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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacdo isolada de vitamina D (VD) sobre os
marcadores cardiometabdlicos em mulheres na pds-menopausa.

Métodos: Foi conduzido ensaio clinico, duplo-cego, placebo-controlado envolvendo 160
mulheres com idade entre 50-65 anos e amenorréia > 12 meses. Foram excluidas
mulheres com histérico de doenga cardiovascular, diabetes insulino dependente,
doenga renal cronica, doenga hepdtica, disfuncdo da paratiredide e usuarias de
suplementacgao de VD. As participantes foram randomizadas em dois grupos: grupo VD,

ingestdo de colicalciferol 1.000 Ul/dia via oral (n=80) ou grupo placebo (n=80). O tempo

de intervencdo foi de nove meses, com avaliagdes nos momentos inicial e final. Foram
consideradas com sindrome metabdlica (SM) as mulheres que apresentaram trés ou
mais critérios diagnodsticos: circunferéncia da cintura (CC) > 88 cm; TG > 150 mg/dL; HDL
colesterol < 50 mg/dL; pressdo arterial > 130/85 mmHg; glicose > 100 mg/dL. Foram
coletados dados clinicos, antropométricos e bioquimicos (colesterol total, HDL, LDL,
triglicerideos, glicose e insulina. Os valores séricos de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D]
foram mensurados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A analise
estatistica foi por Intencdo de Tratamento (ITT), empregando-se o Teste t-student, a
Distribuicdo Gama (varidveis assimétricas), teste do Qui-quadrado, ANOVA e a regressado
logistica (odds ratio-OR).

Resultados: Apds nove meses, valores médios de 25(0OH)D aumentaram de 15,0 + 7,5
ng/ml para 27,5 + 10,4 ng/ml (+45,4%, p<.001) no grupo VD, e diminuiram de 16,9 + 6,7
ng/ml para 13,8 + 6,0 ng/ml (-18,5%, p=0.049) no placebo. No grupo VD, observou-se
reducdo significativa nos triglicerideos (-12,2%, p=0,001), insulina (-13,7%, p=0,008) e
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HOMA-IR (-17,9%, p=0,007). No grupo placebo, houve aumento nos valores séricos de
glicose (+6,2%, p=0,009). Ndo foram observadas diferencas significativas nos
parametros antropométricos entre os grupos (p> 0,05). Na analise de risco ajustado para
idade, tempo de menopausa e indice de massa corpdrea, as mulheres suplementadas
com VD apresentaram menor risco para SM (OR 0,42; IC 95%: 0,21-0,83),
hipertrigliceridemia (OR 0,43; IC 95%: 0,22-0,85) e hiperglicemia (OR 0,23; IC 95%: 0,10-
0,52) em comparagcdo com ao grupo placebo (p <0,05).

Conclusbes: Em mulheres na pds-menopausa, a suplementacdo isolada de 1.000 Ul de
vitamina D3 por nove meses associou-se a menor risco cardiometabdlico. As mulheres
submetidas a suplementacdo de VD apresentaram menor risco de sindrome metabdlica,

hipertrigliceridemia e hiperglicemia que as mulheres no grupo placebo.
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of isolated vitamin D (VD) supplementation on
cardiometabolic markers in postmenopausal women.

Methods: This is a double-blind, placebo-controlled trial. A total of 160 postmenopausal
women with amenorrhea 2 12 months and age 50-65 years were included. Those with
established cardiovascular disease, insulin dependent diabetes, primary
hyperparathyroidism, cronic renal failure, liver disorders, and previous use of VD
supplementation were excluded. The participants were randomized into two groups: VD
group, vitamin D3 supplementation 1,000 IU / day/ orally (n=80) or placebo group
(n=80). The intervention time was 9 months, with assessments at baseline and endpoint.
Clinical and anthropometric data were collected. Diagnostic criteria for metabolic
syndrome (MetS): waist circumference > 88cm; triglycerides > 150mg/dL; HDL <
50mg/dL; blood pressure > 130/85mmHg; glucose > 100mg/dL. The plasma
concentration of 25-hydroxyvitamin D [25(OH) D] was measured by HPLC. Biochemical
parameters, including total cholesterol, HDL, LDL, triglycerides, glucose, and insulin were
measured. Statistical analysis was by intention-to-treat (ITT), using the Student’s t test,
the Gamma distribution (asymmetric), the chi-square test, ANOVA and the logistic
regression (OR-odds ratio).

Results: After 9 months, there was a significant increase in the plasma 25(0OH)D levels
for VD group (+45.4%, p<.001), and a decrease (-18.5%, p=0.049) in the placebo group.
In the VD group, a significant reduction was observed in triglycerides (-12.2%, p=0.001),
insulin (-13.7%, p=0.008) and HOMA-IR (-17.9%, p=0.007). In the placebo group, there

was an increase in glucose (+6.2%, p=0.009). No significant differences were observed
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in anthropometric parameters between groups (p>0.05). Analysis of the risk adjusted
for age, time since menopause, and BMI showed that women supplemented with VD
had a lower risk of MetS (OR 0.42; 95% Cl1 0.21-0.83), hypertriglyceridemia (OR 0.43; 95%
C10.22-0.85) and impaired glucose (OR 0.23; 95% Cl 0.10-0.52) compared to the placebo
group (p<0.05).

Conclusions: In postmenopausal women, isolated supplementation with 1,000 IU of
vitamin D3 for 9 months was associated with lower cardiometabolic risk. Women
undergoing VD supplementation had a lower risk of MetS, hypertriglyceridemia and

dysglicemia than women in the placebo group.
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1. Introducao

1.1. Menopausa e Doenga Cardiovascular

A expectativa de vida estd aumentando em todo o mundo, assim como no Brasil.
Dados recentes mostram média de vida para mulheres e homens de 79,4 e 72,9 anos de
idade, respectivamente, em comparagdo com 72,6 e 64,8 anos, apenas uma década
atras!. Este processo de envelhecimento da populagdo apresenta importante impacto
sobre a saude e as politicas sociais. De acordo com dados do Ministério da Saude, o
infarto agudo do miocardio (IAM) e o acidente vascular cerebral (AVC) sdo as principais
causas de morte em mulheres acima de 50 anos de idade. No Brasil, IAM e AVC foram
responsaveis por 189.191 mortes, sendo que 87.703 destas ocorreram em mulheres.
Apesar do risco de cancer de mama ser a principal preocupacdo das mulheres, a
incidéncia de morte relacionada a doenca cardiovascular (DCV) é maior, com um indice
de 34% comparado a 3% do cancer de mama?. Em mulheres, o envelhecimento e a
menopausa podem ser considerados fatores de risco cardiovascular pela privacdo
estrogénica decorrente da faléncia ovariana®*. Além disso, estudos tém mostrado que
o diabetes, o tabagismo, a hipertensdo, a obesidade e a dislipidemia estdo associados
com o aumento do risco da doenca arterial coronariana (DAC)>1>.

O conceito de fator de risco cardiovascular é de fundamental importancia no
desenvolvimento de estratégias para prevenc¢ao da DAC. A estimativa do risco de doenca
aterosclerdtica resulta da somatdria de cada um dos fatores de risco mais a
potencializacdo causada por sinergismos entre alguns desses fatores®. A ocorréncia de
um evento coronariano agudo pode ser a primeira manifestacdao da DAC em pelo menos
metade das pessoas. Em mulheres, a DAC é frequentemente fatal, sendo que mais da
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metade n3o apresenta sintomas prévios®. A identificacdo dos individuos
assintomaticos, que estdo mais predispostos, é crucial na prevencao efetiva com a
correta definicdo de metas terapéuticas.

Na atualidade, grande parte das mulheres das sociedades urbanas apresenta
fatores de risco para DCV. Esta “epidemia” deve-se ao aumento na propor¢ao de
mulheres acima dos 50 anos, na obesidade abdominal, no sedentarismo e no padrao
alimentar moderno, caracterizado pelo elevado consumo de alimentos de maior
densidade energética com baixos indices de alimentac3o saudavel®®18 Em 2010, Tardivo
et al., avaliando a qualidade da dieta em 273 mulheres na pds-menopausa atendidas no
Ambulatdério de Climatério da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB),
demonstraram que apenas 3% destas apresentavam dieta de boa qualidade, 49%
necessitavam melhorar o padrao alimentar e 48% apresentavam dieta de ma qualidade,
sendo que 75,7% estavam sobrepeso ou obesas e 73,2% com deposicdo abdominal
aumentada de gordura®.

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade em mulheres na pds-menopausa é
superior a 80% em paises desenvolvidos’. No Brasil, em mulheres na faixa etdria de 35
a 44 anos a prevaléncia do excesso de peso (63,6%) ultrapassa a dos homens (62,3%),
chegando a mais de 70,0% na faixa de 55 a 64 anos'. O excesso de peso e o acimulo de
gordura abdominal est3o associados ao maior risco de DAC®. O Nurses’ Health Study
demonstrou que elevada medida da circunferéncia da cintura esteve significantemente
associada com aumento na mortalidade por DAC em mulheres com peso normal®. A
obesidade abdominal contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina (RI),

diabetes, dislipidemia, e consequentemente a sindrome metabdlica???-
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A sindrome metabdlica (SM) é definida por um conjunto de fatores de riscos
metabdlicos que incluem obesidade abdominal, dislipidemia, hipertensdo arterial e
hiperglicemia?3. Primeiramente, essa sindrome foi descrita por Gerald Reaven em 1988,
e denominada de sindrome X, depois de quarteto da morte, sindrome plurimetabdlica
e sindrome dismetabdlica. Acomete aproximadamente 30% da populagao de mulheres
acima dos 50 anos, com aumento de trés vezes o risco de morbimortalidade por
DCV”1424 Essa sindrome associa-se a desordem metabdlica denominada resisténcia a
insulina (RI) em que a agao normal da insulina esta prejudicada. Fatores ambientais,
particularmente dieta inadequada e inatividade fisica, estdo amplamente implicados,
mas alguns individuos sdo geneticamente predispostos a RI7:2>26,

Varias organizacdes tém proposto classificacdes e definindo critérios para o
diagndstico da SM?’. Em 1999, a World Health Organization (WHO) Diabetes Group
propos a primeira definicdo para a SM, considerando o conjunto de fatores de risco para
DCV, entre trés ou mais dos seguintes critérios: elevacdo da pressao arterial (PA),
aumento de triglicerideos, reduc¢do do HDL, obesidade (indice de massa corpdrea, IMC
30kg/m2) ou aumento da relacdo cintura/quadril (RCQ) e RI, definida pela presenca de
diabetes ou intolerancia a glicose ou hiperinsulinemia?®. Em 2001, o National Cholesterol
Education Program: Adult Treatment Panel Il (NCEP/ATP IIl) desenvolveu outra
definicdo diagndstica, que incluiu alguns dos critérios propostos pela WHO e excluiu o
IMC e a RCQ?®. A identificacdo clinica da SM proposta pelo NCEP/ATP IIl considera trés
dos seguintes critérios diagndsticos: obesidade abdominal (aumento da circunferéncia
da cintura), elevacdo da pressao arterial (PA), reducdo de HDL-colesterol, aumento de
triglicerideos e intolerancia a glicose?®. A International Diabetes Federation (IDF) propds

nova definicdo em 2006 tendo a obesidade abdominal como essencial, associada a mais
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dois critérios como aumento dos triglicerideos, reducdo do HDL, elevacdo da PA ou
aumento da glicemia de jejum?°. Apesar das varias classificacbes propostas, alguns
consideram o critério utilizado pela NCEP/ATPIIl mais util e de fécil aplicag3o clinica?2. E
fundamental salientar que todos os critérios tém como foco o papel da Rl no aumento
de risco para DCVZ,

