MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA
IP UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
,NICOLAE TESTEMITANU”

Cu titlu de manuscris
C.Z.U: 616.391:577.161.2-053.1/.2

VOLOC ALEXANDRU

MODIFICARILE CLINICO - BIOLOGICE SI GENETICE iN
STATUTUL VITAMINEI D IN PERIOADELE PRE — SI
POSTNATALA A COPILULUI

322.01- PEDIATRIE SI NEONATOLOGIE

Teza de doctor habilitat in stiinte medicale

Consultanti stiintifici: TUREA Valentin
doctor habilitat in stiinte medicale,
profesor universitar

GARABEDIAN Michéle,

doctor in stiinte medicale si biologice,

doctor de stat, director de cercetari de I clasa,
profesor

Autorul: VOLOC Alexandru,
doctor in stiinte medicale,
conferentiar universitar

CHISINAU, 2016



© VOLOC ALEXANDRU, 2016



CUPRINS

ADNOTARE (IN ROMANA, RUSA, ENGLEZA) .........ooovoioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeev e eneeeseneseneseseennns 5
LISTA ABREVIERILOR ...ttt ettt ee s eee s es e en s en e s eenene s 8
INTRODUGCERE ...ttt ettt e et ee st n e s en et neee e e e eneen s 10

1. VIZIUNI CLINICO-BIOLOGICE SI GENETICE iN PATOGENIA CARENTEI

VITAMINEI D iN PERIOADA PRE- SI POSTNATALA DE DEZVOLTARE A

COPTLULUI ...ttt sttt ettt et e st b e bt ne e s be e be e st e ebeebeeneesneenbeeneeanes 21
1.1. Aspecte generale: definitie, tendinte epidemiologice, statutul optim si aportul zilnic
Al VITAMINET D .. 21
1.2. Impactul vitaminei D asupra dezvoltarii intrauterine a fatului (talia, greutatea
corporald). Interactiunea intre mediul intern matern, statutul calcic si al vitaminei D si
consecintele greutatii MicCi 1a NASETE. ........ooviiviiiiiiei e 31
1.3.  Rahitismul carential la copiii de varsta frageda si adolescentii in crestere ..................... 37
1.4.  Vitamina D, cu rol protector in infectiile respiratorii acute, tuberculozei si altor
OrANUIOMALOASE ... ..uveveeeie et ite ettt ettt e st et e e st e e be e beeseesbeeseeseesteenbesseesseeseennesreeteeneenrens 43
1.5.  Carenta vitaminei D, diabetul zaharat de tipul I, eclampsia si scleroza multipla. Rolul
determinismului genetic in fiziopatologia OStEOPOTOZE ......evervirviriiriiiieieiere e, 47

1.6. Deficitul lactazei si intoleranta/malabsorbtia lactazei definite in baza criteriilor

genetice (variantele genei memo6 care precedd gena 1actazei)........occvvceviiiiiiiiiieiincinein 51
1.7.  Concluzii 1a capitolul L.........oooviiiiiiei e 53
2. MATERIALUL SIMETODELE DE CERCETARE ........cooiiiiieeee e 57
2.1. Caracteristica Zenerald @ CETCELATTI .. ...uiuiiriiiiiieiiiii et 57
2.2. Met0dologia 08 CEICELAIE ........civieeiceic ettt ettt e e sre e reeteenaesreas 66
2.3. Metodele de analiza a rezultatelor Ob{INULE..........ccoiviiiiiiiiiiic e 72
2.4, Concluzii 12 CAPITOIUL 2......ceeieee e 74

3. STATUTUL VITAMINEI D LA DIFERITE CATEGORII POPULATIONALE: FEMEI
GRAVIDE, NOU-NASCUTI, SUGARI, COPII DE DIFERITE VARSTE SI
ADOLESCENTI iN CORELATIE CU FACTORII ALIMENTARI, GENETICI SI Al
MEDIULUI INCONJURATOR.........cooioiiiieieieieeieeeeeeeeee s sesses e s s asne s s s senannaanes 75

3.1. Statutul vitaminei D si impactul sdu asupra nou-nascutilor si sugarilor din Republica

3.2. Suplimentarea maternd cu vitamind D, calcemia si cresterea pre- si postnatald. Studiu

MUulticentric TNEETNATIONAL. ........iiiiiiiiiie e bbb e e s nn e enes 81



3.3. Statutul vitaminei D, consecintele clinice si biologice la copiii si adolescentii din

[ o0 o] [Tor= 1Y, (o] [0 01V 7 RS SS 88
3.4. Exteriorizarea genelor Klotho, VDR si LCT (lactazd), in dependenta de nivelul calciului

alimentar, statutul vitaminei D si haplotipurile de la nivelul promotorul genei VDR .............. 103
3.5. Concluzii [a capitolul 3.........cviiieieee e e 106

4. CORELARILE STATUTULUI VITAMINEI D, APORTULUI DE CALCIU,

GENOTIPULUI VDR SI KLOTHO LA COPIII SI ADOLESCENTII DIN REPUBLICA

MOLDOVA STFRANTA. ....vvooeeeveeeeeeeeeeeeeeesseseeessssesessesesesseessesssess e esssssesesssesssssessseseasssees 108
4.1. Statutul vitaminei D, aportul de calciu si impactul genotipului VDR............cccoviiiiiennnn, 108

4.2. Studiul polimorfizmului genei Klotho si corelarea statutului vitaminei D, mineralizarea

osoasd, dezvoltarea fizica si pubertara la copii si adolescenti de rasd caucaziana.................... 118
4.3. ConClUZii 12 CAPITOIUL 4. 128
5. ROLUL POLIMORFIZMULUI GENETIC AL LACTAZEI iN DEZVOLTAREA
INTOLERANTEI COPIILOR LA LACTOZA .........cocooooiiieieieieieeeeeeesese e 131
Tabelul 5.4. Calcemia corijata (nmol/L) in raport cu polimorfismele -13910 LCT, cloto si
VDRp precum si a nivelului seric al 25(OH)D(NG/ML) .....oveiviiiiiiiiiiccee e, 141
5.3. Concluzii 1a CapItolUl 5........coiiiee e 148
CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI ...........coccooviiiiiiiieeeieseesesee s 173
BIBLIOGRAFIE ...ttt 178
ANEXE ...t E Rttt b bttt n e 199
Anexa 1. Prevenirea rahitismului carential in Republica Moldova 1998 —1999....................... 199
Anexa 2. Observatii asupra copilului de la a 7-a zi de viata pana la varsta de 12 luni .............. 200
Anexa 3. Prezentarea schematica a derularii primei etape a studiului ...........cooeevieiniiiincnne, 202
Anexa 4. Studiu asupra starilor de carentd a vitaminei D la copii si1 adolescenti....................... 203
Anexa 5. Studiu clinic asupra depistdrii intolerantei la lactoza la copii si adolescenti............... 205
Anexa 6. Algoritmul de diagnostic al hipoCalCemMIel .........ccccevveiiiiieiieie e, 206
Anexa 7. Acte de IMPIEMENTAIE .......cc.ooieiece et ene s 207
DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII ..........cc.ccoooovviiniiiereeeeeniesseeee e, 213

CV AL AUTORULUI ...ttt 214



ADNOTARE
Voloc Alexandru

w»Modificarile clinico — biologice si genetice in statutul vitaminei D in perioadele pre — si
postnatala a copilului”
Teza de doctor habilitat in stiinte medicale. Chisinau, 2016

Structura tezei: introducere, 5 capitole, sinteza rezultatelor obtinute, concluzii generale,
recomandari practice, bibliografia include 434 de surse, 177 pagini text de baza, 21 figuri, 47
tabele, 4 formule, design-ul studiului, 1 algoritm, 7 anexe. Rezultatele obtinute sunt publicate in
36 lucrari stiintifice.

Cuvinte — cheie: Profilaxia prenatald si postnatald a carentei vitaminei D, statutul vitaminei D,
gena Klotho, VDR, haplotipul, gena lactazica LCT.

Domeniul de studiu: pediatrie.

Scopul. Evaluarea impactului carentei/ insuficientei vitaminei D asupra metabolismului fosfo-
calcic si sanatatii osoase in corelatie cu factorii genetici la copii si adolescenti, cdile de corectie.
Obiective de investigare. Evaluarea impactului carentei/insuficientei vitaminei D asupra
statutului clinico-fiziologic si genetic la copii si adolescenti. Studierea manifestarilor deficitului
vitaminei D in dependentd de perioada ontogenetica de dezvoltare a copilului (intrauterina,
postnatala precoce si tardiva), de anotimp si zonele climato-geografice (Moldova, Franta,
Algeria, Martinica, Ingusetia). Analiza comparativad a deformarilor membrelor inferioare si a
parametrilor biochimici in asociere cu valorile vitaminei D la copii si adolescenti din Moldova si
Franta. Depistarea impactului factorilor genetici asupra metabolismului calciului, sanatatii
osoase, dezvoltarii fizice, prin prisma polimorfismului a 3 gene: VDR, Klotho si LCT, in asociere
cu valorile vitaminei D serice la copii de diferite virste si adolescenti. Elaborarea algoritmului de
diagnostic al hipocalcemiilor, pentru optimizarea diagnosticului timpuriu. Emiterea
managementului de conduitad al carentei vitaminei D in scopul eficientizarii tratamentului si
profilaxiei specifice.

Metodologia: doua tipuri de studiu: studiul clinic controlat cu selectarea randomizata a femeilor
gravide si nou-ndscutilor si studiul de cohorta.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Primar in RM, prin studiu multicentric international a fost
cercetata pluridimensional dilema carentei vitaminei D, aplicand o strategie de profilaxie
specificd si analizand polimorfizmul genetic al diferitor gene cu impact asupra masei si densitatii
osoase,totodatd fiind elucidat impactul asupra sanatatii osoase a aportului de calciu/produse
lactate, prin investigatii asupra polimorfismuli genetic al genei lactazice LCT.

Problema stiintifica solutionata in cercetare rezida in estimarea patternului clinico-fiziologic si
genetic al carentei vitaminei D in perioadele pre- si postnatale de dezvoltare a copilului prin
prizma determindrii corelatiei statutului vitaminei D, aportului de calciu cu genotipul VDR si
polimorfismul genei Klotho la copii si adolescenti in scopul obiectivizarii diagnosticului si
eficientizarii tratamentului starilor de hipocalcemie.

Importanta teoretici a lucrarii: Evidentierea verigilor patogenetice antrenate in crearea
tabloului clinico-paraclinic al demineralizarii tesutului osos, constituie un reper esential in
extinderea si aprofundarea cunostintelor existente privind deformarile osoase.

Valoarea aplicativa a lucririi: A fost elaborat un nou concept de profilaxie specifica ante- si
postnatald al hipocalcemiilor neonatale si al rahitismului carential, optimizdnd managementul de
conduitd al acestora, astfel ameliorand calitatea vietii copiilor si adultilor in timp.

Implementarea rezultatelor stiintifice multicentrice internationale: Rezultatele studiului au
fost implementate in activitatea Departamentului Pediatrie al USMF , N. Testemitanu”; Centrului
Spitalicesc Regional din Franceville si Centrele universitare din Angondge, Koula-Moutou,
Owendo si Libreville (Africa Ecuatoriala).



PE3IOME
Bosok Anexcanap
« KinuHuko-0noornyeckue U reHeTH4ecKue H3MEHeHHs cTaTtyca BuTaMuHa /I B npe- u
MOCTHATAJbHOM NEPHOAAX PA3BUTHS PeOEHKA »
Juccepranus TOKTOpa XaOMINTAaT MEAULIMHCKUX HayK, T. Kummnsy, 2016.

CrpykTypa QMcCepTalMM: BBEJCHHE, 5 IJIaB, CHUHTE3 IIOJyYCHHBIX PpE3yJIbTaToOB, 0OIIHe
BBIBOJIbI M MPAKTHUYECKUE PEKOMEHJIAllUU, CIIUCOK JIMTEpATyphl, BKItoYaromui 434 MCTOYHUKA,
177 ocHoBHBIX cTpaHuIl TeKcTa, 21 pucyHok, 47 Tabnun, 4 GopMysbl, TU3aiH HCCIea0BaHuUs, |
aIropuTM™, / IpUII0KeHui. Pe3ynpTaTsl uccieoBanus onyonuKoBaHbl B 36 Hay4HbIX padoTax.
KarwueBble ciaoBa: [IpenaranbHas W mocTHaTaigbHas mnpoduiakThka aedunura BuramuHa /l,
cratyc Butamuna /I, ren Kioto, perientop VDR, ramnorun, ren makrassl LCT.

O0JacTh HccJeJOBAHMSA: [IEUATPUS.

Hean: Onenka Bo3aeicTBHs AedUIIMTa/HETOCTATOYHOCTH BUTaMuHa JI Ha ¢ocdo-KaabIiueBbIi
METa0O0JIM3M M KOCTHOE 3J0POBBE B KOPPEISIUU C TEHETHMYECKMMH (PAKTOpaMu y JeTed H
HOJPOCTKOB, CIIOCOOBI KOPPEKILIUH.

3agaum ucciaenoBanus: OneHKa BO3ACUCTBUS Ae(DUIINTa/HEJOCTATOYHOCTH BUT. J| Ha KITMHHUKO-
(U3MOIOrMUECKUIl U TeHETUYECKUN CTaTyc y JeTeil U moapocTKoB. MccienoBanue nposBiIeHUS
neunura BUTaMuHa /| B 3aBHCHMOCTH OT pa3HBIX IEPHOAOB OHTOTCHETHYECKOTO Pa3BUTHS
peGeHka (BHYTpUYTpOOHBINH, paHHMHA M MO3JHUI IMOCTHATAJIbHBIN), CE30Ha M KIUMATUYECKON
301 (Mongosa, ®panuus, Amxup, Maptunuka, Wurymerust). CpaBHUTENbHBIN aHaIU3
negopManuil HUKHUX KOHEYHOCTEH M OMOXMMHMUYECKMX MOKa3aresed, B COYETaHUH C YPOBHEM
BUT. [[ y nereit MongoBel u ®@panuuu. OnpenereHue BIHUSHUS T'€HETUYECKUX (DaKTOpPOB Ha
MeTa00IM3M KaJlbLUsl, KOCTHOE 3/10pOBbE, (PU3NYECKOE pa3BUTHE Yepe3 MPpU3My MoJuMopdusmMa
3 renoB: VDR, Knoro u LCT, B couetanuu ¢ ypoBHEM CHIBOPOTOYHOTO BUT. J[ y jeTeit pazHoro
BO3pacTa M NOAPOCTKOB. Pa3zpaboTka IMAarHOCTUYECKOr0 aJIrOpUTMAa T'MIIOKAIbLIUEMHH JUIs
ONTUMU3AINH PaHHEH TuarHocTuku. Pa3paboTka cxembl BeneHUs nedumnmra BUT. [, ¢ Lenbo
YIYYIIEHUs Crelu(PUIECKOro JeUeHUs! U NPOPHIAKTUKY.

Metoposnorus: J[Ba Tuma wuccieloOBaHUI: KOHTPOJIMPYEMOE KIMHUYECKOE HCCIIEJOBAHUE C
PaHIOMHU3UPOBAHHBIM BHIOOPOM OE€pPEMEHHBIX JKEHIIIUH U HOBOPOXK/IEHHBIX U B KOTOpPTE.
HoBu3Ha um HayyHasi OpMIrHMHAJbLHOCTBH: BriepBeie B MoioBe MpOBEIEHO Pa3HOCTOPOHHEE
MEXIYHApOJHOE MCCIEIOBAHUE HEAOCTATOYHOCTH BHTaMUHA J[ ¢ IPUMEHEHHEM CTpPaTEruu
cnenuuyeckod NpoPUIAKTUKM M aHAJIU30M T'€HETUYECKOro MOJMMOp¢u3Ma pa3HbIX TI'EHOB,
BO3/ICHUCTBYIOIIMX Ha KOCTHYIO MacCy M IUIOTHOCTb, OJHOBPEMEHHO pACKpBIB IMpoOIeMy
BO3/ICHCTBUS NMOTPEOJEHUS KaJbLUs/MOJIOUHBIX MPOJYKTOB Ha COCTOSIHHE 3/I0POBBSI KOCTHOTO
anrmapara myTeM UCCIeJOBaHUs TeHETUYeCcKoro noauMopdusma rexa nakrassl LCT.

Pemiennasi B ucc/jieJOBaHMU HaAy4YHas NMpodJemMa 3aKI04aeTcs B MPOrHO3UPOBAHUHM KIMHHUKO-
(U3UOTOTMUECKON U TeHEeTUYEeCKON KapTUHBI JeduITa BUTaMUHA | B mpe- M MoCTHAaTaIbHOM
nepuoAax pa3BUTUs peOEHKa uepe3 OIpelelieHHe KOoppensiuuu craryca ButamuHa [l
notpebienus kanblus, reHotunioM VDR u noaumopduzmom rena Kioro y aereit 1 moapocTkos,
C 1IeJIbI0 0OBbEKTUBHOMN AUAarHOCTUKU U 3PPEKTUBHOTO JICUEHHS TUITIOKAIBLINEMUH.
Teopernueckoe 3HaYeHHe padoThl: OnpesieneHne NaToreHeTHUECKUX 3BEHbEB, BOBJICUCHHBIX B
KIIMHUKO-TIAPAKINHUYECKYI0 KApTUHY JeMHUHEpaIu3aluyd KOCTHOM TKaHW, SIBISETCS Ba)KHOU
OCHOBHOM JIJIs1 pacIIMpPEHHs] UMEIOLIMXCS 3HAHUH 0 1ehopMaIiy CKejeTa.

[IpakTHyeckas 3HaUYMMOCTH padoThl: Pa3paboTrana HOBasl KOHILIETIIUS Mpe- U MOCTHATAIbHOMN
cneunduyeckoit MpoUIaKTUKA HEOHATAIBHOM TUIOKAIBIMEMUN U BUTaMUH-/[-nedunurapHoro
paxura, myTeM ONTHUMH3AlMU CXEM BEJIEHHUS JaHHBIX COCTOSHUM, TakuM o0pa3oM ymyuiias
KaueCTBO HU3HU AETEH U B3POCIBIX B JOJITOCPOYHON NEPCIIEKTUBE.

BHenpenue pe3yJbTaToB Me:KIYHAPOJHOI0 MHOTOIEHTPOBOr0 MccieloBaHusi: Pe3ynbrarhl
uccienoBaHus OblIM BHeApeHbI B padote Jlenapramenta [leauarpun ['YM® «H. Tecremurnany,
PErMOHAIIBHBIN TOCIUTANIBHBIN HEHTp I'. DpaHCBWIb, YHUBEPCUTETCKHE HEHTPBI AHTOHIK, Kyna-
Myty, OBenno u JIubpesuinb (DxBaropuanbHas AQpuka).



SUMMARY
Alexandru Voloc
" Clinical-biological and genetic changes in vitamin D status in pre- and postnatal periods
of child’s development **
Thesis of Doctor of Science in Medicine. Chisinau, 2016

Structure of thesis: introduction, 5 chapters, synthesis of obtained results, general conclusions,
practical recommendations, bibliography of 434 titles, 177 pages basic text, 21 images, 47 tables,
4 formulas, one study design, one algorithm, 7 annexes. The results of this study were published
in 36 scientific papers.

Keywords: prenatal and postnatal prevention of vitamin D deficiency, vitamin D status, Klotho
gene, VDR, haplotype, lactase gene LCT.

The field of study: pediatrics.

Goal: Evaluation of the impact of vitamin D deficiency on phospho-calcic metabolism and bone
health in correlation with genetic factors in children and adolescents, ways of correction.

The study objectives: Evaluation of the impact of vitamin D deficiency on the clinical-
physiological and genetic status in children and adolescents. Study of manifestations of vitamin D
deficiency depending on the ontogenetic period of child development (in utero, early and late
postnatal), season and climatic and geographic area (Moldova, France, Algeria, Martinique,
Ingushetia). Comparative analysis of inferior limbs deformities and biochemical parameters in
association with vitamin D values in children and adolescents from Moldova and France.
Detecting the impact of genetic factors on calcium metabolism, bone health, physical
development, through the prism of 3 gene polymorphism: VDR, Klotho and LCT in association
with serum level of vitamin D in children and adolescents of different ages. Development of
diagnostic algorithm of hypocalcaemia to optimize early diagnosis. Elaboration of therapeutic
management of vitamin D deficiency aiming to improve specific treatment and prophylaxis.
Methodology: two types of study: clinical controlled study with randomized selection of
pregnant women and newborns, and a cohort study.

Scientific novelty and originality: For the first time in the Republic of Moldova we have
conducted a multicentric international study to assess multiple aspects of vitamin D deficiency,
applying a specific vitamin D deficiency prevention strategy, in-depth study of genetic
polymorphism of different genes with an impact on bone mass and density. We have studied the
influence of calcium/dairy products intake on bone health by testing the LCT lactase gene
polymorphism.

Scientific problem solved through this research lies in estimating the clinical-physiological
and genetic pattern of vitamin D deficiency in pre- and postnatal child development through the
prism of determining the correlation between vitamin D status, calcium intake with VDR
genotype and Klotho gene polymorphism in children and adolescents for an abjective diagnosis
and efficient treatment of hypocalcaemia conditions.

Theoretical value: Highlighting pathogenetic links leading to clinical and laboratory picture of
bone demineralization is an essential baseline in broadening the existing knowledge in bone
deformities.

Practical value of the research: A new concept of pre- and postnatal specific prevention of
neonatal hypocalcaemia and vitamin D deficiency rickets was developed by optimizing the
therapeutic management, thus improving the quality of life in children and adults in the long
term.

Implementation of international multicentric scientific results: The result of the study were
implemented in Department of Pediatrics of the SMPU "N. Testemitanu”, Regional Hospital
Centre of Franceville, University Centers in Angondge, Koula-Moutou, Owendo and Libreville
(Equatorial Africa).
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Peptida generatd de calcitonina
Gena codanta pentru canalele clor
Continut mineral 0sos
Colagen de tipul 11
Celule progenitoare mezenchimale
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Absorbtiometrie duala cu raze X
Proteina de interactiune cu receptorul vitaminei D
Sialo-fosfoproteina dentitiei
Encefalita autoimund experimentala
Enzima de conversie a endoteliului
Enzimele familiei de metaloproteaze zinc - dependente
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FGFR Receptorul factorului de crestere a fibroblastilor

GnRH Hormonul eliberator al gonadotropinei

HACCP Analiza Factorilor de Risc si Punctele Critice de Control
Hapl, Hap2, Hap3 Haplotipul 1, haplotipul 2, haplotipul 3

HPLs Leziuni periosteocitice hipomineralizate

HRE Element reactiv la actiunea hormonului

IGF-1 Factorul de crestere — 1 de tipul insulinei

LCT Gena codanta a lactazei

LeyCell Celulele Leydig din testicule, epididim, ovare, uter, glande mamare, placentd
LHP Lactaz-florizin hidrolaza

RM Republica Moldova



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Organizatia Mondiala a Sanatatii, 2004
stipuleazd ca osteoporoza/osteomalacia constituie a treia problema de sanatate publica dupa
afectiunile cardiovasculare si cancer [1], iar National Osteoporosis Foundation, 2014 o
abordeaza ca o ,.epidemie tacutd” a secolului XXI, fiind caracterizata prin rezistentd osoasa
scazutd, indusa de scaderea masei osoase si de compromiterea calitatii osului, conditionand
riscul de fractura. Astfel, deficitul de vitamina D poate constitui cauza esentiald a dezvoltarii atat
a rahitismului/osteomalaciei la copii si adolescenti in perioada de crestere, a hipocalcemiei in
perioada neonatala, cat si a osteoporozei/osteomalaciei la persoanele in varsta. Aceste lacune
impun desfaurarea unor cercetiari complexe, pentru determinarea statutului vitaminei D la
populatia generala si evaluarea riscului de dezvoltare a semnelor clinice ale deficientei acesteia.

De la 50 pana la 80% a masei minerale osoase este determinatd de factori genetici, fapt
confirmat prin depistarea mutatiilor genetice la pacientii cu masa osoasa patologica (rahitism,
osteoporoza, densitate osoasd inaltd autosom dominantd) si prin asocierea masei osoase cu
diferite variante genetice la persoancle sanatoase si la cele cu osteoporoza [2]. Studii genetice
estimative mentioneaza impactul genei care controleaza receptorul pentru viamina D (VDR),
genei de colagen Ial, receptorul pentru estrogeni si gena TGFp [3-5]. In prezent existi dovezi
substantiale, ca variatiile acestor gene, implicate in metabolismul calcic si osos, ar putea descifra
de ce mineralizarea osoasa la diferiti indivizi reactioneaza in mod diferit la factori identici ai
mediului inconjurdtor (efortul fizic, aportul de calciu). Postulatele acestor studii, ne-au
determinat sd evaludm distribugia genotipurilor asociate cu raspunsul la actiunea vitaminei D,
absorbtia intestinala a calciului si/sau acumularea masei osoase In limitele unei populatii
anumite.

Descoperirea receptorilor specifici pentru vitamina D (1,25-dihidroxivitamina D) in 1994
(vitamine D receptors — VDR) a largit aria interpretativd a deficitului de vitamina D. S-a
demonstrat existenta interactiunii intre genotipul receptorilor pentru vitamina D, absorbtia de
calciu si nivelul de calciu din dietd [6]. Astfel, forma activa a vitaminei D (calcitriol) isi exercita
efectele biologice prin legarea de receptori specifici localizati in nucleii celulelor tinta [7, 8].
Activarea receptorilor VDR din intestine, oase, rinichi si paratiroide, cu ajutorul hormonului
paratiroidian si al calcitoninei, contribuie la mentinerea echilibrului fosfocalcic din organism si

la asigurarea unei rezistente osoase echilibrate. Dar VDR sunt implicati si in proliferarea si
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diferentierea celulara, fiind prezenti in diferite serii leucocitare, inclusiv in monocite si in
limfocitele T si B.

