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RESUMO

Individuos com lesdo medular sdo mais vulneraveis a perda de massa 6ssea, devido a reduzida
atividade fisica e menor exposicdo solar, o que pode refletir nos valores do paratorménio
(PTH) e vitamina D. Objetivo: Mensurar valores séricos de PTH, célcio e vitamina D em
portadores de lesdo medular por trauma. Metodologia: Estudo transversal em homens
portadores de lesdo medular por traumatismo da Associacdo dos lesados medulares do Rio
Grande do Sul (LEME) e Associacdo Canoense de Deficientes Fisicos (ACADEF), Brasil. Foi
aplicado um questionario com dados socioeconémicos e de salde, além da mensuracdo de
PTH, célcio e vitamina D. Para a analise dos dados foi utilizada a correlacdo linear e o teste
do Qui-quadrado. Foram significativos os valores de p<0,05. Resultados: A idade média dos
participantes foi de 35,52+9,78 anos. O tempo médio de lesdo foi de 6,09+5,55 anos
(paraplegia de 6,07+5,87 e tetraplegia de 6,17+4,55 anos). A concentra¢do média de vitamina
D foi 19,04+6,98 ng/mL (paraplegia de 20,13+7,18 ng/mL e tetraplegia de 15,27+4,92
ng/mL). A concentragdo sérica de célcio total foi de 9,54+0,52 mg/dL, ndo tendo variacdo
entre os individuos com tetra e paraplegia. Os niveis médios de paratorménio foram de
34,81+10,84 pg/mL (paraplegia de 33,43+8,61 pg/mL e tetraplegia de 39,59+16,19 pg/dL).
Individuos com exposi¢éo solar superior a 2 horas por dia apresentaram valores de vitamina D
mais elevados em relacdo aos que se expunham até uma hora por dia (p=0,001) e sujeitos com
maior tempo de lesdo apresentaram valores de vitamina D mais reduzidos (p=0,029).
Conclusdo: A vitamina D se mostrou mais elevada nos sujeitos com um tempo de exposicao
solar superior a 2 horas por dia e mais reduzida naqueles com maior tempo de lesdo medular.

O valor médio de vitamina D esta classificado na faixa deficiente.

Palavras-chave: Lesdo Medular. Vitamina D. PTH. Célcio. Metabolismo Osseo.



ABSTRACT

Individuals with spine cord injury are more vulnerable to bone loss due to reduced physical
activity and lower sun exposure, which may reflect the values of parathyroid hormone (PTH)
and vitamin D. Objective: Measure serum PTH, calcium and vitamin D in patients with
spinal cord injury by trauma. Methods: Cross-sectional study in men with spinal cord injury
of the Associacdo dos Lesados Medulares do Rio Grande do Sul (LEME) and Associagdo
Canoense de Deficientes Fisicos (ACADEF), Brazil. It was applied a questionnaire with
socioeconomic and health data, and the measurement of PTH, calcium and vitamin D. For
data analysis we used the linear correlation and chi-square. Were significant p values < 0.05.
Results: The mean age of participants was 35.52 + 9.78 years. The mean time lesion was 6.09
+ 5.55 years (6.07 = 5.87 for paraplegia and 6.17 + 4.55 years for tetraplegia). The mean
concentration for vitamin D was 19.04 + 6.98 ng / mL (20.13 + 7.18 for paraplegia ng / mL
and 15.27 £ 4.92 for tetraplegia ng / mL). The serum total calcium was 9.54 + 0.52 mg / dL,
with no variation between individuals with paraplegia and tetraplegia. Mean levels of
parathyroid hormone was 34.81 + 10.84 pg / mL (33.43 + 8.61 for paraplegia pg / ml and
39.59 * 16.19 for tetraplegia pg / dL). Individuals with sun exposure more than 2 hours per
day of vitamin D had higher values than those who were exposed to an hour per day (p =
0.001) and subjects with longer lesions showed lower values of vitamin D (p = 0.029).
Conclusion: Vitamin D showed higher in subjects with a time of sun exposure greater than 2
hours per day and lowest in those with longer duration of spinal cord injury. The average

value of vitamin D is in the range rated poor.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento do tempo médio de vida, como vem sendo observado nos ultimos
anos, tem se buscado continuamente a melhora da qualidade de vida durante o
desenvolvimento do processo de envelhecimento®. Um grande fator dificultante para o éxito
nesse processo é o desenvolvimento de osteoporose. Embora essa patologia possua uma
prevaléncia superior em mulheres, principalmente apés a menopausa®, o sexo masculino

também pode ser afetado.

A busca do processo de envelhecimento bem sucedido somado a uma qualidade de
vida elevada difunde-se também a outros nichos especificos do conhecimento. Isso ocorre
buscando minimizar caracteristicas préprias de um processo ndo fisiolégico, como a
acentuada perda mineral Ossea, decorrente da lesdo medular, que podem somar-se com
processos que frequentemente ocorrem com o avango da idade. Destarte, a identificacdo do
gue ocorre no processo 0sseo metabolico de individuos com lesdo medular torna-se
fundamental para buscar a compreensdo da otimizacdo desse processo para um

envelhecimento bem sucedido.

Atualmente, segundo dados americanos, cerca de 300.000 pessoas vivem com alguma
consequéncia decorrente de lesdo medular, sendo que surgem aproximadamente 10.000 a
14.000 casos novos por ano. Destes, grande parte sdo adultos jovens. Devido ao grande
ndmero de novos casos por ano e por se tratar de individuos que necessitam de
acompanhamento para tentar diminuir as complicac6es pertinentes a lesdo medular o governo

americano possui um gasto em torno de bilhdes de délares?.

Apoés a instalacdo da lesdo medular uma série de complicagbes podem surgir no
decorrer dos anos fazendo com que haja uma diminuicdo da qualidade de vida e, em alguns

casos, aumente a dificuldade no manejo desses individuos®.

A principal complicacdo em individuos com lesdo medular é a osteoporose® 4.
Atualmente o real motivo da instalacdo dessa patologia ainda ndo é bem conhecida®, tendo

relatos divergentes na literatura sobre isso.

Embora saiba-se que o calcio é um dos elementos mais importantes do organismo,
com inGimeras func@es fisioldgicas imprescindiveis a vida® © e que este é depositado em sua
maior parte no tecido 0sseo, 0 comportamento desse tecido nesses individuos ainda néo se

apresenta bem esclarecida®.



Por esse motivo, tendo em vista a baixa concordancia entre a literatura especializada
em metabolismo 0Osseo de individuos portadores de lesdo medular, torna evidente a
necessidade de novos estudos a respeito desse tema. A melhor compreensdo sobre como
comporta-se o tecido 6sseo nesses individuos possibilitard futuramente um manejo de melhor
qualidade, minimizando as complicacdes decorrentes dessa condicdo e, indiretamente,
otimizando os custos para 0 acompanhamento dos portadores dessa condi¢do, bem como

possibilitando um envelhecimento com melhor condigdes 6sseo-metabolicas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LESAO MEDULAR

Lesdes traumaticas na medula espinhal sdo situacdes frequentes e de consequéncias
devastadoras para a vida do paciente. Nos Estados Unidos 300.000 pessoas vivem com
sequelas relacionadas a danos de medula espinhal, e a cada ano, surgem entre 10.000 a 14.000
casos novos. A maioria destes incluem pessoas em idade ativa, com menos de 30 anos. Este
quadro de desvantagem fisica gera um alto custo de manutencdo para 0 governo e a
sociedade, o qual esta estimado em $8 bilhGes por ano, e individualmente $1.35 milhGes
durante toda vida de cada paciente!”. No Brasil, ocorrem cerca de 40 casos novos anuais por

milhdo de habitantes, perfazendo um total de 6 a 8 mil casos por ano®.

Segundo Jackson et al® em estudo realizado em 2004, as causas geradoras da les&o
medular, ou trauma raquimedular, sdo variadas, sendo que a origem mais comum €
proveniente de acidentes automobilisticos (45,6%), seguido por quedas (19,6%) violéncia
urbana (17,8%) e esportes (16%).

O nivel do segmento medular lesado determina quais fungdes motoras, sensitivas e
reflexas do organismo poderdo ser afetadas. Dependendo da intensidade da lesdo, se observa
grande variabilidade de disfuncdo neuronal, a qual vai desde uma perda parcial e sutil de
movimentos até a incapacidade de deambulacdo. A lesdo medular é denominada completa,
quando existe auséncia de sensibilidade e motricidade inferior ao nivel de lesédo,
permanecendo somente os reflexos involuntarios. Na lesdo incompleta, existe a preservacao
de, no minimo, uma das modalidades, sensitiva ou motora, abaixo da les&ao®®. A intensidade
do impacto sofrido pela medula pode ocasionar de uma completa paralisia a uma mielopatia
ou paresia incompleta. Problemas como a perda de controle intestinal ou de bexiga, lesGes

cutaneas e irregularidades na pressdo sanguinea, também podem estar associados(" ™.

O mecanismo de lesdo deve ser conhecido, pois permite inferir qual o melhor
tratamento a ser administrado e o prognostico funcional do paciente. O trauma por contuséo é
a lesdo medular mais observada, tendo como fisiopatologia uma compressdo externa da
medula espinhal. O processo inicial desencadeado apés a lesdo medular esta relacionado com
rompimento e laceragcdo do tecido nervoso, os quais resultam na interrupgdo da transmisséo

axonal e subsequente degeneracdo neuronal e axonal, e estes por sua vez contribuem para a



formacéo de cicatriz astrocitica. De um modo geral, qualquer forma de intervencéo posterior a

um trauma na medula espinhal possui apenas carater paliativo!” 2.
2.2 METABOLISMO OSSEO

O calcio € um dos elementos mais importantes do organismo, sendo que 99%
encontra-se armazenado no tecido 6sseo®®. Este elemento desempenha diversas funcdes
fisiologicas das quais, a ndo realizacdo de forma adequada, poderia levar a sérias injurias ao
nosso organismo. Dentre as funcdes exercidas pelo calcio podemos citar a atividade
neuromuscular, funcbes de membrana, como, polarizacdo/despolarizacdo e
abertura/fechamento de canais transmembrana, secrecdo hormonal, atividade enzimatica,
coagulacdo sanguinea e, claro, mineralizacdo esquelética® ©. Devido a essa Gltima funcdo, o
tecido dsseo, apresenta também uma grande importancia ndo sé estrutural, através do
esqueleto, mas também uma funcdo metabdlica, servindo de reserva mineral que pode ser
acessado a qualquer momento para garantir a normocalcemia (concentracfes adequadas de
célcio sanguineo)®, para a correta execucdo das atividades citadas anteriormente. O
metabolismo dsseo é dindmico e é caracterizado por duas fases: a formacdo Ossea e a

reabsorcao 6ssea™.

Uma vez formada a estrutura 0ssea, ela € continuamente renovada e modificada pelo
processo conhecido como remodelacdo Ossea. Essas modificagdes podem chegar a taxas de 2
a 10% da massa esquelética por ano em individuos adultos e, para que haja uma correta
fixacdo da massa Ossea, € necessario que a taxa de formacdo seja idéntica a taxa de
reabsorcio™®. Quando, por qualquer que seja 0 motivo, ocorre uma alteracdo nessas
proporcdes, ou seja, a taxa de formacéo torna-se inferior a taxa de reabsorgao, ocorre em um
primeiro momento a instalagdo de uma fraqueza 0ssea, com diminui¢do da massa 0ssea e, em
sequida, osteopenia. Dependendo da duragdo desta alteracdo (diferenca entre taxas de

formacao/reabsorcao) é possivel que seja instalado um quadro de osteoporose?.

