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RESUMO

Tem-se observado um aumento na prevaléncia de hipovitaminose D desde a adogédo de
valores de referéncia baseados em medidas funcionais, como a concentracdo sérica de
25-hidroxivitamina D (250HD) capaz de suprimir a secrecdo de paratorménio (PTH).
Embora esta abordagem néo tenha levado a obtencéo de um limiar definitivo, o ponto de corte
de 30 ng/mL tem sido amplamente empregado. O objetivo deste trabalho foi analisar a relagéo
entre resultados de 250HD e PTH dosados simultaneamente, para avaliar a adequabilidade da
utilizagdo de pontos de corte universais para vitamina D. Investigou-se a influéncia da idade,
da funcdo renal, dos niveis sericos de calcio i6nico e de dois diferentes imunoensaios para
dosagem de 250HD (Architect® e LIAISON®) nesta relagdo. Foram obtidos 23.259
resultados emparelhados de 250HD e PTH, dosados entre janeiro e dezembro de 2012, no
laboratorio Hermes Pardini. Nao foi observado um plat6 de supressdo do PTH na relacdo
entre os dois analitos. As medianas de PTH para uma mesma concentracdo de 250HD foram
consistentemente mais altas com o avangar da idade e na subpopulagdo com alteragdes da
funcdo renal e/ou dos niveis séricos de calcio iénico. A utilizacdo de dois imunoensaios
distintos para dosagem de 250HD néo alterou sua relagédo com o PTH. Concluindo, os valores
de referéncia universais atualmente adotados ndo sdo adequados para avaliacdo dos niveis
séricos de vitamina D. ldade, fungdo renal e niveis de calcio i6nico da populacdo estudada
deveriam ser considerados na determinacdo funcional de suas concentracdes 6timas e na
interpretagdo dos resultados.

Palavras-chave: vitamina D; 25-hidroxivitamina D 2; calcifediol; hormdnio paratireoideo;
efeito idade; imunoensaio; calcio; creatinina.



ABSTRACT

It has been noticed an increase in the prevalence of hypovitaminosis D since the introduction
of reference values based on functional measurements, such as 25-hydroxyvitamin D
(250HD) levels that maximally suppress parathyroid hormone (PTH) secretion. Although this
approach has not led to a definitive threshold, 30 ng/mL has been widely adopted as the cutoff
value for defining optimal vitamin D status. The objective of this study was to analyze the
relationship between 250HD and PTH simultaneously measured, in order to assess the
appropriateness of single universal thresholds for vitamin D. The influence of age, renal
function and ionized calcium levels on this relationship was evaluated, as well as the impact
of using two different assays for 250HD testing (Architect® and LIAISON®). This was a
cross-sectional analysis of 23,259 paired serum PTH and 250HD levels, measured from
January to December 2012. There was no evidence of a plateau relationship between these
two analytes. For similar 250HD concentrations, PTH medians were consistently higher with
advancing age and in the subpopulation with impaired renal function and/or abnormal ionized
calcium levels. Using different immunoassays for 250HD testing had no significant impact
on its relationship with PTH. In conclusion, single universal reference values are not suitable
for assessing vitamin D status. Age, renal function and ionized calcium levels of the studied
population should be taken into account in the definition of vitamin D optimal concentrations
and in the interpretation of 250HD results.

Keywords: vitamin D; 25-hydroxyvitamin D 2; calcifediol; parathyroid hormone; age factors;
immunoassay; calcium; creatinine.
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1 INTRODUCAO

As solicitacbes de dosagem sérica de 25-hidroxivitamina D (250HD), metabolito mais estavel
e abundante da vitamina D, cresceram exponencialmente na Gltima década. Isso pode ser
explicado em parte pelos inimeros estudos que sugerem associagcdo de baixos niveis de
250HD com diversas condi¢des clinicas, motivados pela descoberta de receptores de
vitamina D e enzimas envolvidas em seu metabolismo em mdltiplos tecidos. Estudos
observacionais demonstram associacdo entre hipovitaminose D e mortalidade, doengas
cardiovasculares, diabetes, neoplasias malignas, processos infecciosos, esclerose mdltipla,
doencas mentais, entre outras (HOLICK, 2004, 2006; ADAMS; HEWISON, 2010; ROSEN,
2011; THACHER; CLARKE, 2011). No entanto, fatores de confusdo relacionados tanto aos
desfechos clinicos quanto a diminui¢do dos niveis séricos de vitamina D, como obesidade,
ndo podem ser descartados (THACHER; CLARKE, 2011; THEODORATOU et al., 2014).

Outro motivo para o grande interesse pela vitamina D € a tendéncia mundial a hipovitaminose
atualmente observada (ADAMS; HEWISON, 2010). Embora sejam aventadas razfes como
maior protecdo contra o sol e aumento da obesidade, ha que se considerar 0os novos pontos de
corte preconizados em substituicdo aos valores de referéncia anteriores (ROSEN, 2011; ROSS
et al., 2011b). A proposta de definicdo das concentracfes séricas de 250HD que determinam
efeitos deletérios a salde, especialmente 6ssea, influenciou a adogédo, na Gltima década, de
pontos de corte baseados em medidas funcionais para avaliar a “suficiéncia” de vitamina D,
em substituicdo a determinacdo dos valores usualmente encontrados em 95% de uma

populacdo supostamente saudavel (CAVALIER et al., 2009).

Uma definicdo funcional muito utilizada baseia-se na concentracdo de 250HD capaz de
suprimir a secrecdo de paratorménio (PTH). No entanto, esta abordagem nédo levou a obtencéo
de um limiar definitivo, jA& que os niveis 6timos variam muito entre os estudos, sendo
encontrados valores de 12 a 50 ng/mL na literatura (HOLICK et al., 2011; ROSS et al.,
2011b; ROSEN et al., 2012; VALCOUR et al., 2012). Apesar disso, 0 ponto de corte de
30 ng/mL é amplamente utilizado (HOLICK et al., 2011). O termo “insuficiéncia” ¢é
empregado quando os valores de 250HD sdo inferiores aos niveis 6timos, mas superiores as
concentracdes consideradas para a definicdo de deficiéncia, associada a risco aumentado de

raquitismo ou osteomalacia. Como a vitamina D controla a absor¢do do calcio da dieta,
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mesmo sua leve insuficiéncia é capaz de provocar uma elevacdo compensatéria de PTH,

associada a aumento da remodelagdo 6ssea (SALIBA et al., 2011).

A falta de um consenso sobre os limiares estabelecidos para a defini¢cdo de niveis 6timos de
vitamina D tem implicac@es clinicas, podendo resultar em super ou subtratamento (SALIBA
et al., 2011). Algumas razfes aventadas para a variagdo observada entre os pontos de corte
propostos sdo as caracteristicas das populacGes estudadas, como composicdo etaria,
prevaléncia de doenca renal crénica e de hiperparatireoidismo primario, e a utilizacdo de
diferentes imunoensaios para dosagem de 250HD (CAVALIER et al., 2009; SALIBA et al.,
2011).

Faz-se necessario, portanto, aprofundar a investigacdo da relacdo entre 250HD e PTH,
considerando-se os fatores citados, para esclarecer se os valores de referéncia universais
atualmente adotados sdo adequados ou levam a uma superestimativa da prevaléncia de

hipovitaminose D.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

O caminho até a descoberta da vitamina D comegou com a identificacdo de uma nova doenga
Ossea infantil mais frequente em ricos que em pobres (THACHER; CLARKE, 2011). Glissen,
DeBoot e Whistler observaram que as criancas acometidas apresentavam atraso do
crescimento e desenvolviam deformidades esqueléticas, como projecdes Gsseas na caixa
torécica (rosario raquitico) e pernas arqueadas (genu varum) ou joelhos “em X (genu
valgum). Em 1650, Francis Glisson publicou o primeiro tratado médico sobre essa doenca,
denominada raquitismo (HOLICK, 2004; THACHER; CLARKE, 2011).

Durante a Revolucdo Industrial, a prevaléncia do raquitismo aumentou muito nas &reas
urbanas superpovoadas e poluidas, atingindo 40% a 60% das criancas, devido a baixa
exposicao a luz solar (THACHER; CLARKE, 2011). Em pouco tempo, 0 raquitismo passou a
ser observado também no Nordeste dos Estados Unidos da América (EUA), ja que condicdes
ambientais semelhantes eram observadas nas cidades de Nova York e Boston. Sniadecki foi 0
primeiro autor a relatar, em 1822, a associa¢do do raquitismo com a falta de exposicéo solar,
ao publicar suas observacOes clinicas de que criancas que viviam na cidade de Varsévia
apresentavam uma alta prevaléncia da doenca, ao contrario das que moravam nas areas rurais
(HOLICK, 2004; THACHER; CLARKE, 2011). Em 1890, Palm partiu da constatacdo de que
criancas das cidades industrializadas da Gré-Bretanha tinham alto risco de desenvolver
raquitismo, enquanto mesmo aquelas que viviam na miséria na india e China estavam livres
da doenca, para concluir que era importante reconhecer que essa doenca poderia ser prevenida
por banhos de sol (PALM, 1890). Em 1919, Huldschinsky exp0s criangas com raquitismo a
lampadas de mercurio e relatou uma melhora consideravel da doenga, também observada por
Hess e Unger, em 1921, em criangas expostas durante varios meses a luz solar no terraco de
um hospital na cidade de Nova York (HULDSCHINSKY, 1919; HESS; UNGER, 1921).
Esses achados levaram Hess & Weinstock e Steenbock & Black a irradiar uma grande
variedade de substancias, inclusive gramineas e 0Oleos vegetais, visando conferir atividade
antirraquitica aos alimentos (HESS; WEINSTOCK, 1924; STEENBOCK; BLACK, 1924;
HOLICK, 2004; THACHER; CLARKE, 2011).
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Embora o 6leo de figado de bacalhau tenha sido estabelecido como um tratamento efetivo
para o raquitismo em meados do século XIX, somente no inicio do século XX, o trabalho de
Mellanby e McCollum levou a descoberta da vitamina D como o agente com propriedades
antirraquiticas presente nesse composto (THACHER; CLARKE, 2011). Ela foi designada
“D” por suceder as vitaminas A, B e C, previamente descobertas (ZHANG; NAUGHTON,
2010). A identificacdo da vitamina D na década de 1930 levou a fortificacdo do leite e de
muitos outros produtos. Este processo praticamente erradicou o raquitismo em paises da
Ameérica do Norte e Europa (HOLICK, 2004; THACHER; CLARKE, 2011). No entanto, ap6s
a Segunda Guerra Mundial, o processo de fortificacdo ndo foi monitorado adequadamente e
quantidades excessivas de vitamina D foram adicionadas a alguns produtos lacteos, causando
um surto de intoxicacdo em criangas. Isto culminou na proibicdo da suplementacdo de
vitamina D no leite na maioria dos paises europeus, que persiste até os dias de hoje
(HOLICK, 2004).

2.2 FORMAS E FONTES DE VITAMINA D

O termo Vitamina D diz respeito a suas duas formas: vitamina D2 ou ergocalciferol e
vitamina D3 ou colecalciferol (HOLICK, 2006). Seus precursores (ergosterol e
7-dehidrocolesterol, respectivamente) sdo estruturas de quatro anéis, relativamente rigidas,

incorporadas a dupla camada lipidica da membrana plasmatica celular (HOLICK, 2004).

Durante a exposicdo a luz solar, a radiacdo ultravioleta B (UVB) é absorvida pelo
7-dehidrocolesterol (pré-vitamina D3) presente na membrana plasmatica de queratinécitos da
epiderme e em fibroblastos da derme. A absorcdo da energia pelas duplas ligacfes no anel B
resulta em rearranjo das mesmas e abertura do anel para formacdo da pré-vitamina D3. Esta
sofre uma isomerizacao térmica, dando origem a vitamina D3, composto termodinamicamente
mais estavel, liberado no espaco extracelular (ADAMS; HEWISON, 2010; ZHANG;
NAUGHTON, 2010). A proteina ligadora de vitamina D (VDBP, do inglés Vitamin D-
Binding Protein), presente no leito capilar da derme, tem afinidade pela vitamina D3 e a
conduz até a circulacdo. A exposicgéo solar prolongada ndo produz quantidades excessivas de
vitamina D a ponto de provocar intoxicacdo porque a pré-vitamina D3 formada e a vitamina
D3 que ndo atingiu a circulacdo absorvem radiacédo solar ultravioleta (UV) e sdo isomerizadas
a fotoprodutos biologicamente inativos, como taquisterol e lumisterol (HOLICK, 2004, 2006;
ZHANG; NAUGHTON, 2010).



18

A radiacdo solar UVB é a fonte priméaria de vitamina D3 para a maioria das pessoas, ja que as
fontes alimentares sdo limitadas. Estas incluem alguns peixes, como salmao e sardinha, gemas
de ovos e 6leo de figado de bacalhau (HOLICK, 2004, 2006). A vitamina D2 é derivada da
irradiacdo do ergosterol de plantas e fungos, e pode ser obtida pela ingestdo de vegetais e
cogumelos irradiados (HOLICK, 2006; ZHANG; NAUGHTON, 2010; THACHER;
CLARKE, 2011).

Como poucas substancias apresentam naturalmente um contetido consideravel de vitamina D,
ela é obtida da dieta principalmente por alimentos fortificados e suplementos orais
(THACHER; CLARKE, 2011). A vitamina D2 é produzida comercialmente pela irradiacéo
ultravioleta do ergosterol de leveduras e a vitamina D3, pela irradiacdo ultravioleta do 7-
dehidrocolesterol da lanolina. Ambas as formas podem ser utilizadas em suplementos de
vitamina D e em alimentos enriquecidos, como leite, sucos, pées e cereais (HOLICK, 2007;
ZHANG; NAUGHTON, 2010).

As vitaminas D2 e D3 provenientes da dieta sdo incorporadas a quilomicrons e transportadas
pelo sistema linfatico para a circulagdo venosa. A vitamina D ingerida ou produzida na pele

pode ficar armazenada no tecido adiposo, sendo lentamente liberada (HOLICK, 2007).

2.3 METABOLISMO E FUNCOES DA VITAMINA D

A vitamina D sintetizada na pele ou obtida da dieta é biologicamente inerte (KENNEL;
DRAKE; HURLEY, 2010). Ela é transportada até o figado pela VDBP, onde sofre a primeira
de duas hidroxilacBes sequenciais, necessarias para a formacdo do metabdlito ativo. No
parénquima hepatico, a vitamina D é convertida a 250HD ou calcidiol pela enzima
vitamina D-25-hidroxilase (HOLICK, 2007; KENNEL; DRAKE; HURLEY, 2010). A
hidroxilagéo adicional ocorre nos rins, por agdo da enzima 250HD-1a-hidroxilase, e resulta
na forma biologicamente ativa: a 1,25-dihidroxivitamina D ou calcitriol (HOLICK, 2006,
2007; ADAMS; HEWISON, 2010; KENNEL; DRAKE; HURLEY, 2010; ZHANG;
NAUGHTON, 2010).