Atat factorii genetici, cat si factorii de mediu, influenteaza indisolubil dezvoltarea oaselor
si mineralizarea pe tot parcursul vietii, dar influenta lor poate fi evidentiata incepand din
perioada fetald precoce, sustindnd astfel urmatoarea declaratie: ,,0steoporoza senila este o boala
pediatrica, deoarece diferentele privind masa osoasd, diagnosticate in copildrie constituie un
element de predilectie pentru osteoporoza tardiva" [9]. Prin urmare, pentru a emite o viziune
integrativa a probabilitatii riscului de dezvoltare a osteoporezei/osteomalaciei este esential de-a
analiza influenta acestor factori asupra metabolismului calcic si osos 1n timpul cresterii prenatale
si postnatale.

Descrierea situatiei in domeniul de investigare si identificarea problemelor de
cercetare. in studiile consacrate factorilor cauzali ai hipocalcemiei neonatale, s-a relatat rolul
starii de sanatate a mamei: perioada de gestatie, prezenta disgravidiei, particularitatile travaliului
si nasterii, diabetul matern, hiperparatiroidismul matern si nivelul socio-economic [10-12]. in
pofida acestor constatari, cercetatorii afirma ca deficitul de vitamina D este factorul primordial,
in special in trimestru Il de sarcina, odata cu transportul transplacentar masiv de calciu [13, 14].
In caz contrar, nou-nascutii ale caror mame sufera de hipocalcemie, dezvolta hiperparatiroidism
tranzitor imediat postnatal (congenital) [15].

Numeroase cercetdri au semnalat incidenta crescuta a rahitismului la sugari i copii mici,
inainte de implementarea profilaxiei generalizate Tn multe tari temperate, remarcand cert rolul
vitaminei D pentru cresterea, mineralizarea oaselor si placii de cartilaj de crestere in aceasta
perioada [16]. Desi, rahitismul la copiii mari si adolescenti este cazuistic, necesarul vitaminei D,
este indiscutabil asigurdnd o mineralizare optima a osului la acest grup de copii [17, 18].

Ipotezele studiilor epidemiologice sugereaza rolul vitaminei D asupra mecanismelor de
protectie impotriva proceselor autoimune si a cancerului, astfel fiind suplimentat rolul clasic al
acesteia de control al absorbtiei calciului si al statutului osos [19-22]. Efectul anticancirogen,
confirmat de numeroase referinte [23] este justificat de adeziunea intercelulara si a apoptozei,
prin inhibarea angiogenezei in jurul tumorilor si a metastazelor [24].

Nivelul seric diminuat al vitaminei D (25(OH)D) are un fundal sezonier — iarna, geografic
- latitudini inalte (> 40° N sau S) si alimentar - suplimentare deficienta a produselor lactate cu
vitamind D [28]. Astfel, in aceste regiuni este asigurat un program national de profilaxie
specificd maternd si infantila a carentei vitaminei D. strategii, cum ar fi aportul continuu al

vitaminei D la femeile gravide, nou-nascuti si sugari, aportul oral discontinuu al unor doze mai
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mari de vitamina D, ca de exemplu administrarea trimestriala a 2-2,5 mg de vitamina D3 in
timpul sarcinii [29-32]. Prin consens, strategia data a fost recomandata pentru implementare in
practica si inclusa in Programul National de Nutrifie — Sanatate (PNNS) al Frantei, incepand cu
anul 2001 [33]. Dat fiind faptul, ca radiatia solard asigura sinteza cutanata a unei cantitati
suficiente de vitamind D doar in lunile de vara-toamna, sau mai exact din aprilie-mai si pana in
octombrie-noiembrie, in tarile localizate la o latitudine mai mare de 30-40° Nord sau Sud, acesta
profilaxie poate fi limitata doar la perioada sarcinii la femeile ce locuiesc la aceasta latitudine si
care vor naste in perioada de iarni-primavara [28]. Insa aceastd profilaxie trebuie realizatd pe
parcursul intregului an la nou-nascutii si sugarii ce locuiesc la nivelul latitudinilor mai mari de
30-40°, precum si la nou-nascutii, sugarii si femeile gravide care nu sunt expusi radiatiei solare
[30].

Multiple studii longitudinale si studii retrospective in cohorta confirma faptul, ca deficitul
de vitamind D este un fenomen raspandit chiar si la femeile gravide sanatoase [34]. Aceasta
deficienta de vitamind D creeaza la nou-nascut in perioada imediat dupa nastere un risc crescut
de dezvoltare a starilor patologice legate de hipocalcemie si/sau defecte de mineralizare osoasa,
de asemenea, poate avea si repercusiuni de lungad durata, deoarece tot mai multe dovezi certifica,
ca riscul fracturilor osteoporotice la o varsta adulta tarzie este amplificat de actiunea factorilor
adversi ai mediului ambiant in perioadele precoce de dezvoltare, inclusiv in perioada
intrauterind [34, 35].

Prin urmare, in afara de actiunea clasicd a vitaminei D, dupd cum am mentionat mai sus,
este tot mai mult vizat rolul vitaminei ca imunomodulator si ca factor ce influenteaza
diferentierea celulara, astfel avand un rol protectiv impotriva maladiilor autoimune, cu
predilectie a diabetului zaharat tip I [36-38] si a unor tipuri de cancer, in special de san si de
colon [39-43]. In plus, un sir de autori au studiat impactul carentei vitaminei D [44] si
consecintele administrarii vitaminei D [45, 46] asupra unui organism cu infestatie parazitara
intestinald. Astfel, un studiu [47] a demonstrat ca invalidizarea transgenica a receptorilor
vitaminei D, care face ca sobolanii sa fie rezistenti la actiunea vitaminei D, sporeste riscul de
dezvoltare a reactiei inflamatorii in caz de infestatie parazitara.

Rezultatele studiului nostru ne-au permits sa apreciem in complex statutul vitaminei D la
femeia gravida, nou-ndscut, sugar, copilul in varsta de un an si pind la adolescenta, cu evaluarea
consecutiva a impactului clinico-biologic al unei eventuale carente a vitaminei D in timpul
tuturor acestor perioade de viata. Profilaxia antenatald corect efectuatd la femeia gravida, bazata

pe administrarea discontinud a calciului si vitaminei D, combinatd cu expunerea rationald la
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soare, echilibratd cu surse naturale, in special in ultimele luni de sarcina, precum si cu profilaxia
nasterilor premature, vor scade incidenta osteopeniei la copiii prematuri, incidenta hipocalcemiei
neonatale si a retardului 1n cresterea intrauterina.

Deficitul matern de vitamina D poate fi observat independent de conditiile geografice si
climaterice (lipsa expunerii la soare, multiparitatea, etc.). El sporeste riscul hipocalcemiei
neonatale si hiperparatiroidismului secundar la gravide si creste riscul greutatii mici la nastere.
Aportul oral de 2,5 mg vitamina D3 (la a 6 luna de sarcind) normalizeaza rezervele vitaminei D
la mama si fat, diminueaza riscul hipocalcemiei, promoveaza cresterea fetala si favorizeaza
osificarea matricei scheletare. Desi nu existd dovezi stiintifice, totusi existd ipoteza ca
suplimentarea cu vitamina D ar putea creste riscul hipercalcemiei la mame si copiii lor. Din acest
motiv, profilaxia cu vitamind D trebuie limitatd doar pentru mamele care nasc intre lunile
decembrie si iunie, precum si indiferent de sezon pentru alte femei cu risc inalt de dezvoltare a
carentei vitaminei D in urma expunerii lor insuficiente la soare si aportului scazut de vitamina D
din alimente.

Polimorfismul genetic, care sta la baza intolerantei la lactoza a copiilor si adolescentilor
din Republica Moldova, este sau nu similar cu cel din Franta. Interrelatia dintre fenotip, aportul
de calciu si nivelul de vitamina D, sunt determinantii de baza ai simptomatologiei intolerantei la
lactoza.

Luand in consideratie cele sus-expuse si tendintele stiintifice moderne, in procesul
realizarii studiul dat, noi am evaluat nu numai statutul vitaminei D la femeile gravide, sugari si
copii din Republica Moldova cu analiza posibilelor asociatii cu homeostaza calcica,
mineralizarea si cresterea osoasd in aceastd cohortd, dar am testat si ipoteza ca deficitul vitaminei

D ar putea crea premize pentru o infestaie mai usoara a organismului cu helminti intestinali.

Scopul studiului
Evaluarea modificarilor statutului clinico-fiziologic si genetic al carentei vitaminei D in
perioadele pre- si postnatale a copilului si céilor de corectie.
Obiectivele studiului
1. Evaluarea impactului carentei/insuficientei vitaminei D asupra statutului clinico-fiziologic si
genetic la copii si adolescenti.
2. Studierea manifestarilor deficitului vitaminei D in dependenta de perioada ontogenetica de
dezvoltare a copilului (intrauterind, postnatald precoce si tardiva), de anotimp si zonele

climato-geografice (Moldova, Franta, Algeria, Martinica, Ingusetia).
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3. Analiza comparativd a deformdrilor membrelor inferioare si a parametrilor biochimici in
asociere cu valorile vitaminei D la copii si adolescenti din Moldova si Franta.

4. Depistarea impactului factorilor genetici asupra metabolismului calciului, sanatatii osoase,
dezvoltarii fizice, prin prisma polimorfismului a 3 gene: VDR, Klotho si LCT, in asociere cu
valorile vitaminei D serice la copii de diferite virste si adolescenti.

5. Elaborarea algoritmului de diagnostic al hipocalcemiilor, pentru optimizarea diagnosticului
timpuriu.

6. Emiterea managementului de conduitd al carentei vitaminei D in scopul eficientizarii

tratamentului si profilaxiei specifice.

Metodologia cercetarii stiintifice

Pentru realizarea scopului si obiectivelor cercetarii au fost proiectate: studiu de cohorta si
studiu clinic caz-control cu seclectarea randomizata a femeilor gravide si nou-nascutilor.
Particularitatile metabolismului vitaminei D, sub aspect plurifactorial — genetic, alimentar si a
factorilor mediului ambiant au fost cercetate conform studiului de cohortd international
multicentric (Moldova, Franta, Algeria, Martinica, Ingusetia). Studiul clinic caz-control cu
selectarea randomizata a femeilor gravide si nou-nascutilor a fost realizat in baza unui chestionar
special structurat, in care au fost inregistrate rezultatele examenelor clinice, paraclinice si
rezultatele examinarilor speciale.

Analiza datelor a fost realizata utilizdnd programele Statistica 6.0 (Statsoft Inc), EXCEL
si SPSS 16.0 (SPSS Inc). Prelucrarea statistica ne-a permis calcularea ratelor, valorilor medii,

indicatorilor de proportie.

Noutatea si originalitatea stiintifica

Pentru prima data, problema carentei vitaminei D a fost cercetatd complex: ante- si
postnatal, prin analiza aprofundata a polimorfizmului genetic al diferitor gene cu impact asupra
masei si densitatii osoase, concomitent, testindu-se ipoteza unei posibile invalidizari transgenice
a receptorului pentru vitamina D in caz de infestare cu helminti. Autentic constituie si studiul
impactului asupra sanatatii osoase a aportului de calciu/produse lactate, prin prizma rolului
polimorfismului genetic al genei lactazice LCT.

In premiera prin multiple investigatii de o mare valoare interpretativi cum ar fi
determinarea statutului vitaminei D (25(OH)D, osteocalcinei, indicelui Ca/creatinind in urina,

factorului de crestere IGF-1, polimorfismului VDR, contributiei genei Klotho in dezvoltarea
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pubertara a fetelor din Franta si Republica Moldova, corelatiei statutului vitaminei D, aportului
de calciu si genotipului VDR atit la copiii din tara noastra, cit si la cei din Franta, aportului
alimentar al calciului/produselor lactate si sandtatii osoase a copiilor supusi studiului in cauza a
fost determinat impactul administrarii vitaminei D in perioadele pre- si postnatald de dezvoltare a
copilului si carentei de calciu/produse lactate la diferite varste asupra statutului clinico-
fiziologic, metabolismul fosfo-calcic si sanatatii osoase.

Inedite sunt datele referitor la prevalenta inalta a modificarilor specifice rahitismale (genu
varum/valgum) la copiii si adolescentii cu praguri joase ale 25(OH)D, asociate cu o alimentatie
precard, insuficientd in calciu, magneziu si alte micro- si macroelemente, corelind cu activitatea
inalta a fosfatazei alcaline 1n perioadele prepubertare si pubertare la copiii din Gimnaziul Internat
din orasul Orhei. Ca markeri ai sanatatii osoase au fost apreciati calciul si fosforul seric, raportul
calciu/creatinin din urind, concentratia serica a fosfatazei alcaline, IGF-1, PTH si osteocalcina.
Studierea polimorfismul genetic a permis eficientizarea algoritmului de diagnostic si
managementul terapeutic al starilor de hipocalcemie, pentru minimalizarea complicatiilor si

ameliorarea prognosticului.

Problema stiintifica solutionata in cercetare rezida in estimarea patternului genetic si
clinico-fiziologic al carentei vitaminei D in perioadele pre- si postnatale de dezvoltare a copilului
prin prizma determindrii corelatiei statutului vitaminei D, aportului de calciu cu genotipul VDR
si polimorfismul genei Klotho la copii si adolescenti in scopul optimizarii diagnosticului si
eficientizarii managementului terapeutic al starilor de hipocalcemie. Rezultatele studiului au
oferit perceperea complexd a verigilor patogenetice ale hipocalcemiei si rolul unor gene cu
impact asupra masei si densitatii osoase in dezvoltarea acestei nozologii, precum si datele, ce tin
de optimizarea strategiilor cost-efective de profilaxie specifica ante- si postnatalda a carentei de
vitamina D in baza evaludrii complexe a factorilor genetici, socio-demografici, nutritionali,

mediului ambiant si factorilor endogeni.

Importanta teoretica a lucrarii
Rezultatele studiului  aprofundeaza si fundamenteazd referintele existente privind
legitatile modificarilor fiziologice si metabolice, in raport cu metabolismul fosfo-calcic si
sdndtatea osoasa la nou-ndscuti, copiii de diferite virste si adolescenti in perioada de crestere.
Cercetarile complexe fiziologice, metabolice si clinice ce s-au soldat cu date originale

despre specificul manifestarii modificdrii starii fiziologice a tesutului osos, statusului morfo-
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functional paralel cu modificarile diverselor reactii metabolice ce sunt in raport cu activitatea
osoasa 1in caz de statut precar al vitaminei D si insuficientei partiale de microelemente, in special
de calciu, au permis de a identifica noi factori patogenetici, ce determina tabloul clinico-
paraclinic al disfunctiilor mineralizarii matricei osoase la copii si adolescenti si care necesitd, in
scopul eficientizarii diagnosticului nozologiilor studiate, de a fi inclusi in sistemele de teste de
diagnosticare a disfunctiilor cronice ale metabolismului fosfocalcic la copii si adolescenti.
Studiul a adus cunostinte suplimentare privind particularitatile patogenetice, ce sunt
antrenate 1n crearea tabloului clinico-paraclinic al demineralizarii tesutului osos, analizdnd
mecanismele deformarilor osoase, tetaniile rahitogene, precum si dereglarile de statura si de
tinutda la copii si adolescenti. La conturarea conceptului etioatogenetic, cauzat de
carenta/insuficienta vitaminei D contribuie si polimorfizmul genetic cu impact asupra masei si

densitétii osoase.

Valoarea aplicativa a lucrarii

Cercetarea a adus un aport primordial in elaborarea un nou concept de profilaxie
specificd ante- si postnatald a hipocalcemiilor neonatale si a rahitismului carential prin
administrarea unor doze discontinue de 2,5 mg de vitamina D la femeia gravida de la termenul
de gestatie de 6 luni si trimestrial la copiii primului an de viatd. A fost propus managementul
terapeutic al carentei vitaminei D, in dependentd de valorile pragurilor serice ale 25(OH)D, in
asociere cu hipofosfatemie, hipocalcemie, carenta fierului/folatilor si de semne radiologice
reprezentative rahitismului carential. Elaborarea noilor strategii profilactice si terapeutice au
impus o metamorfoza a conceptului de la profilaxia secundard la cea primarda, ameliorand
esential calitatea vietii copiilor si adultilor pe termen indelungat. Rezultatele studiului genetic au
permis completarea datelor privind identificarea factorilor genetici predispozanti si necesitatea
examindrii pacientilor cu diferite dereglari ale metabolismului calcic si osos, pentru diagnostic

timpuriu, management terapeutic rational si monitoring evolutiv.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere

1. Patternul clinic si paraclinic al rahitismului/osteomalaciei, al hipocalcemiei si
osteoporozei/osteomalaciei coreleaza cu statutul vitaminei D.

2. Manifestarile carentei vitaminei D depinde de perioada ontogenetica de dezvoltare a copilului

(intrauterina, postnatala precoce si tardiva), de anotimp si zonele climato-geografice.
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3. Deformatiile membrelor inferioare si a unor parametri biochimici sunt in asociere cu valorile
pragurilor vitaminei D atat la copiii si adolescentii din Moldova, cit si la cei din Franta.
4. Dozele vitaminei 25(OH)D pentru normalizarea calcemiei sunt in functie de haplotipurile

genei VDR.

Implementarea rezultatelor stiintifice, in activitatea curativa a specialistilor de la
Departamentul de pediatrie al USMF ,N. Testemitanu”, Centrul Spitalicesc Regional din
Franceville, Centrele universitare Angondge, Koula-Moutou, Owendo si Libreville din Africa
Ecuatoriala constituie un argument forte de-a aproba rezultatele obtinute si au contribuit la
diagnosticul timpuriu a carentei/insuficientei vitaminei D, precum si la optimizarea

managementului terapeutic.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Conceptiile de baza ale tezei si rezultatele obtinute
au fost raportate la foruri stiintifice nationale si internationale, conferinte stiingifico-practice.
o Conferinte si simpozioane internationale:

— Atelier scientifique de travail. Institute national de la santé et de la recherche médicale Unit
561 et du Centre de Référence des Maladies du Calcium et du Phosphore de I’Enfant, Paris,
Franta, 2007;

— Congresul National al Societatii Franceze de Pediatrie, Angers, Franta, 2007;

— 14" Vitamin D Workshop held, Brugge, Belgia, 2009;

— Ier Journée de I’Institut Claude Bernard, Paris, Franta, 2009;

— Ziua principald de ortopedie si traumatologie, Havana, Cuba, 2010;

— Congresul al 15 International si al 14 European de endocrinologie, Florenta, Italia, 2012.

e Conferinte si simpozioane nationale:

—Congresul al Ill-lea al obstetricienilor — ginecologi si pediatrilor din Republica Moldova,
Chisinau, Moldova, 1999;

—Congresul V al igienistilor, epidemiologilor si microbiologilor din Republica Moldova,
Chisinau, Moldova, 2003;

—Zilele Universitatii consacrate jubileului 60 de ani ai invatamintului medical superior din
Republica Moldova, Chisinau, Moldova, 2005;

— Conferinta nationala cu participare internationald cu tematica Astmul bronsic la copil,

Chisindu, Moldova, 2006;
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—Zilele francofoniei din incinta Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” care s-a desfasurat sub lozinca “Etre pédiatre — un don particulier ou un souci
supplémentaire”. Chisinau, Moldova, 2007 (Raport in plenara cu decernarea diplomei de
gradul I1);

— Conferinta Nationala (cu prezentd internationald). Studiu asupra nutritiei mamei si copilului
in Republica Moldova, Chisinau, Moldova, 20009.

Tema tezei a fost discutatad si aprobata la sedinta catedrei de pediatrie nr.2 (proces verbal
nr.2 din 15 noiembrie 2006); La sedinta Comisiei Republicane Stiintifico-Metodice pe
problemele pediatriei a MS al RM din 6 decembrie, 2006 (procesul verbal nr.4) si cea din 2 mai,
2007 (procesul verbal nr.1); La sedinta Senatului USMF | Nicolae Testemitanu” din 10 mai
2007, si prezentata colaboratorilor Institutului National de Sanatate si Cercetari Medicale
UNITATEA 561 si a,,Centrului de referinta a maladiilor de calciu si fosfor la copil” din Paris pe
data de 13 iunie 2007; la Seminarul stiintific de profil Pediatrie si Neonatologie din 14 decembrie
2015, proces verbal nr. 5, La Seminarul stiintific de profil extern de pe lingd Institutul de
fiziologie si sanocreatologie al ASM din 16 iunie 2016, proces verbal nr.1; la Seminarul stiintific

de profil pediatrie din 28 iunie 2016, proces verbal nr.23.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarii au fost relevate in 36 lucrari stiintifice
nationale §i internationale, inclusiv: 3 monografii, 10 articole in reviste stiintifice internationale,
7 articole stiintifice din Registrul National (2 cu categoria B si 5 cu categoria C), materiale la
forurile stiintifice internationale si nationale, ghiduri practice, 1 recomandare metodica, 2
dictionare farmaco-terapeutice, 4 rapoarte de studiu la UNICEF: 1. Raport ,,Despre situatia
epidemiologicd a rahistismului carential 1n Republica Moldova”; 2. Ancheta , Familiei”; 3.
Raport ,,Evaluarea situatiei alimentare a femeilor si copiilor din Republica Moldova”; 4. Ancheta
»Alimentatia copiilor mai mici de 5 ani in Republica Moldova”.

SUMARUL COMPARTIMENTELOR TEZEI

Teza este expusa pe 177 pagini de text electronic si include: introducere, 5 capitole,
concluzii generale si recomandari, indicele bibliografic cu 434 de surse citate si 6 anexe.
Materialul iconografic contine 21 figuri, 43 tabele, 4 formule, 1 design, 1 algoritm.

Cuvinte cheie: statutul vitaminei D, carenta vitaminei D, profilaxia prenatald si

postnatala, gena Klotho, VDR, gena lactazica LCT.
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In Introducere este reflectatd actualitatea problemei abordate, reperele conceptuale prin

redarea scopului si obiectivelor lucrarii, metodologia cercetarii stiintifice, noutatea stiintifica a
rezultatelor obtinute, semnificatia teoretica si valoarea aplicativa, principiile de baza inaintate
spre sustinere, aprobarea rezultatelor stiintifice.

in Capitolul 1 (Revista literaturii) este reflectata analiza referintelor de specialitate,
consacrate studiului, sunt conturate particularitatile carentei vitaminei D la diferite varste, rolul
factorilor genetici si epigenetici In perioada pre-si postnatald de dezvoltare a copiilor. S-a
apreciat situatia globala a carentei vitaminei D, actual nefiinf unificat un consens sau ghid la
nivel international.

in Capitolul 1l (Materialul si metodele de cercetare) este vizat design-ul studiului
materialul si metodele de investigatie, sunt descrise etapele de cercetare, formarea loturilor de
studiu. Minutios, sunt descrise metodele clinice si paraclinice de acumulare a datelor primare, in
special, metodele genetice de investigatie si metoda de determinare a statutului vitaminei D
(25(OH)D), ilustrata prin algoritm investigational.

In Capitolul 111 este expus studiul profilaxiei hipovitaminozei D la gestante si sugarii din
Republica Moldova, prin analiza comparativa a celor doud strategii profilactice, cea timpurie,
initiatd 1in perioada de gestatie (al II-lea trimestru), prin administrarea trimestriala de 2,5 mg
(100.000 UI) si, ulterior, pe parcursul primului an de viata si profilaxia tardiva, prin doze
standarde, initiata la nou-ndscutul de 14 zile, ulterior efectudndu-se follow-up-ul clinic si
paraclinic. A fost descris studiul multicentric international pe grupuri populationale mama-copil
in care se compara suplimentarea maternd cu vitamina D, se studiaza statutul matern si fetal al
vitaminei D si impactul sau asupra fatului in ansamblu. Au fost redate investigatiile genetice
privitoare la frecventa insuficientei lactazice.

In Capitolul 1V este reprodus studiul transversal, comparativ al corelatiei statutului
vitaminei D, aportului de calciu si al genotipului VDR la subiectii din Moldova si cei din
cohortele din Franta. S-au efectuat studii de asociere intre 25(OH)D si markerii metabolismului
calcic si osos, deformarile membrelor inferioare si mineralizarea vertebrelor folosind trei valori
de prag (30, 50, 70 nmol/l) si s-a determinat nivelul 25(OH)D, folosind Schema Internationala de
Evaluare Externa a Calitatii pentru metabolitul vitaminei D (DEQAS) si, ulterior, prevalenta
insuficientei de vitamina D pentru fiecare nivel de prag. A fost apreciat polimorfismul genetic la
nou-nascutii, copii si adolescentii de rasa caucaziana (din Moldova si Franta) si contributia

genei Klotho in dezvoltarea pubertara a adolescentelor.
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Capitolul V descrie studiul genetic asupra intolerantei la lactoza la copii si adolescenti
din Republica Moldova. Se descriu variatiile genetice asociate cu hipolactazie (-13910 pb a
genei Lactazice — LCT) care ar putea influenta consumul de lapte si mineralizarea osoasa.

Sinteza rezultatelor obtinute este un capitol de analiza si deliberari argumentate asupra
rezultatelor obtinute vizavi de opiniile expuse n literatura de specialitate cu referire la domeniul

abordat.
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1. VIZIUNI CLINICO-BIOLOGICE SI GENETICE IN PATOGENIA CARENTEI
VITAMINEI D IN PERIOADA PRE- SI POSTNATALA DE DEZVOLTARE A
COPILULUI

1.1. Aspecte generale: definitie, tendinte epidemiologice, statutul optim si aportul zilnic al

vitaminei D

In pofida numeroaselor cercetiri, o notiune unanim emisi a hipovitaminozei D nu exista
[31, 61, 71-78], conceptual, insa studiile recente o definesc ca un nivel seric diminuat al
25(0OH)D asociat cu diverse consecinte maladive. Divergentele conceptuale sunt fundamentate
pe metoda de apreciere a statutului vitaminic. Una din acestea consta in completarea unor
chestionare despre continutul vitaminei D in produsele alimentare consumate, fara a tine cont de
sinteza endogena a vitaminei D, care constituie 2/3 din rezervele totale ale colecalciferolului din
organism. Astfel, atribuind aceasta metoda femeilor gravide din Republica Moldova, deriva ca
toti NOU-nascutii ar avea un statut carential al vitaminei D [30, 79].