A obesidade abdominal reconhecidamente é uma caracteristica importante no
diagndstico da SM?1. Em 2009, Nahas et al., avaliando 368 mulheres na pds-menopausa
acompanhadas no Ambulatério de Climatério da FMB com idade entre 45-75 anos,
observaram a ocorréncia de SM em 39,6% das participantes, sendo a obesidade
abdominal (cintura > 88cm) o principal critério diagndstico, encontrado em 62,5% dos
casos3!. A obesidade é um estado pro-inflamatdrio que contribui para RI, condi¢do
sugerida como fator causal da dislipidemia, da intolerancia a glicose e aumento da
PA3233, Qs fatores inflamatdrios produzidos pelo tecido adiposo (adipocitocinas)
induzem a RI por interferirem com o sinal de transcricdo da insulina e, portanto, o
transporte de glicose3*. O acumulo central de gordura esté associado ao aparecimento
de outras alteracdes envolvidas com a SM: aumento da concentracdo de triglicerideos e
reducdo dos valores de HDL, além da elevacdo da glicemia e da insulinemia?3>. A SM
sabidamente associa-se com o aumento no risco de desenvolvimento de DCV em

mulheres na pds-menopausa.3¢37

1.2. Vitamina D
A vitamina D (VD) é uma vitamina lipossoluvel, essencial para manutencdo do
esqueleto e para absorcdo de calcio. Se proveniente da sintese em animais, é

denominada de colecalciferol (vitamina D3). E adquirida pela dieta pela ingestdo de
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alimentos ricos em dleo de peixe, figado e ovos. Entretanto, a maior fonte decorre da
ativacdo na pele (derme e epiderme). A partir da exposicdo aos raios UVB ocorre a
ativacdo na pele (derme e epiderme), do composto 7-deidrocolesterol que se
transforma em vitamina D3, sendo armazenada e liberada pelas células de gordura.
Essa forma, cuja ativacdo ndo é metabdlica, necessita das funcdes hepaticas e renais
preservadas. E transportada pela corrente sanguinea até o figado, onde sofre uma
hidroxilacdo no carbono 25, tornando-se 25 hidroxivitamina D [25(OH)D] ou calcidiol,
formainativa da VD. Para se tornar ativa, a 25(OH)D necessita ainda de uma hidroxilacdo
na posicdo 1, nos tubulos proximais dos rins, sob a acdo da enzima la-hidroxilase,
transformando-se em 1,25-diidroxivitamina D [1,25(0OH)2D] ou calcitriol, que é
responsavel pelos efeitos bioldgicos3*4°,

O nome 'vitamina D' é um equivoco histérico. A forma ativa, o calcitriol, pode ser
considerada um “hormoénio”, pois é sintetizada em humanos, e submetida a regulacao
autdcrina e interage com receptor nuclear. A VD tem importante e reconhecido papel
na mineralizacdo Ossea, na concentracdo de cdlcio/fésforo e na regulacdo da
paratiredide3®. A forma ativa da vitamina D regula a transcricdo de niUmero expressivo
de genes que codificam proteinas transportadoras de calcio e proteinas da matriz dssea.
A VD também modula a transcricdo de células do ciclo protéico que diminuem a
proliferacdo celular e aumentam sua diferenciacdo (precursores de osteoclastos,
enterdcitos e queratindcitos). Essa propriedade pode explicar a acdo da VD na
reabsorcdo dssea, no transporte intestinal de célcio e na pele32.

Atualmente, a dosagem de 25(OH)D é adequada para se avaliar e monitorizar o
estado nutricional de VD no organismo humano, pois os valores plasmaticos sdo os

principais indicadores das reservas corporais*42, Em diretriz clinica da Task Force Norte-
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Americana, a insuficiéncia de VD foi definida como valores entre 21-29 ng/ml (52,5-
72,5 nmol/l) e a deficiéncia de VD como valores inferiores a 20 ng/ml (50 nmol/1)*3.
Numero crescente de estudos sugere que sdo necessarios valores acima de 30ng/ml
para garantir melhor disponibilidade de VD*424445  Caracterizam-se como
hipovitaminose D concentragdes plasmaticas de 25(OH)D abaixo do limiar de 30ng/ml,
ou seja, do limiar considerado suficiente para manutencdo da secrecdao normal de
paratorménio (PTH) pelas paratireoides*. Na insuficiéncia de VD evidencia-se elevacdo
do PTH circulantes, traduzindo um hiperparatireoidismo secundario, com reducado da
fracdo ativa de 1,25(0H)2D, que aumenta a reabsorcdo Gssea*’*2, A suplementacio
didria de VD é capaz de reverter esse quadro de hiperparatiroidismo e impedir a perda
6ssea em mulheres com idade superior a 50 anos*. A deficiéncia da VD pode ser
confirmada pela afericdo dos niveis séricos de 25(OH)D. Por outro lado, as
concentragdes de 1,25(0H)2D estdo usualmente dentro dos valores normais de
referéncia ou mesmo aumentada em pacientes deficientes/ insuficientes, razdo pela
qual ndo s3o utilizadas como referéncia na pratica clinica diaria*42.

Reconhece-se que a deficiéncia de VD é condicdo médica frequente em todo
mundo*’. Mesmo moradores de regides proximas a linha do equador, com alta
incidéncia de sol, apresentam valores inadequados de VD. Estudo epidemiolégico em 18
paises de latitudes variadas, avaliando a prevaléncia de concentracdes plasmaticas de
25(0OH)D em mulheres na pds-menopausa, observou valores baixos em quase todo o
planeta, sendo que em média 64% das participantes apresentavam valores
inadequados®®. Imaginava-se que o Brasil, por ser um pais tropical e ensolarado, ndo
apresentasse populacdo exposta a deficiéncia de VD. No entanto, pesquisas brasileiras

tém revelado nimeros alarmantes**>!, O estado de hipovitaminose D é comumente
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encontrado em mulheres na pds-menopausa. Entre as provaveis causas descrevem-se:
baixa exposicdo solar e capacidade reduzida de producdo de VD; funcdo renal diminuida;
menor absorcdo de VD pelo trato gastrintestinal; e uso de multiplas drogas que podem
interferir na absorcdo e metabolizacdo da VD. Outros fatores também influenciam a
capacidade de producdo de VD pela pele: uso de filtro solar, cor da pele, roupa e idade®?.

Sabendo-se que as fontes dietéticas de vitamina D sdo inadequadas, é
interessante que mulheres na pds-menopausa recebam suplementacao para garantir a
saude Ossea®®. Em 2010, a International Osteoporosis Foundation publicou
posicionamento sobre a VD, com base em dados observacionais, recomendando
manutencdo de valores séricos de 25(0OH)D de 30ng/ml para pessoas idosas e afirmando
que o consumo de VD de até 2000Ul/dia pode ser necessario para atingir valor
recomendavel em alguns pacientes®*. Em contraste, Institute of Medicine baseado em
evidéncias a partir de estudos observacionais e randomizados sugere que nivel sérico de
20 ng/ml protegeria 97,5% da populagdo contra efeitos adversos na massa 6ssea, tais
como fraturas e quedas®. Contudo permanece incerta a dose apropriada de
suplementacdo para atingir os valores desejados, embora se recomende dose de
600Ul/dia para mulheres na pds-menopausa e doses superiores a 800Ul/dia para
aquelas com idade superior a 70 anos>3. A suplementac3o didria de 1000UI de VD
(dentro de um periodo minimo de seis meses) aumenta os valores séricos em torno de
10ng/ml, dose esta sugerida para pacientes com idade inferior a 65 anos. Ja com idade
superior deveriam receber dose didria de 2000UI°*. Em geral, para cada 100Ul de VD
suplementada ha aumento de 1ng/ml a nivel sérico de 25(OH)D e quanto menor os

valores séricos basais, melhor a resposta a suplementacdo. A suplementacdo destina-se
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a elevar valores séricos de 25(0OH)D acima de 30ng/ml de modo a aproveitar o maximo
os beneficios da VD>.

A relevante funcdo desempenhada pela VD sobre a massa dssea esta bem
definida, contudo efeitos extra-6sseos da VD sobre os marcadores cardiometabdlicos

estdo sob investigagdo atual.

1.3. Vitamina D e Doenga Cardiovascular

Acreditava-se que o papel bioldgico da VD fosse limitado a homeostase do célcio
e saude dssea. No entanto, ha considerdvel evidéncia sugerindo que a VD desempenhe
varios papéis e possa afetar multiplos érgdos e processos metabdlicos*®>’. Uma reducio
biodisponibilidade é comumente detectada em individuos com sobrepeso e obesos,
possivelmente devido ao maior sequestro no tecido adiposo, uma vez que a VD é
lipossoluvel’®>°. Dessa forma, a deficiéncia de VD tem sido observada em vdrias
condicdes relacionadas com a obesidade, tais como resisténcia insulinica, diabetes e
DCV57'60'61.

A deficiéncia de VD e o aumento na prevaléncia da obesidade sdo considerados
importantes questdes de satide publica®. Evidéncias recentes sugerem o envolvimento
da VD em diversas doencas crénicas ndo transmissiveis como obesidade, hipertensao,
diabetes, sindrome metabdlica e DCV®%6365  Virios estudos epidemiolégicos
demonstraram que individuos obesos tém menores concentragdes séricas de 25(0OH)D,
com associacao inversa entre a concentracdo de VD e o indice de massa corpdrea (IMC)
e a circunferéncia da cintura®®®,  Os mecanismos envolvidos n3o estdo
completamente descritos, mas é possivel que o sequestro de metabdlitos da VD no

tecido adiposo diminua sua biodisponibilidade>®°,
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A expressdo tanto do receptor da vitamina D (VDR) como do gene da 25-
hidroxivitamina D 1la-hidroxilase (CYP27B1) tem sido demonstrada em adipdcitos
humanos. Ha evidéncias de que a VD afete a gordura corporal pela inibicao dos fatores
de transcricdo adipogénicos e pelo aciumulo de lipidios durante a diferenciacdo dos
adipdcitos. Os metabdlitos de VD também influenciam a producdo de citocinas e a
resposta inflamatdria no tecido adiposo®2. Sendo assim, a deficiéncia de VD pode
comprometer o funcionamento metabdlico normal do tecido adiposo, com impacto
significativo na manutencdo da saude metabdlica como um todo, diante da importancia
do tecido adiposo no balanco de energia, no metabolismo de lipidios e na inflamac¢do®°.
Uma meta-andlise de 28 estudos demonstrou que elevados niveis séricos de 25(0OH)D
estavam associados a redugdo de 55% no diabetes e risco diminuido de 33% de DCV7°.

Alguns estudos observacionais na popula¢ao geral demonstraram uma relagao
inversa entre os valores de 25(OH)D e a sindrome metabdlica (SM), a diabetes e a
resisténcia a insulina’*’3. O receptor para VD (VDR) é expresso em células betas
pancreaticas secretoras de insulina e em tecidos alvo periféricos como musculo
esquelético e adiposo’. A deficiéncia de VD pode dificultar a capacidade das células
beta na conversao da pré-insulina a insulina. Polimorfismos dos genes do VDR em seres
humanos tém sido associados com variacdo na secrecdo e sensibilidade da insulina’.
Além disso, diabetes e deficiéncia de VD compartilham fatores de risco, incluindo idade,
etnia ndo-caucasiana, obesidade e inatividade fisica (menor tempo ao ar livre e
exposicdo reduzida a luz solar)®®. Embora estudos observacionais suportem relagdo
inversa entre os niveis séricos de VD e o risco de diabetes Il, estudos de intervencdo tém
fornecidos resultados inconclusivos, alguns com melhora da sensibilidade a insulina e

outros sem alteracdes®>758°, No entanto, a maioria dos estudos de intervencdo
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apresenta pequeno tamanho amostral que pode ser responsavel pela natureza
contraditodria dos resultados.

A vitamina D pode atuar no sistema renina-angiotensina e na fungao vascular. A
partir de dados de pesquisas experimentais que associam a deficiéncia da VD com
aumento da ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, varios estudos
tentam correlacionar os niveis de VD com a pressdao arterial em seres humanos.
Entretanto, até o momento ndo se conseguiu estabelecer o papel da deficiéncia da VD
na fisiopatologia da hipertensdo®”®°, No Framingham Heart Study, reduzidas
concentracdes de 25(0OH)D foram associadas com risco aumentado de eventos
cardiovasculares apenas em participantes com hipertensdo®'. Estudo transversal
retrospectivo com a participacdo de 2722 individuos de ambos os sexos, observou que
aqueles com niveis séricos de 25(0OH)D inferiores a 40 ng/mL apresentavam maiores
taxas de hipertens3o82. Revisdo sistematica, analisando 13 estudos observacionais e 18
ensaios randomizados, demosntrou que embora nos estudos de coorte houvessem
associacao entre concentragao reduzida de VD e ocorréncia de hipertensao; nos ensaios
clinicos com suplementacdo de VD houve tendéncia de reducdo da pressdo sistolica,
porém sem efeito sobre press3o diastélica®3. Assim, a associacdo entre VD e hipertensdo
ndo esta firmemente estabelecida. Estudos randomizados de boa qualidade sdo
necessarios para elucidar o papel exato da deficiéncia da VD no desenvolvimento de
hipertens3o 6084,

Estudos demonstraram correlacdo negativa entre os valores séricos de VD e a
resisténcia a insulina®>®86_ A resisténcia a insulina estd entre os responsaveis pelos
componentes da sindrome metabdlica (SM). Ford et al, avaliando dados norte-

americanos do National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), de 2003-
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2006, encontraram concentracGes séricas de VD significantemente menores em
individuos com SM?. Maki et al., utilizando os mesmos dados (NHANES, 2003-2006),
estudaram a associacdo entre os valores de VD e a prevaléncia da SM em individuos
adultos acima de 20 anos. Os autores demonstraram que elevada circunferéncia da
cintura, baixo HDL-C e aumento na Rl avaliado pelo HOMA (Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance) esteve associado com a presenca de valores séricos
reduzidos de 25(0OH)D28. A deficiéncia de VD pode ser um fator de risco para SM, como
mostrado em estudos observacionais®®23. Metanélise, avaliando a associa¢do entre a VD
e diabetes tipo I, Rl e SM, incluiu 17 estudos prospectivos com 210.107 participantes de
ambos os sexos e 15.899 eventos metabdlicos e com tempo médio de seguimento de
10 anos. Os resultados demonstraram associagdo inversa entre as concentragdes de VD
e o risco para diabetes (OR 0,81), RI (OR 0,84) e SM (OR 0,86). Foi encontrada
heterogeneidade moderada entre quatorze estudos sobre diabetes. Os autores
concluem que intervengbes destinadas a manter niveis adequados de VD, poderia ser
medida preventiva Util para doengas metabdlicas. No entanto, estudos de intervengao
baseados em populacdes sauddveis sdo necessarios para confirmar os resultados
observacionais®?.

