatina,
sinvastatina e pravastatina, sdo ja conhecidas por ndo interferirem no metabolismo
enddgeno da vitamina D, 0 que ndo pde em causa 0s baixos niveis séricos 25(0OH)Ds
obtidos nestes casos, mesmo nao sabendo a partida a razdo de estarem tdo diminuidos.
Com esta analise detalhada aos niveis séricos de vitamina D em cada terapéutica
(Tabela 8) foi possivel verificar que as estatinas de segunda geracdo (fluvastatina,
rosuvastatina, atorvastatina e pitavastatina) apresentaram uma menor incidéncia de
casos com défice de vitamina D (a excepcdo da atorvastatina) e com médias de
concentracdo de 25(OH)D3; mais elevadas que as médias obtidas com as estatinas de
primeira geracao (sinvastatina, lovastatina e pravastatina).

Por fim, ap0s a analise da relacdo entre as diversas estatinas e 0s niveis de
hidroxivitamina D, confirma-se que sd@o necessarios estudos mais aprofundados sobre a
accdo das estatinas nos niveis de vitamina D para perceber se de facto estes farmacos
inibem o metabolismo da vitamina D ou se, por outro lado, sdo capazes de aumentar 0s
niveis séricos desta vitamina.

Sabe-se que é através de uma boa exposicao solar que o organismo tem a capacidade de
metabolizar vitamina D e controlar os niveis séricos deste metabolito, uma vez que é
este metabolismo enddgeno o principal responsavel por regular os niveis séricos desta
vitamina no organismo (90%). (11,13) Se hoje em dia a populacdo ndo apresenta um
tempo de exposicdo solar razoavelmente longo na sua vida quotidiana, a sintese
enddgena da vitamina D podera estar comprometida e possivelmente os niveis séricos
desta vitamina encontrar-se-do diminuidos. Para além disso, hoje em dia, torna-se
obrigatério o uso de protectores solares devido ao perigo das radiagdes que hoje
atingem a superficie terrestre, no entanto eles impedem a sintese de vitamina D cutanea

(um protector solar com factor de protec¢do 15 ja chega a bloquear aproximadamente
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99% da producdo de vitamina D na pele). (54) Através deste estudo é possivel verificar
que uma boa parte da populacdo de doentes em estudo apanha pouco sol (38%-
raramente apanham sol e 30% apenas algumas vezes), possivelmente uma das razbes
para 0s baixos niveis séricos de 25(OH)D3 (Tabela 9 e Figura 12). Através da Tabela 9 e
da Figura 13 verifica-se que mais de metade dos doentes que raramente ou por vezes
apanham sol, apresentam défice de vitamina D (52,5% e 62,5% dos doentes
respectivamente), corroborando a ideia de que uma baixa exposicdo solar se encontra
relacionada com baixos niveis de vitamina D. Porém, dos doentes que afirmam apanhar
frequentemente sol, também metade desse grupo de pacientes apresenta um défice desta
vitamina (50%). Todavia, € no grupo de doentes que apanham frequentemente ou muito
sol que a percentagem de casos com niveis séricos de vitamina D dentro do limite de
referéncia € maior (11,54% e 12,5% respectivamente). A grande percentagem de casos
com défice de vitamina D na populacdo que apanha muito sol pode ser justificada pela
toma de estatinas (uma vez que podem interferir no metabolismo da vitamina D), ou por
patologias cronicas, que comprometam a sintese enddgena de 25(OH)Ds3, ou ainda pelo
uso de protectores que impedem a epiderme de receber a radiacdo UVB. Esta
prevaléncia de hipovitaminose D na populacdo merece grande atencdo, uma vez que a
caréncia desta vitamina no organismo se encontra directamente relacionada com o
aumento do risco de diversas patologias, entre as quais as DCV. (39-41)

Tem sido abordado em diversos estudos referentes as patologias cardiovasculares, que
um dos problemas mais significativos neste tipo de patologia sdo os niveis aumentados
de lipidos no plasma. (123) Geralmente, este conceito de lipidos aumentados encontra-
se relacionado com o aumento dos niveis plasmaticos de lipoproteinas, em especial as
LDL, e em consequéncia, niveis aumentados de colesterol total, assim como por vezes
também se encontra associado a niveis aumentados de triglicerideos. Uma vez que a
toma das estatinas serve essencialmente para controlar os nivéis de lipidos no plasma,
principalmente do colesterol, o presente estudo também avaliou os niveis séricos dos
lipidos na populacdo em estudo. Através da Figura 14 e da analise estatistica realizada
(teste t para caculo de médias e desvio padrdo) verifica-se que a populacdo controlo
apresenta niveis de colesterol total aproximadamente entre os 100 e os 300 mg/dL, com
maior distribuicdo na zona dos 200 mg/dL ( média de concentracdo de 204.7 + 10.61,
ligeiramente acima do limite maximo de referéncia que é 200 mg/dL). Quanto ao grupo
de doentes verifica-se uma maior incidéncia de casos com uma concentracdo sérica de