Vitamina D, descoperitd de secole continud a fi intens studiatd, gratie importantei si
impactului ei atat asupra dezvoltarii organismului, cat si in prevenirea morbiditatii pe scara larga
[48, 49]. Astfel, Departementul de nutritie pentru sandtate si dezvoltare al OMS, in colaborare
cu Comitetul Executiv, in aprilie 2015 au condus a 18-a sesiune practica, avand drept obiectiv
primordial - identificarea prioritatilor de cercetare a vitaminei D, sustinerea si promovarea
politicilor globale referitor la prevenirea rahitismului la sugari si copii, deficitul vitaminei D la
femeile gravide si identificarea markerilor investigationali ai hipovitaminozei D.

Palacios C. et al. (2013) si-au propus o revizuire a publicatiilor, PubMed/Medline, pe
parcursul ultimilor 10 ani, analizand prevalenta la indivizii aparent sanatosi (Figurile 1.1-1.6).

Recapituland referintele analizate, precum si alte surse [51-56], putem reitera ca
prevalenta hipovitaminozei D variaza, atit printre populatia adultd, cat si cea pediatrica,
indiferent de localizarea geografica, gradul de insolare sau starea socio-economicd. Potrivit
cercetdtorilor, in Italia,au fost semnalate diferente semnificative intre nivelul de vitamina D si
perioada sezoniera a nasterii. Astfel, cd la persoanele ndscute iarna creste probabilitatea de
dezvoltare a hipovitaminozei (RA 11%), in comparatie cu cei nascuti primavara sau vara [57,
58].
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Un alt grup de autori, opiniazd ca ponderea in crestere poate fi explicatd si de geneza
multifactoriala, reflectata ca o interactiune a factorului genetic si factorilor de mediu: geografici
(latitudine, gradul de poluare a mediului ambiant, etc.), particularititile alimentare, factorul
socio-economic. Deficitul de vitamina D, exprimat biologic sau clinic, preponderent este
evidentiat la persoanele 1n etate si la gestante, in trimestru al Ill-lea de sarcina, chiar si in tarile
inalt industrializate (SUA, Canada, tarile Uniunii Europene, etc.) [59]. M.H. Gannagé-Yared et
al. (2001) sustin ca deficitul de vitamina D este o problema majora de sanatate publica in multe
tari ale lumii [60-62], insd in Africa de Nord, China si tarile Orientului Mijlociu, deficitul de
vitamina D este o problema mai stringentd, plasindu-se pe locul 5 in clasamentul celor mai
frecvente patologii [63].

In Europa, deficitul de vitamina D cu consecinte patologice severe (osteoporoza, fracturi)
este predominant apreciat la persoanele in varstd, dominant institutionalizate [64, 65], iar la
persoanele tinere, practic sanatoase, ocazional este depistat un nivel seric diminuat de 25(OH)D,
estimandu-se la circa 40% din populatia tAndra europeana [66].

Ponderea developanta este inregistratd in tarile din bazinul Marii Mediterane (Algeria,
Tunis, Maroc, Egipt, Turcia,) avand ca determinante factorul socio-cultural (iclusiv stilul
vestimentar) si uneori religios. In mod contrar, populatia tarilor de nord (Norvegia), in pofida
energiei joase a radiatiei solare ultraviolete, suplimenteaza alimentatia cu uleiul de peste si peste
gras de mare sau ocean (sardina, somon, hering, etc.), fapt ce reduce deficitul de vitamina D la
copii si adolescenti. Desi mai multi autori considera ca in SUA incidenta hipovitaminozei D este
joasa datorita fortificarii produselor alimentare cu vitamina D, administrarii unor suplimente
vitaminice, McCullough M. et al. (2007) sustin, prin prizma dovezilor statistice, ca deficitul de
vitamina D, nu evitd persoanele americane [63, 67]. Beuzit C. et al. (2010) 1intr-un studiu,
realizat in regiunea Bretagne, Franta pe un esantion de 352 copii, au consemnat o prevalenta de
75% a hipovitaminozei D la copiii de varsta 5-10 ani in absenta suplimentari cu vitamina D [68].

In prezent, o modalitate globalizata de apreciere a statutului vitaminei D consti in
determinarea nivelului seric al formei de rezerva a vitaminei D (25(OH)D) in organism, ce
include atat aportul alimentar, cat si sinteza endogena a vitaminei D. Insa, valoarea minimi a
acestui nivel, pentru a defini hipovitaminoza D este contraversatd. Majoritatea savantilor
considera ca valorile mai mici de 10-12 ng/ml (25-30 nmol/l) la gravide si nou-nascutii lor [31,
32], la copii [80, 81], adulti si persoanele in varsta [28, 64, 82, 83] reprezintd un deficit veridic
de vitamind D, deoarece sub acest nivel existd un risc crescut de modificari biologice (cum ar fi

hiperparatiroidismul secundar, hipocalcemia, valori crescute ale markerilor resorbtiei osoase) si a
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manifestarilor clinice (de exemplu retard in dezvoltarea fatului, convulsii hipocalcemice,
rahitism la copii si osteoporoza la batrani - frecvent soldata cu fracturi).

Nivelul optim al vitaminei D, raméne a fi un alt subiect contraversat in literatura de
specialitate. Cercetatorii sustin ca nivelul mai mare de 20 ng/ml (50 nmol/l) constituie aportul
optim. Nivelul seric al 25(OH)D de 12 - 20 ng/ml, la persoanele in varsta, este insuficient,
deoarece valorile sub 20 ng/ml si chiar sub 32 ng/ml (50-80 nmol/l) sunt asociate cu un risc
crescut de dezvoltare a hiperparatiroidismului secundar, accentuarea pierderilor masei osoase
dupad menopauza la femei si dupd 65 ani la barbati, precum si cu aparitia fracturilor de col
femural [66, 82-84]. Totodata, nivelul optim al vitaminei D la copii si adulti tineri nu este atat de
evident determinat, iar valorile 25(OH)D intre 12 si 20 ng/ml (30-50 nmol/l) nu sunt clar asociate
cu semne clinice de hipovitaminoza D, cum ar fi hiperparatiroidismul secundar. insi, rezultatele
studiilor epidemiologice le-au afirmat ca valori serice insuficiente, argumentand existenta unui
risc crescut de dezvoltare a cancerului de san si de colon [39, 43, 75, 85] asociat acestor valori,
desi o astfel de corelatic nu a fost confirmata de alti cercetatori [86]. Astfel, aceste ipoteze
continua se fie un subiect al dezbaterilor stiintifice [41]. Au fost descrise asocieri similare intre
nivelul scazut de 25(OH)D si riscul de dezvoltare a maladiilor autoimune, cum ar fi diabetul
zaharat tip I, scleroza multipla si artrita reumatismala [28, 38]. Insad, cele mai convingitoare
dovezi existente la momentul actual constau in posibilitatea cresterii riscului de dezvoltare a
diabetului zaharat juvenil tip I, in caz de nivel insuficient al vitaminei D [37, 87, 88]. In pofida
abordarii critice a gradului de demostrare a asocierii dintre nivelele atat deficiente cat si normale
de vitamina D si riscurile de dezvoltare a diverselor maladii autoimune si oncologice, existd
actualmente tot mai multe rezultate stiintifice publicate, care tot mai mult confirma cel putin
reducerea riscurilor sus-numite in caz de normalizare a nivelului 25(OH)D. Unii savanti
americani [75] inca in 2006 afirmau ca, nivelul seric al 25(OH)Ds peste 20ng/ml reduce riscul
cancerului de san si de colon, actual, acest postulat este confirmat la nivel mondial [20, 21, 40,
42, 89, 90].

Nivelul seric al 25(OH)D este considerat a fi cel mai bun marker al statutului vitaminei D
si este Tn permanenta utilizat pentru determinarea prevalentei deficitului/insuficietei vitaminei D
la copiii si adolescentii sanatosi. Cu toate acestea, raimane neprecizata semnificatia biologica a
anumitor concentratii de 25(OH)D circulanta, iar valorile de referintd sunt permanent revazute in
ceea ce priveste valorile normale, comparate cu nivelurile optime.

Majoritatea clinicienilor sunt de acord cu faptul ca valorile serice ale 25(OH)D sub 25-30

nmol/l (10-12 ng/ml) pot cauza rahitism nutritional, convulsii hipocalcemice, probleme dentare
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si crestere dereglatd la copii si adolescenti. Insa, nivelul de prag al insuficientei vitaminei D la
copiii si adolescentii sanatosi continua a fi discutat, fiind propuse valori de prag pentru 25(OH)D
circulant, de la 25-30 nmol/l pana la 70-90 nmol/I la copii si la adulti.

Diferentele in metodele de determinare a 25(OH)D ar putea explica anumite divergente,
in special luand in considerare faptul ca nu au fost efectuate controale sistematice externe pentru
testarea validitaii ce ar permite compararea rezultatelor obtinute in laboratoare diferite [277]. De
asemenea, pragurile de 25(OH)D propuse pentru statutul adecvat si insuficient al vitaminei D in
perioada de crestere nu au luat In consideratie posibilele interrelatii cu aportul de calciu, care este
crucial pentru acumularea masei osoase, si, doar putine studii transversale, au examinat
posibilele riscuri ale statutului crescut al vitaminei D.

Impactul vitaminei D asupra starii de sanatate este confirmat de secole. Sniadecki, 1822 a
remarcat pentru prima datd interrelatia dintre iluminarea solard insuficientd si prezenta
rahitismului la copii. Cercetdrile au continuat aproape un veac, astfel ca, in Statele Unite si
Europa, in 1930 produsele lactate au fost suplimentate cu 100Ul de vitamina D. Comitetul
medicilor obstetricieni din SUA, 2011 a emis opinia sa oficiala, care a fost reafirmata in 2015,
referitor la faptul cd nivelul 25(OH)D la femeile gravide trebuie sa fie determinat in mod
individual, iar suplimentarea cu vitamina D trebuie sa fie in limitele de 1000-2000 Ul/zi fara
careva pericol pentru mama si copil. Dozele mai mari necesita confirmare prin studii
randomizate de viitor [91].

National Institutes of Health, 2016 ,, Aportul zilnic de referinta” — normative stabilite de
Institutul de Medicinad din SUA in 1997 [69], dau dozajul de 200 Ul/zi, insd, chiar si in caz de
administrare a 400 Ul/zi la gravide si in perioada de lactatie, nivelul seric de 25(OH) al vitaminei
D s-a dovedit a fi mai jos de nivelul optim [70]. In 2011, acelasi Institut de Medicina, sustinut de
Academia Americand de Dermatologie indicd dozele zilnice recomandate de vitamina D la
sugari — de la 400 pana la 1500 Ul/zi, iar ulterior la copiii mai mari — doze de la 600 Ul/zi [71].
Un studiu efectuat in SUA la nivel national (NHANES) in 1988-1994 a demonstrat ca, la
administrarea dozelor ,,adecvate” de vitamina D (200 Ul/zi), femeilor afro-americane de varsta
reproductiva, a persistat o prevalentd Tnalta a insuficientei de vitamina D [72]. Acelasi studiu
aratd cd doar jumatate din fetele adolescente consuma zilnic cate 200 UI de vitamind D3.
Bazandu-se pe aceste date, McCullough ridica intrebarea logica de adaptare a normativelor de

aport zilnic de referinta, in special pentru vitamina D, dozele putind fi in jur de 1000 Ul/zi [63].
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1.2. Impactul vitaminei D asupra dezvoltarii intrauterine a fatului (talia, greutatea
corporala). Interactiunea intre mediul intern matern, statutul calcic si al vitaminei D si
consecintele greutatii mici la nastere

Impactul vitaminei D asupra dezvoltdrii intrauterine a fatului este indiscutabil, fiind

abordat de numeroase cercetari [31, 34, 35, 92-96], ce argumenteaza interelatia dintre statutul
matern al vitaminei D si metabolismul calcic al nou-nascutului, riscul inalt de dezvoltare al
hipocalcemiei [97-102]. Absorbtia intestinala crescuta a calciului este principalul mecanism de
acoperire a necesitatilor crescute in calciu in timpul graviditatii [105], crescand pana la circa
60% 1n trimestrul trei al graviditatii [106, 107]. Concentratia sericd a 1,25(OH)2D creste cu 50-
100% in timpul trimestrului doi si cu 100% in trimestrul trei comparativ cu concentratia serica la
femeia negravida [13, 14, 106, 107]. Desi nivelul seric al proteinei fixatoare de vitamind D
(vitamin D-binding protein) creste si el in timpul sarcinii, concentratia 1,25(OH)2D continua sa
creasca in ultimul trimestru, pe cand concentratia proteinei fixatoare ramane stabild. Astfel, se
creeaza un nivel crescut de 1,25(OH)2D libera [108, 109]. Amstutz si coautorii si Zhu si coautorii
in studiile lor citate mai sus [106, 107], mentioneaza existenta unei asocieri pozitive intre
concentratiile serice ale 1,25(OH)2D si absorbtia calciului la nivel de rinichi in termenii avansati
de gestatie, desi mecanismul de conservare al calciului la nivel renal nu se activeaza in timpul
graviditdtii. Conform opiniei lui Specker [103], mecanismul ce sta la baza cresterii nivelului de
1,25(0OH).D in timpul sarcinii nu este complet elucidat. PTH deseori este considerat drept stimul
al hidroxilarii renale crescute a 25(OH)D cu formarea 1,25(OH)2D nu s-a dovedit a fi elevat la
gravide [106, 107, 110], dar paralelismul observat intre IGF-1 si nivelul de 1,25(OH)2D in caz
de sarcind normala si patologica [111], precum si demonstrarea faptului ca IGF-1 stimuleaza
productia renald de 1,25(OH);D [113] sugereaza implicarea posibila a acestui factor de crestere
in proces.

La inceputul anilor 70, Purvis si coautorii [114] au raportat existenta unei asocieri intre
survenirea tetaniei la nou-nascuti si durata expunerii la soare a mamelor in ultimul trimestru de
sarcind. Acesti autori, precum si Okonofua si coautorii in 1986 [115], Daaboul si coautorii in
1997 [116] au aratat ca deficitul de vitamina D3 la femeile gravide duce la dezvoltarea
hiperparatiroidismului secundar, care rezultd in hipoparatiroidism tranzitoriu si hipocalcemie la
nou-nascut. Unii savanti au stabilit cd nivelul seric al PTH este invers proportional cu nivelul
seric al 25(OH)D, iar femeile asiatice asupra carora s-au reflectat cercetarile aveau un nivel mai

scazut de 25(OH)D si mai Tnalt de PTH in comparatie cu mamele de rasa caucazoida [117].
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In 1980, Cockburn si coautorii [99] au raportat rezultatele unui studiu cvazirandomizat a
1139 femei scotiene, care au nascut in 2 sectii de obstetrica diferite. Un grup de 506 femei a
primit 400Ul/zi de vitamind D de la termenul de 12 sdptimani de gestatie, iar 633 femei din al
doilea grup au primit placebo ce nu continea vitamind D. Calciul, 25(OH)D si fosforul au fost
determinate initial din sangele matern la 24 si 34 saptamani de gestatie din cordonul ombilical,
apoi la varsta de 6 zile la copil. Ca rezultat, nivelul de 25(OH)D era mai mare la femeile care au
primit profilactic vitamina D si, respectiv la nou-ndscutii lor, de asemenea calciul seric avea
valori mai mari in comparatie cu cei din grupul de control. Incidenta hipocalcemiei neonatale s-a
dovedit a fi mai Tnalta la nou-nascutii ce erau alimentati cu formule alimentare artificiale cu un
continut inalt de fosfor in comparatie cu cei alaptati la san. Brooke si coautorii [101] au stabilit
ca fontanela anterioara era mai mare la nou-nascutii ale caror mame n-au fost suplimentate in
ultimul trimestru al sarcinii cu vitamind D a cate 1000 Ul/zi. Desi nu au existat diferente in
greutate la nastere la cele 2 grupuri de control si de interventie, s-a depistat un procent mai mare

9

de nou-nascuti cu o ,,greutate mai mica in raport cu varsta gestationala” din grupul tratat placebo
(28,6%), in comparatie cu 15,3% in grupul suplimentat cu vitamina D.

Intr-o revista a literaturii (76 studii publicate in Medline) realizatd de Schroth et al. au
remarcat cd In 35 dintre acestea a fost raportat deficit de vitamind D la gravide. Mentiondm, ca
cercetarile au cuprins diferite grupuri etnice si regiuni geografice, inclusiv din America de Nord,
Europa, Marea Britanie, Africa, Orientul Mijlociu si Asia, iar drept deficit s-a considerat nivelul
seric de 25(OH)D < 35nmol/l.

De-Regil et al. (2012) au analizat Registrul studiilor Cochrane asupra graviditatii si
nasterilor (2011), Registrul de platforma al studiilor clinice internationale (ICTRP, 2011) si
biblioteca electronica a tezelor si disertatiilor (2011), precum si au contactat direct organizatile
relevante. Au fost analizate studiile randomizate si cvazi-randomizate, evaluidnd efectele
suplimentarii a femeilor gravide cu vitamina D aparte sau in combinare cu alte micronutriente. In
total au fost supuse analizei 6 studii cu o cohorta totald de 1023 femei, si cinci studii cu
participarea a 623 femei ce au primit vitamina D comparate cu femeile ce au primit placebo sau
fara suplimentarel si Incd un studiu asupra 400 femei care au primit vitamind D si calciu fata de
gravidele nesuplimentate. In concluzie cercetirorii afirmi ca usplimentarea cu vitamini D in
timpul graviditatii maresc concentratiile de 25(OH)D masurat la nastere. Cu toate acestea,
semnificatia clinicd a suplimentarii necesitd continuarea cercetarilor, doarece nu exista dovezi
certe ca administrarea vitaminei D previne pre-eclampsia, diabetul gestational, dereglarea

tolerantei, frecventa nasterilor prin cezariene, hipertensiune gestationald sau mortalitatea
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materna, sau ar preveni careva stdri abnormale la nou-ndscuti (nastere prematura, mortalitate
fetala, scor Apgar jos, etc.) [104].

O cercetare contraversata este cea reiterata de Specker et al. (2004), publicand o revista a
literaturii au analizat relatia intre statutul vitaminei D la femeia gravida, metabolismul calcic,
modificarile osoase la femeie si impactul acestora asupra dezvoltarii intrauterine a fatului, si a
nou-nascutului au stipulat insuficienta datelor ce-ar argumenta efectul benefic al vitaminei D
asupra cresterii fetale [103].

Un studiu randomizat efectuat de Hollis B. et al au descris trei diferite tipuri de dozare a
vitaminei D Intr-un grup de 334 perechi mama-copil din douad localitdti din SUA, cu mame care
alaptau exclusiv nou-niscutii. In concluzie, s-a dovedit ci doza necesard pentru a acoperi
necesitatile mamei si sugarului este echivalenta 6400 Ul/zi [92].

Carol L. Wagner (Universitatea de Medicina din Carolina de Sud) a discutat doud studii
recente efectuate de catre grupul ei in colaborare cu grupul Iui Bruce Hollis - Institutului
National de Sanatate a Copilului si Dezvoltare Umana (NICHD) — Studiul vitaminei D in sarcina
si studiul de suplimentare comunitard cu vitamind D a Fondului de cercetare Thrasher — care
indica faptul ca 400 UI vitamina D, doza administratd Tn majoritatea cazurilor prenatal, este
inadecvata si ca 4000 Ul/zi este necesar pentru optimizarea producerii de 1,25(OH)2D3, realizata
atunci cand nivelul total circulant al 25(OH)D3 este de cel putin 40 ng/ml [31, 112].

Un alt studiu randomizat efectuat de Marya si coautorii in 1988 [118] a relevat efectul
suplimentarii cu vitamina D al gravidelor asupra cresterii fatului. Doud sute de femei au fost
impartite Tn 2 grupuri egale si au primit fiecare cate 600 000 UI vitamind D3 de doud ori in
ultimul trimestru de graviditate, fie placebo. Ca rezultat, nou-nascutii de la femeile ce au primit
vitamina D3 au prezentat o crestere mai mare intrauterind, cu valori mai mari la nastere ale
greutatii, taliei, perimetrului cranian, circumferintei antebratului si a grosimii pliului cutanat.

Efectul specific al statutului vitaminei D matern asupra dezvoltarii osoase la fat si nou-
nascut a fost mentionat in mai multe studii, dat fiind riscul dezvoltarii rahitismului si osteopeniei
la nou-ndscutii ce au suferit de o mineralizare scheletalda scazuta in timpul dezvoltarii
intrauterine. Desi, rahitismul congenital este rar intdlnit la nou-nascuti, in literaturd au fost
raportate cazuri printre copiii ndscuti de la femei cu osteomalacie nutritionala severa asociata cu
deficit de vitamind D si calciu[119-121]. Pettifor et al. [122] intr-un studiu caz-control au
raportat existenta unei asocieri intre craniotabes sau osificarea intarziata a vortexului cranian si
concentratiile scazute a 25(OH)D la mama si nou-nascut. Totodata, mentionam si faptul ca, in

alte studii observationale sau trialuri, aceste concluzii nu au fost reiterate [101, 123].
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S-a stabilit cd masa osoasa, la orice varsta, este rezultatul diferentei dintre cantitatea
acumulata in decursul dezvoltarii si pierderile intervenite dupa oprirea cresterii. Osteoporoza este
caracterizatd printr-o masa osoasd scazutd si o microarhitectonicd deterioratd a tesutului osos,
fapt ce mareste riscul dezvoltarii fracturilor. Ea afecteaza 50% femei si 13% barbati dupa varsta
de 50 ani. Eforturile initiale de prevenire a osteoporozei au fost axate asupra pierderilor osoase
secundare. Insd, procesul de dezvoltare al masei osoase, care determind picul masei osoase
(PMO), influenteazd de asemenea riscul de instalare a osteoporozei. Rezultind din cele
constatate in 1972, Charles Dent ajunge la concluzia ca osteoporoza la persoanele in varstd nu
este altceva decat o patologie pediatrica [124].

Un rol distinct in atingerea PMO apartine caracteristicilor initiale ale organismului sau,
cu alte cuvinte, factorilor genetici si epigenetici. Variabilitatea PMO intr-un anumit grup
populational este explicatd de citre influenta factorilor genetici in perioada de dezvoltare si pe
parcursul intregii vieti. Polimorfismele cunoscute la momentul actual, asociate cu masa osoasa
si/sau cu riscul de dezvoltare a osteoporozei sau a fracturilor sunt in majoritate localizate in
partea codanta si promotoare a genei VDR (receptorului pentru vitamina D) si in genele codante
ale colagenului de tipul I, receptorului estrogenic o , IL-6, factorului transformator de crestere 3
(TGF-B) si LRPS (low-density lipoprotein receptor-related protein 5 = proteina legatd de
receptorul lipoproteinei cu densitate joasa 5).

Tinem sd mentionam, ca epigenetica sau modificarea dobanditd a expresiei genelor,
ocupa un rol semnificativ in randul factorilor de risc pentru dezvoltarea osteoporozei.

La copiii ce prezentau un retard de crestere intrauterind (RCIU) sau cei ndscuti cu o
greutate mica conform varstei gestationale (small for gestational age, SGA), ,,memoria” starii de
,malnutrifie” provoaca modificari de programare a compozitiei corporale cu impact asupra masei
osoase [125]. Studiile efectuate in Regatul Unit, Australia si Scandinavia [126, 127] au
demonstrat existenta corelatiei intre greutatea la nastere si masa sau densitatea osoasa la diferite
etape ale vietii: la nastere, in perioada de pubertate si cea adulta. Factorii genetici intr-0 mare
masurd explicd o astfel de asociere, totusi, un studiu recent efectuat asupra gemenilor, a
demonstrat existenta unei corelatii intre masa osoasa in perioada adulta si greutatea la nastere
independent de factorii sus-mentionati [128].

Corelatia intre masa osoasd si greutatea la nastere poate fi observatd Incepand deja cu
perioada neonatala. Ea se referd mai intai de toate la CMO, dar se observa si o corelatie cu
densitatea minerala osoasa (DMO) — valoare mai putin dependentd de marimea taliei si greutatii

corporale in comparatie cu CMO [96].
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Ipoteza cea mai frecvent acceptatd presupune existenta unei traiectorii individuale de
achizitie a masei osoase de la o etapa timpurie, dar care se mentine pe tot parcursul vietii, mai cu
seama in perioada de pubertate. Astfel, studiile la care ne-am referit mai sus sugereaza concluzia
ca starea antenatald exprimata prin greutate mica la nastere, concomitent cu o diminuare a masei
osoase, poate in final determina un PMO redus. Mentionam, ca greutatea la nastere are impact
asupra DMO 1n valoare aproximativa de 10% si este la fel de importanta ca si tabagismul matern
in timpul sarcinii [96]. Acest deficit initial al DMO, capabil sa persiste pe parcursul intregii
perioade de dezvoltare, ar putea constitui un potential risc de dezvoltare a osteoporozei in
perioada adulta.

Impactul greutdtii la nastere este de regula interpretat drept fenotip care este rezultatul
restrictiei in utero, si definit de catre D. Barker ca ,,fenotip econom” (thrifty phenotype) [129].
Initial, acest fenotip are o influentd durabild asupra expresiei unor gene. El are origine
epigeneticd, care corespunde modificarilor post-translationale din histoane (acetilare, metilare
sau fosforilare) sau al metilarii insulelor de dinucleotide CpG in ADN. In acest context,
epigenetica are un component dobandit, cauzat de conditiile in care a decurs sarcina, deseori
asociaza si un component ereditar. Cu toate aceste, CMO necesita sa fie ajustat si corelat cu talia
mamei inainte de nastere. Avand in vedere aceste fenomene privind impactul factorilor de
mediu, cum ar fi restrictia antenatald, ei se considerd a fi implicati si in programarea de lunga
durata a genelor cu efect durabil asupra metabolismului si functiilor celulare.

Diverse carente in utero pot amplifica impactul restrictiei asupra dezvoltarii masei
osoase. Asociat sau nu cu fenomenul de restrictie, statutul vitaminei D si de calciu in timpul
sarcinii este legat cu CMO postnatal. Unele studii relativ mai vechi au demonstrat impactul
pozitiv al suplimentarii cu vitamina D in timpul sarcinii asupra statutului calcic al nou-
nascutului. Recent, corelatia dintre aportul calcic si cel al vitaminei D 1n timpul sarcinii cu DMO
prepubertard a fost raportatd in baza a doua studii [34, 130]. De mentionat cd componentul
genetic poate interveni pentru a amplifica impactul epigenetic al fenotipului de restrictie asupra
masei osoase. Existd o interactiune dintre polimorfismul Bsm 1, VDR (asociate riscului de
osteoporozd) si greutatea corporald la nastere - prima amplificd influenta ultimei asupra DMO
[131].