Sendo o célcio um importante elemento no organismo, como pode-se perceber, existe
a necessidade de um sistema sensivel as pequenas alteragdes na sua concentracdo sanguinea
para garantir sua homeostasia e desempenhar todas as acbes fisiologicas citadas
anteriormente. Este controle se d& em maior parte pela acdo de horménios calciotropicos

como vitamina D e, principalmente, o horménio paratiredideo (PTH)®.
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As glandulas paratiredides sdo as responsaveis pela sintese deste hormonio e,
geralmente, sdo encontradas na regido anterior a tiredide e, normalmente, em 4. Esse

horménio é de constituicdo protéica, formado por 84 aminoéacidos em sua forma final™* 1)

9 Uma vez

sendo que sua fragdo ativa corresponde a sequéncia 1-34 de aminoacidos
sintetizado pelas paratiredides, este horménio é armazenado em vesiculas de secrecdo onde
pode sofrer metabolizacdo intracelular, fazendo com que apenas os fragmentos com
terminacdo carboxi-terminais sejam liberados para a circulagdo juntamente com a forma

ativa®®,

As glandulas paratiredides sao as principais reguladoras do metabolismo 0sseo através
do PTH, devido a alta concentracdo de receptores especificos para calcio em sua membrana,
fazendo com que haja um equilibrio inversamente proporcional entre o nivel plasmatico de

célcio e produgdo de PTH, na auséncia de patologias® *®

, ou fatores interferentes como
contaminacdo por aluminio, uso de corticoides, estrogénio e algumas citocinas pro-

inflamatorias™®.

A forma ativa do PTH atua de diversas formas no organismo, exercendo diferentes
estimulos em sitios distintos® . A partir do momento em que o PTH é sintetizado e
secretado na circulacéo ele atua de diferentes maneiras a fazer com que o calcio sanguineo
aumente. Para isso, a acdo do PTH é intensamente direcionada para o maior reservatorio deste
elemento no organismo, o tecido 0sseo, e os rins. De forma indireta, o PTH atua sobre o
intestino aumentando a absorcdo do calcio proveniente da alimentacdo®. Bracco et al™®),
relata que o processo de acdo do PTH se d& através do aumento da excrecdo de fésforo com
maior absorcdo renal de calcio, enquanto estimula a conversdo da 25-hidroxicolecalciferol
(25(OH)vitaminaD) ou vitamina D, na sua forma mais ativa, a 1,25-dehidrocolecalciferol
(1,25(0OH),vitaminaD), produzindo assim esse aumento na absor¢do de calcio no intestino®.
O processo no tecido 0Osseo ocorre através do estimulo e secrecdo de fatores que

potencializam a acdo de osteoclastos, células responsaveis pela reabsorcao 6ssea™®.

A vitamina D através, principalmente, da sua forma mais ativa, a 1,25-
dehidrocolecalciferol demonstra ser uma importante forma de controle do metabolismo
6sse0®® . A vitamina D possui interessante papel no controle desse metabolismo 6sseo® por
atuar, também, na propria glandula paratiredide, através de seus receptores para vitamina D
(VDR)"® e desempenhar um papel importante na funcdo muscular®. A maior fonte de

vitamina D é a produg&o cutanea, que ocorre com a irradiacao solar. Estudos sugerem que em
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regides de latitudes temperadas o habito de tomar sol seja frequente, com exposi¢ao das maos,
bracos e face, sem 0 uso de protetor solar ou outra barreira fisica, por 5-10 min, 2 ou 3 vezes
por semana®, para manter os niveis adequados de vitamina D. Com a exposicdo da pele aos
raios ultravioleta (UV), inicia-se a formacdo do colecalciferol (VIT D). Esse por sua vez €
convertido em 25-dehidroxicolecalciferol no figado e entdo a 1,25-dihidrocolecalciferol nos

rins®",

Segundo Holick et al, em guideline publicado, estipula que valores abaixo de 250H-
vitaminaD abaixo de 20 ng/mL s&o classificados como deficiéncia; valores de 250H-
vitaminaD entre 21-29 ng/mL sdo classificados como insuficiéncia e; valores de 250H-

vitaminaD acima de 30 ng/ml s&o considerados excelentes®®,
2.3 METABOLISMO OSSEO NA LESAO MEDULAR

O conhecimento acerca das consequéncias provenientes da longa imobilizacdo ja é
bem conhecida e relatada na literatura. Bauman et al.*® faz um levantamento histérico em seu
artigo, mostrando que hé anos era discutido que a perda 6ssea era ocasionada pela diminuicao

do estresse e tensdo muscular proveniente da baixa mobilidade.

A lesdo medular e, consequentemente, a imobilizacdo que é ocasionada por esse dano,
estd associada com perda rapida da for¢a muscular e, em pouco tempo, posteriormente, com a

perda 6ssea®?.

Uma das principais complicacfes em individuos portadores de lesdo medular é a
osteoporose® 22 e, por esse motivo, tem sido foco de novos estudos® 2. E importante
ressaltar que o padrdo de perda Gssea observada em portadores de lesdo medular é diferente
daqueles observados em individuos que adquiriram essa perda decorrente de outras etiologias,
como doencas endécrinas, idade avancada, fatores nutricionais e através de farmacos®?.
Contudo, mesmo com inimeros estudos a respeito dessa perda mineral dssea frequentemente

observada nestes individuos a correta etiologia continua desconhecida®®.

Dentre os fatores contribuintes para instalacdo dessa perda acelerada da massa dssea
podemos citar as deficiéncias hormonais®, lesées induzidas por alteracdes da circulacéo
sanguinea e falta de cargas mecanicas sobre os 0ssos dos membros paralisados™ %. Desse

modo, segundo esses autores, a lesdo medular é fortemente associada a uma atrofia muscular
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e 6ssea, podendo ser ainda mais pronunciada em pessoas com um grau de paralisia maior®

27)

Garland et al®®, cita trabalhos seus anteriores em que utiliza uma distribuicio geral
das fases de perda 6ssea em portadores de lesdo medular. Segundo seus estudos essa perda
Ossea ocorre de maneiras diferentes conforme o tempo de injuria sendo divididas em 3 fases.
A primeira ¢ a fase aguda ou “resposta a injuria”. Esta fase ocorre nos primeiros 3 ou 4 meses
ou imediatamente ap6s a injuria com diminuicdo acentuada da densidade mineral Ossea
(DMO)®@ | apresentando uma taxa de reducéo de 1% por semana na DMO do joelho e
variacdo dos marcadores do metabolismo 0sseo. Nesta mesma fase o autor evidencia, através
de outros estudos seus, a ocorréncia também de uma diminuicdo na massa 0ssea total na
pelve, regido do calcaneo e em toda extremidade inferior a uma taxa de 2% por semana®®. A
fase seguinte € denominada de fase sub-aguda ou “fase de adaptagdo e ajustes”. Essa fase
pode durar por aproximadamente mais 1 ano®®. A DMO no joelho perdida nessa fase é de
aproximadamente 1% ao més, equanto a perda acelerada persiste na regido calcanea e toda
extremidade inferior®® 2. A dltima fase citada, é a fase cronica que por apresentar uma

populacdo bastante reduzida torna-se dificil estabelecer taxas de diminuicdo na DMO®®,

De um modo geral, é sabido que a diminui¢do ou a restricdo de movimento, imposta
em variados graus, nos individuos portadores de lesdo medular, aumenta a atividade de
reabsorcio 6ssea pelos osteoclastos®?, fazendo com que haja a instalacdo inicialmente de

uma fragilidade e posteriormente, tornando 0s 6ssos mais suscetiveis a fraturas.

Atualmente, como prova da importancia que a tragdo mecanica exerce sobre o
metabolismo 0sseo, diversos estudos evidenciam que a pratica de exercicios, ao proporcionar
uma melhora muscular, pode beneficiar os 0ssos, ja que isso faz com que, através do
fortalecimento muscular, um maior estresse mecanico sobre o tecido 6sseo a que esta inserido,

aumentando assim, o estimulo de formagao 6ssea®?.

Grande parte dos estudos apresentados até aqui e outros encontrados na literatura,
buscam verificar essas alteracfes através de pardmetros laboratoriais e exames de imagem.
Atualmente estudos como Oleson et al®®, conferem & vitamina D, ou melhor, a diminuta
presenca desta no organismo, uma grande importancia para o surgimento da osteoporose.
Pesquisas envolvendo marcadores especificos do metabolismo 6sseo surgem a fim de auxiliar
na melhor compreensdo de como se da o controle metabdlico nesses individuos com condicéo

peculiar. Garland et al®® cita em seu artigo estudos que mostram as diferentes concentracdes
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de alguns desses marcadores durante a evolucdo da injaria. Na fase aguda, momento em que 0
organismo tenta assimilar a lesdo, é onde ocorre a maior atividade reabsortiva® e ocorre
acentuada elevac&o dos marcadores de reabsorcéo 6ssea no soro e urina®. Essa atividade dos
osteoclastos pode ser observada através da hipercalcilria e outros marcadores ndo especificos
gue necessitam maiores estudos para uma adequada interpretacdo, como a hidroxiprolina e
ainda, através de outros marcadores diretos como a deoxipiridiolina, piridiolina e N-
telopeptideo que tornam-se elevados apds a injuria tendo seu pico em aproximadamente 24
semanas ap6s®®. Sequindo o desenvolvimento cronolégico da lesdo medular, é relatado neste

mesmo artigo de Garland et al®®

, que na fase subaguda os marcadores de reabsorcdo Gssea
estdo retornando aos valores normais, juntamente com os valores de PTH que pode ter se
elevado durante a primeira fase. As tentativas de verificacdo da atividade de formacéo dssea,
através de marcadores da atividade osteoblastica, ndo se mostraram satisfatorias, pois muitas
vezes apresentavam reducdo e/ou aumento da atividade nessas duas primeiras fases, segundo

0 que é mostrado na literatura®®®.

A utilizacdo da vitamina D no auxilio da compreensdo do metabolismo dsseo tem se
mostrado bastante interessante, entretanto, a falta de estudos padronizados que utilizem uma
populacdo homogénia e com o periodo de coleta de amostra semelhante tem dificultado essa
acdo. Oleson et al®, retrata justamente essas questdes acerca da dificuldade da obtencdo de
boas andlises de vitamina D. Segundo este artigo, a primeira dificuldade € quanto ao valor de
referéncia adotado para uma correta interpretacdo clinica e, por esse motivo, eles adotaram
para a realizacdo do seu estudo valores de vitamina D de 32 ng/mL como subterapéutico, 20
ng/mL insuficientes e abaixo de 12 ng/mL deficientes®Y, diferentemente dos estipulados

atualmente.

De uma forma geral, podemos considerar o que Jiang et al®”, relatou em sua revisio.
Percebendo que a 1,25(0OH), vitamina D é formada a partir da estimulacdo do PTH sobre a
hidroxilagdo renal de 25(OH)vitaminaD, o0s niveis séricos dessa substancia estardo
diminuidos, decorrente da supressao do PTH pelo calcio aumentado, proveniente do aumento
reabsortivo. Logo, o eixo PTH-VitD, importantes na manutencdo desse sistema sofre

alteragfes com o inicio da injdria.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

» Mensurar os niveis séricos de PTH, célcio e vitamina D em individuos

portadores de lesdo medular.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

» Verificar a acdo do tempo de lesdo medular nos valores séricos de célcio,
vitamina D e PTH;

» Verificar o tipo de lesdo medular (completa ou incompleta) e a sua relacéo
com os valores séericos de calcio, vitamina D e PTH;

» Verificar se a condicdo socioeconémica tem influéncia sobre os valores

séricos de célcio, vitamina D e PTH.



4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO
Estudo transversal.

4.2 ESTRATEGIA DE ACAO

Apobs aprovagdo do comité cientifico e, posteriormente, do comité de ética em
pesquisa as coletas foram iniciadas.