CT a volta dos 100 mg/dL, ainda que existam doentes com niveis acima de 200 mg/dL,
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apresentando assim uma média de concentracdo de 187,5 + 4,181, que se encontra
dentro dos limites de referéncia. Deste modo, verifica-se que a populacdo em estudo
apresenta niveis de colesterol total controlados, ndo contribuindo para um maior risco
de DCV. Juntamente com a andlise do CT, também se avaliaram os niveis de HDL,
LDL e TRG, também muito importantes para a avaliacdo do riso de DVC. Da mesma
forma que a concentracdo sérica de CT, a concentracdo média de HDL nos dois grupos
encontra-se dentro dos limites de referéncia (51,35 * 3.847 no grupo controlo e 52,84 +
1,518 no grupo de doentes) (Figura 14). Ja as médias de concentracdo sérica de LDL e
TRG no grupo controlo encontram-se acima do limite maximo de referéncia,
aumentando assim o risco de desenvolvimento de DCV, se ndo controlarem
atenpadamente estes niveis lipidicos. Relativamente a populacdo de doentes medicados
com estatinas observam-se concentracdes medias de LDL e TRG dentro do intervalo de
referéncia, indicando desta forma que a medicacdo esta a surtir efeito nestes pacientes
(Figura 15). No entanto, ainda se observaram casos de hipercolesterolémia neste grupo.
Assim foi importante avaliar em que terapéutica se obtiam niveis séricos lipidicos acima
do intervalo de referéncia. Através da analise comparativa entre as Tabelas 11, 12 e 13 e
pela Figura 16 verificou-se que a terapéutica com sinvastatina € a que mais casos
apresenta de hipercolesterolémia (53%). A prevaléncia de altos niveis séricos de
colesterol, mesmo com a toma estatinas, pode ser devido a diversos fatores, entre 0s
quais: uma ma metabolizacdo do farmaco no organismo, uma ma posologia ou ainda
uma alimentac&o rica em lipidos. E possivel também observar através da Figura 16, que
as estatinas de segunda geracdo (rosuvastatina, fluvastatina, atorvastatina e
pitavastatina) sdo as que apresentam menos casos de hipercolesterolémia, corroborando
entdo a ideia de que sdo mais eficazes no controlo dos niveis séricos de colesterol. (66)
No entanto, a sinvastatina, continua a ser a estatina mais utilizada, como se pode
verificar nas Tabelas 11, 12 e 13 (58 doentes em estudo), possivelmente devido a sua
relacdo custo/eficacia. (65)

Para além da avaliacdo dos niveis séricos lipidicos e dos niveis séricos de 25(OH)Ds3,
este trabalho também teve como objecto de estudo a percentagem de casos com
hipertensdo arterial na populacdo de doentes, uma vez que em diversos estudos
cientificos o aumento do risco de DCV em casos de hipovitaminose D, se encontra
directamente relacionado com um aumento da pressao arterial. (34) De forma a avaliar a
incidéncia de hipertensdo e a sua relacdo com os niveis séricos de 25(0OH)D3, a Figura

17 descreve a relagdo entre a tenséo arterial nos diversos casos de hipovitaminose D.
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Verificou-se entdo, que independentemente de se tratar de um caso de défice ou
insuficiéncia de vitamina D, a prevaléncia de hipertensdo nos doentes é bastante
acentuada em ambos 0s casos (55,36% e 52,27% respectivamente). Este facto apoia
entdo a ideia de que em casos de hipovitaminose D, a expressdo de renina pode estar
aumentada e contribuir para o aumento da pressdo arterial, como dito em estudos
anteriores. (34,45,46) Nos doentes com os niveis de 25(OH)D3 dentro do intervalo de
referéncia também se registaram casos de hipertensdo, no entanto, este grupo apresenta
um numero total de individuos pouco significativo (6 doentes), o que ndo permite fazer
uma avaliacdo concreta da verdadeira incidéncia de hipertenséo neste grupo de doentes.
Assim, os dados da populagdo em estudo parecem apoiar a ideia de que a
hipovitaminose D encontra-se directamente relacionada com um aumento da tensdo
arterial, aumentando deste forma o risco de DCV.