Apesar das evidéncias sobre a associacdo de niveis séricos de vitamina D com SM
na populagao geral, dados em mulheres na pds-menopausa sdao escassos. Em analise
transversal foram avaliadas 292 mulheres na pds-menopausa com idade entre 50-79
anos participantes do estudo Women’s Health Initiative Calcium-Vitamin D. Foi
observado associac¢do inversa entre os valores séricos de 25(0OH)D com a adiposidade,
triglicerideos, relacdo triglicéridos:HDL e a presenca de SM. Nao houve associa¢des com

LDL, HDL, insulina, glicose e o HOMA-IR%*. Estudo que avaliou 778 mulheres coreanas na
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pos-menopausa encontrou que baixos niveis séricos de 25(0H)D foram
significativamente associados com a presenca de SM e com os componentes
metabdlicos, especialmente hipertrigliceridemia e hipertensdo arterial em mulheres na
pdés-menopausa®. A partir de dados do Korean NHANES de 2008-2010 foram avaliadas
4.364 mulheres na pés-menopausa. Os autores ndo observaram associacao significativa
entre os niveis séricos de 25(0OH)D e a prevaléncia de SM. Contudo, mulheres no
percentil mais alto de concentracio de VD mostraram menor prevaléncia de
hipertensao, hipertrigliceridemia e reducdo de HDL, em comparacdao com aquelas de
menor percentil®®. Recente pesquisa analisou a relacdo entre as concentracdes séricas
de 25(0OH)D e distribuicdo de gordura corporal em 62 mulheres na pds-menopausa.
Houve uma correla¢do negativa entre 25(0OH)D e a circunferéncia da cintura, o HDL e o
HOMA-IR, contudo sem associacdo com a presenca da SM°’. Entretanto mais estudos
clinicos devem ser realizados para confirmar a associacdo entre a SM e a deficiéncia de
VD em mulheres na pds-menopausa.

No sistema cardiovascular foram encontrados receptores de VD no musculo liso
vascular, no endotélio, e nos cardiomidcitos®®. A VD pode exercer efeito protetor sobre
as paredes dos vasos por inibicdo de macréfagos na formacdo de células espumosas e
pelo seu efeito anti-inflamatério®®. Evidéncias sugerem que a deficiéncia de VD é
potencial fator de risco para DCV**1%2, No estudo Framingham Offspring foram avaliados
prospectivamente 1.739 participantes para determinar se menores concentracdes de
VD poderiam prever o desenvolvimento de DCV. Valores de VD inferiores a 15 ng/mL
foram consistentemente associados com aumento do risco de eventos cardiovasculares,
mantendo significancia apds ajustes para conhecidos fatores de risco cardiovascular,

incluindo pressdo arterial, LDL, funcdo renal e terapia medicamentosa. A taxa de

23



desenvolvimento de um evento cardiovascular foi duas vezes maior em pessoas com
deficiéncia de VD quando comparadas aquelas com valores adequados de VD%, Apesar
da deficiéncia de VD poder associar-se com elevado risco cardiometabdlico, os
resultados foram inconsistentes como demonstrado em trés metanalises®3104105,
Assim, uma clara associacdo entre o estado de VD e a ocorréncia de DCV ndo esta

firmemente estabelecidal®3.
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2. Objetivo

Avaliar o efeito da suplementagao isolada de vitamina D sobre os marcadores

cardiometabdlicos em mulheres na pds-menopausa.
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3. Métodos

Desenho do Estudo e Seleg¢do da Amostra

Trata-se de ensaio clinico, duplo-cego, placebo-controlado, randomizado, para
avaliar o efeito da suplementacao isolada de VD (1.000 Ul/dia). O grupo populacional foi
constituido de pacientes atendidas no Ambulatério de Climatério e Menopausa, da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) — UNESP. O célculo do tamanho amostral foi
embasado no estudo de Zittermann et al. que demonstraram redu¢ao nos niveis médios
de triglicerideos apds suplementagdo com vitamina D (125 + 59 mg/dL basal e 104 + 50
mg/dL final)!%, Assumindo um intervalo de confianga de 95%, poténcia do teste de 80%,
um minimo de 119 mulheres foi estimado. Considerando uma perda de seguimento de

20%, o tamanho da amostra foi de 80 mulheres por grupo, total de 160 mulheres.

Foram incluidas mulheres com data da ultima menstruagao ha pelo menos 12
meses e idade entre 50 a 65 anos que aceitaram participar do estudo. Os critérios de
exclusdo foram: uso atual ou prévio de TRH, presenca de doenca arterial coronariana
(DAC) manifesta atual ou prévia; doenca arterial cerebrovascular; doenca
aneurismatica; doenca arterial periférica; diabetes insulino dependente; doenca renal
cronica ou creatinina > 1,4 mg/dl; doenca hepatica; disfungdo da paratiredide;
obesidade grau lll; usuarias de suplementacdao de VD; etilista ou usuarias de drogas.
Todas as voluntarias participantes do estudo foram informadas sobre os objetivos da
pesquisa, procedimentos e confidencialidade dos dados, sem quaisquer prejuizos para
as mesmas. E foram solicitadas a assinar um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo 1), de acordo com exigéncia da resolucdo n2 466/2012 do Conselho
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Nacional de Saude. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da FMB-
UNESP em 30 de novembro de 2014 sob nimero do parecer 895.001 (Anexo Il). O estudo
foi registrado e aprovado pelo Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (REBEC) sob o
numero de registro RBR-4MHS32. Este ensaio clinico foi realizado de acordo com o

Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) 2010%°7(Anexo Ill).

Avaliagdo Dados Clinicos

Inicialmente, no dia da consulta foram coletados por meio de entrevista os
seguintes dados clinicos: idade, idade da menopausa, tempo de menopausa, paridade,
tabagismo atual, uso de terapia hormonal, histérico de doengas crénicas (hipertensao,
diabetes, doenca cardiovascular), uso de medicamentos, atividade fisica e pressao
arterial. A medida da pressdo arterial foi aferida no brago direito com o antebrago
apoiado no nivel do precérdio, palma da mao para cima, com uso de esfigmomanémetro
anerdide padrao, com a paciente na posi¢ao sentada. Foram definidas como tabagistas
as pacientes com o habito de fumar diariamente, ndo importando o numero de cigarros
fumados. Foram consideradas ativas as mulheres que praticavam exercicios fisicos
aerdbicos de intensidade moderada, pelo menos 30 minutos, cinco vezes na semana, ou
exercicios de resisténcia trés dias por semana®. Foram consideradas com sindrome
metabdlica as mulheres que apresentaram trés ou mais critérios diagndsticos propostos
pelo US National Cholesterol Education Program (NCEP) / Adult Treatment Panel Il
(NCEP-ATP 111)?°: circunferéncia da cintura > 88 c¢m; triglicerideos > 150 mg/dL; HDL
colesterol < 50 mg/dL; pressdo arterial sanguinea > 135/85 mmHg; e glicemia de jejum

> 100 mg/dL.
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Protocolo de suplementagdo

Ap0s a selecdo inicial, todas as participantes receberam uma numeracao (1-160)
de acordo com a ordem de inclusdo no estudo. Um processo de randomizacdo
computadorizado centralizado foi conduzido empregando software especifico para o
protocolo do estudo (SAS for Windows, v. 9.2 using Procedure Plan). As participantes
foram randomizadas, em sequéncia de numeracdo pré-estabelecida, em dois grupos:
VD, com suplementacdo de vitamina D3 (n=80) e PL, usudrias de placebo (n=80). Os
investigadores e as participantes ndo tinham conhecimento prévio dos referidos grupos
e das diferentes numeracgdes, apenas o farmacéutico responsavel pela manipula¢do do
placebo. Assim, 80 mulheres receberam 1.000 Ul de VD (colecalciferol), cinco gotas via
oral (cada gota contém 200 Ul, frasco de 20 ml), durante nove meses. As outras 80
mulheres receberam placebo (composicdo de dgua e 6leo mineral com esséncia de
limdo, em 20 ml), com mesma caracteristica e sabor, cinco gotas, via oral. Os frascos
foram idénticos, embalados e numerados em cédigo pelo farmacéutico para nao
identificacdo do grupo pelos participantes do estudo (Figura 1). Para o controle da
suplementacdo, as pacientes foram orientadas a trazer os frascos a cada retorno para
contabilizar a medicacdo usada e determinar a aderéncia. O tempo de seguimento foi
de 9 meses com avaliagdes clinicas em dois momentos, inicial e final. O fluxograma

mostra o recrutamento e randomizagdo das participantes (Figura 2).
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Figura 1 — A semelhanga dos suplementos e a maneira como foi entregue para as

pacientes.
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383 pacientes

avaliadas
223 Pacientes excluidas:
- Critérios Nao-Inclusao (n=137)
- Dados incompletos (n=26)
- Recusa participagao (n=57)
160 pacientes

randomizadas

— L

80 pacientes 80 pacientes

Vitamina D Placebo
10 descontinuaram: 11 descontinuaram:
-Perda de seguimento (n=3) -Perda de seguimento (n=6)
-N3o colheram exames (n=5) -Ndo colheram exames (n=3)
-N3o aderéncia (n=2) -Nao aderéncia (n=2)

70 pacientes 69 pacientes

analisadas analisadas

Figura 2- Fluxograma das pacientes incluidas no estudo

30



Avaliagdo antropométrica

Foram obtidos os seguintes dados para avaliacdo antropométrica: peso, altura,
indice de massa corpdrea (IMC= peso/altura®) e circunferéncia da cintura. Para
mensuracdo do peso, foi utilizada balanca antropométrica eletronica microdigital tipo
plataforma (Filizola®, Brasil), com capacidade de 150 kg com precis3o 0,1 Kg e 0,5 cm
(peso e estatura), com a paciente descalca e com o minimo de roupa. Para medir a
estatura, a paciente permaneceu com os bragos ao longo do corpo ereto, mantendo os
olhos fixos em plano horizontal paralelo ao chdo, medida por haste vertical com
graduacdo de 0,5 cm, acoplada a balanga. Foram empregados os critérios da World
Health Organization de 2002 para classificacdo das pacientes, conforme o IMC: menor
que 18,5 kg/m? como baixo peso, de 18,5 a 24,9 kg/m? normal, de 25 a 29,9 kg/m?
sobrepeso, de 30 a 34,9 kg/m? obesidade grau |, de 35 a 39,9 kg/m? obesidade grau ll e
maior ou igual a 40 kg/m? obesidade grau lll. Para a medida da cintura foi empregada a
menor circunferéncia entre a ultima costela e a crista iliaca antero-superior, sendo a
leitura feita no momento da expiracdo. Foi considerada aumentada acima de 88 cm?®,

Para o estudo da composicdo corporal foi utilizado a absortometria radiolégica
de feixes duplos de energia (DXA) no momento inicial e apds nove meses, pelo
densitdmetro Lunar Prodigy Primo (General Eletric®, Madison, USA). A precisdo para
avaliacdo da massa livre de gordura é 1% e para a massa gordurosa 2%.%1° Para minimizar
a variacdo inter-avaliador, todos os exames foram realizados pelo mesmo observador.
Foram avaliadas a massa muscular total e a porcentagem de gordura corporal,
determinado em gramas sobre adrea ou volume (g/cm?). Os valores de referéncia
satisfatorios sdo > 38,9 kg para massa muscular total, e 37,3% para gordura corporal

total, em individuos com idade acima de 50 anos*!!. A regido do membro superior foi
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definida como a regido que estende da cabeca do umero a falange distal dos dedos. O
ponto de referéncia entre a cabeca do Umero e a escapula foi posicionado na fossa
glendide. A regido de perna foi definida como a regido que estende da borda inferior da
tuberosidade isquidtica a falange distal dos dedos do pé. A massa gorda e a massa livre
de gordura foram definidas como a regido que estende dos ombros até a falange distal

dos pés.

