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Determinacao de 25-hidroxivitamina D2 e D3 em plasma por oo o
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Determination of 25-hidroxy-vitamin D2 and D3 in plasma by HPLC-DAD

Daiana Manuele Kich'; Fabiana Aparecida de Souza Vieira% Mauricio Bassuino®; Rafael Linden*

TN resumo
Vitamina D3 Introducdo: O interesse pela vitamina D nos dltimos anos teve aumento significativo. Estudos
epidemiolégicos realizados tém demonstrado um crescente aumento da deficiéncia de vitamina D entre a
populagdo. O marcador diagnéstico de escolha para determinar os niveis de vitamina D é a concentracdo de
25-hidroxivitamina D2 25-hidroxivitamina D (25(OH)D), com suas fragdes D2 (25(OH)D,) e D3 (25(0OH)Ds). Objetivo: Desenvolver
CLAE uma metodologia analitica empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (CLAE-DAD) para a determinacdo de 25(0OH)D; e 25(OH)D, em plasma. Materiais e métodos:
25(OH)D; e 25(0OH)D, foram extraidos das amostras de plasma com hexano, utilizando-se dodecafenona
como padréo interno (Pl). Utilizou-se coluna analitica ACE 5 C18 com particulas de 5 pm e dimensdes de
150 x 4,6 mm, fase mével metanol-agua (80:20; v/v) e quantificacdo em 265 nm. Resultados: A exatiddo
foi entre 98,4 e 107,5%. A precisdo intraensaios esteve entre 6,5% e 9,2% para 25(OH)D; e entre 3,7%
e 8,7% para 25(0OH)D.. A precisdo interensaios esteve entre 2,9% e 6% para 25(OH)D; e entre 4% e
4,5% para 25(0OH)D.. O limite inferior de quantificacdo foi 10 ng/ml. As concentragbes encontradas
em amostras de 32 pacientes idosos estiveram entre 10,1 e 32,4 ng/ml, caracterizando deficiéncia de
vitamina D nesse grupo. Discussdo: O método foi capaz de quantificar 25(OH)D, e 25(OH)D; com uma
preparacao de amostra relativamente simples e rapida. O método foi seletivo, com separacéo adequada

25-hidroxivitamina D3

dos metabdlitos e do padréo interno e sem presenca de interferentes. Concluséo: O método desenvolvido
apresenta desempenho analitico adequado e pode ser aplicado em condicdes clinicas.

abstract ST

Introduction: The interest in vitamin D has increased significantly in recent years. Epidemiological studies | Vitamin D3
conducted over the past 25 years have shown a steady increase in vitamin D deficiency. The diagnostic
marker of choice to determine vitamin D levels is the concentration of 25-hidroxy-vitamin D (25(OH)D)
in the fractions D2 (25(OH)D,) and D3 (25(OH)D;). Objective: To develop an analytical method using | 25-hidroxy-vitamin D2
high-performance liquid chromatography with diode-array detection (HPLC-DAD) for the determination of | HpLg

25(0H)D; and 25(0H)D; in plasma. Materials and methods: 25(0OH)D; and 25(0OH)D, were extracted
from plasma samples with hexane and dodecaphenone was used as internal standard. The separation was
performed in an ACE 5 C18 column, with particle size of 5 ym (4,6 x 150 mm), mobile phase methanol-
water (80:20, v/v) and quantification at 265 nm. Results: Accuracy was in the range of 98.4 to 107.5%.
Intra-assay precision was between 6.5 and 9.2% for 25(0H)D; and 3.7 and 8.7 for 25(0OH)D;. Inter-assay
precision was between 2.9 and 6% for 25(0H)D; and 4 and 4.5 for 25(0OH)D,. The limit of quantification
was 10 ng/l. Concentrations of 25(0H)D; in samples from 32 elderly patients were between 10.1 and
32.4 ng/ml, characterizing vitamin D deficiency in this group. Discussion: The method allowed the
quantification of 25(0H)D, and 25(0H)D;. Furthermore, the sample preparation was relatively simple and
fast. The method was selective with an adequate separation of metabolites and internal standard with no
interfering substances. Conclusion: Not only did the developed method show suitable analytical performance,
but it may also be applied in clinical conditions.