As fontes de vitamina D e seu metabolismo estdo representados na figura 1, que sumariza

também suas funcbes, apresentadas a seguir.
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Figura 1: Fontes, metabolismo e ac¢des da vitamina D. UVB: Radiacdo Ultravioleta B; VDBP:
Vitamin D-Binding Protein (Proteina Ligadora de Vitamina D); PTH: Paratormonio.

A 1,25-dihidroxivitamina D é um ligante de alta afinidade para o receptor de vitamina D
(VDR, do inglés Vitamin D Receptor) em tecidos alvo, onde age modulando a transcricdo
génica (ADAMS; HEWISON, 2010). A interacdo da 1,25-dihidroxivitamina D com o
complexo Receptor de Vitamina D-Receptor de Acido Retindico X (VDR-RXR, do inglés
Vitamin D Receptor-Retinoic X Receptor) resulta em maior expressdo do canal epitelial de
calcio TRPV6 (Transient Receptor Potential cation channel, subfamily V, member 6) e da
calbindina 9K, uma proteina ligadora de célcio, o que possibilita o transporte ativo desse ion

através das celulas, aumentando a eficiéncia de sua absorgéo intestinal (HOLICK, 2007).

A 1,25-dihidroxivitamina D também é reconhecida por seu receptor nos osteoblastos,
aumentando a expressdo de RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor kB Ligand), que se

liga a seu receptor RANK (Receptor Activator of Nuclear factor kB) nos pré-osteoclastos,
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induzindo sua conversdo a osteoclastos maduros. Os osteoclastos produzem enzimas
proteoliticas e acidos para dissolver a matriz orgénica e os sais 6sseos, liberando célcio e
fosforo para o sangue. Niveis séricos adequados de célcio e fosforo sdo necessarios para a
mineralizacdo 0ssea (HOLICK, 2006, 2007).

A producdo renal de 1,25-dihidroxivitamina D é regulada pelo PTH e pelas concentracdes
séricas de calcio e fésforo. O PTH estimula a producéo renal de 1,25-dihidroxivitamina D,
além de aumentar a reabsorcdo tubular de calcio e sua mobilizacdo Ossea, por ativar
osteoblastos que estimulam a transformacdo de pré-osteoclastos em osteoclastos maduros
(HOLICK, 2007). Quando hé& deficiéncia de vitamina D, o consequente aumento de PTH
restabelece a homeostase do calcio. Por outro lado, a 1,25-dihidroxivitamina D diminui a
sintese e secrecdo de PTH, tanto pela reducdo da atividade das glandulas paratireoides, quanto
pelo aumento do célcio sérico (HOLICK, 2006, 2007).

A 1,25-dihidroxivitamina D também é capaz de controlar sua propria sintese, inibindo a
enzima lo-hidroxilase e aumentando a expressdo da enzima 24-hidroxilase, que leva a
producdo de 24,25-dihidroxivitamina D (&cido calcitrdico), metabdlito biologicamente inativo
excretado na bile (HOLICK, 2007; ROSEN, 2011).

2.4 AVALIACAO DOS ESTOQUES DE VITAMINA D

O status de vitamina D no organismo é avaliado pela dosagem de 250HD, o metabdlito mais
estavel e abundante, com meia-vida de cerca de trés semanas (ZHANG; NAUGHTON, 2010;
THACHER; CLARKE, 2011). Ele apresenta alta afinidade pela VDBP, sua concentracdo
sérica é substrato-dependente e a diminuicdo esta associada a risco aumentado de fraturas. Por
outro lado, o metabdlito ativo 1,25-dihidroxivitamina D apresenta valores séricos cerca de
1.000 vezes menor, meia-vida mais curta e seus niveis circulantes sdo mantidos mesmo na
presenca de hipovitaminose D. Isto se deve ao estreito controle fisiologico exercido pelo PTH,
com aumento compensatorio da atividade da enzima lo-hidroxilase (ADAMS; HEWISON,
2010; GLENDENNING; INDERJEETH, 2012).
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2.5 CAUSAS DE HIPOVITAMINOSE D

A hipovitaminose D estd geralmente associada a problemas na sintese cutanea de vitamina D
em resposta a exposicdo solar ou a condi¢cBes médicas que afetam sua biodisponibilidade ou
seu metabolismo (ZHANG; NAUGHTON, 2010). As principais causas séo:

e ldade: os idosos apresentam diminuicdo do precursor 7-dehidrocolesterol na pele, menor
producdo renal de 1,25-dihidroxivitamina D, e baixa exposi¢cdo a luz solar, devido a
mobilidade reduzida e institucionalizacdo (HOLICK, 2007; ZHANG; NAUGHTON,
2010).

e Pigmentacdo da pele: a melanina compete com o 7-dehidrocolesterol pela absorcdo da
radiacdo UVB, reduzindo a sintese cutanea de vitamina D (HOLICK, 2007; ZHANG;
NAUGHTON, 2010).

e Dados geograficos: estacdo do ano, latitude e horario do dia sdo fatores que determinam o
angulo com que a luz solar atinge a superficie da Terra, denominado angulo de Zenith.
Quanto mais obliquo for este angulo, menos fotons de radiacdo UVB atingem a superficie
terrestre (HOLICK, 2007).

e Filtro-solar: os protetores solares absorvem eficientemente a radiacdo UVB, impedindo
sua interacdo com o 7-dehidrocolesterol (ZHANG; NAUGHTON, 2010). A reducdo na
sintese de vitamina D é de 92,5% com Fator de Protecdo Solar (FPS) 8 e de 99% com FPS
15 (HOLICK, 2007).

e Maé-absorcédo de gorduras: doengas colestaticas, fibrose cistica, doenca de Crohn e doenca
celiaca sdo exemplos de moléstias que afetam a absorcdo da vitamina D da dieta, ja que
esta € lipossoluvel (HOLICK, 2007).

e Doenca renal crénica (DRC): nos estdgios 2 e 3 da DRC, a hiperfosfatemia provoca
aumento de FGF23 (Fibroblast Growth Factor 23), que diminui a atividade da enzima
la-hidroxilase. Nos estagios 4 e 5 da DRC, a incapacidade de sintetizar quantidades
adequadas de 1,25-dihidroxivitamina D resulta em hipocalcemia e hiperparatireoidismo
secundario (HOLICK, 2007).

e Obesidade: a vitamina D pode ter sua disponibilidade reduzida devido a "sequestro” pelo
tecido adiposo. E observada relacéo inversa entre o indice de Massa Corporal (IMC) e os
niveis sericos de 250HD (HOLICK, 2007; ZHANG; NAUGHTON, 2010).
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Insuficiéncia Hepatica: a disfuncéo leve a moderada provoca méa-absorcdo de vitamina D.
Em disfuncdes hepaticas graves, ha diminuicdo da atividade da enzima 25-hidroxilase e
consequente reducdo da producdo de 250HD (HOLICK, 2007; KENNEL; DRAKE;
HURLEY, 2010).

Medicamentos, como anticonvulsivantes, glicocorticoides, antirretrovirais e

imunossupressores: estimulam a atividade da enzima 24-hidroxilase que aumenta a

producdo do metabolito inativo 24,25-dihidroxivitamina D (HOLICK, 2007; KENNEL;

DRAKE; HURLEY, 2010).

Sindrome Nefrética: ha reducdo dos niveis de VDBP e aumento da perda urinéria de

250HD ligada a esta proteina (HOLICK, 2007; KENNEL; DRAKE; HURLEY, 2010).

Ingestdo oral inadequada de vitamina D e desnutricdo também séo considerados fatores de

risco, assim como a amamentacao exclusiva, devido ao baixo contetdo de vitamina D no

leite materno (HOLICK, 2007; KENNEL; DRAKE; HURLEY, 2010).

Outras doencas que afetam o metabolismo ou a ac¢éo da vitamina D (HOLICK, 2007):

o Hiperparatireoidismo primario: o aumento do PTH estimula o metabolismo de 250HD
a 1,25-dihidroxivitamina D.

o Raquitismo dependente de vitamina D tipo 1: mutagdo da enzima la-hidroxilase com
reducdo ou auséncia de sintese renal de 1,25-dihidroxivitamina D.

o Raquitismo dependente de vitamina D tipo 2 ou resistente a vitamina D: mutacdo do
gene do VDR, com resisténcia parcial ou completa a acdo da 1,25-dihidroxivitamina
D, resultando em niveis elevados da mesma.

o Raquitismo dependente de vitamina D tipo 3: superproducdo de proteinas que se ligam
a elementos responsivos a hormonios, impedindo a acdo da 1,25-dihidroxivitamina D
na transcri¢do génica das células-alvo, com consequente aumento deste metabolito.

o Raquitismo hipofosfatémico autossémico dominante: mutagdo do gene do FGF23,
reduzindo ou impedindo sua degradacdo, e causando fosfatdria, diminuicdo da
absorcdo intestinal de fosforo, hipofosfatemia e diminuicdo da atividade da enzima
lo-hidroxilase. Niveis de 1,25-dihidroxivitamina D encontram-se no limite inferior de
referéncia ou reduzidos.

o Raquitismo hipofosfatémico ligado ao X: mutacdo do gene PHEX (Phosphate
regulating Endopeptidase Homolog, X-linked) eleva os niveis de FGF23 e outras

fosfatoninas, causando fosfatiria, diminuicdo da absorcdo intestinal de fosforo,
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hipofosfatemia e reducdo da atividade da enzima la-hidroxilase. Niveis de 1,25-
dihidroxivitamina D encontram-se no limite inferior de referéncia ou reduzidos.

o Osteomalécia oncogénica: ocorre secre¢do tumoral de FGF23 e, possivelmente, de
outras fosfatoninas, causando fosfatlria, diminuicdo da absor¢éo intestinal de fosforo,
hipofosfatemia e diminuicdo da atividade da enzima lo-hidroxilase. Niveis de 1,25-
dihidroxivitamina D encontram-se no limite inferior de referéncia ou reduzidos.

o Doencas granulomatosas: a conversdo de 250HD a 1,25-dihidroxivitamina D em
macrofagos provoca diminuigdo das concentrages do primeiro metabdlito e aumento
do segundo.

o Hipertireoidismo: o metabolismo aumentado de 250HD resulta em reducéo de seus

niveis séricos.

2.6 CONSEQUENCIAS DA HIPOVITAMINOSE D

Em situacdes extremas, em que 0s niveis de vitamina D estdo muito baixos, ocorrem as
manifestacBes classicas de falhas na mineralizacdo Ossea: 0 raquitismo em criangas € a
osteomalécia em adultos. O termo “deficiéncia de vitamina D é utilizado nestes casos e 0
ponto de corte para sua definicdo varia de 10 a 20 ng/mL de 250HD (WALLACE et al.,
2010; SALIBA et al., 2011).

Como a vitamina D controla a absorc¢éo intestinal de célcio, mesmo diminuicfes discretas de
seus niveis resultam em elevacdo compensatéria de PTH, associada a aumento da reabsorcao
0ssea e, consequentemente, a osteopenia e osteoporose. O termo “insuficiéncia de vitamina
D” diz respeito a esta categoria intermediaria em que o déficit de vitamina D € menos intenso
que na deficiéncia, mas seus niveis séricos ainda sdo inferiores aos considerados normais
(WALLACE et al., 2010; SALIBA et al., 2011). A definicdo deste ponto de corte é motivo de
grande controvérsia na literatura (HOLICK et al., 2011; ROSS et al., 2011b; ROSEN et al.,
2012; VALCOUR et al., 2012). Adotando-se o valor de 30 ng/mL, a maioria da populagdo
mundial apresenta insuficiéncia de vitamina D, mesmo em paises tropicais como o Brasil
(ADAMS; HEWISON, 2010; ARABI et al., 2010; UNGER et al., 2010).

Além das consequéncias decorrentes do aumento da remodelacdo 6ssea, uma série de outras
condigdes clinicas tem sido associada a insuficiéncia de vitamina D. Isto se deve a descoberta

de receptores e enzimas envolvidas em seu metabolismo em diferentes células, como
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macrdfagos, células pancreéticas, coldnicas, entre outras. A partir destes achados, os estudos
sobre agdes ndo-hormonais da vitamina D, autocrinas e paracrinas, multiplicaram-se
(HOLICK, 2004, 2006).

Hé& evidéncias de agdes relacionadas a regulacdo do sistema imune e a processos celulares
envolvidos na carcinogénese, como diferenciacdo, proliferacdo e apoptose. Estudos
epidemioldgicos sugerem um papel protetor da vitamina D contra algumas doengas, como
neoplasias, doencas cardiovasculares e diabetes tipo 1. No entanto, as evidéncias sdo indiretas
e estudos clinicos randomizados com suplementacdo de vitamina D sdo necessarios para
identificar seus efeitos benéficos e adversos. H& relatos na literatura também sobre a
associacdo de hipovitaminose D com esclerose multipla, artrite reumatdide, asma,
tuberculose, pneumonia, doenca periodontal, e reducdo do ténus muscular (SEGERSTEN et
al., 2002; BEASTALL; RAINBOW, 2008; LEE et al., 2008; ADAMS; HEWISON, 2010;
WALLACE et al., 2010; CHRISTAKOS; DELUCA, 2011; ROSEN, 2011; ROSS et al.,
2011a; THACHER; CLARKE, 2011).

2.7 INDICACOES DE DOSAGEM DE VITAMINA D

Os inumeros trabalhos sugerindo associacdo de niveis baixos de vitamina D com diversas
condicdes clinicas e a epidemia de insuficiéncia atualmente observada tém provocado um
aumento crescente da demanda por esse teste nos laboratérios clinicos (ADAMS; HEWISON,
2010; SATTAR et al.,, 2012). No entanto, até o presente momento, ndo ha evidéncias
consistentes de beneficios da dosagem laboratorial de vitamina D na populagdo geral
assintomatica (HOLICK et al., 2011; ROSEN et al., 2012; SATTAR et al., 2012).

A realizacdo deste teste é recomendada em situacdes relacionadas a maior risco de
hipovitaminose D, como ma-absorcdo intestinal, obesidade, doencas hepaticas ou renais,
hiperparatireoidismo primario, doencas granulomatosas, uso de medicamentos que afetam o
metabolismo da vitamina D (como anticonvulsivantes, glicocorticoides e antirretrovirais) e
idade avancada (especialmente quando ha histéria de queda ou fraturas ndo-traumaticas). A
dosagem de vitamina D também esta indicada em caso de sinais ou sintomas de raquitismo
em criancas e osteomal&cia em adultos, e em pacientes com dor Gssea, osteoporose, ou
naqueles que apresentam achados laboratoriais ou radioldgicos sugestivos, como elevagéo de

PTH, fosfatase alcalina total ou 6ssea, niveis sericos baixos de fosforo ou calcio, e diminuicéo
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da densidade mineral éssea (HOLICK, 2010; KENNEL; DRAKE; HURLEY, 2010; HOLICK
et al., 2011; THACHER; CLARKE, 2011; GLENDENNING; INDERJEETH, 2012; ROSEN
etal., 2012; ECK, 2013).