Avaliagdo Laboratorial

Amostras sanguineas foram colhidas nos momentos basal e 9 meses, pela
manha, apds 12 horas de jejum. Por meio de pungdo venosa, em sistema fechado a
vacuo (Vacutainer ®, England), foram obtidos 20 ml de sangue, diretamente em um tubo
seco (10 ml) com gel separador de soro e um tubo heparinizado com EDTA (10 ml) para
obtencdo de plasma. Ao final de cada colheita, foram centrifugadas por 10 min (3.000
rpm). Um tubo com o soro obtido seguiu para dosagens bioquimicas imediatas e outro
tubo com plasma foi congelado a -80°C até a dosagem da VD (plasma).

Foi realizada avaliacdo do perfil lipidico pela mensuracdo de colesterol total (CT),
HDL, LDL e triglicerideos (TG), além de dosagens de glicose, insulina e creatinina. Todas
as avaliagdes bioquimicas foram realizadas pelo Laboratdrio de Analises Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu. As mensurag¢des de triglicerideos, colesterol total,
HDL, LDL e glicose foram processadas pelo analisador bioquimico automadtico
(Technicon®, RA-XT System; Global Medical Instrumentation, Minessota, USA) e
guantificadas pelo método enzimatico colorimétrico, utilizando-se reagentes comerciais
especificos (Sera-Pak®, Bayer Corporation, Diagnostics Division, NY, USA). O método é

linear até 800 mg/dL para TG e 900 mg/dL para CT. O LDL foi calculado pela férmula de
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Friedewald et al.l’? que apresenta limitacdo de uso, quando os valores de TG sdo
superiores a 400 mg/dL. O LDL foi obtido, subtraindo-se o valor do CT, da soma do HDL
e do TG dividido por cinco. Os valores considerados 6timos foram: CT < 200 mg/dL, HDL
> 50mg/dL, LDL < 100 mg/dL, TG < 150 mg/dL, glicose < 100mg/dL.?°> Para dosagem de
creatinina foi empregado o método da quimica seca com equipamento de
automatizacdo, modelo Vitrus 950° (Johnson-Johnson, Rochester, NY, USA). Os valores
da concentracdo sérica da creatinina foram considerados dentro do limite da
normalidade de 0,7 a 1,2 mg/dL. A insulina foi quantificada pelo Sistema Immulite®
(DPC® USA), que emprega imunoensaio, em fase sélida, por quimioluminescéncia, para
uso em analisador automadtico, designado para leitura quantitativa. A taxa de
normalidade segundo o método empregado foi de 6,0 a 27,0 ulU/ml. Para a avaliacdo
da resisténcia insulinica (RI) foi utilizado método baseado em medida estatica com dois
constituintes plasmaticos (insulina e glicose de jejum). O HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment-Insulin Resistant) foi calculado pela férmula: Insulina (uUI/mL) x glicose de

jejum (mg/dl) / 405. Valores que indicam Rl foi definido como HOMA-IR > 2,71.113

Andlise de Vitamina D

Os valores de 25(0OH)D foram dosados no momento basal e aos 9 meses (para
avaliar a biodisponibilidade e aderéncia ao tratamento). A 25(0OH)D foi dosada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), pelo sistema HPLC Isocratico com
injetor manual Rheodyne®, modelo 7725i, com loop de 20 uL e detector de UV-VIS
Waters, modelo M-484, com coluna RP 18 com 4.0 mm x 15 cm e particulas de 5 micros

(Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, MO, USA). O limite de detecc¢do foi de 2,5 ng/mle o
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coeficiente de variacdo < 7,0%. Foram considerados suficientes valores de 25(0H)D > 30
ng/mL, insuficiéncia de 21 a 29 ng/mL e deficiéncia < 20 ng/mL.**> Todas as dosagens

foram realizadas em Unico momento para minimizar variagdes inter-ensaios.

Andlise Estatistica

O método de andlise estatistica utilizado foi por Inten¢do de Tratamento (ITT). A
partir dos dados foram construidas tabelas das varidveis clinicas e dos parametros
avaliados. As varidveis foram analisadas quanto a normalidade de distribuicdo pelo
Teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade pelo Teste de Levene. Para analise dos dados
foram calculados a média e o desvio-padrao para varidveis quantitativas e, a frequéncia
e a porcentagem para varidveis qualitativas. Para comparag¢do entre os grupos em
relacdo as caracteristicas iniciais foi empregado o Teste t-student (varidveis
quantitativas), distribuicdo Gama (varidveis quantitativas assimétricas) e o teste do Qui-
quadrado (varidveis qualitativas). Na comparac¢do dos parametros antrompométricos e
bioquimicos entre os momentos (basal e 9 meses) e entre os grupos, utilizou-se o
delineamento em medidas repetidas no tempo (ANOVA) seguido pelo Teste de
comparacdao multipla de Tukey ajustado para interagdo entre grupo x momento.

Andlise multivariada por regressdo logistica binaria foi realizada considerando
um intervalo de confianca (IC) de 95% e calculando os respectivos odds ratios (OR). O
grupo de mulheres suplementado com VD foi considerado como resposta (variavel
dependente) em comparacdo as mulheres do grupo placebo, para avaliar a possivel
associacao entre as variaveis que influenciam o risco da SM (varidveis dependentes) e
os grupos de intervencdo, ajustados pela idade, tempo de menopausa e IMC (varidveis
confundidoras). Em todos os testes foi adotado o nivel de significancia de 5% ou o P-
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valor correspondente. As analises foram realizadas utilizando-se o programa Statistical
Analyses System (SAS), versdo 9.2, pelo Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da
Faculdade de Medicina de Botucatu que deu o atendimento metodoldgico e conduziu

os procedimentos estatisticos.

35



4. Resultados

4.1. Artigo Original 1.

Isolated vitamin D supplementation improves the metabolic syndrome risk profile in

postmenopausal women: a randomized, double-blind, placebo-controlled trial
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of isolated vitamin D (Vd) supplementation on the
metabolic syndrome (MetS) risk profile in postmenopausal women.

Design: A randomized, double-blind, placebo-controlled trial

Setting: University Hospital in Southeastern Brazil.

Population: A total of 160 postmenopausal women (amenorrhea = 12 months, aged 50-
65 years), randomized into two groups: Vd group, vitamin D3 supplementation
1,0001U/day orally (n=80) or placebo group (n=80).

Methods: The intervention time was 9 months, with assessments at baseline and
endpoint. Clinical and anthropometric data were collected. Lean body mass and body
fat were estimated by DXA. The plasma concentration of 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D]
was measured by HPLC. Biochemical parameters, including total cholesterol, HDL, LDL,
triglycerides, glucose, and insulin were measured.

Main Outcome Measures: Vitamin D supplementation on diagnostic criteria for MetS.
Results: After 9 months, there was a significant increase in the plasma 25(0OH)D levels
for Vd group (+45.4%, p<.001), and a decrease (-18.5%, p=0.049) in the placebo group.
In the Vd group, a significant reduction was observed in triglycerides (-12.2%, p=0.001),
insulin (-13.7%, p=0.008) and HOMA-IR (-17.9%, p=0.007). In the placebo group, there
was an increase in glucose (+6.2%, p=0.009). No significant differences were observed
in anthropometric characteristics between groups and between time points (p>0.05).
Analysis of the risk adjusted for age, time since menopause, and BMI showed that
women supplemented with Vd had a lower risk of MetS (OR 0.42; 95% ClI 0.21-0.83),
hypertriglyceridemia (OR 0.43; 95% ClI 0.22-0.85) and impaired glucose (OR 0.23; 95% ClI

0.10-0.52) compared to the placebo group (p<0.05).
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Conclusions: In postmenopausal women, isolated supplementation with 1,000lU of
vitamin D3 for 9 months was associated with a reduction in the MetS risk profile. Women
undergoing vitamin D supplementation had a lower risk of MetS, hypertriglyceridemia

and dysglicemia than women in the placebo group.

Keywords Vitamin D; Supplementation; Postmenopausal women; Metabolic syndrome.
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Introduction

Vitamin D, a fat-soluble vitamin, plays an important and recognized role in
parathyroid regulation, calcium/phosphorus homeostasis and bone mineralization.! The
identification of vitamin D receptor (VDR) in almost all human cells has proved the
association of vitamin D deficiency with various non-communicable chronic diseases
such as obesity, hypertension, diabetes, metabolic syndrome and cardiovascular disease
(CVD).?3 In the cardiovascular system, VDRs were found in the vascular smooth muscle,
endothelium and cardiomyocytes. Thus, evidence suggests that vitamin D deficiency is
a potential risk factor for CVD,*° the main cause of death in postmenopausal women.

Vitamin D deficiency and the increase in the prevalence of obesity are considered
important public health issues.® Obesity is a proinflammatory state that contributes to
insulin resistance; a condition suggested being the causal factor of dyslipidemia and
glucose intolerance.? Vitamin D deficiency can affect the normal metabolic functioning
of adipose tissue, having a significant impact on maintaining metabolic health.?
Metabolic syndrome (MetS) is defined by a set of metabolic risk factors that include
abdominal obesity, dyslipidemia, arterial hypertension, and dysglycemia.” This
syndrome affects approximately 50% of the female population above the age of 50 and
is associated with a three-fold increase in morbidity and mortality risk due to CVD.””?
MetS is associated with a metabolic disorder called insulin resistance, in which the
normal action of insulin is compromised.® In a meta-analysis of 28 studies, elevated
serum levels of 25(0OH)D were associated with a 55% reduction in diabetes incidence, a
51% lower risk of MetS, and a 33% lower risk of CVD.'° Measurement of 25(0OH)D is
suitable to evaluate and to monitor vitamin D nutritional status in the human organism

since serum levels are the main indicator of body reserves.!!
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Vitamin D deficiency plays key role in the pathophysiology of risk factors of MetS
which affect cardiovascular system, increase insulin resistance and obesity, and
stimulate renin—angiotensin—aldosterone system that cause hypertension.’%!? |n a
recent review study, the authors concluded that observational and prospective studies,
involving the general population of both genders, have indicated that MetS is associated
with vitamin D insufficiency.’> However available data from intervention studies were
not consistent to draw final conclusions on the effect of vitamin D supplementation on
risk factors of MetS. Since there is sufficient biologic plausibility to explain the role of
vitamin D in the prevention and treatment of MetS, more studies are required to be
carried out to establish the relationship.!> Moreover, there are few data in
postmenopausal women. Some observational studies have demonstrated an inverse
relationship between vitamin D and MetS in postmenopausal women.'3-1> On the other
hand, to our knowledge there are limited intervention studies with vitamin D
supplementation and MetS in health postmenopausal women. Based on these data, the
aim of this study was evaluate the effect of isolated vitamin D supplementation on the

MetsS risk profile in postmenopausal women.

Methods

Study design and sample selection

This study was a randomized, double-blind, placebo controlled clinical trial. The
population studied consisted of patients seen at the Climacteric and Menopause
Outpatient Clinic of the Botucatu Medical School—UNESP, from August, 2015 to

December, 2016. Women aged 50 to 65 years who have not had a menstrual period for
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at least 12 months were included. Exclusion criteria were: coronary artery disease
current or previous, cerebrovascular arterial disease, abdominal aortic stenosis or
aneurysm, insulin dependent diabetes, renal failure (creatinine >1.4 mg/dL), liver
disorders, cancer, abusive alcohol consumption, grade Ill obesity, and use of previous
vitamin D or hormone therapy. Informed consent was obtained from all the participants
and the study was approved by the Research Ethics Committee of the Botucatu Medical
School, Sao Paulo State University. The study was registered at and approved by the
Brazilian Clinical Trials Registry (ReBEC) under registration number RBR-4MHS32. This trial
was in accordance with the CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) 2010

statement.1®

Randomization and supplementation protocol

After initial screening, all participants were given a number (1-160) according to
their order of inclusion in the study. Central computer randomization was conducted
using specific software (SAS 9.2 for Windows using Procedure Plan). The women were
randomly assigned to two groups in a predetermined sequence: supplemented group
consisting of patients receiving vitamin D3 supplementation (n=80) and placebo group
consisting of patients receiving placebo (n=80). All participants started simultaneously
in February/March 2016. The investigator and the patients were unaware of the group
allocation and different numbers (blinding); only the pharmacist responsible for
manipulation of the placebo knew to which group the patients belonged. Thus, 80
patients received five oral drops (each drop containing 200 IU, 20-ml flask) of 1,000 IU
of vitamin D3 (cholecalciferol, DePura®, Sanofi-Aventis, Brazil). The remaining 80

patients received five oral drops of placebo with the same characteristics and flavor (1%
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powdered lemon flavor, 0.2 % EDTA, liquid flavor gs, and liquid petrolatum qgsp in 20

ml). The flasks were identical and were packed and coded by the pharmacist so that the

participants could not identify the group. The participants were asked to return the

flasks during each visit (every 3 months) to determine the amount of unused medication

and compliance. The time of follow-up was 9 months and the patients were submitted

to clinical evaluation at baseline and endpoint. The flow chart shows the recruitment

and randomization of the participants (Figure 1).