No entanto, 0 que mais caracteriza as doengas cardiovasculares sdos 0s niveis elevados
de colesterol no sangue, principalmente LDL, dando origem a eventos ateroscleroticos e
um aumento da tensdo arterial. As LDL sdo constituidas maioritariamente por
colesterol, e como tal encontra-se sempre associada a um aumento de CT. Porém, as
lipoproteinas sdo também transportadoras de fosfolipidos e &cidos gordos que podem
estar na forma livre ou como componentes dos fosfolipidos. Existem diversos estudos
que reportam a importancia da variacdo do perfil de acidos gordos plasméaticos com o
risco de doenca cardiovascular, relacionando o efeito pejorativo dos &cidos gordos
saturados com o efeito benéfico dos acidos gordos insaturados. (92,95) E certo, que com
0 estilo de vida e dieta ocidental, a ingestdo de SFAs é muito elevada, e
consequentemente o risco de DCV encontra-se aumentado. (95) Assim, o presente
trabalho analisou o perfil de acidos gordos de alguns doentes seleccionados e avaliou a
possivel relacdo entre o perfil de &cidos gordos e a presenca de hipovitaminose D, assim
como avaliou a possivel relacdo entre o perfil de acidos gordos e a terapéutica com
estatinas. A Figura 18 descreve entdo o perfil de acidos gordos obtidos por GC-MS, dos
trés grupos de estudo (grupo controlo com insuficiéncia de vitamina D e sem terapéutica
com estatinas, grupo de doentes com insuficiéncia de vitamina D a seguiram a
terapéutica com estatinas e grupo de doentes com défice de vitamina D a seguiram a
terapéutica com estatinas). Observou-se entdo que o perfil de acidos gordos entre
pessoas com défice de vitamina D e com insuficiéncia em vitamina D ndo variava
significativamente, sugerindo desta forma, que baixos niveis de vitamina D ndo se

encontram directamente relacionados com uma alteragdo no perfil de &cidos gordos. No
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entanto, comparando o grupo de pessoas saudaveis (grupo controlo) com o grupo de
pacientes a tomar estatinas, (ambos com insuficiéncia em vitamina D, de forma a ndo
ser um factor de variacdo), verifica-se que o grupo controlo apresenta uma maior
abundancia relativa de acidos gordos saturados (Figura 18) e uma menor abundancia de
acidos gordos insaturados. Este facto sugere que a terapéutica com estatinas, pode
interferir com o perfil de acidos gordos e de certo modo diminuir os niveis de SFAs
plasmaticos que mais contribuem para o desenvolvimento de DCV, desconhecendo-se a
partida 0 mecanismo subjacente. Através de uma analise mais detalhada da Figura 18 e
Tabela 14 ¢ possivel também observar-se, que os acidos gordos predominantes no soro
de ambos 0s grupos sdo o acido palmitico (C16:0), o acido estearico (C18:0), o &cido
oleico (C18:1), o &cido linoleico (C18:2) e o acido araquidénico (C20:4). Verifica-se
também, que existem diferencas significativas entre o grupo controlo e os dois grupos
de doentes em estudo, na abundancia relativa do acido gordo saturado C16:0 e nos
acidos gordos insaturados C18:1 cis e C20:4 (Tabela 15), onde a maior percentagem de
UFAs se encontra no grupo de doentes tratados com estatinas, que desta forma
diminuem o risco de DCV. (98,99)

Sabendo que a dieta ocidental e principalmente nos paises industrializados é composta
essencialmente por SFAS, seria de esperar uma maior abundancia deste tipo de acidos
gordos ao nivel plasméatico e uma baixa abundancia em acidos gordos insaturados, no
entanto isso ndo se verificou (Figura 18 e Tabela 14). Para além disso, na regido
ocidental também se verifica um elevado consumo de émega-6 PUFAS, e um baixo
consumo de &cidos gordos 6mega-3 PUFAs. (95) Na verdade € possivel observar-se no
perfil de &cidos gordos (Figura 18 e Figura 20) a presenca do &cido araquidénico (AA)
(C20:4), o principal acido gordo 6mega-6 presente na dieta. Relativamente a abundancia
relativa deste acido gordo, observa-se que este se encontra mais abundante nos grupos
de doentes do que no grupo controlo. A presenca deste acido gordo ao nivel plasmatico
pode contribuir para processos inflamatdrios, e consequentemente a um maior risco de
DCV, uma vez que este acido gordo € percursor dos eicosandides, responsaveis por
regular a funcdo imune e inflamatoria no organismo. (111) A substituicdo do AA (acido
gordo ®-6), percursor de TxA,, nos fosfolipidos membranares das plaquetas, por EPA e
DHA (é4cidos gordos 6mega-3 encontrados na dieta rica em peixe) proporciona uma
menor producdo de TxA, reduzindo a agregacdo plaquetaria (Figura 7). Além disso,
também provocam um efeito inibidor sobre a enzima cicloxigenase (COX), que liga AA