O posicionamento da Endocrine Society, publicado em 2011, inclui na categoria de risco
aumentado parcela importante da populagéo geral, como hispanicos e adultos com idade entre
19 e 50 anos (HOLICK et al., 2011), sendo alvo de criticas de alguns autores (ROSEN et al.,
2012).

Portanto, as indicacGes de dosagem de vitamina D sdo ainda motivo de grande debate entre o0s
estudiosos do assunto. Em alguns locais, medidas restritivas foram tomadas na tentativa de
evitar solicitacbes consideradas inadequadas. Em Ontério, no Canada, por exemplo, o
reembolso dos testes € limitado pelo governo (CAILLET; SCHOTT, 2012; GREY;
BOLLAND; DAVIDSON, 2012; PATTMAN et al., 2012; VIETH, 2013).

2.8 METODOS DISPONIVEIS

Os primeiros métodos desenvolvidos para dosagem de 250HD foram ensaios competitivos de
ligacdo a proteina, descritos no inicio da década de 1970. Nestes, a 250HD presente na
amostra competia com 25-hidroxivitamina D3 (250HD3) radiomarcada por uma quantidade
limitada de VDBP. Os ensaios subsequentes eram baseados em separacdo cromatografica
(High Performance Liquid Chromatography - HPLC) e deteccdo direta UV, mas por serem
mais dispendiosos, complexos e exigirem mao-de-obra especializada, ndo foram amplamente
empregados. Por outro lado, muitos laboratérios eram capazes de adotar a técnica de
radioimunoensaio para dosagem de 250HD, desenvolvida em 1985, embora fosse
manualmente trabalhosa e composta por muitas etapas operador-dependentes. Este método era
capaz de atender a um volume limitado de testes e os problemas relacionados a manipulagéo
de marcadores radioativos levaram ao desenvolvimento de imunoensaios que empregavam
enzimas ou substancias quimioluminescentes. Com o aumento das solicita¢cdes para dosagem
de 250HD, as técnicas manuais foram progressivamente substituidas por métodos
incorporados a plataformas automatizadas, como ELISA (Enzyme Linked Imunnosorbent
Assay), quimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia (HOLLIS, 2008; WALLACE et
al., 2010; CHEN et al., 2012; GLENDENNING; INDERJEETH, 2012).
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O primeiro ensaio automatizado baseado na competicdo pela VDBP, revelada por
quimioluminescéncia, foi desenvolvido pelo fabricante Nichols® para o analisador
Advantage® e retirado do mercado poucos anos depois, em 2005. Foi identificada uma
limitacdo no reconhecimento do metabdlito 25-hidroxivitamina D2 (250HD2) em
comparacdo a 250HD3. Em 2004, o fabricante DiaSorin® desenvolveu um método que
utilizava 0 mesmo anticorpo empregado em uma técnica de radioimunoensaio, porém com
revelacdo por quimioluminescéncia. Este teste foi lancado na plataforma automatizada
LIAISON®. Em trabalho publicado por Ersfeld et al. (2004), foi demonstrado que este ensaio
apresentava reatividade cruzada de 100% para as formas D2 e D3. No entanto, em estudo de
Kimball e Vieth (2007), ele ndo demonstrou boa correlagdo com o radioimunoensaio do
mesmo fabricante (DiaSorin®). Em 2007, o teste passou por modificacdes para que sua
precisdo e sensibilidade fossem aprimoradas, sendo renomeado LIAISON Total®.
(WALLACE et al., 2010; GLENDENNING; INDERJEETH, 2012).

Nos ultimos anos, novos métodos automatizados para dosagem de 250HD vém sendo
lancados no mercado. Estdo disponiveis, por exemplo, testes fabricados pelas empresas
Roche®, IDS®, Siemens® e Abbott®. Muitos deles foram reformulados para melhor adequacéo
ao método considerado padrdo-ouro: a Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas em Tandem - LC-MS/MS. (GLENDENNING; INDERJEETH, 2012).

Portanto, os métodos empregados para a dosagem de 250HD podem ser divididos em dois
grandes grupos: as técnicas baseadas em separacdo cromatografica seguida de deteccdo direta
ndo-imunoldgica e os ensaios competitivos (WALLACE et al., 2010).

Os métodos de deteccdo direta sdo representados por HPLC e LC-MS/MS. Eles exigem
equipamentos de custo mais elevado, méo-de-obra especializada e requerem procedimentos
de extracdo da amostra que tornam o processo mais demorado, mas apresentam como
vantagem a eliminagdo de substéncias interferentes. Nestes métodos, as formas moleculares
250HD2 e 250HD3 sdo dosadas separadamente. A tendéncia dos grandes centros de estudo é
adotar a LC-MS/MS como método de referéncia (WALLACE et al., 2010).

Ja nos ensaios competitivos, uma primeira fase de pré-tratamento da amostra para separagdo
da 250HD de sua proteina ligadora é seguida pela etapa de competicdo com 250HD marcada

por anticorpos antivitamina D ou por VDBP. S&o exemplos de ensaios competitivos 0s
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métodos quimioluminescentes, eletroquimioluminescentes e 0s enzimaimunoensaios. Estes
testes apresentam como desvantagens a maior susceptibilidade a interferentes e o percentual
variavel de deteccdo de 250HD2. Neles, 250HD2 e 250HD3 sdo dosadas conjuntamente
como 250HD total. Por outro lado, esses ensaios podem ser empregados em plataformas
automatizadas com grande capacidade produtiva, reduzindo os custos e 0 tempo para
realizacdo da dosagem. Por este motivo, 0s ensaios competitivos ainda tém sido os mais
frequentemente adotados em grandes estudos populacionais e na rotina dos laboratorios
clinicos, apesar do aumento da utilizacdo de métodos de deteccdo direta nos ultimos anos
(DE LA HUNTY et al., 2010; WALLACE et al., 2010; GRANADO LORENCIO; BLANCO-
NAVARRO; PEREZ-SACRSITAN, 2013).

2.9 DIFICULDADES NA DOSAGEM DE 25-HIDROXIVITAMINA D

O metabdlito 250HD ¢é considerado um analito de dificil quantificacdo devido,
principalmente, a sua natureza hidrofobica, a alta afinidade pela VDBP e as formas
moleculares existentes (CARTER, 2012).

O fato de esta molécula altamente hidrofébica e lipofilica estar, em sua maior parte, ligada a
VDBP, representa um desafio no desenvolvimento de imunoensaios para sua dosagem
(FARRELL et al., 2012b). Como os solventes organicos utilizados nos primeiros métodos
desenvolvidos ndo sdo compativeis com a maioria dos imunoensaios ou ensaios de ligacdo a
proteina, formas alternativas de disponibilizacdo da 250HD tém sido desenvolvidas para 0s
testes automatizados. Para avaliar a eficiéncia da liberacdo de 250HD de sua proteina
ligadora, Heijboer et al. (2012) realizaram um estudo em que ensaios disponiveis na rotina
foram comparados a uma técnica de LC-MS/MS com diluicdo isotdpica, utilizando-se
amostras de pacientes com concentrac¢des variadas de VDBP. As diferengas observadas entre
0s métodos foram dependentes da concentragdo de VDBP, provavelmente devido a extracdo
incompleta da 250HD de sua proteina ligadora (HEIJBOER et al., 2012). De acordo com
Farrell et al. (2012b), a competicéo entre os anticorpos de captura e a VDBP pela 250HD
ocorre principalmente em imunoensaios homogéneos de um sO passo, em que 250HD e
VDBP ndo sdo completamente separadas. Outra dificuldade no desenvolvimento dos
imunoensaios, citada por esses autores, € a producdo de anticorpos contra moléculas
antigénicas tdo pequenas (FARRELL et al., 2012b).
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Contribui também para a complexidade do teste a necessidade de deteccdo de ambas as
formas de 250HD: 250HD2 e 250HD3. Diferencas no reconhecimento destes metabolitos
podem levar a super ou subestimativa dos niveis de 250HD, dependendo do ensaio
empregado e do tipo de suplementacdo utilizada pelo paciente (ergocalciferol ou
colecalciferol). Nos métodos cromatogréficos, as duas formas sdo adequadamente dosadas e
reportadas separadamente (BARAKE et al., 2012; CARTER, 2012; FARRELL et al., 2012b).

Outros metabolitos hidroxilados de vitamina D também podem interferir nos ensaios, como a
24,25-dihidroxivitamina D e a 3-epi-25-hidroxivitamina D. Todos 0s imunoensaios
apresentam alta reatividade cruzada com 24,25-dihidroxivitamina D, metabolito inativo
presente em concentracfes de até 5 ng/mL. Também é fonte potencial de variacdo entre 0s
ensaios a reatividade existente contra os C3-epimeros. Como estas formas inativas possuem a
mesma massa e um padrdo de fragmentacdo semelhante a 250HD2 e 250HD3, elas
representam um problema até mesmo para a LC-MS/MS. A interferéncia é mais significativa
em criangas, ja que estas formas representam 15% a 60% de sua 250HD total. Embora a
concentracdo de C3-epimeros seja geralmente baixa em adultos, foram observados niveis
elevados em alguns individuos. Sua representatividade varia de 2,5% a 17% e ndo deve ser
negligenciada (BARAKE et al.,, 2012; CARTER, 2012; TAHSIN-SWAFIRI et al., 2012;
GRANADO LORENCIO; BLANCO-NAVARRO; PEREZ-SACRSITAN, 2013).

Alguns autores relatam também a interferéncia de anticorpos heteréfilos nos imunoensaios
para dosagem de vitamina D. Embora seja mais comum nos ensaios do tipo “sanduiche” que
nos métodos competitivos, esta possibilidade ndo deve ser descartada (CAVALIER et al.,
2012).

Os fatores anteriormente citados podem ser responsaveis pela variabilidade observada entre os

resultados dos diferentes ensaios existentes.
2.10 DIFERENCAS ENTRE ENSAIOS
O desempenho dos diversos ensaios disponiveis para dosagem laboratorial de 250HD foi

analisado em estudos comparativos que demonstraram a inconsisténcia e variabilidade entre

métodos e entre laboratorios, resultantes das diferentes formas de separagdo da 250HD de sua
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proteina ligadora e de como este metabdlito foi detectado e quantificado (WAGNER;
HANWELL; VIETH, 2009; CHEN et al., 2012).

Durante algum tempo, o radioimunoensaio do fabricante DiaSorin® foi considerado o método
de escolha para dosagem de 250HD, sendo utilizado em muitos trabalhos sobre a associagéo
de seus niveis com determinadas condic@es clinicas e também em estudos que estabeleceram
os valores de referéncia atualmente adotados (WAGNER; HANWELL; VIETH, 2009;
CAVALIER et al., 2010; DE LA HUNTY et al., 2010). Em estudo de Wagner, Hanwell e
Vieth (2009), o ensaio quimioluminescente LIAISON® 250H Vitamin D Total da DiaSorin®
apresentou melhor correlagdo com o radioimunoensaio do mesmo fabricante que o teste
Roche Modular® Vitamin D3 (25-OH). Embora a variacio observada entre os métodos tenha
sido inferior ao descrito em estudos prévios, 0s autores ressaltaram a necessidade de

padronizacdo dos ensaios.

Em geral, os trabalhos reportam uma correlacdo razoavel entre 0s imunoensaios e as técnicas
de LC-MS/MS, mas com bias significativo (SINGH, 2008).

Hsu, Soldo e Gupta (2013) observaram um melhor desempenho do ensaio LIAISON® 250H
Vitamin D Total, comparado ao Siemens ADVIA Centaur® Vitamin D Total, utilizando LC-
MS/MS como referéncia. Diante das diferencas encontradas, os autores enfatizaram a
importancia da garantia de precisdo e acuracia dos novos ensaios, especialmente nos limites

de decisdo, para a pratica clinica.

Os mesmos imunoensaios foram comparados a uma técnica de cromatografia liquida (Ultra
Performance Liquid Chromatography - UPLC), utilizando-se amostras de ensaio de
proficiéncia e materiais de referéncia, no estudo de Tahsin-Swafiri et al. (2012). Ambos o0s
métodos imunologicos apresentaram bias significativo, principalmente nas concentracfes

mais baixas, embora este tenha sido superior no ensaio ADVIA®.

No trabalho de Chen et al. (2012), os resultados obtidos nos ensaios Roche Modular E170®
Total Vitamin D e Siemens ADVIA Centaur® Vitamin D Total foram comparados & técnica
LC-MS/MS e ao ensaio DiaSorin LIAISON®. Foi demonstrado bias positivo dos resultados
do LIAISON® em relacdo a LC-MS/MS, assim como no estudo de Becker et al. (2012). Chen
et al.(2012) também observaram bias negativo no ensaio ADVIA Centaur® e positivo no
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ensaio do fabricante Roche®, quando comparados & LC-MS/MS. Moon et al. (2012)

apresentaram resultados semelhantes.

Em trabalho publicado em 2012, Farrell et al. avaliaram duas técnicas de LC-MS/MS, um
radioimunoensaio (DiaSorin®) e cinco ensaios automatizados dos fabricantes Abbott®
(Architect®), DiaSorin® (LIAISON®), IDS® (1SYS®), Roche® (E170®, monoclonal 250H-D3
assay) e Siemens® (Centaur®). A concordancia entre as duas técnicas de LC-MS/MS foi
excelente, sendo a média dos seus resultados utilizada como referéncia na comparacao dos
demais meétodos. O desempenho do radioimunoensaio foi compardvel a essas técnicas de
deteccdo direta. Entre os imunoensaios automatizados, o bias médio observado variou de
0,2 ng/mL (LIAISON®) a 4,6 ng/mL (Architect®). Quando analisadas apenas as amostras com
resultados inferiores a 8 ng/mL, a discrepancia foi mais pronunciada e as diferencas

percentuais variaram de 17% (ISYS®) a 118% (Centaur®) (FARRELL et al., 2012b).

Em outra publicacdo do mesmo ano, Farrell et al. descreveram o desempenho de quatro
imunoensaios (Abbott®, DiaSorin®, Roche® e Siemens®) em situacdes desafiadoras: amostras
com baixas e altas concentra¢fes de 250HD, presenca de anticorpos heteréfilos e altos niveis
da forma 250HD2. Como o desenho dos ensaios € diferente, sua susceptibilidade a
determinados interferentes também variou. O ensaio Siemens®, por exemplo, demonstrou bias
significativo nas amostras com concentracdes baixas de 250HD, enquanto 0s outros testes
demonstraram resultados comparaveis a LC-MS/MS. J& o ensaio Roche® apresentou
concentracbes mais baixas que os demais métodos nas amostras com niveis mais altos de
250HD. O ensaio Abbott® mostrou-se 0 mais susceptivel a interferéncia por anticorpos
heteréfilos. Quando analisadas as amostras com altos niveis de 250HD2, os resultados dos
ensaios Roche® e Abbott® foram inferiores aos da LC-MS/MS. Ja no ensaio Siemens®, os

resultados foram significativamente mais altos (FARRELL et al., 2012a).