323 Women
screened

Excluded:

- Not meeting inclusion

criteria (n=137)
- Incomplete data (n=26)

Randomized
N=160

——

Intention to treat n=80
Per protocol n=70

Vitamin D Placebo
n=80 n=80
Discontinued intervention: Discontinued intervention:
- Missed follow-up (n=3) -Missed follow-up (n=6)
-Did not take exams (n=>5) -Did not take exams (n=3)
- Excluded due to medical - Excluded due to medical
reasons (n=2) reasons (n=2)
Analized Analized

Intention to treat n=80
Per protocol n=69

Figure 1- Flow chart of women included in the study.
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Clinical and Anthropometric Measurements

All participants underwent individual interviews in which the following data were
collected: age, time since menopause, current smoking, personal history of
hypertension, diabetes and CVD, use of medications, blood pressure and physical
activity. Smokers were defined as people who reported smoking regardless of the
number of cigarettes smoked. Women who practiced aerobic physical exercise of
moderate intensity for at least 30 min, five times a week, or resistance exercise three
times a week were considered to be active. MetS was defined as the presence of three
or more of the following diagnostic criteria proposed by the US National Cholesterol
Education Program/Adult Treatment Panel III:'® waist circumference >88 cm;
triglycerides >150 mg/dL; HDL <50 mg/dL; blood pressure >130/85 mmHg or under
therapy; fasting glucose >100 mg/dL or under therapy.

The anthropometric data included weight, height, body mass index
(BMI=weight/height2) and waist circumference (WC). The World Health Organization
criteria were used to classify BMI: normal, <24.9 kg/m2; overweight, 25-29.9 kg/m2;
grade | obesity, 30—34.9 kg/m2; grade Il obesity, 35-39.9 kg/m2; grade lll obesity, 40
kg/m2 or more. WC was measured at the midpoint between the lowest rib and the top
of theiliac crest. The patients were advised to remain in the orthostatic position and the
reading was performed at the moment of exhalation. This measurement was performed
by a single evaluator. Any WC exceeding 88 cm was considered high.’

Lean body mass and body fat were estimated by total-body dual-energy X-ray
absorptiometry (DXA) at baseline and after 9 months using a Lunar Prodigy Primo

densitometer (General Electric®, Madison, WI, USA). The results are reported as gram
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per area or volume (g/cm2). The precision of the method is 1% for fat-free mass and 2%
for fat mass.'8 All tests were performed by the same examiner to minimize interobserver
variation. Satisfactory reference values are 238.9 kg for total lean mass and <37.3 % for
total body fat in individuals older than 50 years. Fat mass and fat free mass were

measured in the region extending from the shoulders to the distal phalanx of the feet.

Laboratory assessment

Serum levels of creatinine, triglycerides, total cholesterol, HDL, glucose and
insulin were determined at baseline and after 9 months. Blood samples were collected
from each participant after a 12-hour fast. Triglycerides, total cholesterol, HDL and
glucose measurements were processed by an automated analyzer (Technicon®, RA-XT
System; Global Medical Instrumentation, Minessota, USA) and quantified by the
colorimetric enzymatic method, using specific commercial reagents (Sera-Pak®, Bayer
Corporation, Diagnostics Division, NY, USA). LDL was calculated by subtracting total
cholesterol from the sum of HDL and triglycerides and dividing the result by five. The
values considered to be optimal were as follows: total cholesterol < 200 mg/dL, HDL >
50mg/dL, LDL < 100 mg/dL, triglycerides < 150 mg/dL, and glucose < 100mg/dL.1®
Creatinine was measured by dry chemistry in an automated Vitrus 950 analyzer
(Johnson-Johnson, Rochester, NY). Serum creatinine concentration values were
considered within the normal range of 0.7 to 1.2 mg/dL. Insulin was measured by
chemoluminescence with an automated Immulite 2000° immunoassay system
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA). The normal range according to
the method employed was 6.0 to 27.0 plU/mL. Insulin resistance was evaluated based

on the statistical measurement of two plasma components (insulin and fasting glucose).
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The homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) was calculated
using the following formula: insulin (mIU/mL) x glucose (mg/dL)/405. Insulin resistance
was defined as HOMA-IR >2.71.

The plasma concentrations of 25(0H)D were measured at baseline and after 9
months for the evaluation of bioavailability and treatment compliance. The 25(0OH)D
concentrations were determined by high-performance liquid chromatography (HPLC)
using an isocratic HPLC system equipped with a Rheodyne® manual injector (model
7725i), a 20-pl loop, and a Waters UV—vis detector (model M-484). An RP 18 column
(4.0mmx15 cm, 5-umparticle size; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used. The
detection limit was 2.5 ng/ml and the coefficient of variation was <7 %. Serum 25(0OH)D
levels were classified as normal (230 ng/mL), insufficiency (20—29 ng/mL) and deficiency

(<20 ng/mL).*®

Statistical analysis

Sample size calculation was based on the study of Zittermann et al.,?° which
demonstrated a reduction in mean triglycerides levels after supplementation with
vitamin D (basal 125 * 59 mg/dL and final 104 + 50 mg/dL). Assuming a 95% confidence
interval, power of the test of 80%, a minimum of 119 women was estimated. Considering
a 20% loss to follow-up, the sample size adopted was 80 women per group. Intention-
to-treat analysis was used as the statistical. The Shapiro-Walk test was used to
determine whether the variables showed a normal distribution and the Levene test to
determine homogeneity. The mean and standard deviation were calculated for
guantitative variables, and frequency and percentage for qualitative variables. The initial

clinical, anthropometric and biochemical variables were compared between groups by
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the Student’s t test and Gamma distribution (asymmetric). The frequencies of
categorical data were compared by the %2 test. To compare the anthropometric, and
biochemical variables between time points (baseline and after 9 months) and between
groups, a repeated measures design over time (analysis of variance, ANOVA) was used,
followed by Tukey’s multiple comparisons test adjusted for the group-time interaction.
Multivariate analysis by binary logistic regression was performed considering a
confiance interval (Cl) of 95% and calculating the respective odds ratios (OR). The group
of women using vitamin D was considered as the response compared to women of the
placebo group to evaluate the possible association between the variables influencing
the risk for MetS (dependent variables) and the intervention groups, adjusted for age,
time since menopause, and BMI (confounding variables). A level of significance of 5% or
the corresponding P value was adopted in all tests. The analyses were performed using

the Statistical Analysis System 9.2 program (SAS).

Results

Of 323 invited patients, 160 were included in the study (Figure 1). For the
participants who completed the study, adherence was 92% for the study medication
(vitamin D3 or placebo). No differences in adherence were observed between the
treatment groups. Of the 160 women analyzed, 21 discontinued the study before 9
months (Figure 1). Reported adverse events were few, mild, and equally distributed
between the supplementation groups and the placebo group. In the vitamin D group,
two participants, and in the placebo group, three participants discontinued the study
due to gastrointestinal complaints and epigastric pain. No other adverse effects were

reported.
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The comparison of the baseline clinical, anthropometric, and laboratory
characteristics between groups, vitamin D supplementation (n=80) and placebo (n=80),
is shown in Table 1. The groups were homogenous in terms of all variables studied
(p>0.05). The mean age of the patients included was 58.8 + 6.6 years in the
supplemented group and 59.3 + 6.7 years in the placebo group, with time since
menopause of 12.0 £ 8.8 and 12.3 £ 8.4 years, respectively. In both groups, the patients
were classified on average as overweight (BMI 25 to 29.9 kg/m2) and as having central
fat deposition (waist circumference >88 cm). The mean values of 25(0OH)D indicated
vitamin D insufficiency (< 20.0 ng/mL). And there was no difference in the occurrence of
MetS between vitamin D group (28.7%) and placebo group (35%) (p=0.063) (Table 1).

Tables 2 and 3 showed the comparison of anthropometric and laboratory
parameters between groups and time points. In the comparison of the anthropometric
characteristics between groups and between time points no significant differences were
observed in all analyzed parameters (p>0.05) (Table 2). At the final evaluation, after 9
months-treatment, there was a significant increase in the plasma 25(OH)D levels for the
group supplemented with vitamin D, with a positive variation of 45.4% (p<.001).
Moreover, for the placebo group, there was a decrease of 25(0OH)D levels, with a
negative variation of 18.5% (p=0.049), with a significant difference between the groups
and between the final moment (Table 3). In the vitamin D group, a significant reduction
was observed in triglycerides (-12.2%, p=0.001), with a significant difference between
the groups after 9 months-treatment. There was also a significant decreased in the
insulin (-13.7%, p=0.008) and HOMA-IR (17.9%, p=0.007), only in the group
supplemented with vitamin D, however with no difference between the groups at the

end of the intervention. On the other hand, in the placebo group there was an increase
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in glucose (+6.2%, p=0.009), with a significant difference between the groups and
between the final moment (p<0.001) (Table 3).

In the endpoint, according to the NCEP/ATP Ill which considers the presence of
three or more criteria for diagnosis, 24% of the women supplemented with vitamin D
and 40.0% of women of the placebo group were classified as having MetS. This
difference in the prevalence of MetS between groups was significant (p=0.012) (Table
4). Analysis of the risk adjusted for age, time since menopause, and BMI showed that
women supplemented with vitamin D had a lower risk of MetS (OR 0.42; 95% Cl 0.21-
0.83), hypertriglyceridemia (OR 0.43; 95% Cl 0.22-0.85) and impaired glucose (OR 0.23;

95% Cl 0.10-0.52) compared to the placebo group (p<0.05) (Table 4).
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Table 1. Comparison of initial clinical, anthropometric and laboratory characteristics
among postmenopausal women submitted to vitamin D supplementation (n=80) or

placebo (n=80).

Parameters Vitamin D Placebo P*value
Age (years) 58.8 (6.6) 59.3(6.7) 0.6542
Menopause age (years) 46.8 (6.2) 46.9 (5.6) 0.8822
Menopause time (years) 12.0 (8.8) 12.3 (8.4) 0.804°
SBP (mmHg) 134.3 (19.8) 136.5 (21.0) 0.4992
DBP (mmHg) 81.5 (12.6) 81.0 (10.8) 0.7943
BMI (kg/m?) 29.4 (5.4) 29.9 (4.7) 0.5052
Waist Circunference (cm) 94.0(12.1) 94.1 (10.3) 0.9942
25(0H)D (ng/mL) 15.0 (7.5) 16.9 (6.7) 0.086?
Creatinine (mg/dL) 0.7 (0.2) 0.7 (0.1) 0.955?
Glucose (mg/dL) 92.5(10.6) 93.5(10.9) 0.5642
Insulin (uU1/mL) 11.7 (8.1) 10.1 (5.8) 0.085°
HOMA-IR 2.7 (2.1) 2.4 (1.5) 0.125°
Total Cholesterol (mg/dL) 211.3 (48.6) 210.0(39.7) 0.855?
HDL (mg/dL) 51.2 (12.2) 50.6 (12.3) 0.762°
LDL (mg/dL) 128.9 (39.7) 129.7 (35.0) 0.8852
Triglycerides (mg/dL) 155.5 (92.7) 165.3 (71.1) 0.399°
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Smoking n(%) 21 (26.2)

Physical exercise n(%) 25(31.2)
Hypertension n(%) 44 (55.0)
Diabetes n(%) 12 (15.0)
Metabolic Syndrome, n(%) 23 (28.7)

19 (23.8)
21 (26.2)
49 (61.2)
16 (20.0)

28 (35.0)

0.457¢

0.428¢

0.423¢

0.405°¢

0.063°¢

Data are presented as Mean values (standard deviation) or number (%). SBP, systolic blood pressure; DBP,

diastolic blood pressure; BMI, body mass index; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment-Insulin

Resistant; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; 25(0H)D, 25-hydroxyvitamin D.