Este confirmatad corelatia intre greutatea mica la nastere si riscul de dezvoltare a
osteoporozei, care nu reprezintd o relatie cauza-efect, dar subliniaza sensibilitatea cresterii
osoase fetale si postnatale fata de factorii mediului antenatal. Modelele de restrictie proteica in

utero la sobolan reproduc intocmai consecintele fenotipului de restrictie umana, insotite printre
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altele, de hipertensiune si anomalii cardiovasculare [126]. Impactul lor asupra osului constau in

diminuarea CMO la sobolanul adult, fapt ce poate avea originea In consecintele epigenetice ale

unui regim cu restrictii.

Consecintele fenotipului econom (thrifty phenotype) teoretic, in viziunea actuala includ
2 faze:

— Faza initiald in utero induce programarea unui organism destinat sa traiasca intr-un mediu
restrictionat. Fenotipul ce rezultd este caracterizat printr-o greutate mica la nastere si,
probabil, o programare de dezvoltare in care functiile somatotrope sunt partial ,,inghetate”.

— 1In faza a doua, expunerea unui astfel de organism unui mediu ambiant diferit de cel
programat initial, induce o discordantd cu consecinte fiziopatologice potentiale. Astfel,
organismul raspunde variabil la o astfel de discordantd si de modificare a fenotipului sau
initial, care depinde, fara indoiala, de caracteristicile sale genetice. Flexibilitatea postnatala
impreund cu componenta geneticad poate, prin urmare, intensifica consecintele patologice care
sunt rezultatul lipsei de adaptabilitate a fenotipului programat vizavi de mediul ambiant real.

Mecanismele ce se implicd in programarea dezvoltarii osoase pot fi de 2 categorii. Din
punct de vedere celular, dezvoltarea masei osoase postnatale depinde de capacitatile proliferative
si de diferentierea celulelor progenitoare mezenchimale (CPM) spre linia osteoblastica. Restrictia
proteica la sobolan reduce si transforma potentialul CPM. Raspunsul acestor celule la actiunea
hormonului de crestere GH si la cea a IGF-1 este, prin urmare, redus. In plan endocrin, ar putea
sd existe o anomalie de programare a functionarii efectorilor somatotropi. Rezistenta partiala
catre GH si IGF-1, frecvent observata in contextul greutdtii mici la nastere, poate participa la
geneza osteopeniei relative. La persoanele in vérstd, osteopenia legata de greutatea mica la
nastere, ar putea fi interpretati sub unghiul anomaliei secretiei GH. In acest context, un
polimorfism al genei umane codante pentru GH, asociat unei concentratii joase a acestui hormon,
a fost corelata cu pierderile osoase crescute 1n relatie cu greutatea mica la nastere [132].

Functia leptinei si receptorului sdu, care de asemenea fac parte din programarea
antenatala, poate influenta compozitia corporald si osteogeneza. Evolutia copiilor nascuti cu
greutate micd nu este omogeni. In ceea ce priveste talia, majoritatea lor ii vor ajunge din urma pe
semeni. Procentul mic de copii cu retard de crestere va servi drept argument pentru administrarea
GH. In diferite studii de cohortd la adulti, relatia dintre masa osoasi si greutatea la nastere la
subiectii ce i-au ajuns din urma pe semeni §i cei ce au ramas in urma n-a fost stabilita [133-135].
In aceste studii, intensitatea relatiei valorilor densitometrice in raport cu cea a greutitii mici la

nastere scade dupd o ajustare la talie, sugerand ideea ca deficitul de masd osoasd, intr-o mare
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masura ar putea fi cauzatd de defectul de crestere fara un real impact asupra DMO si, deci,
asupra osteoporozei. Cu toate acestea, modificari ale compozitiei corporale legate de greutatea
mica la nagtere se observa si la grupele de subiecti, majoritatea redobandind deficitul statural,
avand frecvent un exces de masa grasa si un deficit de masa osoasa [136-138].

In fine, elementul cel mai important este riscul de fracturi care poate fi asociat unei
astfel de osteopenii [95]. Faptul dat militeaza in favoarea ipotezei ca programarea antenatald nu

corespunde cu factorii mediului ambiant postnatal, mai ales cand gradul de recuperare este mare.

1.3. Rahitismul carential la copiii de varsta frageda si adolescentii in crestere

Rahitismul carential este larg raspandit la copii in primii doi ani de viatd in majoritatea
tarilor de pe glob, inclusiv si in Republica Moldova [18, 79, 139-142]. Mai mult ca atat,
cercetatorii declara o crestere constantd globald a prevalentei rahitismului nutritional, in asociere
cu deficitul de vitamina D [1]. Rahitismul este definit ca o afectare a mineralizarii la nivelul
placii de crestere (calcifiere endocondrald) in primul rand datorita prezentei hipofosfatemiei, care
cauzeaza intarzierea apoptozei condrocitelor si mineralizarii matricei [2,3]. Desi, hipofosfatemia
este consideratd a fi calea finald comuna prin care se dezvoltd majoritatea cauzelor de rahitism,
factorii etiologici pot fi clasificati in linii mari in trei grupuri: cauze calciopenice, cum ar fi
deficitul de vitamina D si perturbari ale metabolismului vitaminei D; cauze fosfopenice, in care
existd o anomalie primara a homeostaziei fosfatilor, in mod principal datorita pierderii crescute a
fosfatilor pe cale renald si in al treilea rand factori care cauzeaza inhibarea directa a
mineralizarii, ca de exemplu in hipofosfatazia ereditara, ingestia excesiva de fluoruri, intoxicare
cu aluminiu si utilizarea bifosfonatilor de prima generatie [4].

In prezent, se considera ca rahitismul este un sindrom al organismului in crestere si are
drept cauzd un defect al mineralizarii tesutului cartilaginos nou-format (tesutului osteoid).
Mineralizarea defectuoasa a tesutului osteoid nou-format in aceste zone genereaza osteomalacia,
care in decursul cresterii se asociaza cu rahitismul [79].

Printre factorii nutrifionali care pot influenta acretia osoasa la sugar si copilul mic se
includ statutul nutritional al mamei in timpul graviditatii, tipul alimentatiei sugarului, continutul
fosforului si calciului in formulele alimentare, alimentatia artificiala, precum si dieta copilului
mic si a prescolarului [97]. Deficitul matern al vitaminei D in timpul graviditatii este asociat cu

dereglari ale homeostazei calcice ale nou-nascutului, cauzand un risc crescut de aparitie a

37



hipocalcemiei, posibil retard de crestere intrauterind si un continut mineral osos (CMO) redus al
nou-nascutului [97].

Copiii prematuri au un risc crescut de dezvoltare al osteopeniei si, desi utilizarea
formulelor alimentare cu continut Tnalt de minerale a redus riscul dezvoltarii osteopeniei la acesti
sugari, ea nu a Inlaturat acest risc complementar [97].

Rahitismul copiilor de varsta frageda (D-carential, clasic) este o afectiune plurifactoriala.
In stabilirea diagnosticului, profilaxiei si tratamentului siu, este necesar a fi luati in considerare
toti factorii implicati In mecanismul fiziopatogenetic: alimentari (aprovizionarea insuficientd si
dereglarea echilibrului calciului si fosforului din ratia alimentard), imaturitatea organelor
endocrine, diferite maladii etc. [143]. Veriga principald din lantul fiziopatogenetic al rahitismului
D-carential o constituie deficitul endogen si exogen al vitaminei D si metabolitilor sai, odata cu
micsorarea ulterioara a cantitatii de calciu absorbita din intestine. Totusi, metabolitii vitaminei D
influenteazd nu doar functia enterocitelor, ci si a celulelor altor organe, fapt ce largeste aria
interpretativa a importantei biologice a vitaminei D si consecintelor dereglarii metabolismului ei
[144].

In pofida faptului, ca rahitismul este o dereglare a schimbului de substante cu dereglarea
predominantd a metabolismului fosfocalcic, pentru el sunt caracteristice si alte procese
patologice in oxidarea radicalilor liberi, metabolismul proteic, microelementelor (Cu, Fe) etc.
[143].

Mult mai frecvent se stabileste acest diagnostic la sugarii alimentati artificial cu produse
lactate neadaptate (chefir, lapte de vaca etc.) sau consumarea produselor lactate cu un continut
scazut de calciu si vitamind D [145-149]. La aparitia rahitismului contribuie si modul sedentar de
viatd, mai ales cand expunerea la soare este limitata. Predispun la rahitism bolile de piele in care
este dereglata sinteza colecalciferolului; sindromul de maldigestie si de malabsorbtie care duce la
dereglarea absorbtiei calciului, fosforului, vitaminei D in intestin; bolile hepatice si renale in
timpul carora are loc dereglarea sintezei metabolitilor vitaminei D [140, 143, 150].

Pe de altd parte, gradul inalt de expunere la soare genereaza pericolul de formare a
concentratiilor inalte de vitamina D, de aceea, pentru a-si indeplini functiile sale optimale ale
vitaminei, existd mecanisme de adaptare, care in linii generale, corespund principiilor de
transformare 1n cascadd a altor sisteme biologice. Diferenta constd in aceea, cd sistemul de
reglare al vitaminei D este mult mai vulnerabil sub influenta factorilor externi (atmosferici,
alimentari, sociali). Toate aceste particularitati, inclusiv si polimorfismul genetic al structurii si

functiei receptorilor pentrumetabolitii vitaminei D precum si conditiile diferite de interactiune cu
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alte sisteme de reglare ale metabolismului mineral, creeaza premize pentru individualizarea
dozelor preparatelor vitaminei D in tratamentul rahitismului.

Cel mai pronuntat efect homeostatic al 1,25(0OH)2D3 constd in activarea transportului
calciului n sange si spatiul intercelular din tractul gastrointestinal, inducand sinteza de catre
enterocite a proteinei transportatoare de calciu [151]. Insd, in conditii de hipocalcemie
1,25(OH)2D3 actioneaza asupra tesutului osos similar parathormonului — temporar mareste
resorbtia tesutului osos si in acelasi timp creste absorbtia calciului din intestin [152]. Dupa
normalizarea nivelului seric al calciului, vitamina D inhiba productia/secretia parathormonului si
imbunatateste calitatea tesutului osos, contribuind la marirea numarului de osteoblasti, si
micsorand transparenta corticala si resorbtia osoasa.

Receptorii pentru 1,25(0OH)2D3 exista in celulele mai multor organe, asigurand reglarea
universald a multiplelor procese intracelulare. Mecanismul de reglare constd In urmatoarele:
1,25(0OH)2D3 activeaza receptorul specific pentru vitamina D, dupa care mediatorii cresc sau
scad expresia multiplelor gene implicate n absorbtia calciului, cresterea si mineralizarea osoasa,
diferentierea celulara si procesele imune. Partial, actiunea sa poate fi mediata printr-un mecanism
membranar rapid, care modificdi compozitia lipidicA a membranei celulare cu acumularea si
distributia intracelulara a calciului. Efectul final al acestui proces reglator este amplificarea
functiei celulare si a organului in intregime [6, 153, 154].

Dereglarea structurii si functiei organelor ce participd in reglarea metabolismului
fosfocalcic poate sta la baza diferitor maladii si sindroame hipocalcemice. Desi, se stie, ca
rahitismul D-deficitar este o afectiune de sistem a copiilor de varsta frageda, multi autori
constatd subdiagnosticul lui cu subaprecierea unei posibile dominari asupra unuia din
organe/sistem si a astfel de simptome cum ar fi hipotonia, scaderea apetitului, transpiratia,
acutizarea inflamatiei atopice [47].

Patologia care se dezvoltd in rezultatul dereglarii homeostazei calcice, poate fi legata atat
de deficitul metabolitilor vitaminei D, cat si de defectul receptorilor pentru aceasta vitaminad. Nu
este exclus ca acest defect sa fie cauzat secundar si/sau tranzitor.

Korovina N.A. si coautorii, in baza experientei acumulate si a publicatiilor analizate
despre prescrierea vitaminei D, concluzioneaza cd nu existd o corelare strictd dintre dozele
curative ale vitaminei D, nivelul metabolitilor sai si eficacitatea clinicd a dozelor terapeutice si
profilactice. Se creeaza impresia unei functii mult mai complicate a fiecarui metabolit, mediati
fiind de catre receptori. Ca rezultat, pentru corectia dereglarilor echilibrului electrolitic in

rahitism, 1n special al calciului, este rezonabil de a indica diferentiat metabolitii vitaminei D,
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hormoni si al{i mediatori ai metabolismului. Aceasta conduita pare a fi una dintre cele mai ideale
si tine doar de viitor [143].

Rahitismul definit ca mineralizare defectuoasd a cartilajelor zonei de crestere se
manifestd prin semne radiologice de carentd a vitaminei D si deformatii osoase ce afecteaza
membrele inferioare, coloana vertebrala, coastele si craniul. Cauzele rahitismului, de asemenea,
afecteazd procesul de mineralizare osoasa, astfel cauzdnd osteomalacia. Actualmente,
mineralizarea osoasa defectuoasa, asociata sau nu cu rahitismul, poate fi observata in perioada de
crestere, in special la sugari, copiii mici si la adolescenti.

La moment sunt destul de bine studiati si sistematizati factorii care contribuie nemijlocit
la retardarea achizitiei masei osoase la copii si adolescenti. Printre ei sunt evidentiati factorii de
risc genetici, hormonali, iatrogeni, de mediu (particularitati alimentare, mod de viata, activitate
fizica) etc. [16, 155]. O importanta decisiva are activitatea fizica si asigurarea organismului in
crestere cu cantitafi suficiente de calciu si proteine [16].

Conform cercetatorilor americani, doar 25% baieti si 10% fete intrebuinteaza zilnic
cantitati suficiente de calciu [157, 158]. In Federatia Rusa exista unele publicatii separate, care
afirma ca cea mai mare influenta a calciului este in perioada de pubertate [156], iar aportul diurn
al calciului la copii si adolescenti este foarte mic. Astfel, la jumatate dintre ei, el constituie doar
50% dintre necesitatile fiziologice ale varstei [155]. Conform statisticii, frecventa
hipovitaminozei D printre adolescentii rusi in perioada de iarnd constituie 80%. Expunerea la
soare insuficientd, aflarea nesistematica si de scurtd durata la aer liber, modul sedentar de viata,
consumul insuficient de vitamina D din produsele alimentare, contribuie la formarea ,,datoriilor”
de vitamind D fatd de organism.

Rahitismul si/sau osteopenia la adolescenti poate fi cauzat de carenta de vitamina D
si/sau cea de calciu, 1n special in perioada de crestere rapida. Varsta adolescentei reprezintd o
perioada criticd in dezvoltarea osoasa, iar nivelul vitaminei D, al hormonului paratiroidian (PTH)
si DMO (densitatea minerald osoasd) au un rol foarte important In cresterea si dezvoltarea
armonioasa a adolescentului.

Conform mai multor studii in consens, nivelul seric al 25(OH)D <12,5 nmol/l (5 ng/ml)
este observat la copiii cu rahitism evident si la adultii cu osteomalacie [159], o concentratie <20-
25 nmol/l (8-10 ng/ml) poate duce la rahitism si osteomalacie dupa o perioada mai indelungata
de carenta [160], deficit de vitamina D la adolescenti este considerat nivelul seric al 25(0OH)D
<25 nmol/l (10 ng/ml) [161, 162]. In functie de nivelul seric al vitaminei D, deficitul vitaminei D

poate fi clinic cu modificari osoase si subclinic cu/fara usoare modificari osoase si hipocalcemie.
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Totodata, nivelul seric al 25(OH)D,care reflecta deficitul subclinic al vitaminei D inca nu este pe
deplin definit. Nivelul scazut al vitaminei D >12,5nmol/l, dar nu >25nmol/l la adulti, asociat cu
15-30% crestere 1n ser a PTH a fost descris ca deficit moderat de vitamina D cu diferite efecte
asupra osului [161]. Unii autori in publicatiile lor atesta ca deficitul usor al vitaminei D (inclusiv
carenta de vitamina D) poate fi observat si la un nivel seric al 25(OH)D intre 25-50nmol/l, fiind
asociat cu cresterea PTH 1n 15% dintre cazuri si un tesut osos intact [161, 163].

Un studiu relativ recent efectuat la pre — si adolescenti (varsta 10 — 15 ani) din nordul
Frantei a depistat o prevalentd 1naltd a deficitului de vitamina D la sfarsitul verii [164]. Cresterea
nivelului seric al PTH in timpul verii in grupul de copii ce nu au fost suplimentati cu vitamina D,
a sugerat ideea cd acest hiperparatiroidism reprezinta o consecinta secundara a hipocalcemiei in
urma deficitului de vitamina D [165].

Conform unor studii nationale efectuate in Regatul Unit, SUA si Noua Zeelanda,
prevalenta deficitului vitaminei D la adolescenti este mai mare decat la copiii mai mici.
Prevalenta deficitului vitaminei D pare sd creascd cu varsta, incepand incd din frageda copilarie
pentru ca, la adolescentii din Marea Britanie sa fie foarte Tnalta. Statisticile denotd ca 11-16%
adolescenti din aceasta tara (varsta intre 11 si 18 ani) au un nivel seric de 25(OH)D<25 nmol/l pe
parcursul anului. Prevalenta deficitului de vitamind D este, insa, de doud ori mai inaltd daca
studiul este limitat doar la perioada de iarna [166].

Cauzele prevalentei inalte ale insuficientei/deficitului subclinic al vitaminei D la
populatia tanard, in particular la adolescenfi, nu este incd bine cunoscutd. Printre factorii
predispozanti la adolescenti se considerd etnia, genul, stadiul de pubertate, concentratia
hormonului paratiroidian, alimentatia si expunerea solard. Multe tari europene, inclusiv
Republica Moldova, sunt situate la latitudine inalta (37°N), cu perioada lunilor de iarna lunga,
cand razele solare au intensitate slabd pentru a stimula sinteza dermica a vitaminei D. Printre
factorii predispozanti pentru deficitul de vitamind D, la tineri si adolescenti, se considera si faptul
ca sunt expusi mai putin la soare sau folosesc creme cu factor de protectie solara >15 (care
reduce sinteza vitaminei D dermale cu 98%). Insi conform altor date, impactul cremelor
protectoare asupra statutului vitaminei D este minimal [30, 167].

in China prevalenta rahitismului clinic la fetele adolescente constituie 9,4%, cel subclinic
constituind 42,5% iarna si 6,7% vara. Riscul de dezvoltare a rahitismului subclinic a fost de 10,5
ori mai mare iarna, decat vara [168].

Deficitul sever si indelungat al vitaminei D, hiperparatiroidismul secundar la copil si

adolescent creste riscul dezvoltarii osteoporozei la varsta adultd, in special cand deficitul de
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vitamina D persista si in perioada adultd. Rahitismul si osteomalacia reprezintd un indice de
deficit sever al vitaminei D si pot contribui la dezvoltarea mai multor boli cronice. In acest
context, existd mai multe studii efectuate la persoane in varsta. Un nivel seric al 25(OH)D <50
nmol/l a sugerat definirea hipovitaminozei, deoarece studiile epidemiologice au depistat
asocierea ei cu unele maladii cronice (hipertensiune, boli cardiovasculare, diabet, schizofrenie,
astm brongic, multe boli inflamatorii si autoimune, 17 forme de cancer) [169]. Un studiu
epidemiologic retrospectiv efectuat la adulti [170] denotd ca suplimentarea cu vitamina D (de
obicei in dozd 20-25 pg/zi) n unele cazuri combinatd cu calciu este pozitiv asociatd cu o mai
bund functie musculara, presiune sanguind, glicemie si nivelul al insulinei. La copii si
adolescenti, cu parere de rau, existd putine studii in aceasta privinta. In acelasi timp, un studiu
efectuat la copiii din Olanda care au primit zilnic cate 2000 UI (50 pg/zi) de vitamina D3 in
primul an de viata si supravegheati in decurs de 31 ani, a demonstrat un risc redus de diabet
zaharat tip I Tn 80% din cazuri, pe cand cei cu un aport scazut sau absent de vitamina D, in
primul an de viata aveau un risc de 2,4 ori mai mare de dezvoltare a diabetului zaharat de tip |
[37]. Un alt studiu releva ca cei aflati in primii 10 ani de viata la latitudinea 35° au risc scazut cu
100% de dezvoltare a sclerozei multiple, si un risc scazut de dezvoltare a diferitor boli autoimune
[85]. Cu toate acestea, tinem sa mentionam, inca o data, ca aceste rezultate au fost obtinute din
studii observationale si necesita a fi confirmate prin studii interventionale placebo-controlate.
Mai multe studii demonstreazd efectele adverse ale deficitului vitaminei D asupra cresterii
osoase la adolescenti [16]. Un studiu efectuat in Olanda aratd cd 62% dintre fete, cu varsta
cuprinsd intre 14-16 ani, aveau un deficit sever de vitamind D si un DMO scézut la nivelul
oaselor radiale si ulnare [80]. Raspandirea globala a infectiei HIV in populatia tanara ne-a impus
necesitatea analizei studiilor asocierii statutului vitaminei D si a infectiei date la adolescenti
descrise in literatura. Publicatiile la acest compartiment atestda cd infectia HIV nu influenteaza
statutul vitaminei D, pe cand vitamina D afecteaza functiile imune, facand sa progreseze infectia
HIV [171, 172].

Rahitismul poate fi tratat efectiv prin suplimentarea cu vitamina D. In prevenirea lui un
rol important il joaca expunerea la soare si aportul suplimentar de vitamind D. Aceste doud
strategii diferd in perioada de vard si cea dea iarna. M.F. Holick [173] considerd ca aproximativ
30 minute de expunere la soare a membrelor si fetei poate produce vitamina D necesara zilnic
organismului. Daca expunerea solard este insuficienta este necesard suplimentarea cu vitamina D
[43, 85]. Reiesind din cele sus-mentionate, mulfi autori considera ca este necesar suportul

nutritiv cu vitamina D3 pentru mentinerea adecvata a nivelului vitaminei D pe parcursul iernii si
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chiar vara pentru cei care evita expunerea la soare sau au necesitati crescute (sugari, batrani).
Autoritatile americane recomandd o suplimentare zilnica cu Spg vitamind D la copii si
adolescenti (varsta 1-18 ani), pe cand cei din Marea Britanie recomanda administrarea unei doze
zilnice de 7pg la copiii intre 1 si 3 ani §i nu recomandad administrarea vitaminei D la cei cu varsta
cuprinsa intre 4 si 64 ani, deoarece considera ca acest nivel si-l1 acumuleaza prin expunerea la
soare in timpul verii. Celor cu restrictii in expunerea la soare li se recomanda 10pg/zi [173]. In
Franta, aportul nutritiv de vitamind D recomandat variaza in dependentd de varstd: 20-25 pg/zi
pana la varsta de 1 an, 10 pg/zi intre 1 si 3 ani, 5 pug/zi de la 4 ani pana la varsta adulta, si 10
ug/zi pentru batrani, precum si pentru femeile gravide si care alapteaza [174]. Aceste
recomandari impun o suplimentare sistematica cu vitamina D la toate varstele, cand alimentarea
obignuita(aportul mediu de vitamina D fiind intre 2 si 5 pg/zi) nu poate acoperi necesititile, cu
alte cuvinte, copiilor mici, gravidelor si femeilor care alapteaza, si batranilor.

Eruptia dentard este influentatd de aceiasi factori, hormoni si vitamine ce regleazad si
dezvoltarea somatica. Se considera ca hormonii tiroizi, hormonul de crestere, vitaminele A, C si
D au o influentda deosebitd asupra eruptiei dentare. Vitamina D este cea mai importanta, avand
rol in mineralizarea tesuturilor dentare. Lipsa ei duce la intarzieri in eruptia dentard si la
modificari de forma (dinti in forma de surubelnitd). Dintii prost mineralizati prezinta hipoplazii
ale smaltului la nivelul incisivilor, caninilor si primului molar, tulburari in formarea cementului,
adica 1n dezvoltarea radacinii dentare. Aceasta poate duce la pierderea rapida a dintilor sau,
uneori, ei pot ramane pe arcada 4-5 ani.

La copiii cu rahitism controlat procesul de dezvoltare dentard alveolard decurge normal,
cu eruptie dentard aparent normala. In cazul rahitismului netratat, dezvoltarea si calcifierea
osului alveolar este saracd, ce duce la pierderea lamina dura si a ligamentului periodontal al
dintilor [175].

1.4. Vitamina D, cu rol protector in infectiile respiratorii acute, tuberculozei si altor

granulomatoase

Maladiile respiratorii sunt frecvent intalnite la copiii cu deficientd de vitaminad D. Ele sunt
rezultatul unei combinatii de procese, care la randul lor sunt cauzate de insuficienta de vitamina
D: in primul rand mineralizarea defectuoasa a grilajului costal si deformatiile toracice, apoi
rezistenta scazuta la infectii si diferentierea intarziata a unor tipuri de celule pulmonare. La baza

actiunii 1,25(OH)2D asupra sistemului imun sta influenta ei asupra cresterii si diferentierii

43



celulelor albe ale sangelui [176-181]. Cu multi ani in urma, s-a constatat ca instalarea
rahitismului carential este insotita de o slabire a raspunsului imun al organismului si frecventei
inalte a afectiunilor pulmonare [144, 182]. Doar, in ultimul timp au inceput sd se dea explicatii
stiintifice bazate pe dovezi a acestui fenomen [78, 79, 170, 183-186].