Em um primeiro momento as coletas foram realizadas na LEME (Associacdo dos
lesados medulares do Rio Grande do Sul) e, posteriormente, ACADEF e com voluntarios que

demonstraram interesse em participar apds convite verbal prévio.

Para que o individuo pudesse participar como voluntério da pesquisa, ele deveria
preencher aos quesitos necessarios estabelecidos pelo pesquisador e concordar com o TCLE -
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A). Apos leitura e preenchimento do
TCLE foi aplicado um questionario elaborado pelo pesquisador (APENDICE A) para
verificar habitos de vida, pratica de exercicios, tempo de lesdo medular, exposicao solar e
questionario de recordatorio alimentar (ANEXO B) para identificacdo de fatores alimentares
potencialmente interferentes a pesquisa ou outros itens que pudessem ser passiveis de

interferéncias as dosagens bioquimicas realizadas no estudo.

Caso durante a aplicacdo dos questionarios ndo fosse identificado nenhum fator
excludente do participante, 0 mesmo teria condigdo de participar do estudo e seria submetido
a puncéo venosa para colheita de material sanguineo suficiente para as analises preconizadas
no projeto. Todas as amostras sanguineas foram centrifugadas, separadas e armazenadas a

80°C negativos até 0 momento da analise.

4.3 AMOSTRA

4.3.1 Tamanho amostral

O célculo do tamanho amostral foi realizado para o objetivo principal de verificar 0s

niveis séricos de PTH, célcio e Vit-D em homens com lesdo medular. Foi utilizado para o
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calculo o programa “samples.exe” do pacote estatistico PEPI versao 4. Considerando um
poder de 90% e um erro alfa de 0,05. A tabela 1 mostra o nimero de participantes necessarios
em cada grupo para comparagdo de médias entre dois grupos, de acordo com valores de PTH
e Vit-D descritos para homens com lesdo medular e com a diferenca esperada, considerada

clinicamente significativa, entre dois grupos.

Tabela 1. Nimero de participantes necessarios em cada grupo

Média Desvio padrdo  Diferenca esperada

Variavel _ _ N*
aproximada  aproximado entre 2 grupos

PTH (pg/mL) 47 25 10 49

Vit-D (ng/mL) 20 11 8 41

Fonte: O Autor, 2013
* NUmero de pacientes necessario em cada grupo

A amostra foi constituida por individuos do sexo masculino, portadores de lesdo
medular por traumatismo oriundos de instituicdes de apoio e tratamento, nesse caso LEME
(Associacdo dos Lesados medulares do Rio Grande do Sul) e ACADEF, localizadas em Porto

Alegre e regido metropolitana e individuos interessados em participar do estudo.

4.3.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo individuos do sexo masculino, portadores de lesdo medular
por traumatismo que pudessem ler e compreender o TCLE, responder aos questionarios, bem

como, tivesse idade igual ou superior a 18 anos.

4.3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo todos os individuos que apresentassem défcti cognitivo
capaz de dificultar ou inviabilizar o respondimento dos questionarios que seriam aplicados.
Teria, também, excluida a participacdo caso o individuo apresentasse qualquer doenca capaz
de interfirir no metabolismo 6sseo, como hiperparatireoidismo primario ou secundario,
neoplasias, alteracdes da funcéo renal e disfuncdes da tiredide, bem como estar utilizando

farmacos diuréticos capazes de causar alteracdes no metabolismo 6sseo.
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4.3.4 Recrutamento dos participantes

Todos os participantes foram contactados anteriormente ao periodo de coleta de
informacdes para verificacdo da causa da condi¢do e sua condigdo (tetra ou paraplégica), bem
como, averiguar a existéncia de algum dos critérios de exclusao citados anteriormente. Uma
vez que o individuo estivesse apto para participar do estudo era marcado um dia e local para a

coleta de informagdes e coleta venosa.

Testes laboratoriais

Apds a aplicacdo dos questionarios foi realizada uma coleta sanguinea, seguindo as

normas da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica®?.

Ap0s a coleta sanguinea o material foi disposto nos tubos coletores especificos para a
obtencdo de soro ou plasma, conforme padronizado pelo fabricante dos Kits que foram
utilizados para as dosagens. Para otimizacdo do processo de dosagens dos analitos, apds
obtida essas amostras, elas foram centrifugadas, separadas e, em seguida, armazenadas em

freezer a -80°C para que as dosagens ocorressem simultaneamente e fossem sequénciais.

4.4 AVALIACAO CLINICA

Apb6s a concordancia do voluntario em participar do estudo, foi realizada uma
avaliacdo prévia dos sujeitos a fim de se coletar informacdes pertinentes aos objetivos do
estudo. Em um primeiro momento os voluntarios foram convidados a responder a um
questionario elaborado pelos pesquisadores que continha questionamentos a respeito de dados
sociodemograficos, como renda individual, local de moradia, escolaridade; antropométricas,
apenas peso e altura relatado pelo préprio individuo; de salde, para verificar a existéncia de
alguma patologia ja conhecida pelo individuo, préatica ou ndo de exercicios, se é fumante ou
ndo, fraturas presentes ou que tenha ocorrido no passodo, uso de bebidas alcolicas e exposicao
solar. (APENDICE A). Foi aplicado também um recordatorio alimentar de 24 horas para trés
dias distintos, a fim de se obter informagdes a respeito dos hébitos alimentares atuais.
(ANEXO B)
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Para facilitar na interpretacdo e cruzamento dos dados algumas variaveis foram
classificadas. Em relacdo a renda, a amostra foi classificada em grupos, onde o grupo 1
composto por individuos que recebiam até 4 salarios minimos; o grupo 2, composto por
individuos que obtinham renda entre 5 e 10 salarios minimos; e grupo 3 continha individuos

com renda superior a 10 salarios minimos.

Em relacdo a escolaridade, a amostra foi classificada em grupo 1, 2 e 3, onde o0s
individuos apresentavam formacgdo até primeiro grau, formacdo de até segundo grau e

formagé&o superior, respectivamente:

Em relacdo a exposicao solar, a amostra foi classificada em grupol, composto pelos
individuos que apresentavam uma exposicao média de até 1 hora por dia; grupo 1,5 aqueles
que se expunham entre 1 e 2 horas por dia ao sol e grupo 3 aqueles que apresentavam uma

exposicao superior a 2 horas diarias. A hora da exposi¢cdo ndo foi levada em consideracao.

4.5 AVALIACAO LABORATORIAL

4.5.1 Dosagem de PTHi

As dosagens de paratorménio foram realizadas através da técnica de
eletroquimioluminescéncia da Roche. Essa técnica foi desenvolvida no inicio da década de 90
para minimizar as limitacdes das demais técnicas existentes. O conjunto diagnostico fornecido
pela Roche é um ensaio eletroquimioluminescente (ECLIA) baseado no equipamento
automatizado Elecsys 2010. Emprega como anticorpo de captura um monoclonal amino-
terminal especifico biotinilado, e o anticorpo de revelacdo é outro monoclonal marcado com
ruténio. O processo de separacdo emprega particulas magnéticas recobertas com
estreptavidina. O tempo de incubacdo é de 18 minutos, a sensibilidade analitica € de 1,2 ng/L
e os valores de referéncia aceitos sdo entre 15 e 65 ng/L. A especificidade do anticorpo
amino-terminal especifico é dirigida contra o segmento 26-32 da molécula, e sua reatividade

cruzada com a seqiiéncia de PTH (7-84) é de 100%?.

4.5.2 Dosagem de calcio total, albumina, creatinina e uréia

As dosagens bioquimicas foram realizadas em Vitros®950 Johnson & Johnson. Ao

contrario das dosagens realizadas empregando a quimica tradicional, com reagentes e
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solugdes liquidas as dosagens realizadas em nosso estudo com esse método foram realizadas

através de quimica seca.

A dosagem do célcio total utilizando os slides de quimica seca empregados nesse
método ocorre pela passagem da amostra através das multiplas camadas desse slide. O calcio
fixo € dissociado das proteinas ligantes, penetrando na camada de reagente subjacente. Uma
vez nesse local o célcio forma um complexo com o corante Arsenazo Ill, induzindo um
desvio do maximo de absorcdo. Posteriormente a incubacdo, a densidade do reflexo do
complexo corante € mensurada por espectrofotometria, onde a quantidade do complexo
corante é proporcional a concentracdo de calcio na amostra. Para esta analise foi adotada o

valor de referéncia entre 8,4 — 10,2 mg/dL®?.

A dosagem da albumina ocorre quando, a partir do momento que a amostra alcanca a
camada de reagente, o corante verde de bromocresol espalha-se para a camada de disperséo e
liga-se a albumina da amostra. Com esta ligacdo ocorre um desvio do comprimento de onda
da reflectancia maxima do corante livre. O complexo de cor formado é medido por
espectofotometria de reflectancia, onde a quantidade de corante ligado a albumina é
proporcional & concentracdo de albumina na amostra. Para esta analise foi adotada o valor de
referéncia entre 3,5 — 5,0 g/dL®.

A dosagem de creatinina ocorre apds a amostra do individuo atingir a camada reagente
do slide. Quando a creatinina contida na amostra alcanca essa camada ocorre um processo de
hidrélise, sendo transformada em creatina. A creatinina é convertida em sarcosina e uréia pela
creatina amiinohidrolase. Essa substancia, a sarcosina, na presenca da oxidase de sarcosina, é
oxidada dando origem a glicina, formaldeido e perdxido de hidrogénio. Por Gltimo, o corante
leuco é oxidado pelo perdxido de hidrogénio sob incubacdo no slide. Durante a fase reacional
inicial, a creatina endégena na amostra € oxidada. A alteracdo final na densidade do reflexo é
medida em 2 pontos com tempos distintos. A diferenca de densidade do reflexo é
proporcional & concentracdo de creatinina na amostra. Para esta anélise foi adotada o valor de
referéncia entre 0,65 — 1,25 mg/dL®®.

A mensuracdo da uréia ocorre quando a dgua e 0s componentes ndo protéicos migram
para a camada de reajente subjacente, onde a reagdo da urease produz amoénia. A membrana
semi-permeavel permite que apenas a amonia permeie para a camada formadora de cor, onde

reage com o indicador para dar origem ao corante. A densidade do reflexo do corante medida
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é proporcional a concentracdo de uréia presente na amostra. Para esta analise foi adotada o

valor de referéncia entre 19 — 43 mg/dL®".

4.5.3 Vitamina D

A dosagem da vitamina D ocorreu no laboratério de Toxicologia da Universidade
Feevale por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), seguindo protocolo validado em
estudo de Kich et al®®.

Apos desproteinizagdo de 500 puL de plasma com etanol, o metabolito foi isolado da
matriz através de extracdo em fase sélida (EFS). A EFS foi realizada em cartuchos octilsilica,
contendo 500 mg de fase estacionaria. Neste procedimento, os cartuchos de extracdo foram
condicionados com metanol e &gua, lavados com &gua ultrapura e uma mistura de metanol e
agua, sendo posteriormente finalmente eluidos com metanol, o qual foi evaporado até a
secura. O extrato seco foi retomado com uma solucdo metandlica do padrdo interno
(dodecanofenona). A solucdo resultante foi injetada em uma coluna Lichrospher® C18
(Merck) com 250 x 4,0 mm (d.p. 5 um), a qual foi mantida a 52°C. A eluicdo foi realizada
com fase movel constituida de acetonitrila e agua ultra-purificada (77:23, v/v), com vazao de
1,2 mL min™ e monitoramento cromatografico em 264 nm. Nestas condicdes o tempo total de
analise cromatogréafica foi de 20min, com eluicdo da 25-hidroxi-vitamina D3 em 7,6 min e da
dodecanofenona em 15,1 min. O método é linear entre 5 ng mL™ e 100 ng mL™. A cada lote
de 12 amostras clinicas foram processados controles comerciais fornecidos pela

Chromsystems (Munique, Alemanha) para garantir a qualidade do resultado obtido.