O desempenho de alguns ensaios pode ndo ser aceitdvel ao longo de toda a faixa de
concentragdes (intervalo de medigéo), especialmente nos limites de decisédo (concentragdes
mais baixas), que apresentam grande relevancia clinica. A sensibilidade dos testes pode ser
diferente, afetando a classificacdo dos individuos quanto aos niveis de vitamina D, o que faz
com que a prevaléncia de deficiéncia seja ensaio-dependente (TAHSIN-SWAFIRI et al.,
2012; GRANADO LORENCIO; BLANCO-NAVARRO; PEREZ-SACRSITAN, 2013). No
estudo de Tahsin-Swafiri et al. (2012), a proporc¢éo de individuos nesta categoria foi de 44,7%
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quando a dosagem de 250HD foi realizada por UPLC, 32,4% quando utilizado o ensaio
LIAISON® e 18,6% pelo teste ADVIA®,

Farrell et al. (2012a) estudaram a concordancia entre quatro imunoensaios e LC-MS/MS na
classificacdo de adultos aparentemente saudaveis como deficientes em vitamina D (250HD
inferior a 10 ng/mL). A concordancia foi muito boa para os ensaios Abbott® (Kappa = 0,844)
e DiaSorin® (Kappa = 0,904), boa para o ensaio Roche® (Kappa = 0,741) e moderada para
Siemens® (Kappa = 0,592). Neste Gltimo ensaio, oito dos 109 adultos aparentemente
saudaveis foram classificados como deficientes (7,3%), comparado a apenas cinco pela LC-
MS/MS (4,6%). A proporcdo de deficiéncia nos ensaios Abbott (3,7%) e DiaSorin (5,5%)
foram mais proximas da observada com a LC-MS/MS (FARRELL et al., 2012a).

Moon et al. (2012) também descreveram diferengas na prevaléncia de insuficiéncia de
vitamina D, dependendo do ensaio utilizado. Ela foi maior com os ensaios ADVIA Centaur®
(51,6%) e LIAISON® (52,2%) que com LC-MS/MS (44,6%), e menor com o teste Elecsys®
do fabricante Roche® (37,6%). No estudo de Binkley et al. (2004), a proporcao de individuos
com niveis de vitamina D inferiores a 32 ng/mL variou de 17% a 90%, dependendo do

laborat6rio em que as amostras foram analisadas.

Entre os métodos de separacdo cromatografica e deteccdo direta, os estudos geralmente
indicam boa concordancia. No entanto, € importante ressaltar que, apesar de ser considerada o
teste padrdo-ouro, a LC-MS/MS ndo é uma técnica simples e ha grande variabilidade em
varias etapas do processo, como preparacdo da amostra, calibracdo e ionizagao/fragmentacao,
refletindo a falta de padronizacdo também entre estes métodos (GRANADO LORENCIO;
BLANCO-NAVARRO; PEREZ-SACRSITAN, 2013)

Por outro lado, os dados do ensaio de proficiéncia DEQAS (The International Vitamin D
Quality Assessment Scheme) indicam uma diminuicdo gradual das diferencas
interlaboratoriais nos Gltimos anos (TAHSIN-SWAFIRI et al., 2012; GRANADO
LORENCIO; BLANCO-NAVARRO; PEREZ-SACRSITAN, 2013). A participacdo neste
programa de controle externo da qualidade é uma excelente forma de avaliar o desempenho
analitico de um método. A cada trés meses, os laboratérios recebem cinco amostras a serem
testadas. Os resultados reportados séo analisados estatisticamente e os participantes recebem

um relatorio com a média e desvio-padrdo de todos os laboratérios. A acuracia de cada
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resultado ¢é definida pela diferenca percentual em relacdo a média geral. Os resultados de cada
método sdo também agrupados e uma média especifica é calculada. A acuracia de
determinado método é avaliada pela diferenca percentual em relacdo a media de todos 0s
laboratérios (CARTER et al., 2004; HOLLIS, 2004; CARTER, 2011).

A tendéncia é que haja diminuicdo das diferencas entre 0s ensaios a medida que a
padronizacdo dos métodos evoluir com o material de referéncia internacional (SRM 972)
desenvolvido pelo National Institute of Standards and Technology (NIST). Este é o primeiro
material de referéncia certificado para determinacdo de metabdlitos de vitamina D em soro
humano, uma ferramenta importante para melhoria da acuréacia e comparabilidade dos testes.
No entanto, a interferéncia causada pelos lipides presentes na amostra e pela VDBP,
continuara representando um grande desafio aos fabricantes. (PHINNEY, 2008; FARRELL et
al.,, 2012b; PHINNEY et al., 2012; GRANADO LORENCIO; BLANCO-NAVARRO;
PEREZ-SACRSITAN, 2013)

2.11 NOVOS VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia tradicionalmente utilizados para 250HD eram baseados nas
concentracdes usualmente encontradas em 95% da populacdo geral. No entanto, estes valores
eram considerados muito baixos pelos especialistas e a suplementacdo recomendada a partir
deles era insuficiente. Isto levou a proposta de desenvolvimento de novos pontos de corte na
ultima década, baseados nas concentracdes de 250HD em que ndo sdo observados efeitos
deletérios para a salde, especialmente a dssea. Na tentativa de determinar estes niveis 6timos,
diferentes abordagens foram utilizadas, como as apresentadas a seguir (CAVALIER et al.,

2009; CAVALIER et al., 2010; CARTER, 2011):

e Estudo da relacdo entre as concentracdes séricas de 250HD e PTH em populacbes
aparentemente saudaveis: muitos trabalhos demonstram uma rela¢do inversa néo linear
entre os dois parametros, com diminuicdo dos valores de PTH até que a 250HD atinja
uma concentracdo acima da qual o PTH mantém-se constante.

e Avaliacdo das concentragdes de 250HD relacionadas a Otima absorcdo intestinal de
calcio.

e Estudos sobre a associacdo entre concentracbes de 250HD e a frequéncia de
determinadas doengas, como neoplasias, diabetes, esclerose multipla, artrite reumatdide,

tuberculose, hipertensao arterial e eventos cardiovasculares.
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e Anadlise em estudos intervencionistas das concentracbes médias de vitamina D
relacionadas a efeitos positivos na reducéo do risco de fraturas, quedas, neoplasias, entre

outros.

Dentre estes, 0 parametro atualmente mais empregado para a defini¢cdo funcional dos niveis
Otimos de vitamina D é a relacdo entre 250HD e PTH. Em um trabalho classico publicado por
Chapuy et al. (1997), o platbé de supressdo do PTH foi atingido a partir de concentracdes de
250HD de 31 ng/mL.

Valores em torno de 30 ng/mL sdo propostos atualmente como ponto de corte para a definicdo
de insuficiéncia de vitamina D por muitos autores (HOLICK, 2009; CAVALIER et al., 2009),
inclusive pela Endocrine Society (HOLICK et al., 2011). No entanto, ainda ndo ha consenso
na literatura. Os especialistas do Institute of Medicine (IOM), por exemplo, defendem que
niveis séricos de 250HD iguais ou superiores a 20 ng/mL sdo suficientes para a maior parte
da populacdo geral (ROSS et al., 2011b). Segundo este grupo, 0 posicionamento da
Endocrine Society se baseia em opinifes de experts e em artigos selecionados sem uma
revisao sistematica da literatura, e ndo haveria evidéncia cientifica suficiente para a adocdo do
ponto de corte de 30 ng/mL para a populacdo geral. O comité de especialistas do IOM
considera, ainda, que a prevaléncia de hipovitaminose D tem sido superestimada devido a
utilizacdo destes valores (ROSS et al., 2011a; ROSEN et al., 2012).

Na revisao sistematica realizada pelo 10M, foi observado que os niveis de PTH atingem um
platd de supressdo em diferentes concentracbes de 250HD, variando entre 15 ng/mL e
50 ng/mL. Este valor parece ser influenciado por uma série de fatores, como idade, etnia e
funcdo renal. Portanto, a variabilidade entre os pontos de corte propostos poderia ser
explicada pelas caracteristicas das populacdes estudadas. Adicionalmente, deveriam ser
consideradas as diferencas entre os métodos empregados em cada trabalho, j& que estudos
indicaram que os resultados de diferentes ensaios poderiam ndo ser comparaveis (SAl et al.,
2011; SALIBA et al., 2011; ROSEN et al., 2012; TAHSIN-SWAFIRI et al., 2012).

Dentre as caracteristicas das populacdes estudadas nos trabalhos destinados a definicdo de
niveis 6timos de vitamina D, € importante ressaltar a faixa etaria. Alguns autores destacam
que a quantidade de vitamina D necessaria para supressdo do PTH aumenta com o avancar da

idade. Estudos indicam que para concentragdes semelhantes de 250HD, os valores
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correspondentes de PTH s&o consideravelmente mais altos em idosos e declinam mais
lentamente com o aumento de 250HD (VIETH; LADAK; WALFISH, 2003; DAWSON-
HUGHES et al., 2005; VALCOUR et al., 2012).

Como a disfuncdo renal e a hipercalcemia também apresentam associa¢do com elevacao do
PTH, independentemente dos niveis de 250HD, outra questdo importante a ser considerada é
a prevaléncia de doenca renal cronica e hiperparatireoidismo primario nas populacdes
estudadas (MARCOCCI; CETANI, 2011; SALIBA et al., 2011). No trabalho publicado por
Saliba et al. (2011), a relagdo entre 250HD e PTH na populagdo geral do estudo foi
comparada a obtida em um subgrupo de individuos com fungéo renal e calcio sérico normais.
Neste subgrupo, as concentracGes de PTH atingiram um nivel constante de supressdo a partir
de valores séricos de 250HD consideravelmente mais baixos que o observado na populacéo

geral do estudo.

Outro fator a ser considerado ao se analisar a discrepancia entre os pontos de corte propostos
na literatura é a utilizacdo de diferentes métodos para dosagem de 250HD. A natureza dos
ensaios empregados e o procedimento de extracdo utilizado tém um papel importante na
definicéo do valor de 250HD abaixo do qual o PTH se eleva (SOUBERBIELLE et al., 2001).

Embora pontos de corte baseados em defini¢des funcionais sejam geralmente propostos para
todos os ensaios utilizados, € mandatério que os métodos adotados para a dosagem estejam
padronizados. No caso da 250HD, estudos comparativos indicam que a variabilidade entre 0s
ensaios disponiveis na pratica clinica dificulta a generalizacdo de limites de deciséo e valores
obtidos com um método podem ndo ser aplicaveis a outros. Moon et al. (2012) afirmaram que
0 uso de pontos de corte Unicos para 250HD poderia ser problematico e sugeriram a definicdo
de limites especificos para cada teste. Binkley et al. (2004) ressaltaram que a definicdo
arbitréria de niveis 6timos de vitamina D n&o seria possivel ou amplamente aplicavel diante
da variabilidade interlaboratorial observada. Valores universais podem ndo ser adequados, e
pontos de corte especificos para cada ensaio podem ser necessarios (LIPS, 2004,
SOUBERBIELLE et al., 2005; CAVALIER et al., 2010; BARAKE et al., 2012; FARRELL
et al., 2012a; TAHSIN-SWAFIRI et al., 2012).

Na prética, apesar das divergéncias entre os valores propostos nos diferentes estudos, o ponto

de corte de 30 ng/mL tem sido amplamente adotado para definicdo de insuficiéncia de
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vitamina D, considerada um fendmeno crescente para o qual medidas corretivas sé&o

recomendadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a relacéo entre resultados de 250HD e PTH séricos dosados simultaneamente, para
avaliar a adequabilidade dos valores de referéncia universais adotados atualmente para
250HD, baseados em sua relacéo funcional com niveis de PTH.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o volume de dosagens de 250HD realizadas no laboratorio Hermes Pardini, entre
0s anos de 2008 e 2013.

e Investigar a existéncia de um platé de supressdo do PTH na relacéo entre 250HD e PTH

séricos dosados simultaneamente, em 2012.

e Analisar os efeitos da idade na relacéo entre 250HD e PTH séricos.

e Comparar os resultados de creatinina entre as faixas etarias nos individuos que realizaram

simultaneamente dosagens de 250HD, PTH e creatinina, no ano de 2012.

e Determinar o impacto da presenca de individuos com alteracdes da funcao renal e/ou dos
niveis séricos de calcio ibnico nas populagdes selecionadas para estudo da relacdo entre
250HD e PTH.

e Avaliar o comportamento da relacdo entre 250HD e PTH quando utilizados dois
imunoensaios distintos para quantificacdo de 250HD.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado no Nucleo de Apoio a Pesquisa do laboratorio Hermes Pardini em
22/11/2012 (Anexo A) e no Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG (Anexo B) em
17/05/2013 (CAAE: 15655213.4.0000.5149).

4.1 POPULACAO E DADOS DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, em que foram utilizados resultados laboratoriais e variaveis
demogréficas obtidos do banco de dados computadorizado do laboratério Hermes Pardini, que
atende diretamente pacientes da regido metropolitana de Belo Horizonte e atua como apoio a
laboratérios de todo o Brasil. Para quantificar o aumento recente no nimero de solicitacdes de
dosagem de 250HD, foi realizado um levantamento do volume total deste teste nos anos de
2008 a 2013. As populacdes selecionadas no banco de dados para este estudo foram

esquematizadas na figura 2.

Deosagens concomitantes de Dosagens concomitantes de
250HD e PTH em 2012: 250HD e PTH em 2010:
n=23276 n=4.847

Dados demograficos Dados demograficos
incompletos:n=17 incompletos: n=38
n=23259 n=4.809

™ (" Dosagens )
Subdivisio por faixas Dosagens Do ens
el 2 concomitantes
ctarias: concomitantes
de 250HD,
<20 anos: n=708 de 250HD, PTH,
20-39 anos: n—4.436 PTH e creatinina e
. — creatinina em S n
40-59 anos: n=8§ 250 calcio ibnico
60-79 anos: n=7.978 2‘;172739 em 2012
>80 anos: n=1.887 = =1.954
N

TFGe ndo cilcio ibnico de 4,4 a 5.4 mg/dL.: i6nico <4,4 mg/dl. ou >5.4 mg/dl.-

Idade <18 anos: TFGe > 60 mL//min/1,73 m? e TFGe < 60 mL//min/1,73 m” e/ou cilcio
calculada: n=23 n=1466 n=465

* TFGe <60 mL//min/1,73 m?: n=422
= Cilcio ibnico < 4,4 mg/dL.: n=23
= Cilcio ibnico > 5,4 mg/dL.: n=52

Figura 2: Organograma das populacdes estudadas. 250HD: 25-Hidroxivitamina D; PTH:
Paratorménio; TFGe: Taxa de Filtracdo Glomerular estimada; n: Numero de individuos na
amostra.
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Para analise da relacdo entre 250HD e PTH, foram incluidos todos os individuos que
realizaram estes exames simultaneamente no ano de 2012. Dezessete pacientes foram
excluidos da populacéo selecionada por apresentarem informacdes demograficas incompletas,

sendo obtidos 23.259 resultados emparelhados.