Studiile extensive in vitro au studiat efectul 1,25(0OH).D3 in celulele leucemice umane
HL-60. Ele contin un numar foarte mare de receptori pentru 1,25(0OH)2D3 (mai mult de 4000 de
copii la o celuld). S-a dovedit, cd, sub influenta hormonului, are loc maturizarea rapida a
celulelor similare macrofagilor [187]. Acest proces este insotit de inhibarea proliferarii celulare
si amplificarea activitafii fagocitare. Stimularea diferentierii macrofagilor sub influenta
1,25(0OH).D3 se observa in vivo la sobolani [177]. 1,25-dihidroxivitamina D3 sporeste numarul
de macrofagi alveolari atat prin influenta directd asupra proceselor de diferentiere a celulelor
precursoare, cit si prin stimularea dezvoltarii celulelor splinei. in culturile tesutului splinei
aproape 90% dintre celule la 3 zile dupa administrarea 1,25(OH)2D3 se transforma in macrofagi,
gradul de maturizare al lor fiind direct corelat cu doza de hormon.

Paralel faptului ca macrofagii sunt celulele-tinta pentru 1,25(0OH)2D3, acestia manifesta
activitate 25(OH)D-1-hidroxilazica. Macrofagii din alveolele pulmonare umane produc 3H —
1,25(0H)2D3, fiind cultivate pe un substrat marcat 3H — 25(OH)Ds [179]. Activitatea 1-
hidroxilazei creste brusc, sub influenta interferonului si este in raport direct cu doza lui. Are loc
cresterea atat a numarului de macrofagi, cat si a functiei lor antimicrobiene, reprezentand un
factor important terapeutic. Cu ajutorul acestui mecanism local din macrofagi, 1,25(0OH).D3
potentiazd capacitatea monocito-macrofagici a omului de inhibare in vitro a cresterii
micobacteriei tuberculoase [180]. Mai mult ca atat, limfocitele T activate la pacientii cu
tuberculoza contribuie la productia locala a 1,25(0OH).Ds [188]. Aceasta explica partial
cunoscutele exemple ale efectului benefic al vitaminei D3 in tratamentul tuberculozei, dar si
hipercalcemia intalnitd la 10-20% pacienti cu tuberculoza sau maladii granulomatoase, cum ar fi
sarcoidoza.

Vitamina 1,25(OH).Ds favorizeaza intr-o egalda masura diferentierea celulelor din linia
hematopoetica si cea a monocitelor-macrofagilor [189-191]. Primele experiente efectuate in
1983-1984 au demonstrat efectul pozitiv al vitaminei D asupra diferentierii liniilor leucemice
promielocitare (linia HL-60) in celule de tip macrofagic. Aceste rezultate in vitro au fost ulterior
confirmate §i extinse prin demonstrarea multiplelor efecte asupra liniilor normale ale
monocitelor-macrofagilor circulante. Astfel, 1,25(0OH).Ds favorizeaza diferentierea monocitelor

in macrofagi, precum si fuziunea celulara cu formarea ulterioara a celulelor multinucleare. Ea
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influenteaza proliferarea si recrutarea celulara regland productia factorilor de crestere, cum ar fi
IL-3 si GM-CSF de catre limfocite si monocite. De asemenea, mareste capacitatea de aderenta,
fagocitoza, capacitatea bactericida si citotoxicitatea antitumorala a celulelor [192-194].

In mod contrar, 1,25(0OH);D posibil are un rol imunodepresant. Initial ea micsoreazi
capacitatea monocitelor-macrofagilor de a activa celulele T. Acest efect necesitd prezenta 1L-4
[195, 196] si are cel putin 3 rezultate cunoscute [191, 195, 197]. Vitamina D inhiba, fapt
demonstrat, diferentierea si maturizarea celulelor dendritice de origine monocitard in celule
prezentatoare de antigeni. Ea mareste capacitatea de apoptoza spontand a celulelor mature. in
fine, ea micsoreaza expresia de catre celule a moleculelor HLA de clasa II si cea a proteinei
B7.2, un costimulator al recunoasterii complexelor majore de histocompatibilitate de catre
limfocitele T. Ea micsoreaza si secretia IL-12 de catre celulele prezentatoare de antigeni, care
este o citokind ce activeaza limfocitele Thl. Aceste efecte duc la recrutarea limfocitelor T care
sunt mai putin reactive, mai putin specifice si secreta mai putin gama-interferon [198, 199].

1,25(0OH).D actioneaza direct asupra celulelor limfocitare diminudnd producerea
imunoglobulinelor de citre limfocitele B, diminuand proliferarea limfocitelor T cu fenotipul
CD4+ si CD8+, diminuand producerea si functia citotoxica a celulelor killer (,,Natural Killer” -
NK, si ,,Cytotoxic T Lymphocytes” - CTL), si moduldnd activitatea imunodepresanta a
limfocitelor T [189-191]. Actiunea sa asupra celulelor T este exercitatd in mod preferential
asupra celulelor helper Thl anume prin diminuarea secretiei [L-2 si gama-interferonului de catre
acestea [200].

Epidemiologia clinicad la copiii frecvent bolnavi din Republica Moldova a demonstrat
prezenta rahitismului la toti acesti copii. Majoritatea copiilor ce manifestau i semne rahitismale,
faceau parte din categoria copiilor frecvent bolnavi de boli respiratorii acute si pneumonii
recidivante cu evolutie trenantd [201]. In carenta vitaminei D si hipocalcemiei are loc o scidere
vaditd a nivelului acizilor sialici, care au rolul de a inhiba neuraminidaza agentilor bacterieni si
virali, de asemenea are loc dereglarea activititii monocitar-macrofagica, a procesului de
fagocitoza, pinocitoza, dereglarea functiei canalelor membranare ale celulelor odatd cu
micsorarea activitatii 3,5-AMP ciclic [184, 185].

Astfel, 1,25-(OH).D3 actioneaza ca principal reglator al metabolismului calcic, atat la
nivel celular cét si la nivelul intregului organism, avand un impact sever asupra fortificarii
organismului infantil Tmpotriva agentilor infectiosi si, in primul rand, in infectiile respiratorii

acute [201].
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Un alt tip de cercetari active in domeniul relatiilor dintre vitamina D si sistemul imun este
efectuat asupra granulomatoaselor, in special asupra tuberculozei. In acest tip de granuloame,
1,25(OH)2D activeaza diferentierea monocitelor/macrofagilor si transformarea lor in celule
gigante, favorizand efectul micobactericid §i controlul activitatii granulomei, moduland
producerea numeroaselor citokine, inclusiv al gama-interferonului, IL-1, PGE2 de rand cu
expresia receptorilor Loret [189].

Un efect suplimentar, care face parte din lanful evenimentelor ce controleaza granulomul
dat consta in capacitatea celulelor granulomei de a produce ele insesi 1,25-(OH)2D. O astfel, de
producere a fost observatd in mai multe tipuri de granulome, inclusiv in sarcoidoza, lepra si
tuberculoza, in special [188, 189, 202]. Aceasta producere contribuie la marirea concentratiilor
locale ale 1,25(OH)2D pana la nivelul ce permite controlul granulomei [172].

In caz de leziuni masive, sinteza extra-renala a 1,25(0H)2D se extinde in sange, facand
sa creascd concentratia circulantd a 1,25(OH)2D. Supraproducerea metabolitului activ in cauza
sporeste absorbtia intestinala a calciului, fiind responsabila de hipercalcemiile observate in
sarcoidoza, tuberculoza si alte tipuri de granulomatoase [ 188, 202], atrdgand dupa sine epuizarea
rezervelor de vitamina D, de unde si carenta vitaminei date care duce in ultima instanta la
agravarea maladiei [203, 204].

Astfel, vitamina D pare sd joace un rol important in lupta organismului contra
tuberculozei si agentilor responsabili de alte granulomatoase [205]. Totusi, administrarea
vitaminei D pacientilor in cauzd comporta un risc, care nu poate fi neglijat, de inducere a unei
hipercalcemii si de calcificare a tesuturilor moi, cauzat de hiperproducerea locala a 1,25(OH)2D
de catre granuloma.

Totusi, ca si in toate maladiile autoimune, genotipul VDR ar putea influenta raspunsul
organismului la prezenta agentilor responsabili ai granulomei. In acest context, dorim s
mentiondm cd unele variante genetice ale VDR au fost mai frecvent depistate In grupurile de

pacienti ce sufereau de tuberculoza [203] sau de alte patologii inrudite [206].
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1.5. Carenta vitaminei D, diabetul zaharat de tipul I, eclampsia si scleroza multipla. Rolul

determinismului genetic in fiziopatologia osteoporozei

Diabetul zaharat tip | (insulinodependent) este una dintre cele mai frecvente maladii
cronice care apare in copilarie. El apare ca rezultat al distrugerii mediate pe cale imuna a
celulelor pancreatice P si este legat de genele din complexul HLA al cromozomului 6g21 [207].
Insa, dat fiind faptul ci susceptibilitatea genetici este insuficienti pentru initierea procesului
patologic, au fost studiati multipli factori care ar actiona ca ,trigger”. Majoritatea studiilor au
ajuns la concluzia ca, desi influenta factorilor de mediu este in principiu slab cunoscuta, factorii
dietetici si infectiile virale sunt principalii initiatori potentiali ai diabetului tip 1 [208].

Holick explica relatia intre vitamina D si diabetul zaharat tip 1. Celulele insulare
poseda receptori catre vitamina D (VDR), si, respectiv 1,25(OH)2D stimuleaza productia si
secretia de insulina [43, 82, 209] fie direct, prin interactiunea sa cu receptorul VDR din celulele
B, fie indirect, prin cresterea concentratiei serice a calciului. Data fiind capacitatea limfocitelor T
si B activate, monocitelor si macrofagilor de a raspunde la actiunea 1,25(OH)2D prin modularea
functiilor sale imune [51], se considerd ca nivelul suficient de vitamind D poate scadea riscul
dezvoltarii unor maladii autoimune, cum ar fi diabetul zaharat tip 1, scleroza multipla, maladia
Crohn si artrita reumatoida [210]. Efectul imunomodulator al vitaminei D, ca un potential factor
protector impotriva DZ tip 1, a fost descris in literaturd si este activ discutat pand in prezent
[211].

Preeclampsia este o dereglare a sarcinii caracterizatd prin hipertensiune arteriald si
proteinurie[212]. Acest proces patologic este, de asemenea, asociat cu scaderea fluxului sanguin
uteroplacentar si retard al cresterii intrauterine a fatului [212, 213].

Primele articole, care descriu asocierea intre nivelul 1,25-hidroxivitaminei D in sange si
riscul de dezvoltare a preeclampsiei, si care sunt bazate pe studii semnificative, au aparut doar in
jurul anului 2000 [214]. Halhali A., Garabedian M., si colaboratorii au studiat asocierea intre
preeclampsie, factorul de crestere asemandtor cu insulina I (Insulin-like Growth Factor — IGF-I)
si 1,25-dihidroxivitamina D. In caz de preeclampsie, concentratia IGF-I in serul matern este
scazutd in comparatie cu nivelul femeilor cu graviditate normala [215, 216]. Aditional, la efectul
IGF-1 asupra cresterii fatului, el are i efect stimulant asupra sintezei renale a 1,25-
dihidroxivitaminei D la femeile negravide si la rozatoare [217-221].

Studiile epidemiologice efectuate intr-un sir de tari ale lumii, au demonstrat ca sunt mai

frecvent afectati de scleroza multipla (SM) reprezentantii rasei caucaziene. Cea mai mare
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incidenta este inregistrata in regiunile de nord ale emisferei nordice si cele de sud ale emisferei
sudice (mai sus sau mai jos de paralela 40°), adica in zonele indepartate de Ecuator. O astfel de
raspandire geograficd se observa si in osteoporoza (OP) la maturi si in rahitismul carential la
copii [222, 223]. In calitate de aspect important al acestor doud maladii, trebuiec mentionati
inregistrarea la acesti pacienti a unei carente de diferit grad a vitaminei D si a metabolitului sau
1,25 — dihidroxivitamina D3 (1025(OH)2D3). Ultimul este nu numai reglatorul hormonilor
calcemici, dar si reglatorul diferentierii celulelor, fiind si un imunomodulator activ [224].

In 1974, P. Goldberg [225, 226] a emis ipoteza insuficientei fotosintezei endogene a
vitaminei D sub influenta razelor ultraviolete (RUV), ca factor extern de dezvoltare a SM. El a
presupus ca, in perioada pubertard de dezvoltare a sistemului nervos central, indivizii genetic
predispusi pot necesita o cantitate mai mare de vitamina D si de calciu pentru sinteza normala a
mielinei. Totusi, fenotipul dermei si continutul scazut de melanind din piele se asociaza cu
debutul precoce al SM [227].

In ultimul timp, studierea rolului factorilor ereditari in geneza patologiilor multifactoriale
a capatat o amploare genetico-epidemiologica pronuntatd. O atentie deosebita se atrage depistarii
heterogenititii genetice a semnelor si maladiilor multifactoriale. In acest context, tine de
perspectiva studierea markerilor biologici predispozanti, care pot direct reflecta patogenia bolii.
O astfel de abordare oferd posibilitatea de a stabili rolul componentei genetice in etiologia
anumitor maladii Tn acelasi timp cu identificarea grupelor de risc importantea fi cunoscute in
etapa preclinica a bolii. O astfel de informatie poate fi utild in timpul consultatiei genetice [228].

Este cunoscut ca tesutul osos este un sistem dinamic, in care pe parcursul vietii au loc
permanent cicluri de remodelare (imbatranire, distrugere si formare a tesutului osos nou). in
copildrie, osul este cel mai intens supus procesului de remodelare, precum si de modelare
specifica necesard pentru a conferi osului o forma finala pe parcursul cresterii osului. Sunt
deosebit de pronuntate procesele de crestere, maturizare histologica si mineralizare la varsta
frageda, prepubertate i pubertate. Procesele in cauzd conferd osului o stare particulard, cand el
devine foarte sensibil la influenta oricarui factor nefavorabil [155, 229]. Contrar acestor
afirmatii, examenul histologic al osului osteoporotic, nu permite evidentierea unor deficiente de
mineralizare, ci existenta unei porozitati accentuate, cu subtierea tesutului conjunctiv, care are un
aspect discontinuu [230-232].

Carenta vitaminei D prin aport alimentar insuficient sau prin transformarea deficitara a
provitaminei (expunerea insuficientd la ultraviolete), impiedica absorbtia calciului, desi aportul

alimentar al acestuia este normal. De asemenea, 1n literatura medicalda de specialitate este
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acceptatd unanim ideea ca hipovitaminoza C induce o deficienta de sinteza a colagenului, care
sub formele I, II si XII intra in structura osului.

Modelul de studiu al gemenilor a demonstrat, cd mai mult de 50% din variabilitatea
densitatii osoase este probabil determinatd genetic, ceea ce explicd variatiile rasiale dintre
oameni in ceea ce priveste valoarea masei osoase maxime [233].

Cea mai studiatd gena, pana in prezent, este cea codantad a receptorului pentru vitamina
D, probabil datorita rolului jucat de catre aceastd vitamina in reglarea homeostazei calciului si
metabolismului 0sos, concretizat in:

- stimularea diferentierii osteoblastilor si sintezei de osteocalcina de catre acestia;

- intensificarea procesului de diferentiere a celulei stem catre osteoclaste [234, 235];

- activarea enzimelor din structura marginii ,,in perie” (dantelatd) a osteoclastelor;

- cresterea concentratiei, turnover-ului si activitatii unor protein-enzime din marginea ,,in
perie” a celulelor epiteliale intestinale, implicate si in absorbtia calciului ionic (Ca?+).

Au fost determinate cdteva variante de polimorfism ale genei VDR. Primele variante
identificate (cu predilectiec Bsml, Apal, Taq I) sunt situate in regiunile intronice §i nu au
consecinte functionale clare. Un interes deosebit, insd, poseda polimorfismele recent identificate
si descrise. Polimorfismul Fokl (Ff) poate modifica proteina VDR prin addugarea unui
aminoacid la capatul terminal N al secventei. Polimorfismul Cdx2 este localizat in regiunea
promotoare in locusul ce se uneste cu factorul diferentierii intestinale Cdx2 [236]. Au fost
descrise incd doud polimorfisme localizate n regiunea promotoare [237]. Cele trei polimorfisme
localizate 1n regiunea promotoare reprezintd un interes special, deoarece ele modifica
transactivarea genei VDR si datoritd asocierii lor cu riscul dezvoltdrii osteoporozei si fracturilor
la persoanele in varsta si cu talia la fetele adolescente [237-239].

In studiul genei receptorului pentru vitamina D (VDR), identificati sub forma a trei
genotipuri (doud homozigote [FF] si [ff] si unul heterozigot [Ff], s-a urmarit evidentierea
posibilei asocieri a unui anumit tip de genotip, ce redd o anumitd densitate osoasa apreciata
cantitativ, dar si calitativ prin: mica, normald, mare [5, 240].

Concluziile studiilor pe gemeni au permis formularea ideii ca genotipul VDR are
valoare predictivd pentru densitatea osoasa, astfel incat:

a) genotipul [FF] este asociat cu densitatea osoasa mica, iar genotipul [ff] se coreleaza cu
valori mari ale densitatii osului;

b) femeile cu osteoporoza postclimax prezinta o prevalenta crescuta a genotipului [FF];
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c)

d)

genotipul [FF] este responsabil de inducerea unui turnover 0sos crescut, nu numai in
studiile axate pe gemeni, ci si pe populatia neinrudita;

femeile aflate in stare de postclimax cu fenotip [FF] au o vitezd de pierdere a masei
osoase mai mare, dacd aportul zilnic de calciu se prezintd sub o treime din necesarul
maxim (necesarul zilnic, fiziologic de calciu la adult este de 0,6 — 0,9 g, la copii variaza
in functie de varsta si sex de la 200mg/zi la sugarii primilor doi ani de viatd pana la
1000mg la adolescenti). Variatiile alelice obisnuite ale genei receptorului pentru vitamina
D se coreleaza cu nivelurile osteocalcinei si implicit cu turnover-ul 0s0s, acestea
sugereazd ca modificarile genetice asupra densitatilor osoase sunt reprezentate de
modificarea cantitativa a VDR.

Un alt studiu efectuat la femeile cu genotip [FF] a furnizat date clare referitor la actiunea

pozitiva a aportului alimentar de calciu asupra incetinirii distructiei osoase [231].

Alte gene studiate si posibil implicate in geneza osteoporozei au mai fost:

a)

b)

d)

gena interleukinei 6, care mediaza pierderea osoasa in postclimax, iar recent, izolat
cercetatd, gena receptoare a interleukinei 4;

gena receptoare o a estradiolului, care are actiune independentd de reglare a densitatii
osoase, adicd fatd de actiunea exercitatd de gena receptoare a interleukinei 6 si cea a
VDR, dar cu care are in comun actiunea sinergica;

factorul de crestere P, care regleaza atat formarea cat si rezorbtia osoasd. La femeile
daneze in menopauza, studiul genei receptoare a factorului de crestere B a evidentiat un
polimorfism al genei asociat cu niveluri ridicate sanguine ale factorului de crestere, cu
densitatea mica osoasd §i turnover crescut osos, polimorfism neintalnit, Insa, la femeile
nipone aflate, de asemenea, n postclimax.

Studiul genei sintezei colagenului osos de tip I, a permis evidentierea existentei, la
femeile finlandeze cu osteoporoza, a unei mutatii care afecteaza structura colagenului.

Astézi, cand epidemiologia genetica a osteoporozei a demonstrat cd variatiile densitatii

osoase au sorginte geneticd, studierea genelor implicate in dezvoltarea osteoporozei ofera si

speranta unei noi metodologii de terapie a bolii.
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1.6. Deficitul lactazei si intoleranta/malabsorbtia lactazei definite in baza criteriilor

genetice (variantele genei mcm6 care preceda gena lactazei)

Enattah si colaboratorii [241] au studiat gena LCT a lactazei situate in apropierea locus-
ului 2921 la mai multe generatii din 9 familii finlandeze (haplotipii si dezechilibrul de legatura).
Ei au identificat astfel doud variante polimorfice in cadrul a doi introni (13 si 9) a genei MCM6
care precede gena LCT. Aceste variante sunt situate in — 13 910 (C/T) si — 22018 (G/A) in raport
cu gena de lactaza (Figura 1.7).

Variantele din — 13 910 au fost asociate cu o persistenta (T/T sau C/T) sau absenta (C/C)
a activitatii lactazice evaluate cu ajutorul LTTE (lactose tolerance test with ethanol). Aceasta
asociere a fost confirmata la mai multi pacienti ce depaseau varsta de 20 ani prin masurarea
activitatii disaharidazei (lactazei/invertazei) in biopsiile de jejun. Aceastd asociere de
genotip/fenotip a fost mai apoi confirmata prin masurarea activitatii diferitor enzime, in special a
lactazei, zaharazei si maltazei in biopsiile intestinale recoltate de la 329 copii consultati in una
dintre sectiile de gastroenterologie [242]. Astfel, a fost observata o corelatie dintre genotipul — 13
910 C/C si o activitate redusa a lactazei (< 10 U/g de proteine) la populatia europeana si africana.
In plus, s-a observat o corelatie stransa dintre genotip/raspuns la testul de expulzie a hidrogenului
la 123 de copii, inclusiv 30% dintre cei care aveau genotipul C/C. Astfel, 97% dintre copii cu
genotipul C/C, si doar 14% dintre copii cu genotipul C/T sau T/T au avut raspuns pozitiv la

testul H2 [243].

NHOZ18L 22 __ _PACI0G020
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Fig. 1.7. Organizarea genei MCMO6 cu pozitiile variantelor n intronii 9 si 13 asociati cu

persistenta lactazei [241].
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Variantele asociate unei persistente a lactazei in — 13 910 (T/T si C/T) si in — 22018 (A/A
si A/G) a genei pentru lactaza fac in esentd parte din haplotipuri imense mai mari de 1 Mb,
observate la 77% din populatia eropeand, sugerand o selectie relativ recenta (5000 pana la 10000
ani) a populatiei tolerante la lactoza [244, 245]. Din contra, genotipul favorabil (mai ales alela T
din — 13910) se intalneste rar la populatia africana inclusiv la cei care nu sufera de malabsorbtia
grava a lactozei [246]. Existenta unui alt polimorfism (—13915 T/G) 1n sanul acestor populatii ar
putea explica aceastd discordantd, deoarece o asociere dintre un polimorfism mononucleotidic
(SNP — single nucleotide polymorphism) in — 13 915 si persistenta lactazei a fost observata la
populatia africana cunoscuta ca fiind lipsitd de problema malabsorbtiei lactozei [247].

Ca rezultat, pare evident ca analiza polimorfismului in pozitia — 139 10 poate fi utilizata
ca marker al deficientei lactazice. Totusi, este importanta abordarea critica a acestor rezultate, cu
atat mai mult ca, 1n aceste studii, n-a fost implicatd populatia Europei de Nord [248].

Scopul acestei cercetdri consta in evaluarea impactului carentei/insuficientei vitaminei D
asupra metabolismului fosfo-calcic si sanatatii osoase in corelatie cu factorii genetici la copii si
adolescenti, pentru optimizarea algoritmului de diagnostic $i managementului terapeutic.

Pentru realizarea scopului au fost trasate urmatoarele obiective:

1. Evaluarea impactului carentei/insuficientei vitaminei D asupra statutului clinico-fiziologic si
genetic la copii si adolescenti.

2. Studierea manifestarilor deficitului vitaminei D in dependenta de perioada ontogenetica de
dezvoltare a copilului (intrauterind, postnatala precoce si tardiva), de anotimp si zonele
climato-geografice (Moldova, Franta, Algeria, Martinica, Ingusetia).

3. Analiza comparativd a deformdrilor membrelor inferioare si a parametrilor biochimici in
asociere cu valorile vitaminei D la copii si adolescenti din Moldova si Franta.

4. Depistarea impactului factorilor genetici asupra metabolismului calciului, sdnatatii osoase,
dezvoltarii fizice, prin prisma polimorfismului a 3 gene: VDR, Klotho si LCT, in asociere cu
valorile vitaminei D serice la copii de diferite virste si adolescenti.

5. Elaborarea algoritmului de diagnostic al hipocalcemiilor, pentru optimizarea diagnosticului
timpuriu.

6. Emiterea managementului de conduita al carentei vitaminei D 1n scopul eficientizarii

tratamentului si profilaxiei specifice.
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1.7. Concluzii la capitolul 1

1. Analiza lucrarilor stiintifice privind modificérile statutului clinico-fiziologic si genetic al
carentei vitaminei D 1n perioadele pre- si postnatala de dezvoltare a copilului atesta succese
in dezvaluirea impactului vitaminei D asupra dezvoltarii rahitismului/osteomalaciei la
persoanele mature, concomitent indica despre existenta unui sir de probleme majore ce
necesitd rezolvare sau concretizare: specificul manifestarii deficitului vitaminei D in
dependenta de perioada ontogenetici de dezvoltare a copilului, de anotimp; dependenta
deformarilor membrelor inferioare de valorile pragului vitaminei D; impactul factorilor
genetici asupra metabolismului calciului, sdnatatii osoase si dezvoltarii fizice, etc.

2. Prezenta lacunilor mentionate in studierea impactului carentei/insuficientei vitaminei D
asupra statutului clinico-fiziologic, biochimic si genetic la copii si adolescenti presupune
realizarea unui studiu complex menit sd evalueze particularitatile statutului vitaminei D la
diferite categorii de varsta (femei, gravide, nou-nascuti, sugari, copii de diferitd varstd) in
conexiune cu factorii alimentari ai mediului Inconjurator, corelatia statutului vitaminei D,
aportului de calciu, genotipului VDR si factorului genetic KLOTHO, intolerantei la lactoza,
ce ar permite elaborarea unei noi conduite de obiectivizare a diagnosticului si eficientizare a
tratamentului.

In aceasta etapa, considerim utild recapitularea fiziopatologiei interactiunilor intre
vitamina D, calciu, fosfor, factorii genetici si ai sanatatii osoase, de rand cu expunerea turnover-

ului osos prin reprezentarea schematica a acestora in figurile de mai jos (Figurile 1.8-1.12).
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VITAMINA D: SURSE $1 METABOLISM
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Fig. 1.8. Reprezentarea schematica a surselor si metabolismului vitaminei D

(autor Alexandru Voloc).

METABOLISMUL CALCIULUI
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Fig. 1.9. Reprezentarea schematica a metabolismului calciului (autor Alexandru Voloc).
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METABOLISMUL FOSFATILOR

Vitamina D
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Fig. 1.10. Reprezentarea schematica a metabolismului fosfatilor (autor Alexandru Voloc).