25-hidroxy-vitamin D3
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Introducao

A deficiéncia de vitamina D é comum em variados
grupos populacionais, especialmente entre idosos. Dados
internacionais mostram que 5% a 25% da populagdo idosa
independente e 60% a 80% dos idosos institucionalizados
apresentam deficiéncia ou insuficiéncia dessa vitamina.
Embora a sintese de vitamina D esteja associada a exposicéo
solar, a deficiéncia dessa vitamina é subdiagnosticada em
paises onde a radiacdo solar é considerada suficientes 2D,

A vitamina D desempenha um papel importante na
homeostasia do célcio. Esse hormdnio, juntamente com o
paratorménio (PTH), atua na regulacdo da concentracao
de célcio e fésforo no plasma®. Niveis insuficientes de
vitamina D estdo associados a raquitismo em criangas e a
osteomalacia em adultos, redugdo do calcio sérico, eleva-
¢édo dos niveis de PTH, resultando em hiperparatireoidismo
secundario, perda de massa dOssea e, em alguns casos,
osteoporose. Além disso, niveis insuficientes de vitamina D
estdo sendo relacionados com outras patologias, incluindo
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, cancer
de préstata e cdlon, esclerose mltipla, doencgas intestinais,
entre outras® 7819,

Avitamina D3 é biotransformada para formar 25-hidro-
xivitamina D (25(OH)D) e, sucessivamente, a forma ativa
1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(0H),D). A mensuracao
da vitamina D3 normalmente é realizada por meio da
determinacdo dos niveis plasmaticos de 25(OH)D,, visto
que esse metabdlito possui meia-vida de algumas semanas
e representa a forma de armazenamento da vitamina D",
Por outro lado, as concentracdes de 1,25(0OH),D apresentam
pequena variabilidade, mesmo em diferentes concentracdes
de vitamina D3, sendo mais relacionadas com alteracdes
de fungéo renal, além de possuir uma curta meia-vida de
aproximadamente seis horas”. A 25-hidroxivitamina D2
(25(0H)D,) também pode estar presente, proveniente es-
pecialmente de fontes vegetais'". A vitamina D2 difere da
vitamina D3, pois possui uma ligacdo dupla entre carbono
22 e carbono 23 e um grupo metila em carbono 24®.

O interesse clinico na vitamina D tem aumentado subs-
tancialmente nos ltimos anos, resultado de sua associacéo
com uma grande variedade de doencas e condi¢des. Para-
lelo a isso, ocorreu um aumento significativo do ndmero de
analises laboratoriais, com relatos de crescimento na ordem
de 100% ao ano™. Dessa forma, existe uma demanda
crescente por determinagdes de vitamina D. Os métodos
utilizados nessas determinacdes devem ser capazes de

diferenciar a 25(OH)D, e 25(0OH)D, de outras formas de
vitamina D, sendo a cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE) o método preferencial®®. Entretanto, uma das
principais limitaces para o diagnéstico da hipovitaminose
esta relacionada com a falta de padrdes de referéncia de
normalidade®".

A maioria dos trabalhos publicados que descrevem a
determinacdo de 25(OH)D, e 25(0OH)D, em plasma por
CLAE empregam separacdes em fase reversa com detectores
fotométricos® %29 ou seletivos de massas- 1. O emprego
de detectores de arranjo de diodos permite a obtencdo de
dados espectrais, mantendo os custos operacionais e de
aquisicdo da CLAE com detectores fotométricos e com
sensibilidade suficiente para determinar as concentragdes
encontradas em amostras clinicas, quando associada a
uma etapa de pré-concentracdo das amostras. A forma
mais usual de preparacao de amostras para determina-
¢ao de 25(0OH)D, em plasma € a extracdo com solventes,
com diversas etapas analiticas® > 29, Esses procedimentos
usualmente requerem utilizacdo de padrdes internos para
obtencdo de protocolos suficientemente robustos para
aplicacdo em andlises de rotina, sendo um ndmero limitado
de autores utilizando essa abordagem 19,

Considerando a disponibilidade limitada de servicos
analiticos que empreguem CLAE para determinacdo de
25(0OH)D, e 25(0H)D, em nosso meio, o desenvolvimento
e a validacao de uma metodologia simples e robusta pode
representar uma contribuicdo significativa para a qualifi-
cacdo dos servicos de diagnéstico laboratoriais no Brasil.