Para avaliacdo do efeito da idade, os dados do ano de 2012 foram subdivididos em cinco
faixas etarias: inferior a 20 anos (n=708), 20 a 39 anos (n=4.436), 40 a 59 anos (n=8.250), 60
a 79 anos (n=7.978) e 80 anos ou mais (n=1.887).

Adicionalmente, foram selecionados os individuos das cinco faixas etarias que realizaram
dosagens de creatinina, 250HD e PTH, simultaneamente. No total, foram obtidos 3.779

resultados de creatinina para analise.

Para estudo da relacdo 250HD-PTH em subpopulagdes selecionadas de acordo com fungéo
renal e niveis séricos de célcio ibnico, foram avaliados separadamente individuos que
apresentavam dosagens concomitantes de creatinina, calcio idnico, 250HD e PTH (n=1.954).
Os resultados de creatinina foram utilizados no calculo da Taxa de Filtragdo Glomerular
estimada (TFGe) pela equacdo desenvolvida no estudo Modification of Diet in Renal Disease
— MDRD (STEVENS et al., 2006). Os individuos foram classificados em duas
subpopulagdes: a denominada “normal”, composta por aqueles com TFGe igual ou superior a
60 mL/min/1,73m? e célcio idnico entre 4,4 mg/dL e 5,4 mg/dL (n=1.466); e a subpopulagdo
considerada “alterada”, formada pelos individuos com TFGe inferior a 60 mL/min/ 1,73m?
e/ou niveis de célcio i6nico fora do intervalo de referéncia (n=465). Vinte e trés pacientes do
grupo inicial ndo foram incluidos nestas subpopulacdes por apresentarem idade inferior a 18

anos, o que impede a utilizacdo da equacdo MDRD para calculo da TFGe.

Para avaliar as diferencas entre os imunoensaios disponiveis para quantificagdo de vitamina
D, foram selecionados os individuos com resultados de 250HD e PTH seéricos realizados
simultaneamente em 2010. Neste ano, todas as dosagens de 250HD foram realizadas em
equipamento distinto do empregado em 2012, diferentemente do ano de 2011 em que ocorreu
a transicdo entre os dois ensaios. Trinta e oito pacientes do ano de 2010 foram excluidos da
populacdo selecionada por apresentarem dados demograficos incompletos, sendo obtidos

4.809 resultados emparelhados para analise.
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4.2 DOSAGENS LABORATORIAIS

Em 2012, as dosagens de 250HD foram realizadas pelo teste Architect® 25-OH Vitamin D
(Abbott Diagnostics, Chicago, IL, EUA), um imunoensaio quimioluminescente por
microparticulas (CMIA, do inglés Chemiluminescent Microparticle Immunoassay), com
intervalo de medicdo de 8,0 ng/mL a 160,0 ng/mL, sensibilidade funcional de 8,0 ng/mL,
sensibilidade analitica de 1,9 ng/mL, e coeficiente de variacdo de 4,4%, em média. A
reatividade cruzada reportada pelo fabricante é de 82% para 250HD2 e 105% para 250HD3.

Nesse teste, as amostras foram submetidas a um pré-tratamento com tampé&o de trietanolamina
em metanol e acido 8-anilino-1-naftaleno sulfénico (ANSA), utilizado para separar horménios
de suas proteinas ligadoras. Uma aliquota da amostra pré-tratada foi combinada ao diluente do
ensaio e a microparticulas paramagnéticas revestidas por anticorpos antivitamina D que se
ligaram a 250HD presente na amostra. Ap6s um periodo de incubagdo, foi acrescentado a
reacdo um complexo de vitamina D biotinilada e conjugado antibiotina marcado com
acridinio, que se ligou aos sitios ndo ocupados nas microparticulas revestidas por
antivitamina D. Apds a etapa de lavagem, foram adicionadas as solugdes pré-ativadora e
ativadora. A reagdo quimioluminescente resultante foi medida em unidades de luz relativas
(RLU), sendo inversamente proporcional & concentragdo de vitamina D na amostra (ONG et
al., 2012).

No ano de 2010, as dosagens de 250HD eram efetuadas no equipamento LIAISON®
(DiaSorin, Stillwater, MN, EUA). O teste LIAISON® 25-OH Vitamin D Total é um
imunoensaio quimioluminescente competitivo com intervalo de medicdo de 4,0 ng/mL a
150,0 ng/mL, sensibilidade funcional de 4,0 ng/mL, e coeficiente de variacdo de 3,5%, em
média. A reatividade cruzada reportada pelo fabricante é de 104% para 250HD2 e 100% para
250HD3.

Nesse ensaio, as amostras foram submetidas a uma primeira incubagdo com tampéo contendo
etanol a 10% para que a 250HD presente se dissociasse de sua proteina ligadora e se ligasse
ao anticorpo especifico na fase sélida (particulas magnéticas). Apds 10 minutos, foi
adicionada vitamina D conjugada a um derivado de isoluminol. Apds uma segunda incubacéao
de 10 minutos, o material ndo ligado foi removido em um ciclo de lavagem. Os reagentes

ativadores foram entdo adicionados e iniciaram uma reagdo quimioluminescente. O sinal
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obtido foi medido por um fotomultiplicador como RLU, sendo inversamente proporcional a
concentracdo de 250HD na amostra (WAGNER; HANWELL,; VIETH, 2009).

As dosagens de PTH foram realizadas em 2012 e 2010 no analisador Unicel DXI®,
utilizando-se o teste Access® Intact PTH (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA), um
imunoensaio quimioluminescente de dois sitios (tipo “sanduiche”), com intervalo de medi¢do
de 4 pg/mL a 3.500 pg/mL, sensibilidade funcional de 4 pg/mL, sensibilidade analitica de
1 pg/mL e coeficiente de variacdo de 9,4%, em media. O laboratério Hermes Pardini adota

para o teste o intervalo de referéncia de 4 pg/mL a 58 pg/mL, estabelecido internamente.

Nesse imunoensaio, as amostras foram combinadas a particulas paramagnéticas revestidas por
anticorpos anti-PTH e a anticorpos monoclonais anti-PTH conjugados a fosfatase alcalina.
Apo0s a incubacgdo, os materiais ligados a fase solida foram retidos, enquanto os ndo ligados
foram removidos por lavagem. Em seguida, foi adicionado o substrato quimioluminescente, e
a luz gerada pela reacdo foi medida, sendo diretamente proporcional a concentracdo de PTH
na amostra.

A creatinina foi dosada no equipamento Cobas® (Roche, Mannheim, BW, Alemanha) pelo
método de Jaffé modificado, um ensaio colorimétrico cinético com intervalo de medicdo de

0,2 mg/dL a 25,0 mg/dL e coeficiente de variacdo de 2,64%, em média.

Os niveis séricos de célcio idnico foram medidos diretamente por Eletrodo fon-Seletivo (ISE,
do inglés lon-Selective Electrode) no analisador EasyLite® (Medica Corporation, Bedford,
MA, EUA), com intervalo de medicdo de 0,4 mg/dL a 24,0 mg/dL e coeficiente de variacéo

de 1,6%, em média.

Todas as dosagens laboratoriais foram realizadas no nucleo técnico do laboratério Hermes
Pardini, que participa desde 2009 do programa de proficiéncia DEQAS. Para os testes PTH e
calcio ibnico, é adotado desde 2011 o programa College of American Pathologists (CAP).
Anteriormente, era utilizado para o PTH o programa de controle externo da qualidade Control

Lab®, empregado também para a creatinina.
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4.3 ANALISE DOS DADOS

Para analise da relacdo entre 250HD e PTH, os individuos selecionados foram organizados de
acordo com as concentracdes séricas de 250HD (ordem crescente) e subdivididos em 50
grupos. Foram calculadas as medianas de 250HD e PTH em cada grupo (Apéndice A). Para a
avaliacdo grafica da relagcdo entre estes dois analitos, foi empregado o método LOESS
(Locally Regression and Smoothing Scatterplot).

Os individuos foram também classificados em cinco grupos correspondentes as seguintes
faixas de concentracdes de 250HD: inferior a 10,0 ng/mL; 10,0 a 19,9 ng/mL; 20,0 a
29,9 ng/mL; 30,0 a 49,9 ng/mL; e 50,0 a 160,0 ng/mL. Os resultados de PTH em cada
intervalo foram comparados entre as cinco faixas etérias, as duas subpopula¢des (normal e

alterada), e os dois imunoensaios utilizados para dosagem de 250HD.

Os resultados foram expressos em numeros e proporgdes, em se tratando de variaveis
discretas, e em medidas de tendéncia central e dispersdo, em caso de variaveis continuas. Para
avaliacdo da distribuicdo dos resultados, foi adotado o teste D”Agostino Pearson. Diferencas
nas proporcoes de varidveis categoricas foram analisadas utilizando-se o teste Qui-quadrado.
Para comparacdo de variaveis continuas de distribuicdo ndo-gaussiana em duas amostras
independentes, foi utilizado o teste Mann-Whitney. Para analise de varidveis continuas de
distribuicdo ndo-gaussiana em mais de duas amostras independentes, foi empregado o teste
Kruskal-Wallis. A andlise estatistica dos dados foi realizada nos programas MedCalc for
Windows® (Ostend, Bélgica) versdo 14.10.2 e IBM® SPSS® Statistics (Armonk, NY, EUA)
versdo 20. Foram adotados nivel de significancia de p<0,05 e intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS

O levantamento do nimero de dosagens de 250HD realizadas no laboratério Hermes Pardini
entre os anos de 2008 e 2013 demonstrou aumento de 31,7 vezes nas solicitacdes deste exame
nos ultimos cinco anos (Figura 3). Em termos relativos, as dosagens de 250HD representaram

0,13% do total de exames realizados em 2008 e atingiram 2,22% em 2013.

[0 Dosagens de 250HD
—a—% 250HD/Total de exames

1.200.000 - r 2,50
1.000.000 - ’/
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0 : : : : : 0,00
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Ano

Figura 3: Total de dosagens de 25-hidroxivitamina D (250HD) realizadas no laboratério
Hermes Pardini entre os anos de 2008 e 2013, e percentual de 250HD com relacéo ao total de
exames executados nos mesmos anos.

A populagdo que realizou simultaneamente os testes PTH e 250HD em 2012, selecionada
para a andlise da relagdo entre os dois analitos (n=23.259), apresentou as caracteristicas
demogréficas e os resultados laboratoriais descritos na tabela 1. A maior parte das amostras
era proveniente da regido sudeste do pais (77,7%), seguida das regides nordeste (11,8%), sul
(7,2%), centro-oeste (1,8%) e norte (1,5%).

% 250HD/Total de axames
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Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e resultados laboratoriais dos individuos com dosagens
concomitantes de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratorménio (PTH) no laboratério Hermes

Pardini, em 2012.

PARAMETROS RESULTADOS
Idade (anos)
Mediana (Intervalo Interquartil) 56 (42-68)
Intervalo Total 0-100
Sexo
Feminino 18.918 (81,3%)
Masculino 4.341 (18,7%)

250HD (ng/mL)
Mediana (Intervalo Interquartil)
Intervalo Total

PTH (pg/mL)
Mediana (Intervalo Interquartil)

Intervalo Total

26,5 (21,4-32,0)
8,0-160,0

38 (27-54)
1-10.580

As variaveis 250HD e PTH ndo apresentaram distribuicdo normal nos 50 grupos obtidos

ap6s organizacdo dos individuos de acordo com as concentracdes de 250HD, sendo

utilizadas as medianas desses parametros na analise.

A curva LOESS, que descreve a relagcdo encontrada entre as medianas de 250HD e de PTH

nos 50 grupos da populacdo que realizou dosagens concomitantes destes analitos, em 2012,

estad representada na figura 4. Para niveis crescentes de 250HD, foram observados valores

de PTH continuamente mais baixos.
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Figura 4: Relacdo entre medianas de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratorménio (PTH) dos
individuos distribuidos em 50 grupos (n=465) de acordo com os resultados de 250HD, no ano de
2012.

As caracteristicas demogréaficas e os resultados laboratoriais dos individuos de cada faixa
etaria (inferior a 20 anos, 20 a 39 anos, 40 a 59 anos, 60 a 79 anos e 80 anos ou mais) dessa
populacdo estdo descritos na tabela 2. Os resultados de 250HD e PTH nos cinco grupos
apresentaram diferenca estatistica (p<0,000001). Os coeficientes de variagdo entre as
medianas de 250HD e PTH foram 3,0% e 26,8%, respectivamente. Os resultados de PTH de

todas as faixas etarias foram diferentes entre si.



45

Tabela 2: Caracteristicas demogréficas e resultados laboratoriais dos individuos com dosagens
concomitantes de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratorménio (PTH) no laborat6rio Hermes
Pardini, em 2012, agrupados de acordo com a faixa etaria.

PARAMETROS  <20ANOS 20A39ANOS 40A59ANOS 60A79ANOS >80 ANOS

p
(n=708) (n=4.436) (n=8.250) (n=7.978) (n=1.887)
Idade (anos)? 12 (6-17) 32 (28-36) 51 (46-55) 68 (64-73) 84 (81-86)
Sexo
Feminino 408 (57,6%) 3525 (79,5%) 6958 (84,3%) 6596 (82,7%) 1431 (75,8%)
Masculino 300 (42,4%) 911 (20,5%) 1292 (15,7%) 1382 (17,3%) 456 (24,2%)

250HD (ng/mL)* 26,8 (21,4-31,8)° 26,1 (21,2-31,8)° 26,5 (21,5-31,9)° 27,0 (21,9-32,4)" 25,0 (19,6-31,1)° <0,000001'

PTH (pg/mL)? 24 (16-33)° 32 (24-45)° 37 (27-51)° 43 (31-61)° 50 (34-76)° <0,000001

n: NUmero de individuos na amostra

# Mediana (Intervalo Interquartil)

® Diferenca significativa (p<0,05) com relago a faixa etaria: > 80 anos

¢ Diferenca significativa (p<0,05) com relacgéo as faixas etarias: 60 a 79 anos e > 80 anos

¢ Diferenca significativa (p<0,05) com relagio as faixas etéarias: 20 a 39 anos, 40 a 59 anos ¢ > 80 anos
® Diferenca significativa (p<0,05) com relagdo a todas as faixas etarias

" Teste Kruskal-Wallis

As curvas LOESS que ilustram as relagdes encontradas entre as medianas de 250HD e PTH
nos 50 grupos de cada faixa etaria estdo representadas na figura 5. Observa-se que as
medianas de PTH para uma mesma 250HD foram consistentemente mais altas com o avancar
da idade ao longo de todo o intervalo de concentracdes estudadas, com excecdo apenas da
faixa etaria de 40 a 59 anos que apresentou discreta sobreposi¢cdo nos extremos da curva.