Os valores de referéncia adotados para essa analise sao 0s mesmos preconizados pela

Sociedade americana de Endécrinologia Clinica, publicado em 2011¢®).

As solucgdes calibradoras foram preparadas através da dilui¢do de 100 pL das solugdes
de trabalho de 25(OH)D3; e 25(OH)D; com 900 pL da solugdo de albumina 5%, resultando em
calibradores nas concentragcdes 100, 50, 25, 10 e 5 ng/mL. Para a construcdo da curva de
calibracéo foi utilizada a média de 5 determinacdes de cada calibrador. A curva de calibragédo
foi construida através do estabelecimento da correlacdo entre a razdo das areas dos picos
referentes a 25(OH)D3; ecom a area do padrdo interno através de regressdo linear ponderada,

com fator ponderal 1/x. A curva foi avaliada com base no coeficiente de determinacdo (r?).
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(Curvas de calibracdo diarias usando as mesmas concentracbes (medidas Unicas por

concentracdo) foram analisadas em cada lote de amostras de validagéo e auténticas).

A precisdo e exatiddo do metodo foram avaliadas através de analises de amostras
calibradoras contendo 25(OH)D3 e 25(OH)D, nas concentragdes de 160 (controle de qualidade
alto, CQA), 80 (controle de qualidade médio, CQM) e 15 ng/mL (controle de qualidade baixo,
CQB). As analises foram realizadas em triplicata e repetidas em 5 dias diferentes. As
precisdes intra-ensaios e inter-ensaios foram calculadas pela anélise de variancia (ANOVA)
usando “dia” como viavel agrupadora e foram expressas como coeficiente de variacao
percentual (CV%). A exatiddo foi calculada através da percentagem dos valores encontrados
em relacdo aos valores nominais de concentracdo. O critério de aceitacdo para exatidao foram

valores + 15% do valor nominal e para a precisao foi um CV% maximo de 15%.

Uma amostra controle na concentracdo do menor calibrador (10 ng/mL) foi incluida
nos experimentos de precisdo e exatiddo, sendo processada em triplicata em trés dias
diferentes (controle de qualidade no limite de quantificacdo, CQLQ). O critério de aceitacao
para o limite de quantificacdo nesta concentracdo foi uma exatiddo + 20% do valor nominal e

um CV méximo de 20%.

A eficiéncia da extracdo foi determinada comparando a area dos picos obtidos na
analise das amostras de controle de qualidade baixo e médio nos experimentos de precisao e
exatiddo com aquelas obtidas em solu¢Ges metandlicas em concentracdes correspondentes a
recuperacdo completa, medidas em triplicata em trés dias diferentes. A eficiéncia da extracéo
foi expressa com porcentagem da quantidade existente na solucdo que referéncia que foi

recuperada pelo procedimento de extracdo.

Com excecdo da dosagem da vitamina D, todas as analises foram realizadas em
laboratérios comerciais credenciados ao Programa Nacional de Controle de Qualidade

(PNCQ), para que haja garantia na qualidade dos resultados.
4.6 ANALISE ESTATISTICA
Para a avaliagdo estatistica foram utilizados apenas os valores de PTHi, célcio e

Vitamina D, jd que os demais testes serviram como critérios de exclusdo do estudo, na

tentativa de diminuir os possiveis vieses.
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Os dados obtidos desses elementos foram demonstrados através de média,

porcentagem e desvio-padrao.

Para a analise dos dados foi utilizada a correlagdo linear e o teste do Qui-quadrado

realizado no programa Epilnfo®. Foram considerados significativos os valores de p<0,05.

4.7 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo faz parte de um projeto maior que foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da PUCRS (ANEXO C) sob nimero 11/05716 entitulado “Densidade
0ssea, niveis sericos de paratormdnio e vitamina D e a sua relacdo com diferentes fatores de
risco para baixa massa O0ssea em homens com lesdo medular por traumatismo”. Todos 0s
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), atendendo as
diretrizes e as normas de pesquisa com seres humanos — Resolugdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude [CNS] (ANEXO A).



5 RESULTADOS

A populacdo do estudo foi constituida por 40 individuos, sendo que 1 (um) foi
excluido da andlise por apresentar resultados muito discrepantes de funcdo renal e
paratormoénio em relacdo aos demais participantes. A idade média dos individuos que
participaram do estudo foi de 35,52+9,78 anos, sendo 0 mais novo com 18 e o mais velho
com 58 anos. Desses 40 participantes, 31 (78%) sdo paraplégicos e 9 (22%) tetraplégicos. A
média de idade do grupo com paraplegia foi de 34,41 £ 9,82 anos, sendo 0 mais novo com 18
e 0 mais velho com 58 anos. No grupo com tetraplegia a média etaria foi de 39,33 + 9,15

anos, onde 0 mais novo tinha 25 e o mais velho com 55 anos.

Em relacdo aos dados antropométricos, foi verificado que a média geral de altura foi
de 1,76+0,08 m, o peso de 74,71+15,91 Kg, com um IMC de 24,19+5,01 Kg/m?. Os niveis
médios de calcio foram de 9,54+0,52 mg/dL, vitamina D de 19,04+6,98 ng/mL e PTH de
34,81+10,84 pg/mL.

O tempo médio de lesdo dos participantes foi de 6,09+5,55 anos, onde 0 menor tempo
foi de 11 meses e o tempo maior foi de 25 anos. No grupo com tetraplegia o tempo médio de
lesdo foi de 6,17 + 4,55 anos, méaximo de 13 anos e minimo de 1,17 anos. No grupo
paraplegia o tempo médio de lesdo foi de 6,07 + 5,87 anos, maximo de 25 anos e minimo de

11 meses.

A renda na faixa de zero a 4 salarios minimos foi verificada em 34 (85%) participantes
e a escolaridade predominante foi na faixa de até o primeiro grau em 17 (42%) participantes.

Quanto ao nimero de medicagdes, 34 sujeitos (85%) utilizavam algum farmaco, onde
a média de medicaces utilizadas foi de 2,55 remédios por individuo. As caracteristicas gerais

da amostra estdo representadas na tabela 2.



Tabela 2. Caracterizagdo geral da amostra
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Variavel Total Paraplégicos Tetraplégicos
40 (100%) 31 (78%0) 9 (22%)
Idade (anos) 35,52 +9,78 34,41 +9,82 39,33 +9,15
Peso (Kg) 74,71 £ 15,92 73,53 £ 13,85 78,78 £ 22,16
Altura (m) 1,76 £ 0,09 1,75+ 0,08 1,78 +0,11
IMC (Kg/m?) 24,19 + 5,01 24,05 * 4,80 24,66 + 5,93
Farmaco (unidades) 2,55+219 2,35+1,88 3,22 £ 3,07
Calcio (mg/dL) 9,54 + 0,52 9,53+£0,51 9,60 £ 0,57
Vitamina D (ng/mL) 19,04 + 6,98 20,13 +7,18 15,27 £ 4,92
PTH (pg/mL) 34,81 +10,84 33,43+8,61 39,59 + 16,19
Tempo de lesdo (anos) 6,09 £ 5,55 6,07 £ 5,87 6,17 + 4,55
Renda (SM)
0-4 34 (85%) 27 (87%) 7 (78%)
5-10 3(7,5%) 3 (10%) 0 (0%)
> 10 3 (7,5%) 1 (3%) 2 (22%)
Escolaridade
Até primeiro grau 17 (42%) 14 (45%) 3 (33%)
Até segundo grau 16 (40%) 13 (42%) 3 (33%)
Superior 7 (18%) 4 (13%) 3 (33%)

Fonte: O Autor, 2013

Média + desvio padrdo estdo descritas para idade, peso, altura, IMC, calcio, vitamina D e PTH; SM = salario

minimo

Quando avaliados os sujeitos em relacdo aos niveis de vitamina D, verificou-se que o

tempo de exposicdo solar superior a 2 horas diarias mostrou niveis mais elevados de vitamina

D em relacdo a um tempo de exposicdo de até 1 hora por dia (p=0,001). Ainda nessa

avaliacdo foi visto que os individuos com renda entre 5 e 10 salarios minimos apresentavam

valores sanguineos mais elevados de vitamina D quando comparados aos individuos que com

renda de até 1 salario minimo (p=0,021). Foi verificado também diferenca estatistica no

tempo de leséo e vitamina D em modelo multivariado (p=0,029), conforme demonstrado na

tabela 3.
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Tabela 3. Influéncia do tempo de leséo e niveis de vitamina D ajustada para exposi¢éo ao sol,
classe de renda e nivel de escolaridade.

Variavel Modelo univariado Modelo multivariado
C.R. p C.R. p

Tempo de lesdo e Vitamina D -0,332 0,100 -0,424 0,029

Exposicéo ao sol

Entre 1 — 2 horas 3,302 0,137

<1 hora

Exposi¢do ao sol

> 2 horas 10,724 0,001

<1 hora

Renda

5a10SM 9,233 0,021

<4 SM

Renda

> 10 SM 3,148 0,429

<4 SM

Escolaridade

Segundo grau -2,267 0,291

Até primeiro grau
Escolaridade

Superior -3,887 0,208
Até primeiro grau
Correlacéo 0,07 0,46

Fonte: O Autor, 2013
Regressdo linear: tempo de leséo (anos) e vitamina D (ng/dL)
SM= salérios minimos

Quanto ao tempo médio de lesdo medular e niveis de vitamina D, estes se mostraram
mais baixos conforme um maior tempo de leséo, embora esta diferenga néo seja significante

(p=0,100). Este dado esta representado na figura 1.

FSLgura 1. Valores de vitamina D e tempo de lesdo medular
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Fonte: O Autor, 2013
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Avaliando as concentracOes séricas de PTH, em andlise univariada e multivariada,

estas foram mais elevadas no grupo com renda superior a 10 salarios minimos quando

comparado com o0 grupo com renda de até 4 salarios minimos (p<0,005). N& foram

verificadas diferencas quanto aos niveis de PTH em relacdo a escolaridade, exposi¢éo solar e

demais faixas de renda (Tabela 4).

Tabela 4. Influéncia do tempo de lesdo e niveis séricos de paratormdnio ajustada para

exposicao ao sol, classe de renda e nivel de escolaridade.

Variavel Modelo univariado Modelo multivariado
C.R. C.R. p

Tempo de lesdo e PTH 0,567 0,253 0,381

Exposicéo ao sol

Entre 1 — 2 horas 1,179 0,725

<1

Exposi¢do ao sol

> 2 horas -2,732 0,555

<1

Renda

5-10SM -0,468 0,937

<4 SM

Renda

> 10 SM 27,280 <0,005

<4 SM

Escolaridade

Segundo grau -4,452 0,180

Até primeiro grau

Escolaridade

Ensino superior -5,520 0,244

Ateé primeiro grau

Correlacéo 0,08 0,48

Fonte: O Autor, 2013

Regressdo linear: tempo de lesdo (anos) e PTHi (pg/mL)
SM = salarios minimos

Quanto ao tempo médio de lesdo medular e niveis de

paratormonio, estes se

mostraram mais altos conforme um maior tempo de lesdo, embora esta diferengca ndo seja

significante (p=0,070). Este dado esta representado na figura 2.



Figura 2. Valores de PTH e tempo de lesdo medular
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Em relacdo aos niveis séricos do calcio total com o tempo de lesdo medular, exposi¢do

solar, renda e escolaridade, ndo foram verificadas diferencas nos niveis deste elemento com as

variaveiscitadas (Tabela 5).