Objetivos

Desenvolver, validar e avaliar um método para determi-
nacdo de niveis plasmaticos de 25(OH)D, e 25(OH)D, em-
pregando CLAE com detector de arranjo de diodos (DAD).

Materiais e métodos

Reagentes e solucoes

Albumina bovina fracao V foi proveniente da Alamar
Tecno-Cientifica Ltda (Diadema, Sdo Paulo); metanol grau
cromatogréfico, da J. T. Baker (Xalostoc, México); alcool
isopropilico, da Fmaia (Cotia, Sdo Paulo); dodecafenona,
25(0OH)D, e 25(0H)D,, da Sigma Aldrich (St. Louis, Estados
Unidos); hexano grau cromatografico, da Mallinckrodt
(Xalostoc, México); e 4gua purificada foi obtida por meio
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de um sistema Elga Purelab Ultra da Elga Labwater (Lane
End, Reino Unido).

O soro sintético foi preparado mediante a dissolugdo de
5 g de albumina em 100 ml de dgua purificada. A mistura
metanol:isopropanol foi preparada por meio da homoge-
neizacdo de 80 ml de metanol e 20 ml de lcool isopropilico.

As solugbes estoque individuais de 25(OH)D, e 25(0H)D,
(40 pg/ml) foram preparadas com a diluicdo de 1 mg dos res-
pectivos compostos em 25 ml de metanol; a solucdo estoque
combinada de 25(0OH)D, e 25(0OH)D, (10 ug/ml)foi preparada
com a diluicdo de 2,5 ml das solugdes estoques individuais até
10 ml com metanol. A partir da solucéo estoque combinada,
foram preparadas solucdes de trabalho nas concentracdes
2.000, 1.000, 500, 200 e 100 ng/ml de 25(0OH)D, e 25(0H)D,
por meio de diluices com metanol, denominadas ST1, ST2,
ST3, ST4 e ST5, respectivamente. A solugdo estoque de dode-
cafenona (1 mg/ml) foi preparada com a diluicdo de 10 mg de
dodecafenona em 10 ml de metanol. A solucéo de trabalho do
padrdo interno (Pl) dodecafenona (Pl, 100 pug/ml) foi preparada
diluindo 1 ml da solu¢do estoque com 9 ml de metanol.

Equipamentos

Empregou-se um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
Accela 600 com DAD contendo uma célula de fluxo de
5 c¢m, controlado pelo programa ChromQuest 5.0, pro-
veniente da Thermo Scientific (San Jose, Estados Unidos).
A separacao cromatogréfica foi realizada em uma coluna
ACE 5 C18 com particulas de 5 pm e dimensdes de 150 x
4,6 mm, proveniente da Advanced Chromatography Tech-
nologies (Aberdeen, Reino Unido).

Preparacao da fase moével e condi¢oes
cromatograficas

A fase mével foi preparada por meio da mistura de
metanol grau cromatogréfico e dgua purificada na propor-
¢do 80:20 volume por volume (v/v). A vazdo dessa fase
variou de 1,2 ml/min até 1,5 ml/min em 21 minutos, per-
manecendo constante em 1,5 ml/min até o final da andlise,
23 minutos. A coluna foi mantida a 40°C durante todo o
procedimento. A deteccdo foi realizada em 263 nm com a
aquisicdo de espectros de varredura entre 210 e 380 nm.

Preparacao das amostras cromatograficas

Em um microtubo de polipropileno, foram adiciona-
dos 700 pl de amostra (solucdo calibradora ou plasma),

500 pl da mistura metanol:isopropanol e 100 pl da solucéo
de trabalho do PI. A mistura resultante foi homogeneizada
em vortex por 30 segundos e mantida em repouso por
10 minutos. Apds, uma aliquota de 1 ml dessa mistura foi
transferida para um tubo de tampa rosca, no qual foram adi-
cionados 4 ml de hexano, seguido de nova homogeneizacéo
em vortex por 30 segundos e centrifugacéo a 2.500 g por
10 minutos. Uma aliquota de 3,5 ml da fracdo organica foi
transferida para um tubo de evaporacao e o procedimento
de extracdo foi repetido com outro volume de 4 ml hexano,
sendo uma aliquota de 3,5 ml da fracdo orgénica adicionada
ao tubo de evaporacao. Este foi mantido a 40°C sob leve
corrente de ar até a completa evaporacdo do solvente. O
residuo seco foi retomado com 150 pl de fase mével e uma
aliquota de 50 pl foi injetada no sistema de cromatografia.