46

757

657

60—

55

507

457

354

Mediana do PTH (pg/mL)

307

o < 20 anos
0O — — — 20239 anos
K. eessssvuee 40 a 59 anos
X A cmmomme 60 a 79 anos
" * em. .= 280 anos
N
\ .~
N %
% %,
N\ . .
N « +0aa 40 T Topd
et s -~
s B n
\ N ..\H-\ g ~ -
\\ ' SN M
0, Shpe P Tl .
ol M I | s
~ xE ey . 2
e b~ " el \'\_ 4 ~
t N G, Ox =x s . \.\.\. -~
D RN — x [ s =,
oD &m0 <D TTteee " B
~ .. o AR menweRSsasves ."'“Q: ..........

| I I | 1 I |
100 150 200 250 300 350 400 450 S00 S50 600 650 700

Mediana de 25-Hidroxivitamina D (ng/mL)

Figura 5: Relacdo entre medianas de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratorménio (PTH) dos
individuos distribuidos em 50 grupos de acordo com os resultados de 250HD nas diferentes
faixas etarias, no ano de 2012.

A representacdo gréfica das medianas de PTH nos individuos classificados em cinco

intervalos de concentracdes de 250HD (Figura 6) também demonstrou a diferenca na relacéo

250HD-PTH entre as faixas etarias. Com exce¢do do grupo com resultados inferiores a

10,0 ng/mL, as medianas de PTH foram progressivamente mais altas com o avancar da idade.

As diferengas observadas entre os resultados de PTH obtidos em cada intervalo de

concentragfes de 250HD nos cinco grupos etarios foram significativas (teste Kruskal-Wallis).

Todas as faixas etarias foram diferentes entre si nos grupos com concentra¢fes de 250HD de
10,0 ng/mL a 19,9 ng/mL, 20,0 ng/mL a 29,9 ng/mL e 30,0 ng/mL a 49,9 ng/mL.
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Figura 6: Medianas (Intervalo de Confianca de 95%) do paratorménio (PTH) por faixa etéria,
no ano de 2012, em individuos agrupados de acordo com os resultados de 25-hidroxivitamina D
(250HD): < 10,0 ng/mL (n=225), 10,0 a 19,9 ng/mL (n=4.244), 20,0 a 29,9 ng/mL (n=11.027), 30,0
a 49,9 ng/mL (n=7.245), e 50,0 a 160,0 ng/mL (n=518). As medianas de PTH dos grupos etarios
foram comparadas pelo teste Kruskal-Wallis em cada classe de 250HD.

A distribuicéo dos resultados de creatinina dos individuos de cada faixa etaria com dosagens
concomitantes deste analito, PTH e 250HD em 2012 esta descrita na tabela 3. Os resultados

de creatinina de todas as faixas etarias foram diferentes entre si.

Tabela 3: Distribuicdo dos resultados de creatinina sérica (mg/dL) por faixa etaria nos
individuos com dosagens concomitantes de creatinina, 25-hidroxivitamina D (250HD) e
paratormonio (PTH), no ano de 2012.

CREATININA <20 20A39 40A59  60A79 >80
TOTAL p
(mg/dL) ANOS  ANOS ANOS ANOS ANOS
Mediana 0,65° 0,78 0,817 0,88 1,07° 0,84 ]
< 0,000001
Intervalo Interquartil  0,54-0,82  0,68-092 0,71-0,95  0,76-1,11  0,86-155  0,72-1,03
n 81 677 1.276 1.393 352 3.779

n: NUmero de individuos na amostra

% Diferenca significativa (p<0,05) com relagéo as demais faixas etarias
® Teste Kruskal-Wallis
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A relagdo 250HD-PTH foi analisada separadamente nos individuos que realizaram dosagens
concomitantes de creatinina, calcio idnico, 250HD e PTH, em 2012, e nas subpopulacdes
“normal” e “alterada” obtidas a partir deste grupo “geral”. As caracteristicas demograficas e

os resultados laboratoriais dos trés grupos estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas demograficas e resultados laboratoriais das subpopulagdes de 2012
selecionadas de acordo com a funcdo renal e os niveis séricos de calcio i6nico.

PARAMETROS GRUPO NORMAL? GRUPO ALTERADOP GRUPO GERAL® o
(n=1.466) (N=465) (n=1.954)

Idade (anos)® 53 (39-64) 71 (61-80) 57 (43-70)  <0,0001'
Sexo

Feminino 1.223 (83,4%) 370 (79,6%) 1602 (820%) o

Masculino 243 (16,6%) 95 (20,4%) 352 (18,0%)
25-Hidroxivitamina D (ng/mL)® 25,7 (20,6-30,9) 25,6 (20,5-31,5) 25,7 (20,6-31,1)  0,9826'
Paratormonio (pg/mL)® 41,0 (31,0-54,0) 56,0 (39,0-92,3) 44,0 (32,0-60,0) <0,0001"
Calcio 16nico (mg/dL)® 4,84 (4,72-4,96) 4,92 (4,76-5,12) 4,88 (4,72-5,00) <0,0001'
Creatinina (mg/dL)® 0,78 (0,69-0,87) 1,14 (0,99-1,50) 0,82 (0,72-0,98)  <0,0001'

n: NUmero de individuos na amostra

2 Grupo Normal: subpopulagéo com Taxa de Filtracdo Glomerular estimada (TFGe) > 60 mL/min/1,73m? e
célcio ibnico na faixa de referéncia

® Grupo Alterado: subpopulacdo com TFGe < 60 mL/min/1,73m? e/ou célcio idnico fora do intervalo de
referéncia

° Grupo Geral: todos os individuos que realizaram dosagens concomitantes de 250HD, PTH, creatinina e
calcio idnico no ano de 2012

9 Comparacdes realizadas entre Grupo Normal e Grupo Alterado

® Mediana (Intervalo Interquartil)

"Teste Mann-Whitney

9 Teste Qui-quadrado

90,8% dos inferior a

60 mL/min/1,73m?, sendo considerados, neste estudo, portadores de doenca renal cronica. Ja a

Na subpopulacdo alterada, individuos apresentavam TFGe

definicdo de hiperparatireoidismo primario foi baseada na elevagdo concomitante dos niveis
séricos de PTH e célcio idnico, em individuos com funcdo renal normal, observada em 4,7%

do grupo alterado.
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As curvas LOESS que refletem a relagéo entre as medianas de 250HD e PTH demonstram
que a subpopulacdo normal selecionada apresentou medianas inferiores de PTH quando

comparada a subpopulacdo alterada (Figura 7).
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Figura 7: Relacdo entre medianas de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratorménio (PTH) nos
individuos com dosagens concomitantes de creatinina, calcio iébnico, 250HD e PTH em 2012
(grupo geral), na subpopulacdo com célcio idnico na faixa de referéncia e Taxa de Filtragéo
Glomerular estimada (TFGe) > 60 mL/min/1,73m? (grupo normal), e na subpopulacdo com
calcio idnico alterado e/ou TFGe < 60 mL/min/1,73m? (grupo alterado). Em todos os grupos, os
individuos foram distribuidos em 50 subgrupos de acordo com os resultados de 250HD.

O grupo geral apresentou comportamento semelhante ao grupo normal, que representa 75%
de sua populacdo. No entanto, a propor¢cdo minoritaria de individuos "alterados” no grupo
geral (23,8%) foi suficiente para a observagdo de medianas de PTH mais altas que no grupo

normal, principalmente nas concentracGes mais baixas de 250HD.
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Os individuos das subpopulagdes foram também classificados em cinco grupos
correspondentes a intervalos pré-estabelecidos de concentragdes séricas de 250HD. As
medianas dos resultados de PTH em cada faixa de 250HD estéo representadas na figura 8. Os
resultados de PTH das subpopulacGes normal e alterada foram comparados pelo Teste Mann-
Whitney, sendo observada diferenga significativa nos intervalos de 250HD de 10,0 ng/mL a
19,9 ng/mL, 20,0 ng/mL a 29,9 ng/mL e 30,0 ng/mL a 49,9 ng/mL (Tabela 5).
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Figura 8: Medianas do paratorménio (PTH) por intervalo de concentragdes de
25-hidroxivitamina D (250HD) na subpopulagdo de 2012 que realizou dosagens concomitantes
de creatinina, calcio idnico, 250HD e PTH (Grupo Geral), na subpopulagdo com calcio idnico na
faixa de referéncia e Taxa de Filtragdo Glomerular estimada (TFGe) > 60 mL/min/1,73m?
(Grupo Normal), e na subpopulacdo com célcio idnico alterado e/ou TFGe < 60 mL/min/1,73m?
(Grupo Alterado).
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Tabela 5: Distribuigdo dos resultados de paratormdénio (PTH) por intervalo de concentragdes de
25-hidroxivitamina D (250HD) nas subpopulagdes de 2012 selecionadas de acordo com a funcéo
renal e os niveis séricos de calcio idnico.

250HD GRUPO NORMAL? GRUPO ALTERADOQ" GRUPO GERAL p°
(ng/mL) n PTH (pg/mL)* n PTH (pg/mL)° n  PTH (pg/mL)®

<10,0 15 55,0 (48,2-64,7) 7 124,0(33,2-477,3) 22 60,0 (48,0-84,0) 0,1693'
10,0a19,9 318 48,0 (36,0-61,0) 102 79,0 (46,0-118,0) 423 50,0 (37,0-68,0) <0,0001'
20,0a 29,9 705 40,0 (31,0-54,0) 215 55,0 (38,3-92,8) 929 42,0 (32,0-59,0) <0,0001"
30,0a49,9 401 38,0 (29,0-50,0) 130 52,5 (36,0-77,0) 542 40,0 (29,0-54,0) <0,0001
50,0a160,0 27 32,0 (15,2-39,0) 11 35,0(17,5-49,5) 38 32,0 (16,0-43,0) 0,4494'

n: Nimero de individuos na amostra

2Grupo Normal: subpopulagdo com Taxa de Filtracdo Glomerular estimada (TFGe) > 60 mL/min/1,73m’ e
calcio ibnico na faixa de referéncia

® Grupo Alterado: subpopulacdo com TFGe < 60 mL/min/1,73m? e/ou calcio idnico fora do intervalo de
referéncia

° Grupo Geral: todos os individuos que realizaram dosagens concomitantes de 250HD, PTH, creatinina e
calcio ibnico no ano de 2012

d Comparagdes realizadas entre PTH dos Grupos Normal e Alterado

® Mediana (Intervalo Interquartil)

"Teste Mann-Whitney

Na tabela 6, estdo descritas as caracteristicas demograficas e os resultados laboratoriais da
populacdo do ano de 2010, que realizou simultaneamente os exames PTH e 250HD
(equipamento LIAISON®).

Tabela 6: Caracteristicas demogréficas e resultados laboratoriais dos individuos com dosagens
concomitantes de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratormonio (PTH) no laboratério Hermes
Pardini, no ano de 2010.

PARAMETROS RESULTADOS

Idade (anos)

Mediana (Intervalo Interquartil) 57 (43-69)

Intervalo Total 0-98
Sexo

Feminino 3.990 (83,0%)

Masculino 819 (17,0%)
250HD (ng/mL)

Mediana (Intervalo Interquartil) 23,9 (18,1-30,0)

Intervalo Total 4,0-150,0
PTH (pg/mL)

Mediana (Intervalo Interquartil) 40 (28-57)

Intervalo Total 1-1.791
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A maior parte das amostras era proveniente da regido sudeste do pais (80,3%), seguida das
regides sul (7,6%), nordeste (6,9%), norte (3,8%) e centro-oeste (1,4%).

As curvas LOESS que representam as relagdes entre as medianas de 250HD e PTH em 2010

e 2012 (Figura 9) foram semelhantes entre si.
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Figura 9: Relacdo entre medianas de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratorménio (PTH) dos
individuos distribuidos em 50 grupos de acordo com os resultados de 250HD, nos anos de 2010 e
2012.

A representacdo gréafica das medianas do PTH nos individuos classificados em cinco faixas de
concentracdes de 250HD (Figura 10) evidenciou uma pequena discrepancia no intervalo de
valores mais baixos de 250HD, mas ndo houve diferenca estatistica (tabela 7).
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Figura 10: Medianas (Intervalo de Confianca de 95%) do paratormonio (PTH) por faixa de
concentracfes de 25-hidroxivitamina D (250HD), nos anos de 2010 e 2012. As medianas de PTH
foram comparadas pelo teste Mann-Whitney em cada classe de 250HD.

Tabela 7: Distribuicéo dos resultados de paratorménio (PTH) por intervalo de concentracdes de
25-hidroxivitamina D (250HD), nos anos de 2010 e 2012.

250HD (ng/mL) 2010 2012 P

n PTH (pg/mL)? n PTH (pg/mL)?
<10,0 175 60,0 (40,7-83,7) 225  58,0(357-950)  0,7473°
10,02 19,9 1375  45,0(32,0-63,7) 4244  450(32,0-66,0)  0,5949"
20,0 2 29,9 2024 39,0 (27,0-55,0) 11027 39,0 (28,0-54,0)  0,8629"
30,0 2 49,9 1120  34,5(24,0-48,0) 7245  350(250-48,0)  0,3137°
50,0 a 160,0 105 27,0 (18,7-43,0) 518  27,0(20,0a40,0)  0,9037°

n: NUmero de individuos na amostra

#Mediana (Intervalo Interquartil)
®Teste Mann-Whitney
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6 DISCUSSAO

Nos Gltimos anos, tem sido observado um interesse crescente pela vitamina D, evidenciado
pelo aumento expressivo do numero de publicagdes sobre este tema e das solicitagdes de
dosagem sérica de 250HD nos laboratérios de todo o mundo (ADAMS; HEWISON, 2010;
FARRELL et al., 2012b). Isso pode ser explicado pela tendéncia mundial a hipovitaminose D
observada quando adotados pontos de corte obtidos através de medidas funcionais para
determinacdo dos niveis o6timos (ROSEN, 2011; ROSS et al., 2011a). Uma definicdo
funcional muito utilizada baseia-se na concentracdo sérica de 250HD capaz de suprimir a
secrecdo de PTH (CAVALIER et al., 2009). A relacédo entre estes dois analitos foi investigada

neste estudo, bem como a influéncia de fatores potencialmente interferentes.

O modelo escolhido para descrever a relacdo entre 250HD e PTH foi a curva LOESS, por
representar de forma mais fidedigna a relagdo entre duas varidveis continuas, sem suposi¢des
prévias ou extrapolacdes (ALOIA et al., 2006). Modelos semelhantes foram utilizados nos
trabalhos de Vieth, Ladak e Walfish (2003) e Bischoff-Ferrari et al. (2004).

O volume total de dosagens de 250HD realizadas no laboratério Hermes Pardini apresentou
um aumento superior a 30 vezes entre os anos de 2008 e 2012, o que est4 de acordo com a
tendéncia descrita por Sattar et al. (2012). Estes autores relatam elevacbes consideraveis na
solicitacdo desse teste na Escdcia e Inglaterra, e mencionam padrdo semelhante nos EUA e

Canada.