Tabela 5. Influéncia do tempo de leséo e niveis séricos de calcio total ajustada para exposi¢édo

ao sol, classe de renda e nivel de escolaridade.

Variavel Modelo univariado Modelo multivariado
C.R. C.R. p

Tempo de lesdo (anos) -0,018 -0,013 0,449

Exposicao ao sol

Entre 1 — 2 horas 0,204 0,313

<1 hora

Exposigdo ao sol

> 2 horas -0,195 0,482

<1 hora

Renda

5-10SM -0,529 0,142

<4 SM

Renda

> 10 SM -0,437 0,236

<4 SM

Escolaridade

Segundo grau -0,133 0,500

Até primeiro grau

Escolaridade

Superior 0,213 0,449

Até primeiro grau

Correlacéo 0,08 0,19

Fonte: O Autor, 2013

Regressdo linear: tempo de leséo (anos) e calcio total (mg/dL)
SM = salarios minimos
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Quanto ao tempo médio de lesdo medular e niveis séricos de calcio total, foi

constatado que conforme um maior tempo de lesdo, os valores diminuiam, embora esta

diferenga ndo tenha significancia (p=0,230). Este dado esté representado na figura 3.

Figura 3. Valores de célcio e tempo de lesdo medular
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Fonte: O Autor, 2013

p=0,230

Quando o grupo de participantes foi avaliado em relacdo ao tipo de lesdo medular

(completa ou incompleta) a média de vitamina D no grupo com lesdo medular completa foi de

20 £ 6,54 ng/mL, enquanto que no grupo com lesdo incompleta a concentracdo média de

vitamina D foi de 17,5 £ 7,58 ng/mL, ndo apresentando diferenca significativa entre os dois

grupos (p=0,276). Na avaliacdo quanto ao tipo de lesdo e a relagdo com os valores de

paratorménio foi obtido uma média superior no grupo com lesdo incompleta, contudo néo foi

estatisticamente significativa (p=0,756). Quando as mesmas andlises foram realizadas para

um modelo com célcio sérico ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatistica significante.

Todos os dados encontram-se na tabela 6.

Tabela 6. Relacéo dos niveis de vitamina D, paratormdnio e célcio total dividido por grupo

de lesdo medular completa e lesdo medular incompleta.

Variavel Lesédo Completa Lesdo Incompleta p
n=24 n=16
media £ dp media £ dp
Vitamina D (ng/mL) 20,0 + 6,54 17,5+7,58 0,276
PTHi (pg/mL) 34,37 £ 10,39 35,47 +11,80 0,756
Calcio total (mg/dL) 9,47 + 0,50 9,65 + 0,54 0,316

Fonte: O Autor, 2013
dp= desvio-padréo
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Os resultados obtidos para validacédo e a curva de calibragdo da técnica de dosagem de

vitamina D em plasma estdo demonstrados na figura 4:.

Figura 4. Gréafico da curva de calibracdo de vitamina D por HPLC-DAD
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6 DISCUSSAO

Com o envelhecimento populacional em crescimento acelerado, algumas condicGes e
doencas vém despertando o interesse das diversas areas relacionadas a satde. Dentro do grupo
de doencas que merece destaque estd a osteoporose e a osteopenia, principalmente pela

morbidade e mortalidade que estdo relacionadas a essas condiges®®.

Nos Ultimos anos, a perda Gssea e osteoporose tem sido foco de interesse das areas
voltadas para o estudo do metabolismo ésseo de uma maneira mais intensa, principalmente,
porque o envelhecimento populacional ja é, por si, um fator de risco para o desenvolvimento
desta doenca e pelos elevados custos relacionados ao tratamento e manejo das complicacGes

geradas pelas fraturas“?.

Apesar de alteracdes de massa Ossea ter uma relacdo maior, além do idoso, também
com o sexo feminino, a reducdo da densidade Ossea € multifatorial, incluindo fatores
genéticos, habitos de vida, uso de farmacos e doencas associadas, que podem afetar qualquer
individuo, independente do sexo®® “Y. Neste aspecto, merece destaque o maior niimero de

publicacdes envolvendo alteragcdes de massa dssea no sexo masculino.

Neste contexto, condi¢cbes como o avanco da idade, ma alimentacdo, deficiéncia de
vitamina D e baixa mobilidade e sedentarismo sdo alguns fatores que podem contribuir para a
diminuicdo da massa 6ssea™® “* 43 Dentro desta linha relacionada a baixa ou nenhuma
atividade fisica ou mobilidade, que séo pertinentes aos individuos com lesdo medular, onde, a
partir do momento da lesdo somado ao avanco da idade e outras condi¢cBes de salde
concomitantes, pode-se admitir que os individuos com lesdo medular, independentemente da
idade, sdo um grupo propenso a perda da densidade mineral dssea. Assim, observando a
literatura, ainda timida, a respeito do metabolismo 6sseo em individuos com lesdo medular,

buscamos iniciar o processo desse conhecimento com individuos oriundos da nossa regiéo.

Segundo estudo realizado por Ackery et al® ocorrem aproximadamente 10.000 a
14.000 casos novos de lesdo medular por ano nos Estados Unidos. No Brasil, segundo dados
obtidos por Coura et al*?, os autores relatam a existéncia de cerca de 130 mil pessoas com
lesio medular. Em 2007, o Sistema Unico de Sadde (SUS) atendeu 832.858 usuarios que
foram internados por causas externas, incluindo os classificados como lesados medulares?.
Deste grupo, 0 que chama a atencdo, é que a maioria € composta por individuos jovens, com

média de 30 anos'”. Estes dados sio semelhantes aos encontrados em nosso estudo, onde a
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idade média dos individuos avaliados foi de 35 anos e também nos achados de Nogueira et
al® em estudo realizado em S&o Paulo com 59 sujeitos, que mostrou uma média etaria de 37
anos, assim como Opperman et al® e em outros estudos publicados com individuos com

lesio medular.* 47

Outro fator relevante encontrado em nosso estudo que corrobora com os achados na
literatura, € a baixa concentracdo de vitamina D nesses individuos. Conforme dados atuais
publicados, existe uma pandemia de hipovitaminose D, fato que ocorre tanto em homens
como em mulheres, sejam eles ativos fisicamente ou ndo. A média de vitamina D encontrada
em nosso estudo foi de 19,04 ng/mL o que, segundo guideline publicado recentemente por
Hollick et al™® sdo valores classificados como deficientes, acompanhando a tendéncia
encontrada em diferentes populacdes, inclusive, no Brasil, mais especificamente em S&o
Paulo, onde cerca de 40% da populagdo socialmente ativa e sem lesdo medular, apresenta
valores abaixo do recomendado.“®’ Esse achado vai de encontro aos publicados por
Bauman® “ em sujeitos com lesdo medular, onde foi verificado uma concentracdo média de

vitamina D de 14 ng/mL.

Fato que merece destaque e, de certo modo j& esperado, foi em relacdo ao tempo de
lesdo, que atuou de forma negativa sobre as concentragdes de vitamina D nos individuos
participantes. Este achado pode estar diretamente relacionado aos habitos de vida adquiridos
pelos participantes do estudo ap6s a lesdo, pois o trauma raquimedular € uma condicédo

complexa que traz ateraces biopsicossociais“®.

Como j& e conhecido, os niveis de vitamina D no organismo dependem, em sua grande
maioria, da exposi¢do aos raios solares UV B, que irdo dar inicio a todo o processo de sintese
da forma ativa da vitamina D (25-OH-vitamina D), através de seu substrato 7-

dehidrocolesterol, na epiderme. %1

Nos individuos com lesdo medular, fato relatado pelos proprios individuos, ocorre
uma maior dificuldade de locomogéo, o que pode levar a uma privagéo dos raios solares, fato
que ficou evidente quando comparamos os individuos, independentemente do tempo de lesédo,
a exposicao solar. Fato que se mostra concordante com a literatura € que os individuos com
uma exposicdo solar superior a 2 horas por dia apresentaram niveis médios de vitamina D
maiores em relac&o aqueles com uma exposicdo de até uma hora por dia.“*? Ainda em relagdo
aos niveis de vitamina D, verificou-se que a condi¢cdo de cada individuo influenciou os

valores dessa vitamina, uma vez que esses valores foram ainda mais reduzidos no grupo com
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tetraplegia, chegando a uma média de aproximadamente 15,27 ng/mL. Esse achado reforca
que a relacdo existente entre baixa concentracdo de vitamina D e dificuldade de mobilidade
pode ter uma influéncia negativa neste contexto, sendo necessaria a atencdo do familiar ou a

presenca de um cuidador para esse individuo, para poder reforcar o tempo de exposicao solar.

Embora o eixo Vitamina D-célcio-PTH seja afetado imediatamente apds a ocorréncia
da lesdo medular fazendo com que, decorrente da imobilizacdo, haja um processo de
desmineralizacdo Ossea acelerado, aumento da calcemia e, consequentemente, suprimindo a
secrecdo de paratormonio e a vitamina D®?, a privacdo solar parece explicar melhor a
diminuicdo dos niveis de vitamina D através do tempo de lesdo em nosso grupo.®?
Adicionalmente deve ser levado em consideracdo que alguns farmacos utilizados por estes
individuos, para controle das complicacdes decorrentes da lesdo medular, podem acelerar a
hidroxilagdo da vitamina D, podendo contribuir para a baixa quantificacdo desse elemento no

organismo.“%)

Outro resultado interessante que obtivemos em nosso grupo foi a constatacdo de que
individuos com renda entre 5 e 10 salarios minimos apresentaram valores de vitamina D
superiores em relacdo aos que recebiam até um salario minimo. Este fato se mostra coerente,
pois, como esperado por nds, individuos com uma melhor condicdo socioeconémica poderiam
ter uma melhor percepcdo de sua saude e com isso valores mais elevados de vitamina D
estariam presentes através de habitos de vida mais saudaveis, como melhor alimentacdo e
exposicéo solar. Entretanto, quando realizamos a avaliagdo da concentragédo de vitamina D e 0

nivel de escolaridade, ndo foi encontrada uma correlagcéo entre esses parametros.

Quando comparamos 0s niveis séricos do paratormdnio e o tempo de lesdo
observamos uma relacédo positiva. Como abordado anteriormente, imediatamente apos a lesdo
ocorre uma supressao do eixo PTH-Vitamina D, contudo, passada a fase aguda da leséo
inicia-se um aumento nos niveis séricos de paratormonio. Em comparacéo aos dados medios
de paratorm6nio basal obtidos por Bauman (em torno de 70,0 pg/mL)(20), foram encontrados
por nds valores mais baixos (em torno de 34,81 pg/mL), com excessdo de um Gnico individuo
que foi retirado da analise por apresentar valores alterados da fungdo renal, mais
especificamente da uréia e creatinina. Ainda em comparacdo a outro estudo realizado por
Bauman et al®®, os valores médios de PTH encontrados em nossa amostra foram semelhantes
aos encontrados pelos autores, que foram em torno de 38,0 pg/mL, embora o tempo médio de

lesdo dos participantes do nosso estudo foi de aproximadamente 6,09 anos, menor do que o0
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encontrado neste estudo de Bauman et al, que foi de 20 anos. Da mesma forma que no estudo
de Mechanick et al®, foi encontrado por nés uma média menor de PTH nos individuos com
lesdo completa quando comparados aqueles com lesdo incompleta, porém sem significancia

estatistica.