Curva de calibracao

As solucdes calibradoras foram preparadas por meio da
diluicao de 100 pl das solucbes de trabalho de 25(0OH)D, e
25(0H)D, com 900 pl da solugdo de albumina 5%, resul-
tando em calibradores nas concentrag¢des 200, 100, 50, 20
e 10 ng/ml. Para a construcdo da curva de calibracdo, foi
utilizada a média de cinco determinagdes de cada calibra-
dor, que foram preparadas segundo o item Preparacdo das
amostras. A curva de calibracdo foi construida mediante o
estabelecimento da correlacdo entre razdo das areas dos
picos referentes a 25(OH)D, e 25(0H)D, com area do PI
por meio de regressao linear ponderada, com fator pon-
deral 1/x. A curva foi avaliada com base no coeficiente de
determinacdo (r2). Curvas de calibracdo diérias usando as
mesmas concentracdes (medidas Gnicas por concentracéo)
foram analisadas em cada lote de amostras de validacdo e
auténticas.

Ensaios de precisao e exatidio

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas
por meio de andlises de amostras calibradoras contendo
25(0OH)D, e 25(0H)D, nas concentracdes de 160 (controle
de qualidade alto [CQA]), 80 (controle de qualidade médio
[CQM]) e 15 ng/ml (controle de qualidade baixo [CQB]).
As analises foram realizadas em triplicata e repetidas em
cinco dias diferentes. As precisdes intraensaios e interensaios
foram calculadas pela anélise de variancia (ANOVA) usando
“dia” como viavel agrupadora e expressas como coeficiente
de variacdo percentual (CV%). A exatiddo foi calculada
pela percentagem dos valores encontrados em relagdo aos
valores nominais de concentragao. O critério de aceitacdo
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para exatiddo foram valores + 15% do valor nominal e para
precisdo, CV% maximo de 15%(®.

Limite de quantificacdo

Uma amostra controle na concentracdo do menor
calibrador (10 ng/ml) foi incluida nos experimentos de
precisao e exatidado, sendo processada em triplicata em trés
dias diferentes (controle de qualidade no limite de quan-
tificacdo [CQLQ]). O critério de aceitacdo para o limite de
quantificacdo nessa concentracao foi exatiddo + 20% do
valor nominal e CV maximo de 20%®.

Eficiéncia da extracido

A eficiéncia da extracédo foi determinada comparando a
area dos picos obtidos na anélise das amostras de controle
de qualidade baixo e médio nos experimentos de precisdo
e exatiddao com as obtidas em solu¢des metandlicas em
concentracdes correspondentes a recuperagdo completa,
medidas em triplicata em trés dias diferentes. A eficiéncia
da extracdo foi expressa com porcentagem da quantidade
existente na solu¢do, que referencia que foi recuperada pelo
procedimento de extracdo.

Aplicacao do método

O método foi aplicado para avaliar as concentracdes
plasmaticas de 25(OH)D, e 25(OH)D, em um grupo de
32individuos institucionalizados em um lar de longa per-
manéncia de idosos, localizado no Vale do Rio dos Sinos.
O sangue venoso coletado foi acondicionado em tubos
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) como
anticoagulante e o plasma foi separado e armazenado
a - 20°C até a andlise. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da FEEVALE (atendendo as diretrizes
e as normas de pesquisa com seres humanos — Resolugao
196/96 do Conselho Nacional de Satiide [CNS]) e todos os
participantes ou seus cuidadores assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido.