*Significant difference if P<0.05 (*t-Student test, PGama distribution test or “Chi-square test).
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Table 2. Comparison of the anthropometric characteristics among postmenopausal
women submitted to vitamin D supplementation (n=80) or placebo (n=80) at baseline

and after nine months of intervention.

Indicator/Group Baseline 9 months  Variation (%) P * value

SBP (mmHg)

Placebo 136.5(21.0)®  139.0(20.3)° 2.5 (1.8%) 0.850
Vitamin D 134.3 (19.8)  130.6 (16.5)° -3.7 (-2.8%) 0.233
DBP (mmHg)

Placebo 81.0(10.8)° 81.3 (10.1)° 0.3 (0.4%) 0.998
Vitamin D 81.5(12.6)° 79.8 (11.1)2 -1.7 (-2.1%) 0.773
BMI (kg/m?)

Placebo 29.9 (4.7)° 30.1(4.6)° 0.2 (0.7%) 0.993
Vitamin D 29.4 (5.4)2 29.5(5.4)2 0.1 (0.3%) 0.999

Waist Circunference (cm)

Placebo 94.1(10.3)2  94.5(10.6)2 0.4 (0.4%) 0.991
Vitamin D 94.0 (12.1)>  92.9(12.3)2 1.1 (-1.2%) 0.928
Body fat (%)

Placebo 43.5 (6.4)° 43.4(6.6)  -0.13 (-0.3%) 0.999
Vitamin D 42.6 (7.4) 2 42.7(7.8)2  0.07 (0.2%) 0.999

Total lean mass (kg)
Placebo 39.5(5.3) 2 38.9(4.8)2  -0.55(-1.4%) 0.904

Vitamin D 38.4(5.2) 2 38.9(5.4)*  0.53(1.3%) 0.915

Data are presented as Mean values (standard deviation). SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood
pressure; BMI, body mass index.

#Absolute variation: final values subtracted from baseline values.

* P -value shows the significant difference between moments (P<0.05) and (a,b) show significant
differences between groups and (a,a) without difference (P >0.05) (ANOVA in repeated measures design

followed by adjusted Tukey’s test).
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Table 3. Comparison of the biochemical characteristics among postmenopausal women

submitted to vitamin D supplementation (n=80) or placebo (n=69) at baseline and after

nine months of intervention.

Indicator/Group Baseline 9 months Variation (%) P * value
25(0OH)D (ng/mL)

Placebo 16.9 (6.7) @ 13.8(5.9) @ -3.2(-18.5%) 0.049
Vitamin D 15.0 (7.5) @ 27.5(10.4) b 12.5 (45.4%) <0.001
Total Cholesterol (mg/dL)

Placebo 210.0 (39.7)® 213.5 (40.6)° 3.5(1.6%) 0.969
Vitamin D 211.3 (48.6)° 196.3 (42.3)° -15.0 (-7.1%) 0.240
HDL (mg/dL)

Placebo 50.6 (12.3)°® 50.4 (13.8)°® -0.2 (-0.4%) 0.997
Vitamin D 51.2 (12.2)2 54.3 (13.0)° 3.1 (5.7%) 0.433
LDL (mg/dlL)

Placebo 129.7 (35.0) 126.8 (43.3)2 -2.9 (-2.2%) 0.966
Vitamin D 128.9 (39.7) 118.3(33.6)2  -10.6 (-8.2%) 0.331
Triglycerides (mg/dL)

Placebo 165.3 (71.1)2 167.9 (75.2) 2 2.6 (1.5%) 0.732
Vitamin D 155.5 (92.7) 2 136.5 (68.1)°  -19.0 (-12.2%) 0.001
Glucose (mg/dL)

Placebo 93.5(10.9)? 99.6 (15.6) 2 6.1 (6.2%) 0.009
Vitamin D 92.5 (10.6)? 92.0 (8.5)° 0.5 (0.5%) 0.994
Insulin (uUI/mL)

Placebo 10.1 (5.8)® 10.6 (6.7)® 0.6 (4.7%) 0.344
Vitamina D 11.7 (8.1)® 10.1 (7.6)° -1.6 (-13.7%) 0.008
HOMA-IR

Placebo 2.4 (1.5)2 2.7 (1.5)2 0.3 (11.1%) 0.054
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Vitamin D 2.8(2.1)° 2.3(1.6)° -0.5 (-17.9%) 0.007

Data are presented as Mean values (standard deviation).

HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment-Insulin Resistant; HDL, high density lipoprotein; LDL, low
density lipoprotein; 25(0OH)D, 25-hydroxyvitamin D.

#Absolute variation: final values subtracted from baseline values.

* P -value shows the significant difference between moments (P<0.05) and (a,b) show significant

differences between groups and (a,a) without difference (P >0.05) (ANOVA in repeated measures design

followed by adjusted Tukey’s test).
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Table 4. Association between the presence of metabolic syndrome and its clinical and

laboratory components among postmenopausal women submitted to vitamin D

supplementation or placebo after nine months of intervention.

Vitamin D Placebo
Parameters n (%) n (%) OR (95%)* P value**
Metabolic Syndrome 20 (25.0) 32 (40.0) 0.42 (0.21-0.83) 0.012
WC (> 88cm) 49 (61.2) 60 (75.0) 0.53 (0.27-1.04) 0.062
Triglycerides (2150mg/d|) 21 (26.2) 37 (46.2) 0.43 (0.22-0.85) 0.014
HDL (<50 mg/dl) 28 (35.0) 34 (42.5) 0.59 (0.30-1.17) 0.132
Glucose (2100 mg/dl) 9 (11.3) 28 (35.0) 0.23 (0.10-0.52) 0.0003
BP (= 135/85 mmHg) 18 (22.5) 23 (28.7) 0.72 (0.35-1.46) 0.365

Values are expressed as n (%).

OR, odds ratio; WC, waist circumference; HDL, high density lipoprotein; BP, blood pressure.

* Odds Ratio (OR) adjusted for age, time of menopause, and body mass index.

**Significantly different if p < 0.05 (Logistic regression).
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Discussion

Main findings

In this study, isolated supplementation with 1,000 IU of vitamin D3 for 9 months
was associated with a reduction in the MetS risk profile in postmenopausal women.
Women undergoing vitamin D supplementation had a lower risk of MetS,
hypertriglyceridemia and dysglicemia when compared to women in the placebo group,
even after adjusting for different factors. The high prevalence of a poor vitamin D status
has gained much public health interest because of its association with CVD conditions,
including arterial hypertension, diabetes, and the MetS.?! A meta-analysis evaluating the
association of vitamin D with MetS and diabetes included 17 prospective studies with
210,107 participants and 15,899 metabolic events. The mean time of follow-up was 10
years. The results showed an inverse association between 25(OH)D concentrations and
the risk for diabetes, insulin resistance, and MetS. The authors concluded that
interventions designed to maintain serum vitamin D levels within the adequate range

might be useful to prevent metabolic diseases.??

Strengths and limitations

The strengths of the present study include its prospective, double-blind, placebo-
controlled design and sample metabolic biomarkers that were evaluated in healthy
postmenopausal women. Consequently, our results may be more relevant to the
population of postmenopausal women living in the community than studies focused on
people who have specific diseases. The duration of the intervention and the dose

administered were also sufficient to cause measurable increases in serum 25(OH)D
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values. This study also showed high adherence rates (92% of the participants), with no
differences between the intervention groups (vitamin D or placebo). And, the use of
HPLC for the measurement of 25(0OH)D, which is more sensitive in detecting VD in
plasma. Moreover, the present study has some limitations. The first is related to the
representativeness of the sample. Since a group of postmenopausal women attending a
public health service were studied, it can be assumed that they are periodically seen by
medical professionals and have constant access to general healthcare. The second, our
results cannot be generalized to other racial/ethnic groups, or for postmenopausal

women with other diseases or who are frail and institutionalized.

Interpretation

There are several possible physiopathological mechanisms that could explain the
effect of vitamin D on the components of MetS. The most plausible explanation is that
VD influences insulin secretion and sensitivity, which play a major role in MetS. Different
biological factors support the association of vitamin D deficiency with insulin resistance
and diabetes. In humans, polymorphisms in the VDR genes have been associated with
variations in insulin secretion and sensitivity.?3 The pancreas possesses VDR in insulin-
secreting pancreatic beta cells and 1a-hydroxylase, and so has capacity to convert
circulating 25(0OH)D to 1,25 dihydroxyvitamin D [1,25[OH]2D], the active form of vitamin
D and is responsible for physiologic functions.’> Moreover, the VDR and vitamin D
metabolizing enzymes are expressed in adipocytes and skeletal muscle.?#%> Vitamin D
may also affect indirectly insulin sensitivity in skeletal muscle and adipose tissue by
regulating the levels of extracellular calcium, which is essential for insulin-mediated

intracellular processes.?®
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Results from our study suggest that in postmenopausal women, vitamin D
supplementation may play a role in the reduction of the MetS risk profile. The women
supplemented with vitamin D had a reduction in blood insulin levels (-13.7%) and
HOMA-IR (-17.9%). On the other hand, in the placebo group there was an increase in
blood glucose levels (+6.2%), with a significant difference between the groups. However
studies in postmenopausal women are scarce to compare the results of this study. The
few randomized controlled trials (RCT) that are published in this field were conducted in
both genders, with patients suffering from type 2 diabetes, elderly and obese
individuals, or patients using high therapeutic doses of vitamin D.?’ In a randomized,
placebo-controlled trial supplementation with 4,000 IU of vitamin D3 per day for 12
weeks successfully improved vitamin D insufficiency, insulin secretion and sensitivity in
89 overweight or obese subjects with pre diabetes.?® Improvement in serum insulin and
HOMA-IR with reduction in insulin resistance was reported in 100 patients with type 2
diabetes supplemented with 50,000 IU of vitamin orally per week for the period of 8
weeks.?® Recent study assessed whether vitamin D supplementation could be used to
improve glucose metabolism, and components of MetS. Adults (n=22, aged 21 to 75
years) with type Il diabetes, hypovitaminosis D and insulin resistance (HOMA-IR > 2)
were randomly assigned to either supplementation with vitamin D 5,000 IU/day or
placebo, for 12 weeks. A significant improvement was observed in the HOMA-IR with
vitamin D supplementation compared to baseline. Changes in BMI, WC, diastolic BP and
lipid profile (HDL, LDL, TG, and cholesterol) did not differ between the groups.3°

In the present study, after 9 months-treatment, there was a decrease in blood
triglycerides levels (-12.2%, p=0.001), with a significant difference when compared to

the placebo group. One possible mechanism underlying the inverse association between
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serum lipids and vitamin D levels is likely to be related to a reduction in the intestinal
absorption and synthesis of lipids, and to a decrease in lipolysis with increasing 25(0OH)D
concentrations.3! In recent cross-sectional study, Schmitt et al.!> evaluated the
association between vitamin D deficiency and risk factors for MetS in 463
postmenopausal women. Women with low 25(OH)D levels had higher triglycerides,
insulin and HOMA-IR levels. MetS was detected in 57.8% of women with
hypovitaminosis D and in 39.8% of those with sufficient VD. A low 25(OH)D level
(<30ng/mL) was significantly associated with MetS (OR 1.90), high triglycerides (OR 1.55)
and low HDL (OR 1.60), compared to sufficient 25(0H)D levels.' In a literature review,
observational studies showed that subjects with high serum 25(OH)D levels had a more
favorable lipid profile than those with deficiency. However, the intervention studies
gave divergent results with some showing a positive and some a negative effect of VD
supplementation32. Similar to our findings, Zittermann et al.,?° evaluating 82 subjects
(47.4 year, 62% women) in the vitamin D group (300 IU vitamin D3/day) and 83 subjects
(48.8 year, 72% women) in the placebo group, observed a significant decrease in serum
triglycerides (-13.5%) as compared with the placebo group (+3.0%).2° Another
randomized, controlled, double-blind study assessed the effect of high-dose vitamin D
supplementation (50,000 IU weekly) on cardiometabolic risk factors in 80 subjects (41
years, 51% women) with MetS. After 4 months, serum 25(OH)D concentration was
increased in intervention group, while it was decreased in placebo group. There was a
significant decrease in triglycerides concentration. Other metabolic or anthropometric
factors did not change significantly.33

On the other hand, Wood et al.,3* in placebo-controlled trial, evaluating 305

postmenopausal women (60-70 years), observed that daily supplementation with
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vitamin D (400 or 1000 IU) had no effect on total cholesterol, HDL, LDL, triglycerides,
insulin resistance, or inflammatory markers.3* Randomized, placebo-controlled study
evaluated the impact of VD on glucose homeostasis in 47 patients with type 2 diabetes
mellitus (66 years, 53% womem), assigned into two groups: oral daily supplementation
with vitamin D at a dose of 1000 U/day for 12 months or matching placebo capsules.
Glucose homeostasis parameters, leptin and adiponectin did not change in both
groups.3> A recent randomized placebo controlled trial evaluated 126 subjects (49 years,
46% women) with MetS and vitamin D deficiency, allocated to receive either a daily oral
tablet contain 700 IU VD or placebo. There were significantly higher serum 25(OH)D in
the treated group, but no significant effect was observed for the metabolic variables
which included body mass index, blood pressure, blood glucose and lipids in both
treatment and placebo groups. For authors, further studies are warranted in order to
elucidate the cause-effect relation between vitamin D status, obesity and related
metabolic disorders.3® The discrepancies can be explained by different doses or type of
vitamin D given, characteristics or number of subjects included, or duration of the
studies.