Embora o hiperparatireoidismo seja uma complicacdo mais comum de individuos com
comprometimento da fungéo renal submetidos & hemodialise®®, a relagéo entre vitamina D,
calcio total e vitamina D deve ser observada, ja que o hiperparatireoidismo secundario pode
ser estabelecido nesses individuos com imobilidade prolongada somada a deficiéncia de
vitamina D“?. Além de patologias enddcrinas, como é o caso do hiperparatireoidismo
secundario, a hipovitaminose D pode atuar de forma negativa sob aspectos diferentes. A
osteomalécia, patologia que envolve diretamente o tecido 0sseo, pode acometer esses
individuos, além de fraqueza muscular e outras complicacdes que recentemente tem sido
atribuidas a deficiéncia de vitamina D®®, podendo diminuir a massa 6ssea e influenciando a

qualidade de vida.

Em nosso estudo, os pardmetros albumina, creatinina e uréia foram utilizadas como
coadjuvantes para a avaliagdo de alteragcdes da funcdo renal e variagdes nas concentracdes de
calcio total, ja que este analito é ligado a albumina nessa forma. Como encontrado no estudo
de Bauman et al®®, nio identificamos qualquer anormalidade nas concentracées de albumina
na amostra avaliada.

Importante ressaltar que o célcio ionizado € o que melhor demonstra o status

calcémico de um individuo ©" %

, porém optamos por utilizar a dosagem de calcio total por
este apresentar uma maior estabilidade e ser amplamente utilizado na pratica clinica, além de

fornecer informacdo de qualidade sobre a concentragio desse elemento no organismo®”.

Embora a hipercalcemia possa ser mais facilmente desenvolvida em situagdes que
envolvem plegia recente, ter uma maior relagio com o sexo masculino e com lesdes
medulares de nivel mais alto (cervical)®?, condicdes presentes na populagdo do nosso estudo,
os valores de célcio total encontrados foram em torno de 9,54 mg/dL. Todos 0s sujeitos
participantes do nosso estudo eram normocalcémicos, embora os valores do nosso estudo se

mostrarem mais elevados que os encontrados no estudo de Bauman et al?.

Um fator interessante a respeito do estudo realizado foi o método utilizado para
dosagem da vitamina D. A técnica de dosagem da 25-hidroxivitamina D por HPLC-DAD,

baseada no estudo de Kich et al®®, mostrou-se precisa e exata com sensibilidade adequada
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para a quantificacdo da vitamina D. Existem inimeros metodos comerciais de dosagem da
vitamina D, mais especificamente a 25-hidroxivitamina D** °, apresentando vantagens e
desvantagens. Contudo, a literatura demonstra uma variabilidade elevada® entre essas
técnicas, podendo dar origem a interpretacfes equivocadas quanto a quantificagdo da vitamina
D. Embora existam artigos com opinides divergentes quanto ao método mais adequado, na
maior parte, os estudos citam a cromatografia liquida de alta eficiéncia como sendo um dos
melhores métodos, por apresentar uma elevada acuracia®, ja que estudos citam que outros
métodos, como ensaio competitivos de proteina ligante, superestimam os valores desse

analito®?,
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7 CONCLUSAO

Em relacdo ao estudo envolvendo sujeitos com lesdo medular por traumatismo e niveis

de paratormonio e vitamina D pode-se concluir que:

» Os niveis de vitamina D foram mais elevados com um tempo de exposicao

solar superior a 2 horas por dia;

» Os niveis de vitamina D foram mais baixos nos individuos com um maior

tempo de lesdo medular;

» Individuos com renda entre 5 e 10 salarios minimos apresentaram valores de
vitamina D superiores quando comparados aqueles com renda de até 4 salarios

minimos;

» Individuos com renda superior a 10 salarios minimos apresentaram valores
séricos de paratormdnio mais elevados quando comparados aos individuos com

renda de até 4 salarios minimos;

» A concentracdo média de vitamina D encontrada nos sujeitos estad na faixa

classificada como deficiente.
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APENDICE A - QUESTIONARIO

- Nome:
- Idade: Datade Nasc.:_ / [/
- Peso: Altura:
- Usa medicamentos?
- qual?
- frequéncia
- h& quanto tempo?
- Freqliéncia aproximada de exposi¢do ao sol:
() <lhora () 1-2 horas () > 2 horas
- Pratica exercicio fisico? (h/semana)
- qual?
- frequéncia
- h& quanto tempo?
- Condicdes socio-econdmicas
- Renda: (') 0-4 salarios minimos
() 5-6 salarios minimos
() 7-10 sal&rios minimos
() > 10 salarios minimos
- Escolaridade:
() primeiro grau incompleto
() primeiro grau completo
() segundo grau incompleto
() segundo grau completo
() terceiro grau incompleto
() terceiro grau completo/ p6s-graduagédo
- Profisséo:

- Como o senhor percebe sua saude?
() muito ruim () ruim () boa () muitoboa () 6tima
- O senhor apresenta alguma doenca?
() HAS () diabetes () doenca renal () doenga tireoidiana
() Outra:

- Fuma? (macgos/semana)
-ha quanto tempo?
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- freqliéncia
- Faz uso de bebidas alcodlicas? (drinks/semana)
- qual?
- frequéncia
- h& quanto tempo?
- Fraturas dsseas no passado?

Data: / |/ Assinatura:
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo titulo é “Avaliacdo dos
niveis sericos de paratorménio e vitamina D em homens com lesdo medular por
traumatismo”.

O objetivo principal desse estudo é o de verificar niveis sanguineos de vitamina D,
calcio e hormonio da paratiredide (PTH) de pessoas com lesdo medular por traumatismo.

A importéncia desse estudo se justifica pelo fato de que pessoas que apresentam este
tipo de lesdo, frequentemente, sofrem com uma perda 0ssea bastante intensa. Desse modo, a
realizacdo de estudos sobre esse assunto podem trazer maiores conhecimentos a respeito de
como ocorre essa perda do 0sso e, assim, buscar através desses dados melhores formas de
tratamento para esta situacéo.

Para a realizacdo desse estudo vocé ird responder a algumas perguntas sobre habitos
de vida (fumo, exposicdo solar, pratica de exercicios, etc.), hébitos alimentares e
conhecimento de alguma doenca no passado ou presente que possa interferir na satde dos
seus 0ssos. O tempo estimado para a realizacdo destes questionarios é de aproximadamente 20
minutos. ApOs responder essas perguntas serd realizada uma coleta de sangue de
aproximadamente 5 mL (1 colher de sopa) de sangue que pode deixar apenas um pequeno
hematoma (roxo) no local da coleta.

O senhor n&o terd nenhum custo e serd informado dos seus dados coletados durante a
pesquisa. Para duvidas ou esclarecimentos, o senhor poderd entrar em contato com o
pesquisador Mauricio Sprenger Bassuino pelo telefone 51 99160708 ou pelo email
mauricio.bassuino@acad.pucrs.br ou 0 Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS pelo telefone
3320 3345.

Eu fui
informado dos objetivos desta pesquisa de forma clara. Declaro que recebi todas informacdes
a respeito do estudo e das avaliacbes a que serei submetido e esclareci todas as minha
duvidas. Declaro também que sei a respeito da possibilidade de abandonar a pesquisa a
qualquer momento, se assim o quiser, bem como, solicitar novas explicacdes a respeito do que
estd sendo realizado na pesquisa e 0 andamento. Fui informado que os dados obtidos para esta
pesquisa sdo de caréater sigiloso e serdo apresentados em revistas especializadas, congressos
ou meios de divulgacdo sempre através de cddigos, nunca revelando identidade.

Desse modo, concordo em fazer parte da referida pesquisa.

Nome do participante Data

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador
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ANEXO B - RECORDATORIO ALIMENTAR

Nome:

Data nascimento: [/

Data coleta: [/ Diadasemana: [ [/

Anote a refeicdo, o local onde foi realizada e os alimentos e/ou preparagdes
(ingredientes) consumidos nos dias anteriores (3 Ultimos dias). Anote as marcas comerciais,
medidas caseiras, os utensilios (tipo de colher, copo, prato, etc.).

Alimentos e/ou

Local/horério .
preparacoes

Quantidades Observagdes

Assinatura



45

ANEXO C - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF. CEP- 084/12 Porto Alegre, 13 de janeiro de 2012.

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 11/05716 intitulado “Densidade
Ossea, niveis séricos de paratormonio e vitamina D e a sua relagao
com diferentes fatores de risco para baixa massa oOssea em
homens com lesao medular por traumatismo”.

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatorios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
Atenciosamente,
A X/ \AAV \ : ;
Profa. DraL&%ﬂQ‘Ia Min Ili Schmitt
Coordenadora Substituta do CEP-PUCRS

Ilmo. Sr.

Prof. Jaderson Costa da Costa

INSCER

Nesta Universidade

Campus Central
PUC ; Av. Ipiranga, 6690 - 3°andar - CEP: 90610-000
Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ce ucrs.br
www.pucrs.br/prppg/cep



ANEXO D - COMISSAO CIENTIFICA

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PUC INSTITUTO DE GERIATRIA E GERONTOLOGIA
COMISSAO CIENTIFICA

Porto Alegre, 20 de julho de 2011.
Senhor (a) Pesquisador (@) MAURICIO SPRENGER BASSUINO

A Comissdo Cientifica do IGG apreciou e aprovou seu
protocolo de pesquisa intitulado: “AVALIACAO DOS NIVEIS SERICOS DE
PARATORMONIO E VITAMINA D EM HOMENS COM LESAO MEDULAR POR

TRAUMATISMO”.

Solicitamos que providencie os documentos necessarios para o
encaminhamento do protocolo de pesquisa ao Comité de Etica em
Pesquisa da PUCRS. Salientamos que somente apds a aprovagdo deste

Comité o projeto devera ser iniciado.

Obs.: Retirar a pasta padrdo na secretaria do IGG para encaminhamento
dos documentos ao Comité de Etica em Pesquisa.

Atenciosamente,

Profa.Carla Helena Schwanke
Coordenadora da CC/IGG

Campus Central

PUC Av. Ipiranga, 6690 - P. 60 - CEP: 90.610-000
Fone: (51) 3336-8153 - Fax (51) 3320-3862
E-mail: iga@pucrs.br
www.pucrs.br/igg
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ANEXO E - ARTIGO
Determinacéo de 25-hidroxivitamina D por HPLC e paratorménio em um grupo de

individuos com lesdo medular

Mauricio Bassuino®: Elisa Kaminski?; Rodolfo Herberto Schneider®

Endereco para correspondéncia:

Mauricio Bassuino

Laboratorio de Biologia Celular e Molecular — Lab. 16

Av. Ipiranga 6690 — prédio 60 — 2° andar — Porto Alegre/RS
CEP 90619-900 — Porto Alegre-RS

e-mail: mauricio@bassuino.com

! Biomédico pela Universidade Feevale, Mestrando em Gerontologia Biomédica
? Fisioterapeuta mestre em Medicina e Ciéncias da Satde
¥ Médico geriatra e professor do Instituto de Geriatra e Gerontologia da PUCRS
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RESUMO

Introducdo: Individuos com lesdo medular sdo mais vulneraveis a perda de massa 0ssea,
devido a reduzida atividade fisica e menor exposicdo solar, podendo refletir nos valores do
paratorménio (PTH) e vitamina D. Objetivo: Mensurar valores séricos de PTH, célcio e
vitamina D em portadores de lesdo medular por trauma. Método: Estudo transversal em
homens portadores de lesdo medular por traumatismo da Associacdo dos lesados medulares
do Rio Grande do Sul (LEME) e Associacdo Canoense de Deficientes Fisicos (ACADEF).
Foi aplicado um questionario com dados socioeconémicos e de salde, além da mensuracao de
PTH, célcio e vitamina D. Foi utilizada a correlacdo linear e o teste do Qui-quadrado para a
analise. Resultados: A idade média dos participantes foi de 35,52+9,78 anos. O tempo médio
de lesdo foi de 6,09+5,55 anos. A concentracdo média de vitamina D foi 19,04+6,98 ng/mL.
A concentracdo sérica de célcio total foi de 9,54+0,52 mg/dL, ndo havendo variacao entre 0s
individuos com tetra e paraplegia. Os niveis médios de paratormonio foram de 34,81+10,84
pg/mL. Individuos com exposicdo solar superior a 2 horas por dia apresentaram valores de
vitamina D maiores em relacdo aos que se expunham até uma hora por dia (p=0,001) e
sujeitos com maior tempo de lesdo apresentaram valores de vitamina D reduzidos (p=0,029).
Conclusdo: A vitamina D se mostrou mais elevada nos sujeitos com tempo de exposic¢ao solar
superior a 2 horas por dia e reduzida naqueles com maior tempo de lesdo medular. O valor

médio de vitamina D esta classificado na faixa deficiente.