Resultados e discussao

Diversas técnicas para determinagdo da vitamina D vém
sendo utilizadas, entretanto, a CLAE tem sido considerada
o método de preferéncia para determinacdo de 25(0H)D,
e 25(OH)D, em plasma. Uma vantagem significativa dessa
metodologia é a possibilidade de separar e quantificar, de
forma independente, 25(OH)D, e 25(0OH)D,. Contudo, a

maior parte dos trabalhos publicados empregou prepara-
¢Oes de amostras complexas ou ndo utilizaram padronizagdo
interna, o que reduz sua aplicabilidade pratica®® 20.

No presente estudo foi possivel obter uma separacdo
adequada dos metabdlitos de vitamina D, bem como do
Pl dodecafenona, em um tempo de andlise aceitavel. A
25(0OH)D, apresentou tempo de retencdo médio de 12,8
minutos, enquanto a 25(0H)D,, 14,2 minutos. O Pl elui em
20,9 minutos, com total de anélise cromatografica de 24
minutos. A Figura apresenta cromatogramas tipicos do
método obtidos em nosso estudo. Em todas as analises, os
picos referentes aos analitos foram avaliados com respeito
a sua pureza espectral e sua similaridade com os espectros
de absorcéo de referéncia, por meio de rotinas disponiveis
no sistema CLAE-DAD, e ndo foram observados interferentes
demonstrando a seletividade do método.

Vérios métodos tém sido desenvolvidos para determi-
nar esses metabolitos utilizando CLAE, como os descritos
por Turpeinen et al.?" e Olkowski et al.!®, os quais em-
pregaram extracdo liquido-liquido. Uma desvantagem
dos métodos em questdo foi ndo ter utilizado PI, que é
fundamental para a confiabilidade do método. Em espe-
cial, os cromatogramas tipicos do estudo proposto por
Olkowski et al."® tiveram muitos interferentes e picos sem
uma separacao adequada.

A preparacdo das amostras empregadas por Lensmeyer
et al.® foi mais complexa, utilizando extracao em fase sélida
com cartucho Strata-X, o que resulta em custos e tempo
de execucdo maiores. Saenger et al.® utilizaram cromato-
grafia liquida associada a detectores de massas em tandem
(LC-MS-MS) e, como PI, o A9-tetrahydrocannabinol
(THC)-D,, composto caro e de dificil acesso.

A principal vantagem do presente estudo foi a utilizagdo
de um PI de facil aquisicdo e preco acessivel. Outros aspectos
a serem destacados sao a capacidade de quantificar 25(OH)D,
e 25(0OH)D, e o emprego de extracdo liquido-liquido com
hexano, que foi relativamente simples, contribuindo para
a diminuicdo dos custos no processamento das amostras.

Comparando o nosso estudo com o método desenvol-
vido por Turpeinen et al.?", houve significativa reducéo do
tempo de analise cromatogréfica, de 30 para 24 minutos.
Trata-se de um ganho consideravel de tempo em anélises
de rotina, além da diminuicdo de volume de fase mével
empregada em cada andlise. O método obteve bons resul-
tados ao ser comparado com outros estudos, recuperacdo
alta, boa linearidade e reprodutibilidade. A preparacéo das
amostras foi simples e facil para as analises de rotina.
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Figura - Cromatogramas obtidos com o método. (A) amostra controle contendo 25(0H)D, e 25(0H)D, na concentragéo de 10 ng/ml; (B) amostra controle contendo 25(0H)D, e

25(0H)D, na concentragdo de 200 ng/ml

As curvas de calibragdo obtidas apresentaram linearida-
de adequada, com r? superior a 0,99. Os dados de validacao
do método sado apresentados na Tabela 1. A precisdo
intraensaios esteve entre 6,5% e 9,2% para 25(0H)D, e
entre 3,7% e 8,7% para 25(0OH)D,. A precisdo interensaios
esteve entre 2,9% e 6% para 25(0OH)D, e entre 4% e 4,5%
para 25(0OH)D,, demonstrando adequada repetibilidade do
método. A exatidao foi determinada entre 98,4% e 107,5%,
também dentro dos critérios de aceitacdo para métodos
bioanaliticos preconizados por Shah et al.(®.