Interactiunile statutului vitaminei D, aportului de calciu si a genotipului VDR

CALCIUL _”
ALIMENTAR 25—(OH)D
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Fig. 1.11. Reprezentarea schematica a interactiunilor intre vitamina D, calciu si genotipul VDR

(autor Alexandru Voloc).
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Fig. 1.12. Reprezentarea schematica a turnover-ului osos si al ontogenezei scheletului uman

(autor Alexandru Voloc).
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2. MATERIALUL SI METODELE DE CERCETARE

2.1. Caracteristica generala a cercetarii

Pentru realizarea scopului si obiectivele trasate au fost planificate doua tipuri de studii:
studiul clinic caz-control si studiul de cohorta. Pentru a determina eficacitatea administrarii
vitaminei D la femeile gravide a fost proiectat studiul clinic controlat cu selectarea randomizata a
pacientelor. Volumul esantionului a fost estimat prin aplicarea formulei respective:
1 2z, +2,) xP1-P)

gy (P, -PR) (2.1)

unde:

e P, — proportia cumulativd a complicatiilor la femeilor gravide cu carenta vit.D 1n mediu
constituie 43,0% conform formulei (Po=0,43).

e P31 — proportia femeilor gravide in lotul de cercetare. Presupunem, ca rata complicatiilor in
urma administarii vit. D va fi de 20,0% ( P1 =0,20). P = (Po + P1)/2=0,315.

e Zo — valoarea tabelara. Cand ,,a” — pragul de semnificatie este de 5%, atunci coeficientul Za
=1.96;

e Zg— valoarea tabelara. Cand ,,f” — puterea statisticd a comparatiei bilaterale este de 10.0%,
atunci coeficientul Zs=1,28.

e f — proportia subiectilor care posibil sd abandoneze studiul din diverse motive q = 1/(1-f),
f=10,0% (0,1).

Introducand datele in formuld am obtinut:

1 2(1.96 +1.28)" x0.315x0.685
a-01)" (0.43-0.20) )=9 22)
In cercetarea actuala au fost create doua loturi:
e lotul de cercetare L1 — 100 de gravide la care a fost administrat vit. D;
e lotul de control Lo — 100 de gravide la care nu a fost administrat vit. D.
Cercetarea actuala a fost desfasuratd in doua etape:

Etapa | (februarie 1998 — septembrie 1999) a fost efectuata in raza de deservire a
Centrelor medicilor de familie si maternitatilor spitalelor raionale Calarasi si laloveni. Statutul
vitaminei D a fost determinat in cadrul Institutului National de Sanatate si Cercetari Stiintifice in
Medicind (INSERM) Unitatea 561 din cadrul Spitalului Saint Vincent de Paul din Paris. Aceasta

etapa a fost realizatd In doud perioade: perioada A si perioada B.



Perioada A

Criteriile de selectare ale raioanelor.

Raioanele in care s-a efectuat perioada A a studiului au fost selectate dupa urmatoarele
criterii: 1) contingent suficient pentru a putea studia o sutd de femei gravide si copiii nascuti la
sfarsitul iernii si verii; 2) dispuneau de sectoare sanitare cu un nivel socio-economic identic al
populatiei; 3) familiile incluse in studiu s-au aflat in raza cea mai apropiatd de deservire a
maternitatilor si Centrelor de familie/de sanatate, ceea ce a facilitatsupravegherea calitativa a
gravidelor si copiilor pe parcursul primului an de viata; 4) medicii sefi ai acestor doua spitale
raionale si-au dat acordul si si-au luat angajamentul in scris fatd de Ministerul relatiilor externe al
Frantei, de a organiza la timp si a monitoriza In permanentd, in colaborare cu noi, calitatea si
corectitudinea efectuarii studiului.

Criteriile de selectie ale femeilor insidrcinate.
sarcina cu evolutie normala;
sarcind monofetala;

nastere prevazutd in perioada intre Inceputul lunii aprilie si inceputul lunii septembrie;

N

follow-up regulat al copiilor pana la varsta de 12 luni cu prelevarea tuturor analizelor
prevazute in protocolul de studiu, de catre medicii de circumscriptie;

5. prezenta consimtamantului.

Protocoalele de studiu din etapa |

Lotul de cercetare Li. Conform datelor statistice institutionale, in maternitatea din
Spitalul Raional Calarasi, lunar aveau loc 110-120 nasteri. Ca rezultat au fost supuse examinarii
100 de gravide 1n a 6-a luna de sarcind, incepand cu 1 februarie 1998. Dupa discutii individuale
si cu consimtamantul fiecareia dintre ele de a participa la studiu, toate gravidele lotului Ly in a 6-
a luna de gestatie, au primit pe cale orald o doza de 100 000 UI de vitamina D3 (o fiola buvabila
de solutie uleioasd de Uvedose®, Crinex, Franta), administratd in prezenta medicului. Fiecarei
gestante i s-a atribuit un numar de ordine de la 1 pana la 100 in ordine cronologica, odata cu
includerea in protocolul de supraveghere. Orice administrare de medicamente a fost sistematic
monitorizati si notati in fisa de supraveghere a gravidei pana la sfarsitul sarcinii. In luna martie
1998, in a 7-a luna de sarcini, toate cele 100 de femei gravide au fost repetat examinate. In
laboratorul Spitalului Raional din raionul Calarasi, prin metoda spectrofotometrica, a fost
determinat nivelul seric al calciului. Totodata, s-au prelevat suplimentar cate 2 ml de sange, care

a fost centrifugat obtinandu-se 0,5-1 ml de ser, pastrat mai apoi la temperatura de -20°C pana la
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transportarea sa pe cale aeriana la laboratorul Institutului National de Sanatate si Cercetari in
Medicina Unitatea 561 din Spitalul Saint Vincent de Paul din Paris, pentru aprecierea statutului
vitaminei D (25(OH)D) dupa metoda radioimuna cu faza lichida.

Lotul de control Lo a inclus femeile ce trebuiau sa nasca incepand cu 15 aprilie 1998, in
maternitatea din raionul laloveni. Protocolul de supraveghere a fost identic cu cel al maternitatii
din raionul Calarasi, cu exceptia faptului ca gravidelor din lotul martor nu li s-a administrat
vitamina D in timpul sarcinii. La nastere (aprilie — iunie 1998), s-au prelevat probe de sange din
cordonul ombilical pentru aprecierea nivelului calciului seric in laboratorul raional al
maternitatii. Concomitent, au fost prelevati 2 ml de sange ulterior supus centrifugarii. Serul
obtinut dupa centrifugare, in cantitate de 0,5-1 ml, intr-0 eprubeta de plastic tip eppendorf, a fost
pus la pastrare la temperatura -20°C pana in momentul transportarii in laboratorul de referinta,
aplicandu-se aceeasi metoda radioimuna de dozare a 25(OH) D.

Perioada B

S-a desfasurat pe un numar de 200 nou-nascuti de la femeile ce faceau parte din ambele
loturi de studiu (maternitatea | — 100 nou-nascuti si maternitatea I — 100 nou-nascuti), de la care
s-a prelevat sange din cordonul ombilical pentru determinarea nivelului seric al calciului in
laboratoarele ambelor spitale raionale si nivelul seric al 25(OH)D prin metoda radioimuna cu
faza lichida in laboratorul de referinta din Paris. Pe parcursul celor 7 zile de studiu in maternitate,
nou-nascutii din ambele raioane au fost examinati si supravegheati Tn permanenta de catre
medicii-neonatologi, care au fost in prealabil instruiti in vederea examinarii si depistarii
semnelor clinice de hipocalcemie, efectudnd concomitent masurarile antropometrice necesare.
Protocolul de studiu din ambele loturi a prevazut pentru fiecare cuplu ,,mama-copil” completarea
unui chestionar de catre medicul-neonatolog din maternitate. Odata cu externarea lauzei si a nou-
nascutului din maternitate, chestionarele erau acumulate pentru verificare si prelucrare statistica
(Anexa 1, Chestionarul nr. 1). Nou-nascuti (n=200), imediat dupa nastere, au fost departajati in 2
loturi: lotul de cercetare L1 si lotul de control Lo.

Lotul de cercetare L1 a inclus 100 nou-nascuti din ambele maternitati cu numerele de
ordine in intervalele 1-25; 51-75; 101-125 si 151-175, carora li s-a administrat o doza orala de
100 000UI vitamina D3 (o fiola buvabila de solutie uleioasa de Uvedose®, Crinex, Franta) in a 7
zi dupa nastere, apoi la 3, 6, 9 si 12 luni de viata, fiind permanent monitorizati pe parcursul
primului an de viata de catre medicul-pediatru de circumscriptie in baza unui protocol clinic
standardizat elaborat pentru facilitarea depistarii la timp a unor semne eventuale de rahitism sau

de hipervitaminoza D (Anexa 2, Chestionarul nr.2).

59



Lotul de control Lo a inclus 100 nou-nascuti din ambele maternitati cu numerele de
ordine cuprinse in intervalele 26-50; 76-100; 126-150; 176-200, care au primit o profilaxie
specificd fractionatd a rahitismului carential recomandata de Ministerul Sanatatii al Republicii
Moldova in consens cu OMS/UNICEF. Ca si in sublotul I, copiii au fost permanent monitorizati
de catre un medic-pediatru de circumscriptie, oficial delegat si instruit in vederea depistarii la
timp a unor semne eventuale de rahitism sau de hipervitaminoza D, avand la baza acelasi
protocol clinic standardizat. Semnele clinice de carenta ale vitaminei D sau de hipervitaminoza,
indicate in fisa de supraveghere a fiecarui copil, erau cercetate in timpul fiecirei consultatii
sistematice si notate cu meticulozitate. De asemenea, erau notate eventualele patologii si
tratamente administrate fiecarui copil.

Protocolul de supraveghere a prevazut ca tuturor copiilor cu semne de hipervitaminoza D,
pe perioada de studiu, sd li se preleveze probe de sange pentru:1) dozarea calcemiei; 2)
colectarea a 0,5 ml de ser pentru determinarea statutului 25(OH)D. Daca semnele de
hipervitaminoza D ar fi fost eventual confirmate prin evidentierea unei hipercalcemii (calcemie
mai mare de 2,8 mmol/l), era prevazutd stoparea ulterioara a administrarii vitaminei D, cu
reluarea administrarii doar peste 3 luni, la un nivel seric al calciului in limitele normei.

Copii, care puteau eventual prezenta semne clinice de hipovitaminoza D, in perioada de
studiu (rahitism carential, convulsii febrile sau afebrile), li se preleva sange venos pentru dozarea
calcemiei si 25(OH)D. In caz de confirmare a carentei vitaminei D era instituit un tratament
specific, recomandat de catre Ministerul Sanatatii sau tratamentul propus de catre Grupul
international al metabolismului fosfocalcic si al vitaminei D cu sediul la Paris, ce presupune:

e rahitism carential moderat (stadiul Il, concentratia serica a calciului depaseste nivelul de 2
mmol/l), se recomandd administrarea unei doze orale de 200 000UI (2 fiole buvabile de
solutie uleioasa Uvedose®).

e rahitism carential grav (stadiul III fara semne clinice de hipocalcemie in care calcemia era
mai mare sau egala cu 2 mmol/l), era recomandata administrarea unei doze orale de 200 000
Ul vitamina D3 si a unei doze orale de 500-600 mg/zi de calciu pe o duratd de minimum trei
luni in functie de severitatea manifestarilor 0soase.

e semne clinice de hipocalcemie cu sau fira rahitism (calciu seric < 2 mmol/l), s-a
recomandat o perfuzie de gluconat de calciu timp de 1-4 zile, in functie de severitatea
hipocalcemiei (pana la ridicarea nivelului calciului seric mai sus de 2,2 mmol/l). Protocolul
dat prevedea ca, in astfel de situatii, sa se administreze o doza orala de 200 000 UI vitamina

D3 doar dupa 24 ore de la administrarea perfuzata a calciului (500mg de Ca la kg). Totodata,
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era recomandat si un aport oral de calciu (300 mg/zi copilului mai mic de 3 luni si 600 mg/zi
celui mai mare de 3 luni) pe o duratd de 1-3 luni in functie de severitatea semnelor osoase.

La toti copiii, indiferent de grupul de tratament din care ar fi facut eventual parte,
profilaxia specifica a rahitismului era reluatd peste 3 luni cu un aport oral de 100 000 Ul
vitamina D3 cu o periodicitate de 3 luni.

Copii inclusi in lotul de studiu (n=200), dupa externarea din maternitate, au fost
supravegheati in permanentd de citre medicul-pediatru de circumscriptie si examinati lunar in
baza aceluiasi chestionar clinic standardizat, pind la varsta de 1 an, cu aprecierea taliei si
greutatii corporale, de 3 ori, fiind notatd cea mai mare valoare. La aceasta varsta, copiilor li s-a
determinat 1n laboratorul raional nivelul calciului seric si s-au prelevat 2 ml de sange in vederea
obtinerii a 0,5 — 1ml ser pentru determinarea statutului vitaminei D in laboratorul de referinta,
fiind folosita trusa ,,Hydroxy Vitamin D a Institutului de Diagnostic Nichols” (simplu numita
trusa Nichols). Eprubetele, similar celor precedente, purtau numarul cuplului: mama — copil si
data prelevarii.

Descrierea socio-demografica a loturilor din I etapa de studiu

Varsta gestantelor din ambele loturi de studiu este redata tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Repartitia femeilor gravide din ambele loturi de studiu dupa varsta.

Grup de varst Lotul L1 (n:=100) Lotul LO (no=100)
(ani) Abs P1+ES1 % Abs P2+ES2 % ' P
16 - 17 1 1,0+0,99 2 2,0£1,46 0,4 >0,05
18 - 20 19 19,0+£3,92 23 23,0+4,21 0,8 >0,05
21-25 38 38,0+4,85 36 36,0+4,80 0,3 >0,05
26 - 30 32 32,0+4,66 28 28,0+4,49 0,5 >0,05
31-35 8 8,0+£2,71 9 9,0+2,86 0,2 >0,05
36 — 38 1 1,0+0,99 2 2,0£1,40 0,4 >0,05
39 1 1,0+0,99 - - - -

Rezultatele statistice obtinute denotd ca majoritatea femeilor (89% in primul lot §i 87% in
lotul al doilea) au avut varsta cuprinsa intre 18-30 ani, fara diferenfe semnificative (p>0,05).
Conform mediului de resedinta, femeile gravide din loturile de studiu s-au repartizat in felul
urmator: mediul rural — lotul 1 — 77,0+4,21% si lotul 11 — 69,0+4,62% (p>0,05) si mediul urban,
la fel, fara diferente semnificative statistice (23,0+4,21% si 31,0+4,62% respectiv, p>0,05).
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Rata femeilor casatorite a fost practic identica in ambele loturi de cercetare (lotul I —
92,042,71% si lotul al II -lea— 90,0+3,0%, p>0,05) (figura 2.1).

100.0 92.0 90.0
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
200
10.0

0.0

casatorite divortate  concubinay
mLotulI 92.0 3.0 5.0
m Lotul II 90.0 8.0 2.0
Fig. 2.1. Caracteristicile loturilor de cercetare in functie de statutul (%).
Numarul mediu de copii in lotul L1 este de 3,1+1,17 copii si in lotul Lo — 2,94+0,65
(p>0,05). Caracteristica femeilor incluse in studiu, in functie de rangul nasterii copiilor, este

redata in tabelul 2.2.

Tabelul 2.2. Caracteristica femeilor gravide, in functie de rangul nasterii.

Lotul L1 Lotul LO
Rangul nasterii t p
Abs. P1£ES:1 % Abs. P2+ES2 %
Rangul 1 22 22,0+4,14 19 19,0+£3,92 0,8 .
Rangul 11 52 52,0+4,99 47 47,0+4,99 1,2 .
Rangul 111 13 13,0+£3,36 33 33,0+4,70 3,4
Rangul 1V 3 3,0+1,71 1 1,0+0,99 1,1 .

*p>0,05; *** p<0,01

Expunerea schematica a derularii primei etape a studiului este redata in Anexa nr.3.
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Etapa a I1-a de studiu
La etapa a Il-a (septembrie 2005 — august 2007) s-a realizat studiul de cohorta de tip 1
pentru a evidentia asocierea cu nivelul si valorile pragurilor 25(OH)D, aplicand formula
respectiva:
1 2z,+z,fxP-P)
1) (P, P (2.3)

n=

unde:

e P, — proportia diferitor patologii la copii asociate cu nivelul de 25(OH)D in mediu constituie
29,0% conform formulei ce urmeaza (Po=0,29).

e P1— proportia copiilor in lotul de cercetare. Presupunindu-se ca rata vor fi de 2 ori mai mare
(P1=0,58). P = (Po + P1)/2=0,315.

e Zo — valoarea tabelara. Cand ,,a” — pragul de semnificatie este de 5%, atunci coeficientul Za
=1.96.

e Zg— valoarea tabelara. Cand ,,f/” — puterea statistica a comparatiei bilaterale este de 10.0%,
atunci coeficientul Zg= 1,28.

e f — proportia subiectilor care era asteapta si abandoneze studiului din motive diferite q =
1/(1-f), =10,0% (0,1).

Introducand datele in formula am obtinut:

1 21.96+1.28f x0.435x0.565) 8
(1-0.1) (0.29-0.58) 2.4)

Pentru acest studiu au fost examinati 320 de copii, conform criteriilor de includere pentru
lotul de cetcetare L1 au corespuns 71 de copii, iar 226 s-au atribuit lotului de control si 23 de
copii au fost exclusi din diverse motive. In studiu de cohortd au fost create doud loturi: lotul de
cercetare L; ce-a inclus 71 de copii spitalizati in sectia de pediatrie generald 1n perioada:
septembrie 2005 - aprilie 2006 cu boli acute ale aparatului respirator care, pana la survenirea
infectiei respiratorii date, au fost considerati somatic sanatosi si lotul de control Lo a inclus 226
de copii somatic sanatosi. Acest studiu s-a efectuat in cadrul Institutiei Medico-Sanitare Publice
Spitalul Clinic Municipal de copii nr.1 din Chisindu, Institutului National de Sanatate si
Cercetari Stiintifice in Medicind (INSERM) Unitatea 561 din cadrul Spitalului Saint Vincent de
Paul din Paris, laboratorul parazitologic al Centrului National Stiintifico-Practic de Medicina
Preventiva al Republicii Moldova (CMSPMP al RM).
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Descrierea socio-demografica a loturilor din a 11-a etapa de studiu
A doua parte a lucrarii a fost efectuata in perioada septembrie 2005 — august 2007 si a
inclus 297 de copii, de diferita varsta (de la 2,5 ani pana la 17,33 ani), care au fost distribuiti in 2

loturi de studiu. Distribuirea ambelor loturi, in functie de sex si varsta, este redata in tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Distribuirea copiilor, in functie de sex si varsta.

Sexul si varsta Lotul L1,n=71 | Lotul Lo, n=226 t p
Numarul total de copii 71 226

Virsta medie a copiilor (X1+ES1) 9,02+0,33 11,50+0,75 3,024 oo
Fete (total) 33 97

Varsta medie a fetelor (X2+ES?) 9,17+0,36 11,68+0,13 6,605 | eoee
Extremele de varsta la fete 25-15 7,74 —-17,33

Baieti (total) 38 129

Virsta medie a baietilor (m+DS) 8,88+0,31 11,38+0,11 7,576 | eooe
Extremele de varsta la baieti 3,33-14,10 7,90 — 15,10

ooe p<0’ 01} eoee p<0, 001

Descrierea chestionarelor din etapa a I1-a de studiu

Copiii din ambele loturi au fost examinati conform metodei clasice de examinare,
avand la baza un chestionar clinic standardizat (Anexa 4, Chestionarul nr.5) in care
se nota adresa, varsta, sexul, acuzele specifice studiului nostru, modificarile
sistemului osos si organelor {intd implicate in metabolismul fosfocalcic si al
vitaminei D. S-a precizat, daca copilul era supus tratamentului de lunga durata cu
anticonvulsivante sau cu corticosteroizi sau daca a primit (primea) vitamina D,
cantitatea si durata administrarii. Greutatea corporala si talia au fost masurate in
valori absolute si in DS si comparate cu curbele de crestere de referintd pentru
copiii francezi. Masurarile antropometrice erau efectuate de 3 ori in prima jumatate
a zilei, fixandu-se cifra cea mai inaltd obtinuta din aceste masurari consecutive.

Designul cercetarii este prezentat in figura 2.2.

64



I etapa: februarie 1998 - septembric 1999

Studiu de interventie controlat
Femeile gravide n;—=100

Studiu de cohorta

Perioada A

100 n/N 100 /N
Perioada B |Antropometria, examinarea clinica in Antropometria, examinarea clinica in
baza unui chestionar, Ca**, 25(0H)D baza unui chestionar, Ca™", 25(0OH)D

/

n;=100 cu numerele 1-25, 51-75,101-125,151-175

Supravegheati
lunar pina la
virsta de 12
luni

(studiu de ny=100 cu numerele 26 50, 76 100, 126 150, 176200

II etapa: septembrie 2005 - august 2007

n;=71, copii din sectiile de pediatrie generala n;=226, copii somatic sinitosi

Studiul genetic

Studiu transversal, studiu translational.

n;=221 n,=136 n3=297(226+71) ng=149
fete sanatoase copii saniatosi copii nou-nascuti
(Franta) (Franta) (Moldova) (38-41 saptamini)

Fig. 2.2. Design-ul cercetarii.
65



2.2. Metodologia de cercetare

Pentru realizarea obiectivelor trasate au fost vehiculate diverse metode de cercetare:
istorica, clinice, paraclinice, genetice, epidemiologia analiticd, matematice si biostatistice.

Parametrii dezvoltarii fizice au inclus talia, greutatea corporala, distanta inter-condilara
si inter-maleolara, analizind incidenta deformarilor osoase ale membrelor inferioare (genu varum
sau genu-valgum). Deformare a gambelor era considerata cand distanta inter-condilara sau inter-
malelolara depasea 5 cm. Greutatea si inaltimea au fost Inregistrate ca valori absolute si ca valori
DS pe baza curbelor standard ale Organizatiei Mondiale a Sanatatii.

Analizele serului sanguin au inglobat determinarea nivelului seric al calciului,
fosforului, magneziului, glucozei sanguine, proteinei totale, probei cu timol, aminotransferazelor,
ureei si creatininei. In a ll-a etapa de cercetare, a fost efectuat studiul de sectiune transversala a
cresteriii, al statutului vitaminei D, metabolismului fosfo-calcic, al invaziilor cu helminti precum
si al intolerantei la lactoza asupra copiilor si adolescentilor recrutati in studiu.

Markerii metabolismului. A fost cercetatd asocierea intre 25(OH)D si markerii
metabolismului calcic si osos, deformarile membrelor inferioare, folosind trei valori de prag (30,
50, 70 nmol/l). In determinarea nivelului 25(OH)D a fost utilizati Schema Internationald de
Evaluare Externa a Calitatii pentru metabolitul vitaminei D (DEQAS). Analizele
coproparazitologice ale copiilor si adolescentilor din mun. Chisinau si Orhei au fost efectuate in
laboratorul parazitologic al Centrului National Stiintifico-Practic de Medicina Preventiva (sef de
laborator - A. Colofitchi) prin metode standard de examinare (metoda Kalantarean, Ritci, Brumpt
si Rabinovici).

In conformitate cu studiul multicentric international, sub egida Ministerului Afacerilor
Externe al Frantei, un obiectiv esential a fost calitatea analizelor, corespunderea acestora cu
standardele internationale, iar rezultatele obtinute sa fie comparate intre centrele incluse. Astfel,
studiul transversal asupra cresterii si metabolismului calcic si osos la copii de diferite virste si
adolescenti (n=629) cu implicarea factorilor genetici (polimorfismul genei Klotho si VDR) a fost
realizat in 4 cohorte:

e 1-a cohorta — 279 de copii si adolescenti de ambele sexe (4,1 — 17,9 ani) recrutati din
Gimnaziul internat din mun. Orhei si Spitalul clinic municipal de copii nr.1 din or. Chisinau,
ambele cohorte fiind descrise anterior.

e a 2-a cohorta — 136 copii sanatosi examinati la Centrele de sanatate ,,Bilans de Santé de
I’Enfant, CPAM” din Paris, unde a fost efectuatd examinarea sistematica fizica si biologica la

varsta de 10 luni sau de 2 ani. Valorile lungimii §i greutdtii corpului au fost obtinute din
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carnetul de sanatate al copilului completat la nastere de catre medicii neonatologi. In acest
studiu au fost efectuate metodele de analizd biochimica, cum ar fi calciul seric, fosforul,
activitatea fosfatazei alcaline, raportul creatinina/calciu in urina, determinarea osteocalcinei,
IGF-1 seric, PTH si nivelului seric al 25(OH)D.

a lll-a cohorta — 221 adolescente cu varsta cuprinsa intre 11 si 17,9 ani, recrutate din liceele
si Universitatea din orasul Caen (Normandia de Jos, Franta). Perioada de supravegherea a
fost de de 4 ani, pentru estimarea cresterii, dezvoltarii pubertare si achizitiei masei minerale
osoase, fiind masurate talia si masa corporala, calculat indicele masei corporale (IMC). Talia
a fost evaluatd atat in valori absolute, cat si in DS in comparatie cu curbele de crestere de
referintd pentru copiii din Franta. Partea lombara a coloanei vertebrale (L2-L4), densitatea
minerald, lungimea vertebrald si latimea vertebrala s-au masurat in pozitia culcat pe spate
(decubitus dorsal) cu vedere anteroposterioara prin DXA, folosind aparatul ODX-240 (Oris,
Gif-sur-Yvette). Acest aparat utiliza aceleasi dispozitive-hard ca si Sophos L-XRA cu
aceleasi referinte pentru tesutul moale si cel osos. DMO a partii lombare a coloanei
vertebrale a fost evaluatd in g/cm? si scorul Z ajustat virstei si etapei pubertare, folosind
curbeleinterne de referintd, tindnd cont de etapa pubertard Tanner pentru fetele
premenarheale si perioada dupa menarha (intervale de 6 luni) pentru celelalte. CMO (g) a
fost calculat pe baza DMO a L»-L4 si aria. Varsta scheletului a fost evaluata la subiectii sub
16 ani prin radiografiile mainii stangi si articulatiei, folosind atlasul Greiilich si Pyle ca
standard, cu o valoare maxima de 17. A fost calculatd maturizarea osoasa (varsta scheletica -
varsta cronologica). Analizele biochimice au inclus calcemia, fosfatemia, activitatea
fosfatazei alcaline, osteocalcina, statutul 25(OH)D, hormonul paratiroidian (PTH), factorul
de crestere similar insulinei (IGF-1) si raportul de calciu/creatinind urinard in probele de
urind colectate la 2 ore dupa abtinerea de la consumarea alimentelor pe timp de noapte,
osteocalcina, IGF-1 si PTH au fost analizate, folosind seturile comerciale (Elsa-Osteo, CIS
BIO International, Gif-sur-Yvette, Franta, Nichols Institute Diagnostics, San Juan
Capistrano, CA; intact PTH Nichols Institute Diagnostics). Serul vitaminei D 25(OH) a fost
determinat, utilizind teste de legare a proteinelor cu evaluarea continud a calitatii externe a
probelor 25(OH)D. Valorile IGF-1 au fost evaluate ca valori absolute, cat si ca DS ajustate
varstei, utilizdnd curbele interne de referinta.

a IV-a cohorta — 149 nou-nascuti la termen (38 — 41 saptamini), de la mame sanatoase in
spitalele din Paris si periferiile sale. Talia si greutatea coprorald au fost obtinute din carnetele

de sanatate ale copiilor. Au fost determinati urmatorii parametri serici ai metabolismului
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fosfo-calcic si osos: calciul, fosforul, magneziul, proteinele totale, cretinina. Concentratiile
25(OH)D serice au fost masurate in laboratorul SNRS printr-o tehnica radio-competitiva,
utilizandu-se controalele de calitate externa DEQAS.