a TxA; conduzindo a um estado trombogénico mais reduzido. (100) Assim, seria
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benéfico para este tipo de doentes, mesmo com a toma de estatinas reduzir o consumo
de SFAs e aumentar o consumo de acidos gordos 6mega-3 em detrimento dos &cidos
gordos émega-6. Uma vez que a vitamina D e os acidos gordos -3 se encontram nas
mesmas fontes alimentares (essencialmente peixes e 6leos de peixe), seria benéfico para
estes doentes seguirem uma dieta rica neste tipo de alimentos. (111) E preciso ter em
conta também, que existem interac¢des significativas entre os diferentes tipos acidos
gordos, 0 que faz com que seja importante avaliar a razdo entre SFAs e UFAs no
organismo. Um estudo demonstra que a razéo entre SFAs e UFASs deve cair no intervalo
entre 0,5 e 1. (95) Atraves da analise da Figura 19 e do ratio SFAs/UFAs realizado para
cada grupo, verifica-se que nos trés grupos se obtém uma razdo entre SFAs e UFAs
dentro do intervalo recomendado. Um estudo de intervencdo, onde a populacdo em
estudo teve um decréscimo na ingestdo de SFA e um aumento simultdneo do consumo
de UFAs, registou uma reducdo primaria na incidéncia de doenca coronariana em
pacientes com hipercolesterolemia. (124) Dos trés grupos em estudo verifica-se que o
grupo de doentes com insuficiéncia em vitamina D e a tomar estatinas, € 0 grupo que
apresenta uma razdo SFAs/UFAs mais baixa (0,56), e consequentemente um menor
risco de DCV devido a uma menor abundancia em SFAs.

Por fim, apds a analise de todos os resultados obtidos, verifica-se que de facto existe
uma grande prevaléncia de hipovitaminose D nos pacientes a tomarem estatinas, que
pode pdr em causa o risco de DCV. O nivel de colesterol nestes pacientes encontra-se
de facto controlado pela terapéutica com hipocolesterolémicos, mas o risco de
desenvolver doencas cardiovasculares ainda é posto em causa, uma vez que uma
caréncia de vitamina D assim como baixos niveis de &cidos gordos 6mega-3 no

organismo, se encontram relacionados com um aumento do risco dessas patologias.
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V1. Conclusao







Com este trabalho cientifico foi possivel verificar que a hipovitaminose D afecta a
populacdo portuguesa, ndo s6 nos doentes a seguirem a terapéutica com estatinas, como
também na populacdo saudavel, sem patologias associadas. Mesmo sendo um pais com
a presenca de sol em grande parte do ano, as pessoas apresentam uma caréncia de
vitamina D talvez devido a diversos factores, entre 0s quais: 0 uso de protectores solares
que impedem a pele de receber a radiacdo UVB, ao estilo de vida que impossibilita as
pessoas hoje em dia de apanharem sol, assim como a toma de alguns farmacos que
condicionam o metabolismo desta vitamina no organismo. Na populacdo em estudo
verificou-se entdo uma grande incidéncia de hipovitaminose D em todas as faixas
etarias e nas diversas terapéuticas com estatinas. Ao contrdrio do que € descrito em
alguns estudos, este trabalho demonstra que a terapéutica com estatinas ndo parece
aumentar os niveis de vitamina D. No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar
o efeito de cada estatina no metabolismo da vitamina D, e preferencialmente com um
maior numero de individuos. Adicionalmente, este trabalho pretende também
demonstrar, que mesmo controlando os niveis séricos de colesterol com a toma de
estatinas, o risco dos doentes poderem vir a desenvolver DCV ainda existe, uma vez que
tanto a caréncia de vitamina D, como o baixo nivel de n-3 PUFA e o elevado nivel de n-
6 PUFA (C20:4 principalmente), se encontram relacionados com um maior risco dessas
patologias. O presente estudo sugere que a combinacdo de vitamina D e n-3 PUFA na
terapéutica com estatinas parece ser promissora na reducéo do risco de DCV.

Ja sd@o muitos os estudos que descrevem os efeitos benéficos da vitamina D e a
seguranca da sua utilizacdo, no entanto o seu doseamento e a sua utilizacdo como
terapéutica, ainda sdo poucos postos em pratica. Assim, o presente trabalho pretende
consciencializar a populacdo e as entidades médicas para os efeitos benéficos da
vitamina D, e realcar a importancia do seu doseamento na pratica clinica, de forma a

minimizar a incidéncia de hipovitaminose D na populacdo portuguesa.
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