O limite de quantificacdo (LQ) foi determinado a partir da
avaliacdo da precisao e da exatidao do calibrador de menor
concentracdo avaliado. O limite inferior de quantificacdo
foi de 10 ng/ml, com precisdo intraensaios de 9,2% para
25(0H)D, e 8,7% para 25(OH)D,. A precisdo interensaios
foi de 5,8% para 25(0OH)D, e 4,2% para 25(0OH)D,, e a exa-
tiddo de 104% e 104,5%, respectivamente. Esse limite de
quantificacdo é comparavel entre os relatados anteriormente
por outros autores que empregaram CLAE. A recuperacao do
procedimento de extracdo foi elevada, entre 76,2% e 83,6%.
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JELERN Pardmetros de validacao do método

Analito Amostra Concentracdo Intradias Interdias Exatidao Rendimento da
controle nominal (pg/ml) (CV %) (CV %) (%) extracao (%)
caLQ 10 8,9 91 107,5 -
CQB 15 9,2 58 104,1 76,2
=sleulloe cam 80 3,7 2,9 103,2 83,6
CQA 160 6,5 6 98,4 -
caLa 10 49 58 104,5 -
CQB 15 8,7 4,2 104,5 82,6
2ol cam 80 3,7 4 102,8 81,3
CQA 160 8 4,5 100,1 -

CV: coeficiente de variagdo; CQLQ: controle de qualidade no limite de quantificagéo; CQB: controle de qualidade baixo; CQM: controle de qualidade médio;

CQA: controle de qualidade alto.

As solucbes e as amostras contendo 25(0OH)D, e
25(0OH)D, mostraram-se estaveis apds ciclos de conge-
lamento e descongelamento no decorrer do método. A
estabilidade de bancada e a longo prazo néo foi avaliada,
uma vez que existem diversos estudos comprovando a es-
tabilidade frente a vérias situacdes de rotina do laboratério.
Um estudo sobre a estabilidade das vitaminas 25(OH)D, e
25(0OH)D, foi realizado por Lewis e Elder®, os quais ana-
lisaram cinco amostras submetidas a diferentes situaces.
Estas foram expostas oito dias a temperatura ambiente sob
vérias condicdes e uma breve exposicdo a luz ultravioleta
artificial. Os autores concluiram que sob condi¢Ges extre-
mas 25(0H)D, e 25(0H)D, sdo excepcionalmente estaveis,
exceto quando submetidos a exposicdo prolongada ao sol
sem protecdo direta®. Wielders e Wijnberg®@) também
testaram a estabilidade de 25(OH)D, em oito amostras de
sangue sob condicdes laboratoriais de rotina. Além disso,
testaram vérios ciclos de congelamento e descongelamento.
As concentragbes de 25(0OH)D, parecem ser extremamente
estaveis em temperatura ambiente e sob condicdes co-
muns encontradas na rotina do laboratério. A estabilidade
a longo prazo de 25(0OH)D, foi estudada por Joergensen
et al.”), que analisaram amostras colhidas de pacientes com
diabetes mellitus tipo 1 armazenando-as por cinco, 10, 15,
20 e 25 anos. Essas amostras foram analisadas por CLAE e
ndo houve diferenca significativa entre os niveis de vitamina
D3 apds o passar dos anos.

A sintese de vitamina D3 é proporcional a area exposta
a luz solar e sofre influéncia de fatores ambientais, como
pouca exposicdo a luz ultravioleta B (UVB), paises de pouca
insolagao (alta latitude) e quantidade de nuvens ou camada
de ozdnio, e de fatores relacionados com habitos do proprio
individuo, como uso de protetor solar, exposicdo direta

aos raios solares, uso de roupas que cubram grande parte
do corpo, idade avancada, pigmentacdo da pele, doencas
que alteram o metabolismo da 25(0OH)D e 1,25(0OH)D,
(doencas renais, doencas do trato gastrintestinal etc.) e
diminuicdo da disponibilidade da vitamina D3 (obesidade
e aleitamento materno)@ 7.

Até o momento, ndo existe um consenso sobre valores
de referéncia de vitamina D, tampouco 25(OH)D,, sendo
os niveis plasmaticos propostos por diversos autores varia-
dos entre 10 a 40 ng/ml( 42 10.13.16,19, 21, 22) Dessa forma,
o presente estudo utilizou valores de referéncia entre
< 30 ng/ml para indicar a deficiéncia de vitamina D nos
pacientes analisados. Como nosso limite de quantificacdo
foi de 10 ng/ml, o método tem a capacidade de detectar
concentragbes plasmaticas baixas de 25(0H)D,.