In our study, no change in blood pressure and in anthropometric measures was
observed between VD group and placebo group. Our result was in line with previous
clinical trials.3033343637 However, in some other clinical trials, improvement of
anthropometric measures and blood pressure resulted. It seems that there needs to be
a long time to observe the treatment effect of vitamin D supplementation on
anthropometric measures. The inconsistent results could be due to the length of the
studies and types of supplementations. A meta-analysis of four RCTs found a reduction

of 2.44 mmHg in SBP in vitamin D-treated subjects without any significant decrease in
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DBP.38 Pfeifer et al. reported a decrease of 9% in SBP in severely vitamin D-deficient
women with calcium and vitamin D supplementation.?®* Some physiologic mechanisms
for the effects of vitamin D were explained, such as the regulation of the renin—
angiotensin system, and calcium absorption together with parathyroid hormone.3%4°
Well-designed clinical trials are needed to show whether or not there is a causal role of

vitamin D supplementation on decreasing blood pressure.

Conclusion

The isolated and daily supplementation of 1,000 Ul of vitamin D3z for 9 months in
postmenopausal women was associated with a reduction in the metabolic syndrome
risk profile. The hypothesis that the vitamin D supplementation may lead to a reduction
of metabolic biomarkers proposes a potential role of vitamin D in the prevention and

treatment of metabolic syndrome.
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5. Conclusao

Em mulheres na pds-menopausa, a suplementacdo isolada de 1.000 Ul de
vitamina D3 por 9 meses associou-se a menor risco cardiometabdlico. As mulheres
submetidas a suplementacdao de vitamina D apresentaram menor risco de sindrome

metabdlica, hipertrigliceridemia e hiperglicemia que as mulheres no grupo placebo.
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7. Anexos

7.1. Anexo I- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Vocé esta sendo convidada a participar do estudo “O efeito da suplementagao
isolada de vitamina D sobre os marcadores imune-inflamatdrios e cardiometabdlicos em
mulheres na pds-menopausa” que serd realizado sob a responsabilidade das Dras.
Priscila Ferreira Poloni e Flavia Bueloni-Dias. Este estudo deseja conhecer se o uso da
vitamina D tem beneficio para o coracdo. A sua participacdo serd de responder a
guestionario, com duracdo de 10 minutos, e passar por avaliacdo clinica com medida da
pressdo arterial, peso, altura e cintura. No dia da consulta serdo colhidos 20 ml de
sangue para dosagens de alguns exames. Neste estudo as participantes serdo divididas
em dois grupos, realizado por meio de sorteio onde apenas um grupo de mulheres
recebera a vitamina D na forma de 5 gotas ao dia e outro usard apenas um liquido
semelhante sem efeito algum, conhecido como placebo, na forma de 5 gotas ao dia.
Vocé deverad retornar as consultas agendadas a cada trés meses, durante um ano para
seguimento. Ao final desse periodo vocé serd submetida a nova avaliacao clinica e a
nova coleta de 20 ml de sangue para dosagens dos exames.

Para seu conhecimento, seus dados serdo confidencias e apenas dados em
conjunto serdo divulgados nas publicagdes em revistas médicas, sem identificacao da
sua pessoa. Os pesquisadores responsdveis estardo disponiveis para responder a
guaisquer perguntas e sua participacdo é voluntaria e tem o direito de receber
informacgdes adicionais sobre o estudo se achar necessario. A senhora pode retirar-se

deste estudo, sem perder seus cuidados médicos. Caso ndo se sinta satisfeita podera
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entrar em contato com os médicos responsdveis pela pesquisa e com Comité de Etica

em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu pelo telefone 14-38801608.

B Ui aaeeaeaaaeaateeeterrre e ——————— tendo sido
satisfatoriamente informada, concordo em participar deste estudo. Declaro ter lido e
compreendido este consentimento, na qual me foram informados os dados importantes
sobre este estudo. Foi me oferecida ampla oportunidade de fazer perguntas e recebi
respostas que me satisfizeram totalmente. Estou ciente de que este consentimento sera
produzido em duas vias iguais, em que uma serd entregue a mim e outra sera arquivada

pelos pesquisadores.

Botucatu, / /

Assinatura da Participante Assinatura do Pesquisador

Priscila Ferreira Poloni- e-mail: priscilaferr2@yahoo.com.br Fone:38801377

Flavia Bueloni Dias — email: flaviabueloni@hotmail.com Fone 38801402
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7.2. Anexo Il — Aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMB.

FACULDADE DE MEDICINA DE =) Plabaforma
BOTUCATU -UNESP \%foﬂl
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: O papel da Vitamina D sobre os marcadores cardiometabdlicos e imuno-inflamatérios
em mulheres na pos-menopausa - Coordenadora Eliana Aguiar Petri Nahas
Subprojeto 1- O efeito da suplementacéo isolada de vitamina D sobre os marcadores
imuno-inflamatérios em mulheres na pés-menopausa.
Subprojeto 2- O efeito da suplementacéo isolada de vitamina D sobre os marcadores
cardiometabolicos em mulheres na pdés-menopausa.
Subprojeto 3- Associacdo entre a deficiéncia de vitamina D e os marcadores da
sindrome metabolica em mulheres na pés-menopausa.

Pesquisador: Eliana Aguiar Petri Nahas

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 38486914.0.0000.5411

Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP

Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 895.001
Data da Relatoria: 30/11/2014

Apresentagao do Projeto:

A vitamina D (VD) € uma vitamina lipossoluvel, essencial para manutengéo do esqueleto e para absorgao de
calcio. A maior fonte de VD decorre da ativagao na pele do composto 7-deidrocolesterol a partir da
exposi¢do aos raios UVB. A forma ativa da VD, a 1,25-diidroxivitamina D, regula a transcrigdo de nimero
expressivo de genes que codificam proteinas transportadoras de calcio e proteinas da matriz ¢ssea. A VD
também modula a

transcri¢cao de células do ciclo protéico que diminuem a proliferagao celular e aumentam sua diferenciacao
(precursores de osteoclastos, enterocitos e queratinécitos). A dosagem de 25(0OH)D é adequada para se
avaliar e monitorizar o status nutricional de VD no organismo humano, pois os valores plasmaticos sao os
principais indicadores das reservas corporais. Reconhece-se que a deficiéncia de VD & condigdo medica
frequente em

todo mundo. Caracterizam-se como hipovitaminose D concentragdes plasmaticas de 25(OH)D abaixo do
limiar de 30ng/ml, ou seja, do limiar considerado suficiente para manutengao da
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secre¢ao normal de paratorménio (PTH) pelas paratiredides. A relevante fungdo desempenhada pela VD
sobre a massa 0ssea esta bem definida, contudo efeitos extra-6sseos da VD sobre os marcadores
cardiometabdlicos e imuno-inflamatérios estdo sob investigagado atual A deficiéncia de vitamina D e o
aumento na prevaléncia da obesidade s&o considerados importantes questées de salde publica. Evidéncias
recentes sugerem o envolvimento da VD em diversas doengas cronicas ndo transmissiveis com obesidade,
hipertensdo,diabetes e consequentemente a sindrome metabdlica e a doenga cardiovascular (DCV),
principal causa de morte em mulheres na p6s-menopausa.

No sistema cardiovascular foram encontrados receptores de VD no musculo liso vascular, no endotélio, e
nos cardiomiécitos. Evidéncias que sugerem que a deficiéncia de VD & potencial fator de risco DCV.Os
metabdlitos de VD também influenciam a producao de adipocitocinas e a resposta inflamatéria no tecido
adiposo. Assim, a deficiéncia de VD pode comprometer o funcionamento metabdélico normal do tecido
adiposo. E pela

importancia do tecido adiposo no balango de energia, no metabolismo de lipidios e na inflamagéo da
obesidade, a concentrag&o de VD pode ter impacto significativo na manutencdo da saude cardiometabdlica.
Apesar de algumas evidéncias sobre a associac&do de niveis séricos de vitamina D com sindrome
metabdlica na populacéo geral, dados em mulheres na pés-menopausa séo escassos. A VD parece interagir
com o sistema

imunoldgico através da regulacéo e diferenciagéo de células como linfocitos, macréfagos e células natural
killer (NK), além de interferir na produgdo de citocinas in vivo e in vitro. O efeito da suplementac¢do de VD
sobre marcadores imune-inflamatérios € incerto. Poucas pesquisas com resultados controversos foram
realizados para avaliar a interagéo entre VD e marcadores inflamatorios.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: avaliar o papel da Vitamina D sobre os marcadores cardiometabdlicos e imuno-inflamatério em
mulheres na pds-menopausa

Subprojeto 1- “O efeito da suplementacgéo isolada de vitamina D sobre os marcadores imuno-inflamatérios
em mulheres na pds-menopausa’. Flavia Bueloni Dias (Doutorado), Claudio Lera Orsatti (P6s-Doutorado e
Co-orientador), Eliana Aguiar Petri Nahas (Orientadora e Supervisora).

Objetivos especificos: Avaliar a presenc¢a de polimorfismos do gene do receptor de vitamina D (VDR) e o
efeito da suplementagéo isolada de vitamina D sobre os marcadores imuno-inflamatérios do risco
cardiovascular em mulheres na pds-menopausa.

Subprojeto 2- “O efeito da suplementacéo isolada de vitamina D sobre os marcadores

Endereco: Chacara Butignolli, s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br

Pagina 02 de 06

86



FACULDADE DE MEDICINA DE Plataforma
BOTUCATU -UNESP %ﬂwﬂ

Fap® mi w Mol 3 el
e e wiwd o T

Continuacéo do Parecer: 895.001

cardiometabdlicos em mulheres na pds-menopausa”. Priscila Ferreira Poloni (Doutorado) e Eliana Aguiar
Petri Nahas (Orientadora).

Objetivo especifico: Investigar o efeito da suplementacao isolada de vitamina D sobre os marcadores
metabdlicos do risco cardiovascular em mulheres na pés-menopausa.

Subprojeto 3- “Associagéo entre a deficiéncia de vitamina D e os marcadores da sindrome metabdlica em
mulheres na pés-menopausa’. Eneida Boteon Schmidtt (Mestrado) e Eliana Aguiar Petri Nahas
(Orientadora).

Objetivo especifico: Estudar a associacdo entre a deficiéncia de vitamina D e os marcadores da sindrome
metabdlica em mulheres na pds-menopausa.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Para os subprojetos 1 e 2, risco de desconforto relacionado a coleta das células bucais pelo swab de
algod&o.Para o subprojeto 3 ndo se observam riscos inerentes ao estudo proposto por tratar-se de estudo
restrospectivo de analise de dados de prontuério.