Pentru studierea polimorfizmelor genei Klotho, au fost testate 4 polimorfizme, utilizand
tehnica de genotipag rapid cu Light Cycler LC480 (Roche Diagnostics) bazat pe hibridizarea
sondelor fluorescente specific dupa amplificarea AND cu ajutorul reactiei de polimeraza in lant
(RPL): G-395A din regiunea promotorului (rs 1207568); F352V din exonul 2 (rs9536314);
C1818T/H589H din exonul 4 (rs564481); si C2298T/A749A din exonul 4 (rs 648202). Varsta la
sfarsit de crestere a fost determinata, folosind curbe de crestere in timpul studiului de patru ani.
Au fost luate in consideratie doar fetele cu viteza de crestere ce-a depdsit 2 cm in decursul
primilor 2 ani de studiu. Varsta la sfarsitul cresterii, a fost varsta, iIn conformitate cu care viteza
de crestere a fost mai mica de 2 cm in decursul urmatorilor 2 ani.

Aportul alimentar, in cohorta din mun. Orhei a fost efectuatd, avand la bazd meniul
saptaminal cu ajutorul tabelului compozitiei nutrientilor alimentari CIQUAL. Calculul
aporturilor ingredientelor alimentare la copiii din SCMC nr.1, au fost efectuate in baza meniului
alimentar zilnic pe parcursul unei saptamini de catre asistenta medicala. La subiectii din
cohortele franceze, nutritionistul a estimat consumul de alimente, folosind metoda de reamintire
a alimentelor consumate timp de 7 zile si a calculat aportul total de calciu de la mesele si
gustdrile combinate, folosind tabelele computerizate franceze de compozitie a produselor
alimentare (Bilnut 4.0. S.C.D.A Nutrisoft, 1995). Aportul de proteine, energie, fosfor si
magneziu a fost calculat in acelasi fel. Consumul de lapte si produse lactate (iaurt, branza si alte
produse proaspete si preparate) a fost evaluat separat.

Testarea genotipurilor

Genotipul VDR. ADN-ul genomic a fost extras din sange cu ajutorul seturilor comerciale
de extractie (Qiagen, Courtaboeuf, Franta). A fost analizat polimorfismul A-1012-G (rs4516035)
superior de exonul la in promotorul receptorului vitaminei D uman (hVDRp) prin intermediul
curbelor de topire a sondelor de hibridizare fluorescenta in timp real. Primerii specifici PCR (Tib
MolBiol, Berlin, Germania) au fost urmatorii:forward: TTCTATGCCTCAATTTCCCAC;
revers:TCTGGAATAGAAATGCTCACAAA. Analiza polimorfismelor a fost efectuatd cu
ajutorul aparatului the Roche LightCycler LC480 (Roche Diagnostics, Germania), iar datele au
fost analizate folosind programul computerizat Light Cycler Software 3.5: pentru rs4516035 10
min denaturare; 40 cicluri la 95°C, 10 s; 50°C, 15 s; 72°C, 15 s. Variatiile in sit-urile

polimorfismelor au fost masurate prin hibridizarea/fuziunea sondelor specifice marcate cu
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fluoresceind la capatul 3° pentru sonda sensorie si LightCycler Red 640 la capatul 5° pentru
sonda ancora (LightMix system, TIBMOLBIOL GmbH, Berlin, Germania si the Roche
Diagnostics, Germania).

Sondele de hibridizare erau urmatoarele: AGGCGAATAGCAATATATCTTCCCTG-FL
si LC-Red 640 CTAAAGGAGGTCATCGACTGACTGCTGGATGA-p.

Fluoresceina emisa de aceste sonde a fost masuratd folosind combinatia de filtre 483-
640nm prin efectuarea curbei de topire cu puncte specifice de topire pentru tipurile salbatice si
pentru mutanti (65,5°C pentru A si 59,8°C pentru G). Pentru realizarea studiului asupra
intolerantei la lactoza, au fost recrutate loturile de copii si adolescenti din mun. Chiginau si or.
Orhei care au fost descrise anterior si comparate cu lotul din Caencare. La fel, a fost descris in
studiul transversal asupra cresterii si metabolismului calcic si osos la copii de diferite varste si
adolescenti cu implicarea factorilor genetici. Pentru a evalua situatia din ambele institutii, a fost
elaborat un chestionar special (Anexa 5, Chestionarul 5), care a inclus patru simptome principale.
Statutul de 25(OH)D3 a fost determinati folosind kitul Nicols. In determinarea nivelului
25(OH)D a fost utilizatd Schema Internationald de Evaluare Externda a Calitatii pentru
metabolitul vitaminei D. Polimorfismul unei singure nucleotide (SNP) a genei care codifica
lactaza-phlorizine hidrolaza (LCT, rs4988235 -13910C — T) a fost efectuata folosind
genotiparea rapida tehnica cu ajutorul sondelor fluorescente duale (tib Molbiol, Berlin,
Germania), dupa amplificarea reactiei clasice in lant a polimerazei (RPL), folosind Light Cycler
LC 480 (Roche Diagnostics, Franta). Algoritmul determindrii standard a nivelului seric al

25(0OH)D este redat in figura 2.3.
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Fig. 2.3. Expunerea schematica a metodei de determinare a nivelului seric al 25(OH)D.

Descrierea haplotipurilor studiate. Gratie rezultatelor de laborator din Franta, au fost
identificate diferite haplotipuri corespunzatoare polimorfismelor estimate in lume. Astfel, este
cunoscutd existenta a 3 haplotipuri majore regrupate, ce reprezintd 98,9% din totalitatea
haplotipurilor posibile intalnite n aceastd regiune. Determinarea polimorfismului Cdx2 (situat pe
sit-ul de legare cu factorul de transcriptie intestinala si localizat la — 3700 kb departare de sit-ul
de transcriptie) si a unuia din polimorfismele — 1521 sau 1012 (situate inaintea exonului lo a

genei VDR) a fost suficienta pentru determinarea haplotipurilor la pacientii nostri (Figura 2.4.).
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Cdx2 -1521 -1021

Hap 1 G C G
Hap 2 G G A
Hap 3 A G A

Fig. 2.4. Expunerea schematica a haplotipurilor.
e Un individ G/G in Cdx2, C/G 1n -1521 si G/A in -1012 va avea doud haplotipuri distincte —
Hap 1 si Hap 2 (1,2).
e Un individ G/A in Cdx2, G/G in -1521 si G/A in -1012 va avea doud haplotipuri distincte —
Hap 1 si Hap 3 (1,3).
e Un individ A/A in Cdx2, G/G 1n -1521 si A/A in -1012 va avea doud haplotipuri identice —
Hap 3 (3,3).
Noi am studiat doud polimorfisme localizate in -1012 (inainte de exonul 1a) si in sit-ul de

legare a Cdx-2 (in exonul 1f) al promotorului de gena VDR (Figura 2.5).
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Fig. 2.5. Schema genei receptorului vitaminei D (VDR) la om.

Metodele de acumulare ale datelor primare (descrierea chestionarelor).
Chestionarele elaborate au fost stucturate in 3 compartimente (date generale, date clinice si
rezultatele investigatiilor), ce-au inclus de la 17 pana la 60 intrebari (adresa, sexul, varsta,

greutatea corporala, talia, anamneza, acuzele specifice studiului, au fost evaluate tegumentele,

71



sistemul locomotor si scheletal, sistemul nervos cental si periferic, sistemului respirator, cardio-
vascular, endocrin, aparatul reno-urinar,  s-a notat tratamentul cu anticonvulsivante,
glucocorticosteroizi, profilaxia/tratamentul cu vitamina D sau metabolitii sai, testele biochimice
(Ca, P, Mg, glicemia, proteina totald, proba cu timol, ALT, AST, urea), examenele maselor
fecale dupa diferite metode, rezultatele investigatiilor instrumentale (ECG, USG organelor

interne).

2.3. Metodele de analiza a rezultatelor obtinute

Analiza datelor a fost realizatad utilizdnd programele Statistica 6.0 (Statsoft Inc), EXCEL
si SPSS 16.0 (SPSS Inc). Prelucrarea statistica ne-a permis calcularea ratelor, valorilor medii,
indicatorilor de proportie. Pentru determinarea legaturii dintre unele semne clinice si investigatii
de laborator a fost utilizat indicatorul de corelatie care ne-a permis stabilirea diferitor grade de
corelatie. Analiza de corelatie intre variabilele continue s-a efectuat prin determinarea
coeficientilor de corelatie Pearson, si respectiv Spearman. Coeficientul de corelatie intermediaza
intre valorile —1 si +1. Astfel, valoarea coeficientului de corelatie cuprinsa intre +1 denota o
corelatie foarte puternica intre fenomene; +0,99 si +0,70 denotd o corelatie puternica; valoarea
coeficientului de corelatie cuprinsa intre £0,69 si +£0,30 denota o corelatie medie intre fenomene;
+0,0 si £0,29 exprima existenta unei corelatii slabe intre fenomene; valoarea coeficientului de
corelatie 0 denota ca legatura dintre fenomene, in mod practic, o consideram inexistenta. Cele
doua fenomene evolueaza, deci, independent unul de altul.

Pentru determinarea eficacitdtii tratamentului si suplimentarea cu vitamina D a fost
aplicat ,,Tabelul de contingentd 2x2”, au fost calculati RR (riscul relativ), Ii (intervalul de
incredere), x® (chi-pitrat), NTN (numirul de tratamente necesare), etc.

Tabelul 2.4.Tabelul de contingenta 2x2.

Loturile de studiu Rezultat
da nu total
Lotul L1 a b m 1
Lotul Lo c d mo
TOTAL N1 No T

unde:

a =numarul de pacienti din lotul experimental care au rezultatul asteptat;

b = numarul de pacienti din lotul experimental care nu au rezultatul asteptat;
¢ = numarul de pacienti din lotul martor care au rezultatul asteptat;

d = numarul de pacienti din lotul martor care nu au rezultatul asteptat;
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a + b = numarul total de pacienti din lotul experimental (Lotul L,);

¢ +d = numarul total de pacienti din lotul martor (Lotul Lo);

a + ¢ = numarul total al celor care au rezultatul asteptat;

b + d = numarul total al celor care nu au rezultatul asteptat;

a+ b+ c+d=suma celor patru celule si marimea esantionului studiului.

Tabelul 2.5. Aprecierea rezultatelor.

RR Rezultat

0.0-0.3 Factor de protectie puternic
0.4-05 Factor de protectie moderat
0.6-0.9 Factor de protectie redus
10-11 Factor indiferent

12-1.6 Risc redus

1.7-25 Risc moderat

>2.5 Risc foarte mare

Toate rezultatele sunt reprezentate in forma de medie+DS, diferentele intre grupuri au
fost evaluate prin analiza unilaterald a variatiei (ANOVA), folosind programul Staview 5.0.
Valoarea p<0,05 a fost considerata statistic semnificativa.

Diferentele intre grupurile de 25(OH)D, sau de genotip au fost evaluate folosind t-testul
pereche. Diferentele semnificative intre grupurile mai mici de 30 indivizi au fost verificate
folosind testul U Mann-Whitney non-parametric.

Compararea prevalentelor intre grupuri a fost testatd prin testul 2. Pentru a estima
prevalenta valorilor joase si inalte ale calciului seric, au fost determinate percentilele a 10-a si a
90-a 1n cohorta fetelor franceze (2,38 mmol/l, respectiv 2,59 mmol/l) si in cohorta totald a
copiilor moldoveni (1,81 mmol/l, respectiv 2,66 mmol/l). Pentru a estima prevalenta valorilor
inalte ale PTH seric, a fost determinatd percentila a 90-a in cohorta franceza (43 pg/ml). Toate
analizele statistice au fost efectuate cu ajutorul programului computerizat Statview 5 (Abacus
Concepts Inc., Berkeley, CA, SUA). In studierea genotiparii polimorfismelor nucloeitidice unice
Klotho la fetele adolescente sanatoase, frecventa alelica a indicat frecventa alelelor majore si
minore in fiecare polimorfism. Valoarea p este indicatd pentru fiecare polimorfism, folosind
ANOVA (vederea 5.0).
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2.4. Concluzii la capitolul 2

1.

Cercetarea actuala s-a realizat in baza planificarii a doud tipuri de studii: studiul clinic
controlat cu selectarea randomizata a unitatilor pentru cercetare si studiul de cohorta.
Cercetarea s-a efectuat in doua etape. La I-a etapa au fost cercetate a cate 100 femei gravide
si a cate 100 de nou-nascuti repartizati echilibrat in lotul de cercetare L; si lotul de control Lo.
La a ll-a etapa au fost examenati copiii din lotul de cercetare L1 (n=71) si lotul de control Lo
(n=226).

Este prezentat algoritmul metodei de determinare a nivelului seric al 25(OH)D, testarea
polimorfismelor genetice: polimorfismele genei codante a receptorului pentru vitamina D —
Vitamin D receptor (VDR), polimorfismul genei Klotho si polimorfismul -13910 al genei
pentru lactaza.

Rezultatele obtinute au fost prelucrate la calculator individual cu ajutorul programelor
EXCEL, EPI-Info 2004 si prezentate prin diferite tipuri de tabele, grafice si diagrame.

Luind 1n consideratie obiectivele proiectate si centrate pe realizarea obiectivelor propuse
pentru ameliorarea rezultatelor cercetarii, au fost aplicate instrumente moderne de prelucrare
statistica a datelor obtinute. Metoda regresiei logistice a oferit informatii referitor la prezenta
variabilelor care pot gestiona riscul pentru dezvoltarea dereglarilor metabolismului fosfo-
calcic si osos in corelatie cu valorile pragurilor statutului vitaminei D. Aceastd metoda
permite elaborarea modelelor predictive, prognozarea bolii, a rezultatelor posibile ale unei

afectiuni cu consecintele sale, precum si frecventei cu care se pot dezvolta afectiunile.
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3. STATUTUL VITAMINEI D LA DIFERITE CATEGORII POPULATIONALE:
FEMEI GRAVIDE, NOU-NASCUTI, SUGARI, COPII DE DIFERITE VARSTE SI
ADOLESCENTI IN CORELATIE CU FACTORII ALIMENTARI, GENETICI SI AI
MEDIULUI INCONJURATOR

3.1. Statutul vitaminei D si impactul sdu asupra nou-nascutilor si sugarilor din Republica
Moldova
3.1.1. Rezultatele din perioada graviditatii si cea neonatald
Grupul ce nu a primit suplimentare cu vitamina D

In urma analizei s-a determinat ci nou-niscutii din grupul martor au fost la un termen
mediu de 39 saptamani, cu o greutate medie la nastere de 3,24+0,4 kg si o suprafatd a fontanelei
anterioare de 4,1+3,1 cm? (tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Datele antropometrice si biochimice la nou-nascutii din ambele loturi.

) Lotul I (de studiu) | Lotul Il (martor)
Parametri t p
Abs. | X1+ES:1 Abs. | Xo+ESo

Termenul de sarcing (saptimadni) 99 38,9+0,11 95 39,3+0,11 2,5 oo

Datele antropometrice la nagtere:

Greutatea (kg) 100 | 3,31+0,048 99 3,24+0,04 | 1,2 .
inﬁltimea (cm) 100 51,6+0,2 100 | 49,97+0,123 | 10,2 | eeee
Perimetrul cranian (cm) 100 33,8+0,14 99 34,9+0,12 6,1 | eoee

Suprafata fontanelei anterioare

100 | 1,480,117 | 88 | 4,10£0,33 | 7,5 | eeee
(cm?)

Concentratiile in sdngele din cordonul ombilical

Calciu (mmol/L) 99 100

% nou-nascuti cu 2,31+0,45 1,74+0,068 | 7,1 | eoee
Ca<1,8mmol/L* 10% 52%

% nou-nascuti cu

Ca>2,8mmol/L* 17% 5%

25(OH)D (ng/ml) 82 99

% copiilor cu 25(0OH)D < 10 24,9 £9,7 13,5+0,49 | 10,7 | eeee
ng/ml (25 nmol/L) 1,2% 27%

e p>0,05; ** p<0,05; **** p<0,001; * compararea incidentei nivelurilor joase si inalte de calciu

seric a fost efectuatd cu testul y°.
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Valorile medii ale calcemiei, determinate din sangele cordonului ombilical, erau
diminuate (1,74 mmol/l; 13,7 ng/ml). Mai mult de 1 copil din 4 (27%) din lotul martor aveau
concentratii de 25(OH)D sub 10 ng/ml, fiind considerat ca deficit de vitamind D in perioada
neonatala [31]. Valori similare au fost depistate in Franta, situatd la aceeasi latitudine ca si
Moldova, la femeile ce au nascut la sfarsitul iernii si nu au primit vitamind D in timpul
graviditatii [31]. In acest grup, nivelul calciului in sangele prelevat din cordonul ombilical era
foarte scazut (in medie 1,74 mmol/l sau 69,6 mg/l). Totodatd, nu putem exclude efectul negativ
al deficientei de vitamina D asupra acestui indice. Colectarea datelor clinice a fost posibila la 89
copii in perioada neonatala (tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Hipocalcemia neonatala si datele biochimice la copiii nascuti in laloveni

(media + ES).
Absente Prezente Total
Teste de hipocalcemie neonatali
(n=46) (n=43) (n=89)
Calciu seric (mmol/L) 2,11+0,59 1,28+0,44 1,74+0,68
25(OH)D seric (ng/ml) 13,6+0,50 13,7+0,46 13,5+4,9
% de nou-nascuti cu 25(OH)D < 10 ng/ml 20,4 % 325% 27 %

*p>0,05

La aproape jumatate din numarul total de nou-nascuti examinati (n=43 sau 48%) au fost
notate semne neurologice de hipocalcemie si li s-a administrat gluconat de calciu cu sau fara
fenobarbital pe parcursul primei zile de viatd. Calcemia acestor copii s-a dovedit a fi profund
scazuta (1,28 mmol/l in mediu) si semnificativ mai joasd decat la copiii fara manifestari clinice
caracteristice unei hipocalcemii (in mediu 2,11 mmol/l). in grupul cu semne de hipocalcemie
32% dintre copii aveau rezerve scazute de vitamind D (nivelul 25(OH)D 1in sangele din cordonul
ombilical fiind mai mic de 10 ng/ml).

Indicii determinati in lotul de nou-nascuti din Caldrasi (lot de interventie) au aratat
diferente importante in comparatie cu copiii din Ialoveni. Nou-nascufii mamelor care au primit
vitamina D s-au dovedit a avea:

— o talie mai mare cu 1,7cm, in pofida unei nasteri premature;

— un perimetru cranian redus si o suprafatd a fontanelei anterioare mai mica;

— un nivel de 25(OH)D mai inalt, fiind in limitele valorilor normale (10-40 ng/ml) si doar 1
copil din 82 a avut un nivel inferior pragului de jos, sub care se constata o deficienta de
vitamina D;

— 1n sfarsit, valoarea medie a concentratiei calciului in sangele omfalic era normala (2,31

mmol/l), fiind, de asemenea, semnificativ mai Tnalta decat in grupul din Ialoveni. Totodata,
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nu putem exclude faptul ca diferentele observate erau partial determinate de diferentele in
metodele de dozare ale calcemiei utilizate, aceste masurari fiind efectuate in fiecare

maternitate.

3.1.2. Rezultatele cercetarii la copii in primul an de viata
Follow-up in primul an de viatd, in lotul martor

Copii din laloveni (n=89) au fost supravegheati pe parcursul primului an de viata, la 44
din acestia s-a administrat 0 doza trimestriala de 2,5 mg de vitamina D3 (100 000 Ul/ 3 luni sau
un aport total de 500 000 UI pana la varsta de un an). La ceilalti copii s-a efectuat profilaxia
obisnuita 1n aceastd unitate medicala: 1500 Ul/zi de vitamind D la 11 copii (sau un aport total de
547 500 UI). Specificarea modalitatii de profilaxie n-a fost posibila la ceilalti 34 copii.

Din tabelul 3.3 rezida ca semnele clinice neuromusculare care evocad carenta vitamineli
D au fost observate la 23% dintre copiii care n-au primit un aport definit de vitamina D, in
perioada de sugar (1-4 luni):
— manifestari de hipocalcemie - 5 copii;
—semne de hipotonie musculard, craniotabes si semne osoase caracteristice rahitismului in
stadiul I sau Il - 3 copii;
— fractura de os lung - 1 copil.

Tinem sa mentionam, ca manifestari clinice carentiale n-au fost semnalate la copiii ce-au
primit zilnic sau trimestrial vitamina D.

Datele antropometrice, frecventa afectiunilor respiratorii de tipul bronsitei si
manifestdrile hematologice nu s-au evidentiat prin diferente intre grupurile cu sau fara
suplimentare cu vitamina D (tabelul 3.3). Remarcdm, ca aceste rezultate au fost obtinute intr-un
grup populational, majoritatea copiilor au fost alimentati la san timp de 9 luni (de la 73% pana la
83% din trei subgrupuri de copii). Nicio relatie n-a fost determinata intre frecventa semnelor de

carenta de vitamina D si durata alimentatiei naturale.

77



Tabelul 3.3. Supravegherea clinica si aportul de vitamina D, la copiii din lotul martor.

Aportul de vit. D Trimestrial Zilnic Nespecificat sau absent
(n=49) (n=11) (n=29)

Semne clinice de carentd de vitamina D

Rahitism 0 0 5 (15 %)

Hipocalcemie 0 0 3 (9 %)

Fracturi 0 0 1 (3 %)

Total 0 0 8* (23 %)

Alte semne clinice

Anemie 10 (23 %) 2 (18 %) 10 (30 %)
Bronsita 8 (18 %) 2 (18 %) 9 (26 %)
Antropometria la vdrsta de 1 an

Masa (kg) 10£1,0 10+0,7 10,5+1,5
Inaltimea (cm) 74,4422 74,4421 74,7422
Durata alimentatiei la san

<1 luna 2 (5 %) 1(9 %) 2 (6 %)
1-6 luni 11 (25 %) 1(9 %) 3 (9 %)
6-9-12 luni 31 (70 %) 9 (82 %) 29 (85 %)

*-un copil avea rahitism §i semne clinice de hipocalcemie

Follow-up in primul an de viatd, in lotul de cercetare

A fost posibila supravegherea pe parcursul primului an de viata a 91 de copii din lotul de
cercetare, inclusiv 84 copii (95%) care au primit alimentatie naturald pe parcursul intregului an
de viatd (tabelul 3.4). Datele antropometrice au fost similare celor obtinute in lotul martor
(tabelul 3.3), deci, profilaxia materna a deficitului de vitamina D a indus intensificarea cresterii
intrauterine n lungime (Tabelul 3.1), insa fara impact la varsta de un an (tabele 3.3 si 3.4).

Prin contrast, In grupul de copii din Caldrasi, mamele carora au primit 2,5 mg de vitamind
D3 in al Il-lea trimestru, doar cate un copil a avut semne clinice de rahitism (1%) si unul
simptoame clinice de hipocalcemie (1%), 6% au avut anemie si 12% — bronsita. Aceste incidente
sunt toate mai mici decat cele determinate in cohorta din laloveni (tabelul 3.4). Acest fapt
sugereaza ca prevenirea deficientei materne a avut o influentd de protectie impotriva aparitiei
acestor simptoame in timpul primului an de viata. La fel, ca in Ialoveni, au fost individualizate

trei grupe de profilaxie cu vitamina D:
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1) copiii care au primit o doza trimestriala de 2,5 mg de vitamina D3 (100 000 UI/3 luni sau un
aport total de 500 000 UI pana la varsta de un an);

2) copiii care au primit o varianta de profilaxie zilnica obisnuita;

3) copiii pentru care nu a putut fi obtinuta informatie privind profilaxia cu vitamina D.

Ca si in lotul martor, profilaxia cu vitamind D nu a influentat semnificativ asupra
parametrilor antropometrici, insa rahitismul si hipocalcemia au fost observate numai la sugarii
care nu au primit vitamina D zilnic sau trimestrial. In plus, anemia (17%) si bronsita (41%) au
fost mai frecvent intélnite in lotul de copii la care suplimentarea cu vitamina D a fost absentd sau
nespecificatd, in comparatie cu copiii care au primit doze zilnice sau intermitente de vitamina D
(3-10%). Diferente semnificative nu au fost determinate nici la copiii care au primit doze zilnice
sau doze trimestriale de vitamina D.