O método desenvolvido foi aplicado a 32 idosos
institucionalizados, entre eles sete homens (21,9%) e
25 mulheres (78,1%) na faixa etéria de 64 a 95 anos. As
concentracdes encontradas foram de 10,1 a 32,4 ng/ml
e a média de concentracdes encontradas, de 21 ng/ml.
As mulheres tinham valores de 25(0OH)D, de 10,1 a
32,4ng/mleoshomensde 10,7 a 26,5 ng/ml, ndo havendo di-
ferencas significativas entre os resultados encontrados. Todos
os pacientes foram considerados deficientes de vitamina
D. As concentracbes de 25(OH)D, estdao agrupadas na
Tabela 2. Ndo se identificou 25(OH)D, em nenhuma das
amostras avaliadas. Verificou-se que os idosos institucionali-
zados apresentam deficiéncia de vitamina D. Essa populacado
€ mais suscetivel a hipovitaminose por varios motivos, como
exposi¢ao menor ao sol, capacidade de producdo cutanea
de vitamina D3 reduzida, alimentacdo inadequada, absor-
¢do gastrointestinal reduzida e administracdo de diversos
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farmacos que podem interferir na absorcdo ou metaboli-
zacdo da vitamina D3, além de uma maior frequéncia de
comprometimento renal 1416,

Resultados encontrados para 25(0H)D,
JELEIEWA no grupo de idosos avaliados

Amostra 2(5;2/:)'?3 Amostra Zfrf:/:)ll))s

1 10,7 17 27,2
2 29,3 18 19,4
3 10,8 19 19,3
4 20,6 20 13,5
5 11,7 21 19,6
6 25,4 22 20,9
7 16,5 23 23,9
8 10,1 24 21,2
9 22 25 22,5
10 19,7 26 14

11 32,4 27 28

12 20,4 28 16,5
13 28,6 29 16

14 31,7 30 23,4
15 18,6 31 29,6
16 25 32 22,8

Média 21

Cerca de um bilhdo de pessoas em todo o mundo
apresenta hipovitaminose. Essa deficiéncia é mais comum
na Europa quando comparada com os Estados Unidos, visto
que 40% dos europeus apresentam deficiéncia de vitamina
D3 no inverno. Dados europeus demonstraram que a

deficiéncia de vitamina D3 é surpreendentemente mais co-
mum em individuos que vivem em paises com maior radiacéo
solar, como Itélia, Grécia e Espanha, em comparacédo com os
paises onde a exposicdo solar é considerada inadequada®@.

Saraiva et al.1” avaliaram concentracdes plasmaticas de
25(0OH)D,, PTH e célcio ionizado em 177 idosos institucio-
nalizados (125 mulheres e 52 homens) e 243 ambulatoriais
(168 mulheres e 75 homens) moradores da cidade de Sdo
Paulo. Nesse estudo, 71,2% do grupo institucionalizado e
43,8% do grupo ambulatorial possuiam valores de 25(OH)D
menores que 20 ng/ml, apresentando as mulheres valores
mais baixos que os homens. Outro estudo foi realizado na
cidade de Belo Horizonte, com 180 pacientes ambulatoriais,
no qual os niveis de 25(OH)D, foram mensurados por CLAE.
Entre os pacientes que nao faziam uso de suplementacéo
de vitamina D3, a prevaléncia de insuficiéncia foi de 42,4%,
e entre os pacientes que faziam uso de suplementacao
com apresentacdes e doses variadas, 27% apresentavam
deficiéncia da vitamina D30,

Conclusao

Um método para a determinacdo de 25(OH)D, e
25(0OH)D, em plasma por meio de cromatografia CLAE-DAD
foi desenvolvido e validado. A preparacdo das amostras foi
simples e rapida, com base em extracdo liquido-liquido
com hexano. A calibracdo empregou padronizacéo inter-
na. O método foi preciso e exato, com sensibilidade ade-
quada para a determinacdo de 25(OH)D, e 25(OH)D, nas
concentragbes clinicamente relevantes, permitindo uma
determinagdo confiavel para laboratérios que disponham
de equipamentos de CLAE.
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