Na curva que descreveu a relacdo entre 250HD e PTH nas dosagens simultaneas realizadas
em 2012, ndo foi observado um platé de supressdo do PTH até a concentracdo maxima de
250HD analisada.Os resultados do presente trabalho estdo de acordo com o0s achados de
Valcour et al. (2012), que descreveram um decréscimo suave do PTH, a medida que as
concentracdes de 250HD aumentaram, sem evidéncia de uma assintota horizontal. Vieth,
Ladak e Walfish (2003) também néo observaram um platd na relacéo entre PTH e 250HD, e
concluiram que a escolha de uma concentracdo Otima ou desejavel de 250HD baseada
somente no PTH seria arbitraria. Chapuy et al. (1997), no entanto, demonstraram o contrario
em um trabalho classico em que niveis constantes de PTH foram obtidos a partir de 31 ng/mL
de 250HD. Ponto de corte semelhante foi obtido em um estudo brasileiro publicado em 2008

por Silva et al. (2008). Estes autores analisaram a relagdo entre 250HD e PTH em 180
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pacientes residentes na regido metropolitana de Belo Horizonte, com idade entre 14 e 91 anos,
e demonstraram elevacdo das concentragdes de PTH em niveis de 250HD abaixo de
32 ng/mL.

Como pode ser observado, ha discordancia entre os estudos quanto a existéncia de um platé
de supressdo do PTH nas curvas que ilustram sua relagdo com 250HD. Uma possivel
explicacdo sdo os diferentes modelos empregados na anélise. Segundo Aloia et al.(2006), ndo
ha consenso sobre o formato ideal da relacdo matematica entre as variaveis 250HD e PTH,
embora os graficos de dispersdo reportados na literatura sejam muito semelhantes. Ao
utilizarem o modelo de decaimento exponencial empregado em muitos trabalhos, adotando a
mesma abordagem de Chapuy et al. (1997), Vieth, Ladak e Walfish (2003) obtiveram um
platd de supressao tedrico do PTH em concentracfes de 250HD superiores a 29,2 ng/mL. No
entanto, apds a aplicacdo do modelo LOWESS (Locally weighted regression and scatterplot
smoothing) aos mesmos dados, o PTH n&o atingiu niveis constantes de supressdo. Os autores
atribuem essa divergéncia ao fato de o modelo exponencial ser baseado em uma expectativa
de observacdo de platdé por parte do investigador, enquanto o método LOWESS revela a

forma natural, verdadeira, da curva.

Quanto aos resultados dos individuos distribuidos de acordo com a faixa etaria, embora tenha
sido observada diferenca estatistica entre as concentracdes de 250HD, esta ndo se mostrou
clinicamente relevante. O coeficiente de variacdo entre as medianas de 250HD das cinco
faixas etarias foi inferior até mesmo a imprecisdo maxima aceitavel (10%) para as dosagens
laboratoriais de rotina deste analito, de acordo com as especificacfes da qualidade analitica
propostas por Stockl, Sluss e Thienpont (2009). Ao contrario do esperado, os niveis de
vitamina D ndo apresentaram queda expressiva com o avancar da idade. Uma hipdtese para
este achado seria a provavel suplementacdo de vitamina D, mais frequente nas faixas etarias
consideradas de maior risco para osteoporose. No estudo de Dawson-Hughes, Harris e
Dallal (1997), em que foram excluidos os individuos em uso de vitamina D suplementar, o

declinio dos niveis de 250HD com o avancar da idade foi confirmado.

Ja as concentracdes de PTH foram consistentemente mais altas nas idades mais avancgadas,
inclusive quando analisada sua relacdo com 250HD pela curva LOESS. A avaliacdo das
medianas de PTH dos individuos classificados em cinco grupos de concentracdes de interesse

de 250HD confirmou essa observacdo, com excecdo apenas do grupo com resultados



56

inferiores a 10,0 ng/mL. No entanto, a analise pode ter sido prejudicada pelo menor nimero

de individuos com estes niveis de 250HD em todas as faixas etarias.

O menor namero de individuos também pode ter afetado a analise da faixa etaria inferior a 20
anos que apresentou curva LOESS distinta dos demais grupos. A proporcdo entre homens e
mulheres nessa faixa também é diferente, possivelmente devido ao direcionamento das
dosagens de 250HD a investigacio de raquitismo carencial ou por outras causas (LEAO et
al., 2005).

Os efeitos da idade na relacdo 250HD-PTH demonstrados no presente trabalho estdo de
acordo com as observag6es de Valcour et al. (2012). Por outro lado, no estudo de Chapuy et
al. (1997), o plato de supressdo do PTH ndo foi influenciado pela idade, mas deve-se ressaltar
gue sua amostra foi composta apenas por individuos de 35 a 65 anos. Outros autores que
avaliam a relacdo entre 250HD e PTH se restringem a faixas etarias mais avancadas (LIPS et
al., 1988; MALABANAN; VERONIKIS; HOLICK, 1998; KRALL et al., 1989; DAWSON-
HUGHES; HARRIS; DALLAL, 1997). Alguns trabalhos incluem individuos jovens
(THOMAS et al., 1998; SILVA et al., 2008), mas ndo estratificam por idade a andlise da

relacao.

Segundo Maeda et al. (2007), o ponto de corte de 250HD abaixo do qual a secrecdo de PTH
comeca a elevar-se é aparentemente mais baixo em jovens que em idosos. Vieth, Ladak e
Walfish (2003) também questionaram se a relacdo entre 250HD e PTH seria
consistentemente valida e similar para todas as faixas etarias e concluiram que a quantidade
de vitamina D necessaria para supressdo do PTH era superior nos idosos. De acordo com
Dawson-Hughes et al. (2005), criangas e adultos jovens seriam provavelmente mais
responsivos a 250HD que os idosos. Por exemplo, para um idoso atingir o mesmo PTH de
um jovem com 250HD de 70 nmol/L (28 ng/mL), seus niveis séricos de 250HD deveriam
exceder 100 nmol/L (40 ng/mL). Em estudo publicado em 2010, Arabi et al. observaram que
para 0s mesmos niveis de vitamina D, os idosos apresentavam concentra¢des de PTH 1,5 a 2

vezes mais altas que os adolescentes (ARABI et al., 2010).

As diferencas observadas entre as faixas etarias provavelmente estdo relacionadas a menor
ingestdo e absorcdo de célcio nos idosos, e refletem também o declinio da funcdo renal,

demonstrado no presente trabalho pelas concentragdes crescentes de creatinina com o avancar
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da idade, apesar da diminuicho de massa muscular observada habitualmente
(PATTANAUNGKUL et al.,, 2000; VIETH; LADAK; WALFISH, 2003; DAWSON-
HUGHES et al., 2005; SAI et al., 2011). A reducdo da massa renal relacionada a idade resulta
em diminuicdo da la-hidroxilacdo da 250HD e consequente reducdo dos niveis de 1,25-
dihidroxivitamina D (PATTANAUNGKUL et al., 2000). De acordo com Arabi et al. (2010),
a definicdo dos niveis desejaveis de vitamina D com base na relacdo 250HD-PTH deveria

levar em consideracdo a idade e funcéo renal da populacéo alvo.

Para estudar a diminuicdo da absorcdo de célcio com a idade, Pattanaungkul et al. (2000)
avaliaram a absorcdo intestinal ativa de calcio em resposta a 1,25-dihidroxivitamina D em
mulheres jovens e idosas. Os autores observaram uma sensibilidade significativamente mais
alta ao calcitriol nas mulheres jovens. A resisténcia a acdo da 1,25-dihidroxivitamina D,
demonstrada nas mulheres idosas, poderia contribuir para o balan¢o negativo do célcio,
hiperparatireoidismo secundario e perda 6ssea. As hipoOteses aventadas para a resisténcia
observada foram: diminuicdo de receptores para vitamina D nas células intestinais, alteracfes
pos-receptor na acdo do calcitriol e deficiéncia de estrégeno em idosas, ja que este hormonio
parece ter um efeito positivo direto sobre a resposta intestinal a 1,25-dihidroxivitamina D.

Em estudo publicado em 1997, Kinyamu et al. concluiram que a menor absor¢do de calcio
observada nos idosos ndo foi consequente a diminuicdo de receptores de vitamina D. Eles
sugeriram que 0s possiveis mecanismos envolvidos poderiam incluir alteracdes pos-
transcricionais nas proteinas ligadoras de célcio ou reducdo da resposta intestinal ao calcitriol
devido a deficiéncia estrogénica (KINYAMU et al., 1997).

Outros mecanismos sugeridos por Adami et al. (2008) para explicar a influéncia da idade na
relacdo 250HD-PTH foram o aumento de fatores de crescimento, alteracfes induzidas por
citocinas em doencas inflamatdrias croénicas, interacdes medicamentosas, e alteracdes

qualitativas do receptor de vitamina D.

Analisando-se as subpopulagdes selecionadas de acordo com a funcgédo renal e os niveis de
calcio i6nico no presente trabalho, observou-se uma influéncia destes fatores na relagédo
250HD-PTH. A subpopulacdo considerada normal (TFGe igual ou superior a
60 mL/min/1,73m? e calcio idnico na faixa de referéncia) apresentou niveis de PTH mais

baixos em toda a faixa de 250HD analisada na curva LOESS. Ao avaliar as medianas de PTH
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dos individuos classificados em intervalos pré-definidos de 250HD, as diferencas observadas
entre os grupos normal e alterado ndo foram significativas nos extremos superior e inferior de

concentragdes, provavelmente devido ao menor nimero de amostras.

Em trabalho publicado em 2011, Saliba et al. observaram que na subpopulacdo do estudo
composta por individuos com funcgéo renal e calcio sérico normais, as concentracdes de PTH
atingiram um nivel constante de supressdo a partir de 18,5 ng/mL de 250HD, enquanto na
populacéo geral, os niveis de PTH comecaram a se elevar em concentra¢des de 250HD iguais
ou inferiores a 31,6 ng/mL (SALIBA et al., 2011).

Nos estudos que avaliaram a relagdo entre 250HD e PTH para defini¢cdo dos pontos de corte,
nem sempre os critérios de inclusdo e exclusdo utilizados para selecdo dos individuos
supostamente saudaveis estavam claramente descritos. Em alguns deles, a avaliagdo baseou-se
apenas na anamnese meédica e exame fisico, como no trabalho de Aloia et al. (2006). Em
outros, embora seja relatada a realizacdo de dosagens de célcio i6nico e/ou creatinina sérica,
aparentemente estes parametros ndo foram considerados na selecdo da populagéo
(CHAPUY et al., 1997; THOMAS et al., 1998). Assim, condicBes clinicas frequentemente
assintomaticas, como hiperparatireoidismo primario e doenca renal crénica em seus estagios
iniciais, podem ndo ter sido detectadas. No trabalho realizado por Silva et al. (2008), estas
doencas estdo entre os critérios de exclusdo utilizados na selecdo de pacientes, por meio de

revisao de prontuarios, para analise da relacao entre 250HD e PTH.

A falta de harmonizacdo entre os ensaios destinados para a dosagem de 250HD também ¢é
destacada na literatura. As diferencas entre os equipamentos existentes tém impacto na
definicdo dos limites de decisdo e valores obtidos com um método podem nédo ser aplicaveis a
outros (BARAKE et al, 2012; SOUBERBIELLE et al., 2005; LIPS et al., 2004; CAVALIER
etal., 2010; FARRELL et al., 2012b; TAHSIN-SWAFIRI et al, 2012).

No presente trabalho, foram comparados apenas os imunoensaios de dois fabricantes: Abbott®
(Architect® e DiaSorin® (LIAISON®). As semelhancas observadas entre as curvas que
refletem a relagdo 250HD-PTH nos anos de 2010 e 2012 n&o devem ser extrapoladas para
outros imunoensaios. A pequena discrepancia grafica observada nas concentracBes mais
baixas de 250HD, préximas dos limites de quantificacdo dos testes, esta de acordo com o
demonstrado na literatura. No trabalho de Farrell et al. (2012b), os imunoensaios
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automatizados dos fabricantes avaliados - Abbott® (Architect®), DiaSorin® (LIAISON®),
IDS® (ISYS®), Roche® (E170®) e Siemens® (Centaur®) - apresentaram divergéncia mais
acentuada quando analisadas apenas amostras com resultados de 250HD inferiores a

8 ng/mL.

Apesar da divergéncia grafica observada no presente trabalho, ndo foi evidenciada diferenca
estatistica entre os resultados de PTH de 2010 e 2012 na faixa de valores mais baixos de
250HD, assim como nos demais intervalos de concentracGes de interesse. Este achado esta de
acordo com os resultados de Farrell et al. (2012a), que analisaram a concordancia entre quatro
imunoensaios e LC-MS/MS na classificagdo de adultos aparentemente saudaveis como
deficientes em vitamina D (250HD inferior a 10 ng/mL). A concordancia com o método de

referéncia (LC-MS/MS) foi considerada muito boa para os ensaios Abbott® e DiaSorin®.

A principal limitacdo do presente trabalho foi a indisponibilidade de dados clinicos dos
individuos estudados, bem como informacdes referentes a ingestdo de célcio e medicamentos.
A auséncia de medidas da absor¢do intestinal de célcio e de marcadores laboratoriais de

remodelacdo 6ssea também restringiu a presente investigacao.

Embora os bancos de dados laboratoriais geralmente ndo incluam as informacdes clinicas
supracitadas, sua utilizacdo ¢ uma pratica comum nos estudos que avaliam a relagcdo entre
250HD e PTH (SALIBA et al., 2011; VALCOUR et al., 2012). A principal vantagem desta
estratégia é a obtencdo de um volume expressivo de dados. Até o momento, ndo foram
identificados na literatura pesquisada estudos brasileiros com amostra semelhante ou maior
que a do presente trabalho. A utilizacdo do banco de dados computadorizado do laboratério
Hermes Pardini possibilitou ainda a analise de resultados de individuos provenientes de todo

o territorio nacional, principalmente de origem ambulatorial.

A partir do presente trabalho, é possivel afirmar que valores de referéncia universais nao sao
adequados para avaliagdo dos niveis de vitamina D. A relacdo entre 250HD e PTH é
modulada pela idade e influenciada pela propor¢édo de individuos com doenca renal crénica e
hiperparatireoidismo primario na populacdo analisada. Estes fatores devem ser considerados
na determinacdo funcional dos niveis Otimos de vitamina D e na interpretacdo de seus

resultados.
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7 CONCLUSOES

Houve aumento expressivo do numero de dosagens de 250HD no laboratorio Hermes
Pardini entre os anos de 2008 e 2013.

Né&o foi observado um platd de supressédo na relacéo entre 250HD e PTH séricos dosados

simultaneamente no laboratério Hermes Pardini, em 2012.

A relacdo entre 250HD e PTH ¢é modulada pela idade: as concentracbes de PTH
correspondentes a determinado nivel de 250HD foram consistentemente mais altas nos
idosos.