Beneficios:

Espera-se que com o projeto de associagéo entre suplementacéo de vitamina D e os marcadores de doenga
cardiovascular em mulheres na pésmenopausa possamos identificar os efeitos da suplementagéo sobre o
perfil cardiometabdlico e imune-inflamatério da doenga cardiovascular em mulheres na pos-menopausa. E
podermos associar a presenca de polimorfismos do gene VDR aos componentes da sindrome metabdlica.
Assim, tentar avaliar qual a concentragéo de 25(OH)D que se relacionada aos efeitos extra-6sseos da
vitamina D.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Para os sub-projetos 1 e 2, serdo utilizados dados coletados de 160 mulheres participantes de ensaio
clinico, duplo-cego, placebo-controlado,

randomizado, que avaliou o efeitos da suplementacao isolada de VD (10001U/dia) ja realizado e aprovado
pelo CEP em 3/10/2011, Of. 456/2011. E o sub-projeto 3 trata-se de estudo de retrospectivo de corte
transversal com analise de dados dos prontuarios de aproximadamente 250 pacientes atendidas no
Ambulatério de Climatério & Menopausa da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) — UNESP nos anos
de 2012 a 2014. No ensaio

clinico ja realizado foram incluidas 160 mulheres com data da ultima menstruagéo ha pelo menos 12 meses
e idade 45 anos que aceitaram participar do estudo e assinaram o TCLE. E foram
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excluidas aquelas com DAC manifesta atual ou prévia; doenca arterial cerebrovascular; doenca
aneurismatica; doenca arterial periférica; doenga renal crénica, diabete insulinodependente; doenca
hepatica; doencas autoimunes; etilista ou

drogaditas; uso de doses farmacolégicas de VD. Foram preenchidos protocolos e coletados por meio de
entrevista dados clinicos que serdo utilizados nos sub-projetos 1 e 2: idade, idade da menopausa, tempo de
menopausa, paridade, tabagismo atual, uso de terapia hormonal, histérico de doengas crdnicas
(hipertenséo, diabetes, doenga cardiovascular), uso de medicamentos, atividade fisica, presséo arterial,
peso e altura. As

pacientes do projeto aprovado pelo CEP em 3/10/2011, Of. 456/2011, foram randomizadas, em seqiéncia
de numeracéo pré-estabelecida, em dois grupos: VD, com suplementacgéo de vitamina D (n=80) e PL,
usuarias de placebo (n=80). Os investigadores e as pacientes n&o tiveram conhecimento prévio dos
referidos grupos e das diferentes numeragdes, apenas o farmacéutico responsavel pela manipulagéo do
placebo. Assim, 80 pacientes receberam 1000Ul de VD, 5 gotas via oral (cada gota contém 200Ul), durante
6 meses. As outras 80 pacientes receberam placebo (composi¢do de agua e éleo mineral com esséncia de
limdo), com mesma caracteristica e sabor, 5 gotas,via oral. Os frascos foram idénticos, embalados e
numerados em cédigo pelo farmacéutico para ndo identificagdo do grupo pelos participantes do estudo. O
tempo de seguimento foi de 9 meses. Foi realizada avaliagao do perfil lipidico e glicidico pela mensuracéo
do colesterol total (CT), HDL,

LDL, triglicerideos (TG), glicemia de jejum e 25(OH)D. A partir desses dados ser&o preenchidos os
protocolos dos sub-projetos 1 e 2 com os valores laboratoriais constantes nos prontuarios.Assim como
foram obtidos 20 ml de sangue, que foram centrifugadas por 10 min (3.000 rpm). O soro obtido foi separado
em 2 amostras congeladas a -80C, e que serdo utilizadas nos atuais sub-projetos 1 e 2 para determinagéo
do perfil imuno-inflamatdrio,

que constard da dosagem de citocinas, HSP 60 e 70, RBP4, moléculas de adesao celular (ICAM-1 e VCAM-
1) e oxido nitrico (NO).Para essas 160 participantes do estudo anterior, sera agendada nova entrevista em
que serdo coletadas células bucais com swabs de algodéo e estocadas (-80°C)para posterior avaliagéo do
polimorfismo da receptor de vitamina D (VDR). Para o sub-projeto 3 sera realizada sera realizada anélise de
prontudrios das mulheres que foram atendidas entre 2012 a 2014. Serédo incluidas 250 mulheres'na pés-
menopausa com diagndstico de sindrome metabdlica (SM) de acordo com os critérios diagndsticos do
NCEP/ATP lllI: circunferéncia da cintura > 88 cm; triglicerideos > 150 mg/dL; HDL colesterol 50 mg/dL;
presséo arterial sanguinea > 135/85 mmHg; glicemia de jejum > 100 mg/dL ou sob terapia; e 150 mulheres
sem SM, que realizaram
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dosagem de 25-OHvitamina

D, na rotina ambulatérial. O projeto foi encaminhado a FAPESP como projeto regular auxilio a pesquisa
(Processo 2014/19382-3) e bolsa de péds-doutorado (Processo 2014/15767-8).

Critério de Inclusao:

Para os sub-projetos 1 e 2 serdo incluidas as 160 mulheres que participaram do ensaio clinico, duplo-cego,
placebo-controlado, randomizado, que avaliou o efeitos da suplementacéo isolada de VD (1000IU/dia) ja
realizado e aprovado pelo CEP em 3/10/2011, Of. 456/2011. Para o subprojeto 3 serdo avaliados os
prontuarios de 250 mulheres atendidas no Ambulatério de Climatério & Menopausa da Faculdade de
Medicina de Botucatu

(FMB) — UNESP nos anos de 2012 a 2014, com data da ultima menstruacdo ha pelo menos 12 meses e
idade 45 anos, com ou sem diagnéstico de sindrome metabolica.

Critério de Excluséo:

Para os sub-projetos 1 e 2 foram excluidas mulheres com DAC manifesta atual ou prévia; doenca arterial
cerebrovascular; doenca aneurismatica; doenca arterial periférica; doenca renal cronica; diabete
insulinodependente; doenga hepatica, doengas autoimunes; etilista ou drogaditas; uso de doses
farmacolodgicas de VD. Para o sub-projeto 3 serdo excluidos da avaliagéo dos prontuarios, mulheres na
perimenopausa, idade 45 anos e que ndo apresentem todos os dados avaliados.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Constam anexados ao processo os termos necessarios a aprovacgao do estudo.

Recomendacgdes:

N&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O projeto tem fundamentacgdo cientifica e esta adequado & Resolugdo CNS/MS 466/12.
Sugiro sua aprovagédo sem necessidade de envio a Conep.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O CEP em reunido de 01 de Dezembro de 2.014 APROVOU o presente projeto de pesquisa na seguinte
conformidade:
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Projeto Mae: O papel da Vitamina D sobre os marcadores cardiometabdlicos e imuno-inflamatérios em
mulheres na pés-menopausa sobre Coordenacdo da Prof? Eliana Aguiar Petri Nahas. Este Projeto contém 3
sub-projetos a saber:

Subprojeto 1- O efeito da suplementacéo isolada de vitamina D sobre os marcadores imuno-inflamatdrios
em mulheres na pdés-menopausa, a ser conduzido por Flavia Bueloni Dias (Doutorado),orientada pela Prof2
Eliana Aguiar Petri Nahas, (Pés Doutorado e Co-orientador) - Claudio Lera Orsatti.

Subprojeto 2- O efeito da suplementacéo isolada de vitamina D sobre os marcadores cardiometabdlicos em
mulheres na pés-menopausa, a ser conduzido por Priscila Ferreira Poloni (Doutorado),orientada pela Prof2
Eliana Aguiar Petri Nahas.

Subprojeto 3- Associacio entre a deficiéncia de vitamina D e os marcadores da sindrome metabdlica em
mulheres na pés-menopausa, a ser conduzido por Eneida Boteon Schmidtt, (Mestrado), orientada pela Prof2

Eliana Aguiar Petri Nahas.

O CEP solicita aos pesquisadores que ao final de cada projeto seu enviado para analise seus respectivos
"Relatérios Finais de Atividades".

BOTUCATU, 02 de Dezembro de 2014

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli , s/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
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5" Lista de informac¢des CONSORT 2010 para incluir no relatério de um estudo randomizado

Item Relatado na
SecdolTopico No Itens da Lista pg No

Titulo e Resumo
1a Identificar no titulo como um estudo clinico randomizado
1b  Resumo estruturado de um desenho de estudo, métodos, resultados e conclusdes para orientac do especifica,
consulte CONSORT para resumos

Introdugio
Fundamentacdo e 2a  Fundamentacgdo cientifica e explicac&o do raciocinio
abjetivos 2b  Objetivos especificos ou hipoteses
Métodos
Desenho do 3a  Descricdo do estudo clinico (como paralelo, factorial) incluindo a taxa de alocacdo
estudo 3b  Alteracdes importantes nos métodos apds ter iniciado o estudo clinico (como critérios de eleqgibilidade), com as
razdes
Participantes 4a  Critérios de elegibilidade para participantes
4b  Informacdes e locais de onde foram coletados os dados
Intervengdes 5 As intervencdes de cada grupo com detalhes suficientes que permitam a replicaco, incluindo como e quando
eles foram realmente administrados
Desfechos Ba Medidas completamente pré-especificadas definidas de desfechos primarios e secundarios, incluindo como e
quando elas foram avaliadas
Bb  Quaisquer alteracdes nos desfechos apés o estudo clinico ter sido iniciado, com as razbes
Tamanho da Ta  Como foi determinade o tamanho da amostra
amostra 7b  Quando aplicavel, deve haver uma explicacdo de qualquer analise de interim e diretrizes de encerramento
Randomizacao:

Sequéncia 8a  Meétodo utilizado para geracdo de seqiéncia randomizada de alocacdo
geracdo 8b  Tipos de randomizacéo, detalhes de qualquer restricdo (tais como randomizacdo por blocos e tamanho do

bloco)

Alocacdo 9 Mecanismo utilizado para implementer a sequéncia de alocac&o randomizada (como recipients numerados
mecanismo seqgéncialmente), descrevendo os passos seguidos para a ocultacio da sequéncia até as intervencdes serem
de ocultacdo atribuidas

Implementac&o 10 Quem gerou a seqléncia de alocacdo randomizada, quem inscreveu os participantes e quem atribuiu as

intervengdes aos participantes

Cegamento 11a Serealizado, quem foi cegado apds as intervengGes serem atribuidas (ex. Participantes, cuidadores,
assessores de resultado) e como

11b  Se relevante, descrever a semelhanca das intervencdes

Métodos 12a Métodos estatisticos utilizados para comparar os grupos para desfechos primarios e secundarios

estatisticos 12b  Métodos para analises adicionais, como analises de subgrupo e analises ajustadas

Resultados

Fluxo de 13a Para cada grupo, o namero de participantes que foram randomicamente atribuidos, que receberam o

participantes ( é tratamento pretendido e que foram analisados para o desfecho primario

fortemente 13b  Para cada grupo, perdas e exclusdes apds a randomizac&o, junto com as razées

recomendado a
utilizacdo de um

diagrama)
Recrutamento 14a Definicdo das datas de recrutamento e periodos de acompanhamento
14b  Dizer os motivos de o estudo ter sido finalizado ou interrompido
Dados de Base 15  Tabela apresentando os dados de base demograficos e caracteristicas clinicas de cada grupo
Numeros 16  Para cada grupo, nimero de participantes (denominador) incluidos em cada analise e se a analise foi
analisados realizada pela atribuicdo original dos grupos
Desfechos e 17a Para cada desfecho primario e secundario, resultados de cada grupo e o tamanho efetivo estimado e sua
estimativa precisdo (como intervalo de confianca de 95%)
17b  Para desfechaos binarios, & recomendada a apresentacao de ambos os tamanhos de efeito, absolutos e
relativos

Analises auxiliares 18  Resultados de quaisquer analises realizadas, incluindo analises de subgrupos e analises ajustadas,
distinguindo-se as pré-especificadas das exploratorias

Danos 19  Todos os importantes danos ou efeitos indesejados em cada grupo (observar a orientagio eepecifica CONSORT para danos)

Discussio

Limitacdes 20 Limitac8es do estudo clinico, abordando as fontes dos potenciais viéses, imprecisdo, e, se relevante,
relevancia das analises

Generalizacdo 21 Generalizacao (validade externa, aplicabilidade) dos achados do estudo clinico

Interpretacéo 22 Interpretac&o consistente dos resultados, balanco dos beneficios e danos, considerando outras evidéncias
relevantes

Qutras informagoes

Registro 23 Numero de inscricdo e nome do estudo clinico registrado
Protocolo 24 Onde o protocolo completo do estudo clinico pode ser acessado, se disponivel
Fomento 25 Fontes de financiamento e outros apoios (como abastecimento de drogas), papel dos financiadores

* Recomendamos fortemente a leitura desta norma em conjunto com o CONSORT 2010. Explicacio e Elaboragio de esclarecimentos importantes de todos os itens. Se relevante, também
recomendamos a leifura das extensdes do CONSORT para estudos cluster randomizados. estudos de nio-inferioridade e de equivaléncia. tratamentos nio-farmacologicos. intervengdes de
ervas e estudos pragmaticos. ExtensGes adicionais estdo por vir: para aquelas e até dados de referéncias relevantes a esta lista de informagdes, ver www.consorf-statement. org.
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