Palavras-chave: Lesdo Medular. Vitamina D. PTH. Célcio. Metabolismo Osseo.
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ABSTRACT

Determination of 25-hydroxyvitamin D by HPLC and parathyroid hormone on a group of
individuals with spinal cord injury

Introduction: Individuals with spinal cord injury are more vulnerable to bone loss due to
reduced physical activity and lower sun exposure, which can reflect the values of parathyroid
hormone (PTH) and vitamin D. Objective: To measure serum PTH, calcium and vitamin D in
patients with spinal cord trauma. Methods: Cross-sectional study in men with spinal cord
injury by the Associagdo dos lesados medulares do Rio Grande do Sul (LEME) and
Associacdo Canoense de Deficientes Fisicos (ACADEF). We used a questionnaire with
socioeconomic and health data, and the measurement of PTH, calcium and vitamin D. We
used a linear correlation and chi-square analysis. Results: The mean age of participants was
35.52 + 9.78 years. The mean lesion was 6.09 + 5.55 years. The mean concentration for
vitamin D was 19.04 + 6.98 ng / mL. The serum total calcium was 9.54 + 0.52 mg / dL, with
no variation between individuals with paraplegia and tetra. Mean levels of parathyroid
hormone were 34.81 + 10.84 pg / mL. Individuals with sun exposure more than 2 hours per
day had higher amounts of vitamin D than those who were exposed to an hour per day (p =
0.001) and subjects with longer lesions showed reduced amounts of vitamin D (p = 0.029) .
Conclusion: Vitamin D showed higher in subjects with time in the sun than 2 hours per day
and reduced in those with longer duration of spinal cord injury. The average value of vitamin

D is in the range rated poor.

Key words: Spinal Cord Injury. Vitamin D. PTH. Calcium. Bone Metabolism.
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INTRODUCAO

AlteracBes na massa 6ssea sdo comuns na populacdo que envelhece, mas também esta
presente em grupos com maior risco, como nos individuos com traumatismo medular. A
osteoporose é uma das patologias mais presente neste processo chegando a atingir
aproximadamente 75 milhdes de pessoas no mundo®?. Essa patologia, embora mais comum
em mulheres, acomete também individuos do sexo masculino®. Segundo dados brasileiros, a
populagéo propensa a desenvolver osteoporose aumentou de 7,5 milhGes no ano de 1980 para
15 milhdes em 2000, chegando a acometer quase 40% dos homens, sendo reconhecida como
um problema de satde ptblica™®.

De fato, alguns grupos populacionais encontram-se mais suscetiveis a diminuicdo da
densidade mineral 6ssea (DMO), como individuos idosos, mulheres ap6s a menopausa,
individuos institucionalizados e individuos com trauma raquimedular (TRM)“ Sao
multiplos os fatores que podem levar a diminuicdo da DMO e refletem em alteracdes nos
elementos envolvidos no metabolismo 6sseo, como o paratormonio e a vitamina D.

Atualmente, estudos populacionais tém mostrado uma endemia de hipovitaminase D
em diversas regides do planeta™® ?*. Fatores como baixa exposicdo solar, idade avancada,
habitos alimentares, alteracdes genéticas, cor da pele, uso de blogueadores solares e
localizacdo geogréfica influenciam nas concentracGes séricas de 25-hidroxivitamina D
(250HD), porcao que reflete o status desse elemento no organismot% 29,

Considerando apenas individuos com TRM, o processo de desmineralizacdo Ossea
pode ser favorecido por multiplos fatores, iniciando pela inatividade de membros, somada a
provavel diminuicdo dos valores de 250HD e ao processo de envelhecimento. Dados
americanos demonstram que aproximadamente 300.000 pessoas nos Estados Unidos tém
alguma consequéncia decorrente de lesdo medular, sendo que ocorrem entre 10.000 e 14.000
NOVOs casos por ano, a maioria envolvendo adultos jovens®”. Em estudo realizado no Brasil
por da Paz et al'” revela que ocorrem cerca de 40 novos casos por milhdo de habitantes,
acarretando em 6 a 8 mil casos novos por ano. Segundo Jackson™ existe grande
variabilidade nas causas geradoras do TRM, contudo, a causa mais comum € o acidente
automobilistico (45,6%).

Apesar da imobilizacdo decorrente do TRM ser a causa mais provavel para a
diminuicdo da DMO nesses individuos, a etiologia da perda 0ssea continua sendo motivo de
discussao™. O padrdo de perda 6ssea observado em individuos com TRM difere daquele
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visto em outras circunstancias como doencas enddcrinas, idade avancada, fatores nutricionais
e uso de farmacos.

Na tentativa de melhor entender como ocorre esse processo, estudos buscam verificar
0 comportamento dos marcadores laboratoriais relacionados ao metabolismo désseo em
individuos com TRM, como a vitamina D. Mesmo influenciando na fisiopatologia da perda
Ossea nesses individuos, existem divergéncias quanto as concentragdes de 250HD nesses
sujeitos, talvez por dificuldade de padronizacdo dos grupos ou arranjo de uma populagéo
homogénea.

E clara a importancia dos marcadores laboratoriais relacionados ao metabolismo ¢sseo
no bom progndstico do individuo portador de TRM, contudo, a falta de dados oriundos da

nossa populacdo pode dificultar a pratica dessa rotina.

OBJETIVO

Verificar os niveis de vitamina D, paratorménio (PTH) e célcio em individuos

portadores de TRM e a sua relacdo com o tempo de lesdo medular.
METODOLOGIA
Sujeitos

A amostra foi constituida por individuos do sexo masculino, portadores de TRM da
Associacdo dos lesados medulares do Rio Grande do Sul (LEME) e Associacdo Canoense de
Deficientes Fisicos (ACADEF), Rio Grande do Sul, Brasil.

Critérios de inclusao

Individuos do sexo masculino com idade igual ou maior a 18 anos com paraplegia ou

tetraplegia por traumatismo.

Critérios de exclusao

Individuos portadores de doenca que interferisse no metabolismo 0sseo.
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Recrutamento dos participantes

Todos os participantes foram contactados anteriormente ao periodo de coleta dos
dados. Uma vez que o individuo estava apto para participar do estudo foi marado o dia e local
para a coleta de informacdes e coleta sanguinea.

Questionario

Questionario estruturado contendo questdes relativas a idade, dados antropométricos,
fatores socioecondmicos, profissdo, auto avaliacdo de salde, uso de farmacos, histéria de

fraturas, doencas concomitantes e tempo de exposi¢éo solar.

Testes laboratoriais

Em todos os sujeitos foram realizados 0os exames de paratorménio fracdo intacta
(PTHi) (Roche®), por eletroquimioluminescéncia (ECLIA), com valor de referéncia entre 15 e
65 pg/mL. A dosagem de calcio total, creatinina, uréia e albumina foi realizada no aparelho
Vitros®950 Johnson & Johnson, por quimica seca e, adotando os valores de referéncia de 8,4
— 10,2 mg/dL para célcio total; 3,5 — 5,0 g/dL para albumina; 19 — 43 mg/dL para uréia e 0,65
— 1,25 mg/dL para creatinina.

O metabolito 25-OH-vitamina D3 foi determinado em plasma através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia através de um método adaptado de Kandar e Zakova. Neste
protocolo, ap6s desproteinizacao de 500 puL de plasma com etanol, o metabdlito € isolado da
matriz através de extracdo em fase sélida (EFS). A EFS foi realizada em cartuchos octilsilica,
contendo 500 mg de fase estacionaria. Neste procedimento, os cartuchos de extracdo foram
condicionados com metanol e &gua, lavados com agua ultrapura e uma mistura de metanol e
agua e finalmente eluidos com metanol, o qual foi evaporado até a secura. O extrato seco foi
retomado com uma solucdo metandlica do padrdo interno (dodecanofenona). A solugédo
resultante foi injetada em uma coluna Lichrospher® C18 (Merck) com 250 x 4,0 mm (d.p. 5
um), a qual foi mantida a 52 °C. A eluicdo foi realizada com fase movel constituida de
acetonitrila e 4gua ultra-purificada (77:23, v/v), com vazdo de 1,2 mL min™ e monitoramento
cromatografico em 264 nm. Nestas condigdes o tempo total de analise cromatogréfica foi de
20min, com eluigéo da 25-hidroxi-vitamina D3 em 7,6 min e da dodecanofenona em 15,1 min.
O método é linear entre 5 ng mL™ e 100 ng mL™. A cada lote de 12 amostras clinicas foram

processados controles comerciais fornecidos pela Chromsystems (Munique, Alemanha).
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Aspectos éticos

O presente estudo faz parte de um projeto maior que foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da PUCRS sob numero 11/05716 entitulado “Densidade 6ssea, niveis
séricos de paratormonio e vitamina D e a sua relacdo com diferentes fatores de risco para
baixa massa 6ssea em homens com lesdo medular por traumatismo”. Todos os participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), atendendo as diretrizes e
as normas de pesquisa com seres humanos — Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de
Salde [CNS].

RESULTADOS

A populacdo do estudo foi constituida por 40 individuos, sendo que 1 (um) foi
excluido por apresentar marcadores muito discrepantes de funcdo renal e paratorménio em
relacdo aos demais participantes. A idade média dos individuos do estudo foi de 35,52+9,78
anos, sendo o mais novo com 18 e 0 mais velho com 58 anos. Desses 40 participantes, 31
(78%) sdo paraplégicos e 9 (22%) tetraplégicos. A média de idade do grupo com paraplegia
foi de 34,41 + 9,82 anos, sendo 0 mais novo com 18 e o mais velho com 58 anos. No grupo
com tetraplegia a média etaria foi de 39,33 + 9,15 anos, onde 0 mais novo tinha 25 e 0 mais
velho com 55 anos

O tempo médio de lesdo dos participantes foi de 6,09+5,55 anos, onde 0 menor tempo
foi de 11 meses e o tempo maior foi de 25 anos. No grupo com tetraplegia o tempo médio de
lesdo foi de 6,17 + 4,55 anos, maximo de 13 anos e minimo de 1,17 anos. No grupo
paraplegia o tempo médio de lesdo foi de 6,07 + 5,87 anos, maximo de 25 anos e minimo de
11 meses.

Quanto ao nimero de medicacGes, 34 sujeitos (85%) utilizavam algum farmaco, com
média de 2,55 medica¢bes por individuo. As caracteristicas gerais da amostra estdo

representadas na figura 1.
INSERIR FIGURA 1

Quando avaliados em relacdo aos niveis de vitamina D, verificou-se que o tempo de
exposicao solar superior a 2 horas por dia mostrou niveis mais elevados de vitamina D em
relacdo a um tempo de exposicéo de até 1 hora diaria (p=0,001). Sujeitos com renda entre 5 e
10 salarios minimos apresentaram valores sanguineos mais elevados de vitamina D quando

comparados aqueles com renda de até 1 salario minimo (p=0,021). Em analise por regressdo
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foi verificado que um maior tempo de lesdo medular apresentou valores mais baixos de
vitamina D (p=0,029).