O efeito da idade sobre a relacdo 250HD-PTH pode ser explicado pelo declinio da funcéo
renal, evidenciado pelas concentracfes crescentes de creatinina, a despeito da diminuicéo

de massa muscular observada habitualmente em idosos.

A relacdo entre 250HD e PTH ¢ influenciada pela propor¢do de individuos com doenca
renal cronica e hiperparatireoidismo primario na populacdo analisada. Quando selecionada
apenas a subpopulacdo considerada normal, os niveis de PTH foram mais baixos em toda
a faixa de 250HD estudada.

Né&o foi evidenciada diferenca significativa na relagdo 250HD-PTH quando comparados
os resultados dos anos de 2010 e 2012, em que foram utilizados para dosagem de 250HD

os equipamentos LIAISON® (DiaSorin®) e Architect® (Abbott®), respectivamente.

Em resumo, os valores de referéncia universais atualmente adotados ndo sdo adequados

para avaliagdo dos niveis de vitamina D.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Publicacdes recentes indicam a necessidade de aprimoramento da avaliacdo do status de
vitamina D, incluindo a dosagem de VDBP ou uma medida direta da 250HD biodisponivel
(CARTER; PHINNEY, 2014). Powe et al. (2013) observaram diferencas étnicas na
prevaléncia de polimorfismos genéticos relacionados a menores niveis de VDBP que resultam
em concentracfes mais altas de 250HD biodisponivel estimada. A alta frequéncia destas
alteracdes em negros poderia explicar a maior prevaléncia de baixas concentracfes de 250HD
sem manifestacbes clinicas ou laboratoriais associadas. No entanto, testes para dosagem de
VDBP ou para 250HD biodisponivel ainda ndo estdo validados para uso diagndstico e mais
estudos sdo necessarios para melhor compreensdo deste novo parametro (CARTER;
PHINNEY, 2014; HOLICK, 2013). Enquanto isso, novos trabalhos devem ser desenvolvidos
para obtencéo de valores de referéncia mais adequados para a dosagem de 250HD atualmente

disponivel.
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APENDICE A - Planilhas de Dados

Populacéo geral de 2012 com dosagens concomitantes de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratorménio (PTH)

Grupo Mediana de 250HD (ng/mL) Mediana de PTH (pg/mL)
1 10,0 55
2 12,6 50
3 14,2 45
4 15,5 48
5 16,5 45
6 17,3 44
7 18,1 42
8 18,7 42
9 19,4 44
10 19,9 42
11 20,4 41
12 21,0 41
13 21,4 39
14 21,8 42
15 22,3 39
16 22,8 42
17 23,2 42
18 23,6 39
19 24,0 39
20 24,4 39
21 24,7 39
22 25,1 38
23 25,5 40
24 25,9 38
25 26,3 38
26 26,7 37
27 27,1 38
28 27,5 40
29 27,9 38
30 28,3 38
31 28,7 37
32 29,2 37
33 29,6 37
34 30,0 37
35 30,5 38
36 31,0 36
37 31,5 37
38 32,0 37
39 32,6 36
40 33,2 36
41 33,9 36
42 34,6 34
43 35,5 36
44 36,5 35
45 37,8 35
46 39,1 31
47 40,7 32
48 43,1 31
49 473 32
50 60,7 27




71

Populacao de 2012 com dosagens concomitantes de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratormdnio (PTH) por faixa etaria

< 20 anos 20 a 39 anos 40 a 59 anos 60 a 79 anos >80 anos

Grupo [ "Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana

de 250HD | de PTH |de250HD | de PTH |de250HD | de PTH |de 250HD | de PTH |de 250HD | de PTH

(ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) | (pg/mL) | (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) | (pg/mL)
1 9,8 23 10,1 51 10,1 48 9,8 65 10,1 69
2 12,7 19 12,5 45 12,8 46 12,6 56 12,5 56
3 14,4 21 14,4 39 14,3 41 14,3 50 14,1 60
4 15,4 39 15,5 41 15,5 48 15,5 51 15,3 60
5 16,7 22 16,4 41 16,5 45 16,4 46 16,4 69
6 17,3 30 17,3 38 17,3 44 17,3 52 17,2 48
7 18,2 30 18,1 39 18,1 42 18,0 44 18,0 48
8 18,7 23 18,7 35 18,7 39 18,7 51 18,6 52
9 19,5 32 19,4 37 19,4 44 19,4 48 19,3 59
10 19,9 27 19,9 35 19,9 44 19,9 43 19,9 50
11 20,6 23 20,5 38 20,4 40 20,4 48 20,4 57
12 21,0 29 21,0 36 21,0 38 20,9 52 20,9 56
13 21,5 23 21,4 35 21,5 38 21,4 45 21,4 53
14 21,8 20 21,9 40 21,8 40 21,8 45 21,8 44
15 22,4 22 22,3 35 22,3 37 22,3 44 22,2 48
16 22,8 34 22,8 34 22,8 40 22,7 48 22,7 59
17 23,3 17 23,2 37 23,1 37 23,2 45 23,2 58
18 23,6 23 23,7 32 23,6 38 23,5 46 23,5 47
19 23,9 27 24,1 35 24,0 36 24,0 44 24,0 52
20 24,4 26 24,4 32 24,4 39 244 46 24,3 49
21 24,7 22 247 33 24.8 38 247 44 247 58
22 25,1 29 25,2 32 25,2 36 25,1 46 25,0 51
23 25,5 32 25,5 32 25,6 40 25,5 45 25,5 43
24 26,0 18 25,9 31 26,0 37 25,9 46 25,9 44
25 26,3 24 26,4 34 26,4 37 26,2 42 26,2 51
26 26,8 23 26,7 31 26,7 36 26,7 42 26,6 41
27 27,1 22 27,1 33 27,1 39 27,1 41 27,1 44
28 27,6 22 27,6 31 27,5 37 27,4 48 27,5 54
29 28,0 24 28,0 32 27,9 37 27,9 46 27,8 48
30 28,4 27 28,3 36 28,4 36 28,3 39 28,2 50
31 28,7 20 28,8 34 28,8 36 28,7 40 28,6 49
32 29,2 23 29,2 32 29,2 37 29,1 39 29,1 49
33 29,6 38 29,7 32 29,6 33 29,5 42 29,6 46
34 30,0 23 30,1 32 30,0 34 30,0 43 29,9 46
35 30,4 29 30,5 28 30,5 35 30,5 45 30,4 50
36 31,0 24 31,0 29 31,0 36 30,9 41 30,9 47
37 31,5 19 31,5 31 315 34 31,4 44 31,4 51
38 32,0 27 32,1 27 32,0 37 32,0 40 31,9 55
39 32,5 24 32,6 29 32,6 34 32,5 42 32,6 39
40 33,3 29 33,3 33 33,2 36 33,2 40 33,2 41
41 33,8 27 34,0 28 33,9 35 33,8 42 33,8 46
42 34,6 27 34,6 26 34,6 35 34,7 39 34,7 46
43 35,9 16 35,6 29 35,5 35 35,5 40 35,4 47
44 36,6 18 36,6 29 36,6 32 36,5 40 36,4 44
45 37,9 22 37,9 32 37,7 35 37,8 39 37,7 40
46 39,2 23 39,2 26 39,1 30 39,1 38 39,0 39
47 40,9 18 40,8 25 40,6 30 40,7 35 40,7 44
48 43,6 24 431 26 431 32 43,1 33 43,4 48
49 48,8 21 47 4 26 472 32 471 35 47,0 36
50 55,4 17 60,1 24 65,9 29 60,6 29 61,6 34
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Populacédo de 2012 com dosagens concomitantes de 25-hidroxivitamina D (250HD), paratorménio (PTH),
célcio ibnico e creatinina por subpopulacdo

Geral Normal Alterada
Mediana de | Medianade | Medianade | Medianade | Medianade | Mediana de
Grupo 250HD PTH 250HD PTH 250HD PTH
(ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) (pg/mL)
1 9,5 61 9,8 55 9,2 100
2 12,3 52 12,2 51 11,9 121
3 13,9 44 13,2 43 14,6 90
4 15,0 59 14,7 50 15,1 107
5 15,8 59 15,7 58 15,8 87
6 16,6 44 16,6 42 16,2 41
7 17,2 53 17,3 51 16,8 85
8 17,8 48 17,8 48 17,2 77
9 18,4 47 18,3 47 17,9 50
10 18,8 57 18,7 43 18,6 91
11 19,4 49 19,4 44 18,9 83
12 20,1 45 19,9 42 19,4 75
13 20,6 46 20,5 44 20,3 71
14 21,0 47 20,9 43 20,8 61
15 21,4 51 21,3 41 21,1 68
16 21,7 48 21,6 48 21,4 55
17 22,2 46 22,2 42 21,7 60
18 22,6 46 22,6 49 22,1 63
19 23,0 42 22,9 40 22,3 87
20 23,4 39 23,4 39 23,1 51
21 23,8 40 23,7 38 23,4 41
22 243 49 24,2 49 23,8 41
23 24,7 42 24,5 38 24,2 54
24 25,0 38 24,9 35 24,5 64
25 25,5 43 25,3 41 25,0 43
26 25,9 41 25,8 39 25,5 36
27 26,2 34 26,1 36 25,8 48
28 26,6 34 26,4 34 26,1 72
29 27,0 45 26,8 37 26,7 41
30 27,3 40 27,2 40 27,0 54
31 27,8 40 27,6 38 27,4 68
32 28,1 38 28,1 35 27,7 72
33 28,5 44 28,4 41 28,1 95
34 29,1 40 28,8 42 28,5 75
35 29,6 41 29,3 38 29,1 75
36 30,0 35 29,8 36 29,8 45
37 30,5 41 30,2 33 30,3 62
38 31,1 50 30,7 41 30,9 53
39 31,8 46 31,2 46 31,4 58
40 32,2 40 31,9 43 31,8 73
41 33,2 40 32,8 41 32,1 48
42 34,0 46 33,6 43 32,7 42
43 34,7 38 34,2 39 34,2 46
44 35,6 41 34,9 35 34,9 77
45 36,6 39 36,0 39 35,7 49
46 38,2 36 37,3 39 36,3 40
47 39,7 36 38,7 37 38,4 46
48 41,9 36 40,6 34 39,8 36
49 46,4 35 43,6 32 41,4 60
50 57,6 32 51,2 31 47,8 39
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Populacao geral de 2010 com dosagens concomitantes de 25-hidroxivitamina D (250HD) e paratorménio (PTH)

Grupo Mediana de 250HD (ng/mL) Mediana de PTH (pg/mL)
1 6,0 62
2 8,9 57
3 10,7 56
4 119 50
5 12,8 46
6 13,6 47
7 14,5 52
8 15,2 43
9 15,8 44
10 16,3 45
11 16,9 42
12 17,5 41
13 18,1 45
14 18,6 42
15 19,1 42
16 19,6 39
17 20,1 40
18 20,6 44
19 21,0 44
20 21,4 39
21 21,9 45
22 22,3 42
23 22,7 39
24 23,2 40
25 23,6 40
26 24,2 36
27 24,5 41
28 25,1 39
29 25,5 38
30 26,0 39
31 26,4 36
32 26,9 36
33 27,4 37
34 27,8 40
35 28,3 39
36 28,9 36
37 29,4 42
38 30,0 36
39 30,7 38
40 31,3 33
41 32,1 37
42 33,0 37
43 33,9 35
44 35,1 35
45 36,4 35
46 37,9 37
47 39,7 30
48 42,6 33
49 46,4 30
50 58,7 26
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HERMES
PARDINI

PARECER DO NUCLEO DE APOIO A PESQUISA
INUMERO DO PROJETO [21/2012 |

nlise de seus niveis médios em adultos jovens saudaveis em quatro imunoensaios utilizados na pratica

E‘ULO DO PROJETO Efeitos da idade na relagao entre 25-hidroxivitamina D (250HD) e Paratormnio (PTH) e
aboratorial.

POME DO PESQUISADOR Lilian Mello Soares

) ANALISE DO PROJETO
1.1) Tema e objetivos: andlise quanto ao contetido da proposta, mérito cientifico. O estudo tem por objetivo analisar
ja relagéo entre 25(0H)D e o PTH, avaliando criticamente os valores de corte utilizados para 25(0H)D. Apesar de
ser um tema amplamente debatido ainda carece de conclusdes definitivas na literatura. A regionalizagao da
discussdo também é um aspecto que merece consideracéo. A possibilidade de discusséo dos valores de corte
lbaseados em valores de PTH com kits distintos de 25(0H) permitira uma discuss&o interessante.
1.2) Metodologia: analise quanto a adequago da metodologia ao objetivo e disponibilidade. Trata-se de um
estudo observacional transversal. A anlise ser4 do banco de dados do laboratério Hermes Pardini (HP). A analise
dos dados proposta adequa-se ao objetivo proposto.

2) ORCAMENTO E CRONOGRAMA: adequagZo da programacao, prazos e custos.

Cronograma estabelecido com prazo para o estudo entre margo de 2013 a fevereiro de 2015. — A pesquisadora
¢ candidata ao programa de pds-gradugéo (Mestrado) da UFMG.

13) PRINCIPAIS ASPECTOS POSITIVOS

Tema eminentemente laboratorial; metodologicamente exequivel; baixo custo.

4) PRINCIPAIS ASPECTOS NEGATIVOS
Sem aspectos negativos a pontuar.

5) COMENTARIOS E RECOMENDACOES GERAIS

Apos andlise do projeto foram feitas algumas sugestdes: comparabilidade da relagéo do PTH e 25(0H) com dois
kits distintos de 25(0H)D; avaliagéo de subgrupos de pacientes com dosagens de calcio e creatinina; mudanga
do objetivo principal do trabalho e melhor detalhamento dos objetivos secundarios.

[6) PARECER CONCLUSIVO

Projeto de boa relevancia para o HP, trazendo contetido de abrangéncia laboratorial e cujos resultados poderéo,
eventualmente, ser utilizados em uma perspectiva cientifica. A publicagao desse estudo em meios cientificos
trara mais visibilidade ao HP. Nivel de Prioridade: 1A

AVALIAGAO FINAL DA PROPOSTA
( x ) Favoréavel ( ) Nao favoravel
( ) Favoravel com restrigdes (especificar)

Conteddo sigiloso:

y
INOME: William Pedrosa /

ASSINATURA: ((%
G

www.hermespardini.com.br
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ANEXO B - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 15655213.4.0000.5149

Interessado(a): Prof. Leonardo de Souza Vasconcellos
Departamento de Propedéutica Complementar
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 17 de maio de 2013, o projeto de pesquisa intitulado "Efeitos da
idade na relacdo entre 25-hidroxivitamina D (250HD) e
paratoerménio (PTH) e analise de seus niveis médios em adultos
jovens saudaveis em quatro imunoensaios utilizados na pratica
laboratorial® bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apods o inicio do projeto.

Profa; Man%ques AmaraE

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — ('up:3l27{)-91)lb— BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@prpg.ufimg.br