Quanto ao tempo medio de lesdo medular e niveis de paratormonio, estes se
mostraram mais elevados com um maior tempo de lesdo, embora sem diferenca significativa

(p=0,070). Este dado esta representado na figura 2.
INSERIR FIGURA 2

Quando o grupo de participantes foi avaliado em relagdo ao tipo de lesdo medular
(completa ou incompleta) a média de vitamina D no grupo com lesdo medular completa foi de
20 £ 6,54 ng/mL, enquanto que no grupo com lesdo incompleta foi de 17,5 + 7,58 ng/mL
(p=0,276). Em relacdo ao tipo de lesdo e valores de paratormonio foi verificada uma média
superior no grupo com lesdo incompleta, embora sem diferenca significativa (p=0,756).
Quando as mesmas andlises foram realizadas para um modelo com célcio sérico ndo foi

encontrada nenhuma diferenca significativa. Estes dados encontram-se na figura 3.
INSERIR FIGURA 3

DISCUSSAO

Com o maior envelhecimento populacional, diversas condi¢des e doengas associadas
tém despertando o interesse por representarem maior risco de morbidade e mortalidade.
Dentro deste grupo que merecem as condi¢cdes que podem modificar a massa 6ssea, como a
osteoporose™, implicando em elevados custos relacionados ao tratamento e manejo das
complicacdes geradas pelas fraturas 6sseas®.

Apesar de alteracdes de massa 6ssea terem uma relacdo maior, além do idoso, também
com o sexo feminino, a reducdo da densidade Ossea € multifatorial, incluindo fatores
geneéticos, habitos de vida, uso de farmacos e doencas associadas, que podem afetar qualquer
individuo, independente do sexo, grupos especificos merecem destaque, como os individuos
com traumatismo raquimedular® 2. Esta condigdo esta associada a uma perda mais acelerada
de massa éssea, principalmente pelas mudancas geradas pela imobilidade e reducdo na
atividade de impacto, o que pode influenciar, além da densidade Ossea, 0os marcadores
bioquimicos.

Neste contexto, alteragdes nos niveis do paratorménio, calcio e vitamina D podem
ocorrer, influenciando neste processo de perda 6ssea. Dentro desta linha relacionada a baixa

ou nenhuma atividade fisica ou, até mesmo, imobilidade, que sdo pertinentes aos individuos
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com lesdo medular, e somado ao avanco da idade e outras condi¢des de satde concomitantes,
fazem com que os individuos com lesdo medular, independentemente da idade, sejam um
grupo propenso a perda da densidade mineral Gssea.

A literatura demonstra que uma grande parte dos individuos que sofre lesdo medular
sdo adultos jovens, fato confirmado em nosso estudo, onde a idade meédia dos individuos
avaliados foi de 35 anos. Nogueira et al®®, em estudo realizado em Sdo Paulo com 59
sujeitos, mostraram que o0s participantes tinham uma media etéria de 37 anos, 0 que
caracteriza um grupo muito jovem e propenso a maior risco futuro de apresentar redugdo na
densidade 6ssea e risco de fraturas aumentado. Opperman et al®® também mostraram em
outros estudos publicados, uma media etaria semelhante em individuos com lesdo medular em
relacdo & idade encontrada em nosso estudo > ®),

Juntamente com altera¢cdes da massa 6ssea, outro fator relevante encontrado em nosso
estudo, € a baixa concentracdo de vitamina D nesses individuos. Conforme dados atuais
publicados, existe uma pandemia de hipovitaminose D, fato que ocorre tanto em homens
como em mulheres, sejam eles ativos fisicamente ou ndo, sendo a causa deste achado
multifatorial. A média de vitamina D encontrada em nosso estudo foi de 19,04 ng/mL o que,
segundo guideline publicado recentemente por Hollick et al*?, sdo valores classificados como
deficientes, acompanhando a tendéncia encontrada em diferentes populacdes, inclusive, no
Brasil, mais especificamente em Sdo Paulo, onde cerca de 40% da populacdo socialmente
ativa e sem lesdo medular, apresenta valores abaixo da recomendacéo.®” Esse achado vai de
encontro aos publicados por Bauman® 2 em sujeitos com lesdo medular, onde os autores
verificaram uma concentracdo média de vitamina D de 14 ng/mL no grupo avaliado.

Fato que merece destaque e, de certo modo ja esperado, foi em relacdo ao tempo de
lesdo, que atuou de forma negativa sobre as concentragcdes de vitamina D nos individuos
participantes. Este achado pode estar diretamente relacionado aos habitos de vida adquiridos
pelos participantes do estudo apos a leséo, pois o traumatismo raquimedular é uma condicéo
complexa que traz alteragOes biopsicossociais, refletindo neste marcador®.

Como ja é conhecido, a sintese e metabolizacdo da vitamina D depende, em sua
grande maioria, da exposi¢éo aos raios solares UV B, que irdo dar inicio a todo o processo de
ativacdo da 25-OH-vitamina D em 1,25 (OH), vitamina D, também conhecida como calcitriol,
através de seu substrato 7-dehidrocolesterol, na epiderme.“* ° . Embora o eixo vitamina D-
calcio-PTH sofra reflexos com a ocorréncia da lesdo medular fazendo com que, decorrente da

imobilizagéo, haja um processo de desmineralizagdo 0ssea mais acelerado, com aumento da
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calcemia e, consequentemente, suprimindo a secrecdo de paratormdnio e vitamina D%, a
privacao solar parece explicar melhor a diminuicdo dos niveis de vitamina D e influenciado
pelo tempo de lesdo.*® Adicionalmente deve ser levado em consideragdo que alguns
farmacos utilizados por estes individuos, como os anticonvulsivantes, podem acelerar a
hidroxilacdo da vitamina D, podendo contribuir para a baixa quantificacdo desse elemento no
organismo.®.

Quando comparamos, no nosso estudo, 0s niveis sericos do paratormdnio e o tempo de
lesdo, observamos uma relacdo positiva, ou seja, quanto maior o tempo de leséo ocorrido,
maiores sdo os niveis de PTH encontrados. Como abordado anteriormente, ap6s a lesdo no
periodo mais agudo ocorre uma supressdo do eixo PTH-Vitamina D, contudo, passada esta
fase da inicio uma fase de aumento nos niveis séricos de paratorm6nio como mecanismo para
manutencdo da calcemia. Em comparacdo aos dados médios de paratorménio basal obtidos
por Bauman (em torno de 70,0 pg/mL)®, foram encontrados por nés valores mais baixos (em
torno de 34,81 pg/mL). Ainda em comparacdo a outro estudo realizado por Bauman et al®®, os
valores médios de PTH encontrados em nossa amostra foram semelhantes aos encontrados
por estes autores, que foram em torno de 38,0 pg/mL, embora o tempo médio de lesdo dos
participantes do nosso estudo foi de aproximadamente 6,09 anos, menor em relacdo ao
encontrado por Bauman et al, que foi de 20 anos. Da mesma forma que no estudo de
Mechanick et al®, foi encontrado por nés uma média menor de PTH nos individuos com
lesdo completa quando comparados aos com lesdo incompleta, porém este achado ndo
mostrou significancia.

Embora o hiperparatireoidismo seja uma complicacdo mais comum de individuos com
comprometimento da funcdo renal submetidos a hemodialise®, a relacéo entre vitamina D,
calcio total e PTH deve ser acompanhada com atencdo, j& que o hiperparatireoidismo
secundario pode estar presente nesses individuos com imobilidade prolongada somada a
deficiéncia de vitamina D®. Além de atuar de forma adversa no tecido 6sseo, a
hipovitaminose D pode agir de forma negativa em outros aspectos como na osteomalacia,
patologia que envolve diretamente o tecido 0sseo, levando a fraqueza muscular e outras
complicacdes relacionadas a deficiéncia de vitamina D®".

Em nosso estudo, os pardmetros albumina, creatinina e uréia foram utilizadas como
elementos que auxiliaram a avaliacdo da funcédo renal, onde variagbes nas concentragdes de
calcio total sdo associadas a estes parametros biogquimicos, j& que este analito € ligado a

albumina nessa forma. Conforme encontrado no estudo de Bauman et al(“), também ndo
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identificamos anomalias nas concentracdes de albumina na amostra avaliada. Também vale
ressaltar que o célcio ionizado é o que melhor demonstra o status calcémico “* 2, porém
optamos por utilizar a dosagem de calcio total por este apresentar uma maior estabilidade e
ser amplamente utilizado na prética clinica, além de fornecer informag&o de qualidade sobre a
concentracdo desse elemento no organismo®®.

Outro fator interessante a respeito do nosso estudo foi o método utilizado para
dosagem da vitamina D. A técnica de dosagem da 25-hidroxivitamina D por HPLC-DAD,
baseada no estudo de Kich et al™®, mostrou-se precisa e exata com sensibilidade adequada
para a quantificacdo da vitamina D. Existem inumeros métodos comerciais de dosagem da
vitamina D citados na literatura, mais especificamente a 25-hidroxivitamina D®" 39,
apresentando prés e contras. Contudo, estudos tém demonstrado uma variabilidade elevada®®
entre essas técnicas, podendo dar origem a interpretacfes equivocadas quanto a quantificacdo
da vitamina D. Embora existam publicac6es com opinides divergentes quanto ao método mais
adequado, na maior parte, sdo citados a cromatografia liquida de alta eficiéncia como sendo
um dos melhores métodos, por apresentar uma elevada acuréacia®?, ja que que outros métodos
citados, como ensaios competitivos de proteina ligante, superestimam os valores desse

analito®®.
CONCLUSAO

Através desse estudo observamos que individuos com lesdo medular por traumatismo,
oriundos de Porto Alegre, apresentam hipovitaminose D, tanto quanto sujeitos sem a presenca
desta condicdo. A variavel tempo de lesdo é um fator de agravo quanto aos niveis de vitamina
D e, levando em consideracdo mudancas no mecanismo fisioldgico desses individuos, pode-
se eleva-los a um grupo de risco bastante importante.

Fato a ser considerado, e de aplicacdo relativamente facil, se refere & exposi¢éo solar,
por ndo apresentar custo e por mostrar resultados contundentes quanto ao aumento dos niveis
de vitamina D nesses individuos, podendo ser uma ferramenta interessante para a manutencao

da salde desses individuos e melhora da qualidade de vida.
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Figura 1. Caracterizagédo geral da amostra
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Variavel Total Paraplégicos Tetraplégico
40 (100%) 31 (78%) S
9 (22%)

Idade (anos) 35,52 +9,78 34,41 +£9,82 39,33+£9,15

Peso (KQ) 74,71 + 15,92 73,53 £ 13,85 78,78 £ 22,16

Farmaco 2,55+2,19 2,35+ 1,88 3,22 + 3,07
(unidades)

Célcio (mg/dL) 9,54 + 0,52 9,53+£0,51 9,60 £ 0,57

Vitamina D 19,04 + 6,98 20,13 +7,18 15,27 £ 4,92
(ng/mL)

PTH (pg/mL) 34,81 £ 10,84 33,43 +8,61 39,59 + 16,19

Tempo de leséo 6,09 £ 5,55 6,07 £ 5,87 6,17 + 4,55

(anos)

Figura 2. Valores de PTH e tempo de lesdo medular
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Figura 3. Relacéo dos niveis de vitamina D, paratormonio e calcio total dividido por
grupo de lesdo medular completa e lesdo medular incompleta.

Variavel Lesao Lesao p
Completa Incompleta
n=24 n=16
media £ dp media £ dp
Vitamina D 20,0 £ 6,54 175+7,58 0,276
(ng/mL)
PTHi (pg/mL) 34,37 +£10,39 35,47 + 11,80 0,756
Calcio  total 9,47 + 0,50 9,65+ 0,54 0,316
(mg/dL)

dp= desvio-padréo
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