Astfel, profilaxia postnatalda cu vitamina D, fie in doze zilnice sau trimestriale, previne
aparitia simptoamelor clinice ale deficitului de vitamina D in timpul primului an de viata, insa
profilaxia materna n-are rol preventiv, desi aparitia simptoamelor sunt mai putin frecvente si mai
putin severe la sugarii nascuti de catre mamele care au primit suplimentare cu vitamina D. Riscul
de dezvoltare a anemiei si bronsitei, de asemenea, pare a fi in corelatie cu suplimentarea cu
vitamina D, atat inainte cat si dupa nastere. Intr-adevar, incidentd mai mica a acestor boli a fost
observata la sugarii nascuti de catre mamele care au primit suplimentar vitamina D si cirora,
postnatal, li s-a administrat vitamina D in mod regulat.

Tabelul 3.4. Supravegherea clinica si aportul de vitamina D, la copiii din lotul de cercetare.

Aportul de vitamina D Trz;n:eﬂ;lal (?:Ig;;c) Nespemfztr:]itlséa)lu absent
Semne clinice de carentd de vitamina D
Rahitism 0 0 1(8 %)
Hipocalcemie 0 0 1 (8 %)
Fracturi 0 0 0
Total 0 0 2 (16 %)
Alte semne clinice
Anemie 3 (7 %) 1(3%) 2 (17 %)
Bronsita 2 (5 %) 4 (10 %) 5 (41 %)
Antropometria la vdrsta de 1 an
Masa (kg) 11,0+0,2 10,9+0,2 10,8+0,4
Inaltimea (cm) 74.9+1,9 74.0+£1,2 74.8+1,2
Durata alimentatiei la sdn
<1 luna 0 0 1 (8 %)
1-6 luni 2 (5 %) 3 (8 %) 1 (8 %)
6-9-12 luni 39 (95 %) 35 (92 %) 10 (84 %)
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Follow-up la virsta de 1 an.
De la toti copiii s-a prelevat sange la varsta de un an pentru a determina calciu Seric,
fosfataza alcalina (analize efectuate institutional) si nivelul de 25(OH)D (analize efectuate la
Paris). In grupurile ce administrau vitamina D trimestrial, prelevarea sangelui a fost efectuati

inainte de administrarea dozei de vitamind D la varsta de un an (la varsta de 9 luni), la 90 copii

din lotul de cercetare si si 87 copii din lotul de control (tabelul 3.5 si 3.6).

Tabelul 3.5. Testele biochimice la varsta de 1 an, aportul vit.D n-a fost specificat.

Indicatorul Lotuli (n=12) | Lotulo(n=29) t p
Ca seric, mmol/l (m+1DS) 2,22+0,06 1,89+0,08 2,36 oeee
25(OH)D, ng/ml (m+1DS) 33,0+1,9 30,0+0,55 1,52 .

e p>0,05; **+2p<0,001
Tabelul 3.6. Testele biochimice la varsta de 1 an, aportul vit.D zilnic sau trimestrial.

Indicatorul Lotuli (n=38) |Lotulo (n=11) [Lotuli(n=41) |Lotulo (n=49) a p

Aportul vit.D Zilnic Trimestrial
Ca seric, mmol/Il

2,1+0,1 2,0+£0,16 2,14+0,1 2,02+0,06 2.54 .
(m=1DS)
P5(OH)D

33,2449 33,0+4,8 32,0+£2,6 53,0+6,29 12.6 | oo
ng/ml (m+1DS)

*p>0,05; *=* p< 0,01.
Tabelul 3.7. Nivelul 25(OH)D la varsta de 1 an, aportul vit.D n-a fost specificat.

25(0OH)D Lotul L1 (n1=12) | Lotul LO (no=29) | RR 95% Ii

<10 ng/ml 0 3 0 -

11-39 ng/mi 7 21 1,03 | 0,841-1,184

40-79 ng/ml 3 5 2,5 1,235-3,954

>80 ng/ml 2 0 0 -

Tabelul 3.8. Nivelul 25(OH)D la varsta de 1 an, aportul vit.D trimestrial.
25(0OH)D Lotul L1 (n1=41) Lotul LO (no=49) RR 95% 11

<10 ng/ml 2 1 3,5 2,831-4,106
11-39 ng/mi 20 39 1,43 1,101-2,424
40-79 ng/ml 6 9 1,94 | 0,804-1,109
> 80 ng/ml 13 0 0 -
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La copiii care au primit o profilaxie ,,obisnuita”, recomandata de ciatre OMS/UNICEF,
nivelul 25(OH)D era in limitele valorilor 10-40 ng/ml, la majoritatea copiilor din ambele loturi,
si cu predilectie la cei ce primeau 1500 Ul/zi de vitamina D. O heterogenitate mai mare a fost
observata la copiii la care aportul vitaminei D n-a fost specificat, 3 (3%) dintre ei avand in total
in ambele subloturi, un nivel de 25(OH)D sub pragul de jos specificat (10 ng/ml). Tot in acest
grup au fost determinate valori mai joase ale calcemiei. In mod contrar, 13 (32%) din valorile
25(0H)D din lotul I, erau mai mari de 80 ng/ml intr-o zona care ar putea fi considerata cu risc de
LwSupraincarcare” cu vitamina D, chiar dacd in publicatiile ce descriu semnele clinice si
biochimice (hipercalcemie, hipercalciurie) ale intoxicatiei cu vitamina D se vorbeste despre
concentratii de 25(OH)D net superioare (>200ng/ml).

La copiii din lotul de cercetare care au primit vitamina D trimestrial valorile 25(OH)D
erau in majoritatea cazurilor in limitele normei, iar valorile medii erau comparabile cu cele
determinate la copiii cu profilaxie fractionatd utilizatd in Republica Moldova. Similar, erau
comparabile cu valorile medii ale 25(OH)D determinate in acelasi laborator la alti copii ce au
primit un aport trimestrial de vitamina D (de exemplu, 27+12 ng/ml la copiii examinati din
Algeria) [32]. Nivelul dat era semnificativ mai inalt la copiii din Ialoveni, ceea ce sugereaza ca
copiii au primit doze mai mari comparativ cu cele trimestriale sau au primit concomitent alte
medicamente ce contineau vitamina D. In acest grup 32% dintre copii aveau valori ale 25(OH)D
peste 80 ng/ml, nivel care ca si in lotul martor din laloveni, ar putea fi considerat cu risc de
LSupraincdrcare” cu vitamina D, dar nici intr-un mod o eventuala hipervitaminoza pentru care

nivelurile serice sunt peste 200 — 300 ng/ml.

3.2. Suplimentarea materna cu vitamina D, calcemia si cresterea pre- si postnatala. Studiu
multicentric international.
3.2.1. Descrierea studiului

Fiind incadrat intr-o echipd pluridisciplinard in cadrul INSERM Unitatea 561, in baza
unui proiect de cercetare finantat de catre Ministerul Afacerilor Externe al Frantei, am participat
intr-un studiu multicentric international pe grupuri populationale mama-copil, rezultatele
obtinute fiind comparate in ceea ce priveste suplimentarea maternd cu vitamind D si impactul ei
asupra fatului, impreund cu determinarea statutului vitaminei D matern si fetal. Cohortele
studiate au fost selectate din urmatoarele regiuni:
- orasul Compiégne, Franta (n=200);
- oraselele Calarasi si Ialoveni, Republica Moldova (n=200);
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- orasul Constantine, Republica Democrata Algeriana (n=200);
- Republica Ingusetia (n=20);
- Martinica (n=63).

Distributia geografica a tarilor are o importantd deosebitd, deoarece sinteza endogena a
vitaminei D in stratul epidermal depinde de energia razelor ultraviolete ale spectrului solar, cu o
sinteza semnificativa pe parcursul intregului an pe insulele Caraibe, inclusiv Martinica, pe cand
in alte regiuni examinate in acest studiu sinteza vitaminei D este semnificativa doar in perioada

de vara (mai —octombrie) (Figura 3.1).

60°N

30°N
0
30°S

60°S

— Productia vitaminei D absenta
[ Productia din aprilie-mai pina in septembrie-Octombrie
Productia din ianuarie pinéa in decembrie
¢ P

Fig. 3.1. Distributia geografica a tarilor si sinteza cutanatd a vit. D, in functie de latitudine.
Fiind determinata concentratia serica a 25(OH)D, in momentul nasterii la sfarsitul
sezonului de iarnd, la femeile gravide care n-au fost suplimentate cu vitamind D In timpul
sarcinii, am constatat cd doar in Martinica statutul vitaminei D era satisfacator si depasea nivelul
de 30 ng/ml, in rest, statutul vitaminei D se afla sub nivelul de 12 ng/ml, ceea ce denota faptul ca
sinteza endogena a vitaminei D este insuficientd atat in lunile insorite, cat si in cele reci ale
anului, justificand o data in plus necesitatea suplimentdrii cu vitamind D a femeilor gravide

(Figura 3.2).
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Fig. 3.2. Concentratiile 25(OH)D la gravidele ce au nascut la sfarsitul iernii in absenta
suplimentarii materne cu vitamina D.

Valori mai joase, comparabile cu cele determinate in Ingusetia, au fost inregistrate si In
Algeria, desi ea este situata la o latitudine mai joasa (30°N). Chestionarele efectuate in orasul
Constantine au evidentiat ca nivelurile de 25(OH)D au fost invers asociate cu expunerea la soare
si cu numarul de sarcini, sugerand ca sarcinile frecvente si alimentarile la san de lunga duratd nu
au permis repletia rezervelor de vitamina D intre graviditati (Figura 3.3).

25(0OH)D (ng/ml)

20— © Absenta expunerii la soare

15 © Expunere la soare (lucru afara)
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Fig. 3.3. Femeile gravide din Constantine, suplimentate cu vitamina D (la nastere).

In acelasi timp, nivelurile erau semnificativ mai inalte in Martinica, insula situatd la
latitudine joasa, unde femeile se expun la actiunea razelor solare si in pofida pigmentarii intense
a pielii, care ar putea scade abilitatea dermei de a produce vitamina D.

Determinarea nivelurilor vitaminei D, calciului si hormonului paratiroidian la 58 nou-
nascuti francezi, mamele carora nu au primit vitamind D suplimentar in timpul sarcinii, arata ca
femeile cu nivelul 25(OH)D mai jos de pragul de 12 ng/ml aveau valori scazute ale calcemiei si
valori Tnalte ale PTH seric, fapt ce sugereaza existenta unui hiperparatiroidism secundar, care ar

putea agrava resorbtia osoasa materna.
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In trei studii dintre cele efectuate (Franta, Moldova, Constantine), datele referitoare la
mamele nesuplimentate au fost obtinute in cadrul studiului de perspectiva cu control placebo. Al
doilea brat al studiului a inclus femeile gravide egalizate dupa parametri, care au primit 100 000
Ul (2,5 mg) de vitamina D intr-o singura doza orala la termenul de gestatie de 6 luni. Femeile din
Constantine, Algeria, au primit 2 doze — la 6 si 8 luni, deoarece studiile preliminare au aratat o
deficienta severd a vitaminei D la aceste femei. In cele 3 tari, dupa suplimentarea cu vitamina D,
valorile medii ale 25(OH)D in sangele din cordonul ombilical, la nou-ndscuti si/sau la mame,
erau egale sau mai mari de 20 ng/ml (Figura 3.4) la sfarsitul iernii. Valorile sunt comparabile cu

cele obtinute la mamele nesuplimentate din Martinica.
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Fig. 3.4. Nivelul de 25(OH)D Ila nastere, la sfarsitul iernii dupa suplimentarea maternacu vit. D.

De mentionat, ca strategia stoss de profilaxie carentiald, cu o dozd moderata de vitamina
D la femeile gravide si la copii in primul an de viatd (administrarea a 2,5 mg de vitamina D3 la 6
si 7 luni de gestatie si in mod trimestrial pana la varsta de 12 luni postnatal), este inclusa in
programul national de alimentatie al femeilor gravide si al copiilor de toate varstele in Franta
incepand cu anul 2001, fapt pozitiv apreciat la nivel national si lipsit de efecte adverse sau caz de
hipervitaminoza clinica sau biologica.

Prezentul studiu comparativ al suplimentarii femeilor insarcinate cu vitamind D prin
aceasta metodd a demonstrat o diferentd semnificativa intre statutul vitaminei D al femeilor
suplimentate la acest termen de gestatie si al celor care n-au beneficiat de aceasta suplimentare,
in toate cele trei tari. Compararea acestor studii efectuate in Franta, Republica Moldova si
Republica Democratd Algeriana evidentiaza in toate aceste trei tari o scadere importantd a ratei
hipocalcemiei biologice neonatale la sugarii ndscuti la sfarsitul iernii, in cazul in care mamele lor

au primit vitamind D suplimentar (tabelul 3.9).
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Tabelul 3.9. Rata nou-nascutilor cu hipocalcemie in prima saptamana de viata.

Profilaxia carentei materne de vitamina D NU DA
Franta (1988-1997) 23% 4%
Moldova (1999-2001) 48% 5%
Algeria (1993-1996) 48% 9%
Martinica (2006) 0%

Aplicarea strategiei stoss de profilaxie specifica a carentei vitaminei D in a 6 si a 9 luna

de gestatie la femeile din orasul Constantine, a demonstrat in mod elocvent impactul pozitiv

asupra statutului vitaminei D matern si al calciului seric la nou-nascuti, fatd de femeile

insarcinate care n-au beneficiat de aceasta profilaxie antenatala (tabelul 3.10).

Tabelul 3.10. Femeile gravide: a 6 si a 9 luna de sarcina (studiul din or. Constantine, n=200).

Luna a 6-a de sarcina Luna a 9-a de sarcina
D- D+ t D- D+ 1 p
X+ES X+ES X+ES X£ES

25-(0H)D (ng/ml) 9,0+0,43 | 9,8+0,54 7,3+0,51 | 36,3+1,59
<12 ng/ml 87% 77% 1,2 88% 12,8% 17,4 | eeee
> 40 ng/ml 0% 0% 0% 41%
Calcemia(mmol/L) | 2,04+0,01 | 2,01+0,02 2,02+0,01 | 2,26+0,02
< 2mmol/I 36% 60% 14 48% 27% 10,9 | eeee
> 2.65 mmol/L 0% 0% 0% 6%

2,5 mg de vitamina D3 administratd la a 6-a si a 9-a luna de sarcinia, * p>0,05; **** p<0,001

Aceeasi situatie constatam si la nou-nascutii femeilor suplimentate sau nesuplimentate cu

vitamina D in timpul sarcinii la termenul de 6 luni si 9 luni de gestatie, nivelul seric al 25(OH)D,

calciului si fosfatazei alcaline, fiind semnificativ diferit (tabelul 3.11).
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Tabelul 3.11. Nivelul seric de 25(OH)D, calcemia, fosfatemia si fosfataza alcalina la nou-
nascutii, de la mame suplimentate si nesuplimentate cu vitamina D

(studiul din orasul Constantine, n=205)

D-X+ES D+X+ES t p
25-(0H)D (ng/ml) 11,9+0,72 26,0+1,58 8,1
<12 ng/ml 83% 33%
> 40 ng/ml 0% 23%
Calcemia (mmol/L) 2,00+0,01 2,29+0,02 13,2
< 2mmol/L 48% 9%
> 2,65 mmol/L 0% 5%
Fosfatemia (mmol/L) 1,68+0,17 1,69+0,01 0,5 .
Fosfataza alcalina (UI/1) 340,0+17,2 163,0+9,2 9,1

2,5 mg de vitamina D3 administratd la a 6-a si a 9-a lund de sarcina; * p>0,05; **** p<0,001

Rezultatele obtinute ulterior, releva elocvent diminuarea incidentei rahitismului in orasul
Constantine. Acest fapt, insa ar putea fi interpretat ca rezultat al unei supravegheri medicale
imbunatatite sau al ameliorarii conditiilor sociale din anul 1985 pana in 1995 si nu poate permite
afirmarea cu sigurantd a impactului suplimentdrii materne asupra incidentei ulterioare a
rahitismului la nou-nascut.

Pentru a studia relatia intre carenta materna a vitaminei D si cresterea fetald, a fost
efectuat un studiu similar cu cel din Republica Moldova la 200 nou-nascuti, mamele carora au
fost suplimentate sau nu cu vitaminad D in timpul sarcinii din orasul Constantine (1993-1996). S-
a constatat un impact pozitiv accentuat asupra nou-nascutilor al acestei profilaxii specifice
administrate in a 6-a si a 9-a lund de sarcina (tabelul 3.12).

Tabelul 3.12. Carenta vitaminei D si cresterea fetalda in or. Constantine (n=200).

Perioada 1993-1994 1995-1996
Profilaxia carentei de vit. D NU DA* t |p NU DA* t |p
Termenul de sarcina 38,4+0,8 | 38,8+1,0 | 0,3 |+ |38,9+1,1 |39,5£1,0 |04 |~
Greutatea (kg) 2,79+0,4 |3,44+0,5 | 1,1 |- |2,79+0,4 | 3,29+0,5 | 0,8 |
fnaltimea (cm) 49,8+0.4 [49,7+0,9 |01 |+ |49,3+0,9 |50,0+0,6 | 0,6 |+
PC (cm) 349+0,1 |359+1,9 (05 |« |34,6+£0,7 | 35,2+0,6 (0,7 |

* 2,5 mg de vitamina D3 la a 6-a si a 9-a luna de sarcina; * p>0,05
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Studiul national sugereaza existenta unui risc semnificativ de dezvoltare a deficitului de
vitamina D la femeile din Republica Moldova care au nascut primdvara tarziu sau chiar vara.
Aceasta ne-a permis sa concluzionam ca aportul de 2,5 mg (100 000 UI) de vitamina D la a 6-a
lund de sarcind permite normalizarea statutului vitaminei D la nou-ndscut fara risc de
supradozare, cu un impact pozitiv asupra mineralizarii boltii craniene si asupra lungimii in utero,
impreuna cu o scadere a incidentei hipocalcemiei in primele zile de viata (tabelul 3.13).

Tabelul 3.13. Carenta vitaminei D si cresterea fetala, in Republica Moldova (n=200).

Profilaxia carentei de vitamina D NU DA* t p
Termenul de sarcina 39,3+0,11 38,9+0,11 2,0 oo
Greutatea (kg) 3,2+ 0,04 3,3+ 0,05 1,7 .
Iniltimea (cm) 50+0,1 51,6+ 0,2 8,0
PC (cm) 35+0,1 34+0,14 5,0
Fontanela anterioari (cm?) 4,1+ 0,31 1,5+0,12 8,7 eoce

* 2,5 mg de vitamina D3 in a 6-a §i a 8-a luna de sarcina; * p>0,05 ; ** p<0,05; **** p<0,001
Datele obtinute in cadrul studiului nostru referitor la corelatia antropometrie/statut
vitamino-calcic la 200 nou-ndscuti (coeficientul r*> si F), confirmi existenta unei corelatii
pozitive intre nivelurile de 25(OH)D la mame si nou-ndscuti cu indltimea, greutatea, IMC si
perimetrul cranian (tabelul 3.14).
Tabelul 3.14. Corelatia antropometrie/statut vitamino-calcic la 200 nou-nascuti

(coeficientii r si p).

Indicatori evaluafi Calcemia Calcemia 25(0OH)D 25(0OH)D
la mame la nou-nascuti la mame la nou-nascuti

Termen de sarcina 0,22 (0,002) 0,15 (0,040) 0,09 (n.s.) 0,14 (n.s.)
fnaltime 0,18 (0,009) 0,12 (n.s.) 0,35 (0,001) 0,18 (n.s.)
Greutate 0,13 (n.s.) 0,40 (0,001) 0,41 (0,001) 0,27 (0,011)
PC 0,02 (n.s.) 0,27 (0,001) 0,34 (0,001) 0,22 (0,040)
IMC 0,10 (n.s.) 0,39 (0,001) 0,36 (0,001) 0,25 (0,023)
Suprafata corpului 0,16 (0,026) 0,41 (0,001) 0,44 (0,001) 0,29 (0,008)

n.s. —valori p nesemnificative.
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3.3. Statutul vitaminei D, consecintele clinice si biologice la copiii si adolescentii din
Republica Moldova

Literatura de referintd stipuleaza ca, deformarile membrelor inferioare atribuite
deficientei de vitamind D si/sau de calciu au fost observate si studiate cu predilectie la copiii si
adolescentii care locuiesc in Africa, Asia si Orientul Mijlociu [62, 249-255], iar raportarea
cazurilor sporadice in Europa, America si Australia, de obicel, se refera la copiii sau descendentii
parintilor care au imigrat recent in tarile regiunilor de mai sus din Asia, Africa sau Orientul
Mijlociu [142, 249, 256]. Prevalenta acestor schimbari patologice este diminuatd la copiii si
adolescentii de origine caucaziand [257, 258], insa studiile pot fi insuficiente, iar posibilele
intercalari cu aportul de calciu nu au fost luate in considerare, in ciuda dovezilor emergente ale
faptului ca deficitul de calciu poate reduce pragul sub care statutul vitaminei D devine insuficient
pentru a asigura o mineralizare optima a scheletului in crestere [164, 249].

In cercetarea noastrd au fost evaluate deformirile membrelor inferioare si markerii
biochimici ai metabolismului calciului intr-un grup omogen de 226 de copii si adolescenti
europeni caucazieni din Republica Moldova, care primesc o dietd pe baza de cereale cu continut
scazut de lapte/aport inalt de fibre. Totodata, am determinat nivelurile serice ale 25(OH)D
utilizand schema internationala externa de evaluare a calitatii pentru metabolitul vitaminei D
(DEQAS), cu scopul de a estima nivelurile optime ale 25(OH)D pentru sanatatea oaselor la

copiii de rasa caucaziana cu un aport foarte scazut de calciu/produse lactate.

3.3.1. Aportul nutritional

Copiii din Gimnaziul Internat primeau o alimentatie conform unui meniu special, diferit,
inclusiv in weekend. Ei aveau o dietd bazata pe cereale cu putin consum de carne, lapte si
produse lactate. Aportul alimentar conform meniurilor unei sdptdmani din perioada studiului
pentru copiii din internat, a fost evaluat in baza tabelului CIQUAL al compozitiei nutritive a
alimentelor (http://www.afssa.fr/TableCIQUAL).

Aporturile medii zilnice au fost proteine totale - 75g (2,5+0,4 g/kg de greutate corporala

pe zi pentru copii si 1,8+0,3 g/kg greutate corporald pe zi pentru adolescenti), inclusiv proteine
de origine animala - 24g; energie - 2842 kcal; fosfati - 921 mg; magneziu - 255 mg. Aportul de
calciu pe zi a fost mic (493 mg), inclusiv 69 mg ca lapte si produse lactate. Aportul de vitamina
D a fost satisfacator (2 mg). Informatia despre alimentatia copiilor din loturile de cercetare este

redata in tabelul 3.15.
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Tabelul 3.15. Aporturile nutritive medii zilnice in lotul de cercetare si de control.

Lotulo Lotulx
Parametrii evoluati t p
X+ES X+ES
Proteine totale (copii) pe greutate
2,5+0,41 2,6+0,12 0.2326 | >0.05
corporala pe zi (g/kg)
Proteine  totale (adolescenti) pe
1,8+0,32 2,34+0,43 0.9259 | >0.05
greutate corporala pe zi (g/kg)
Proteine de origine animala (g) 24.1+0.41 48,6+1.24 | 18.7023 | <0.001
Energie (kcal) 2842.6+46.74 | 3162.8+52.43 | 4.5587 | <0.001
Fosfati (mg) 0,921 £0165 1,03+0,22
Magneziu (mg) 255.9+2.45 273.8+1.12 | 6.6543 | <0.001
Calciu (mg) 493.5+8.47 930.6+12.02 | 29.7347 | <0.001
Inclusive din produse lactate(mg) 69.4+7.66 550.3+14.39 | 29.5031 | <0.001
Vitamina D (mg) 240,12 2,01+0,05

Apoturile zilnice ale copiilor din lotul Li, calculate in functie de meniul zilnic, au fost
proteine totale — 89 g (2,6+0,12 g/kg de greutate corporala pe zi pentru copii si 2,3+0,4 g/kg
greutate corporald pe zi pentru adolescenti), inclusiv proteine de origine animaliera 48 g, energie
— 3162 kcal, fosfati 1,03 mg, magneziu — 273,8 mg. Aportul de calciu pe zi a fost 930 mg,

inclusiv 550 mg ca lapte si produse lactate.

3.3.2. Examinarile clinice si datele antropometrice

Lotul de cercetare a inclus 226 de adolescenti. Efectuarea densitometriei osoase nu a fost
posibila, iar radiografia scheletului la copiii din internat nu a fost efectuatd din motive etice, insa
au fost masurate distantele intercondilare (IC) si intermaleolare (IM) in pozitie ortostatica, cu
atingere reciproca doar a genunchilor sau a gleznelor: genu valgum sau varum a fost definit ca
distantd IC sau IM >5 cm. Datele despre termenul nasterii, talia si greutatea la nastere au fost
obtinute din fisele medicale individuale disponibile pentru fiecare copil. Inaltimea si indicele
masei corporale (IMC) au fost evaluate atit ca valoare absolutd, cat si ca scoruri z, prin
comparatie cu curbele de referintda OMS de crestere cu ajustare dupa sexul si varsta copiilor
[259]. Au fost evaluate si unele semne clinice, inclusiv prezenta durerilor osoase si scoliozei

(tabelul 3.16), precum si prin metode coprologice standard a fost determinatd prezenta
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parazitozelor intestinale, in special a Enterobius vermicularis, Giardia lamblia, Ascaris
lumbricoides si Trichuris trichiura.

Tabelul 3.16. Caracteristicile clinice ale celor doua cohorte din Moldova (X£ES si prevalenta).

L1 (n=226) Lo (n=71)
Lotul . L . P
(Gimnaziul internat) (orasul Chisinau)
Date generale
Varsta (ani) 11,4+1,8 11,1+2.4
Prepubertar (%) 52% 46%
Sexul (% baieti) 57% 52%
Parametrii la nastere
Termen (saptdmani) 39,4+0,8 39,2+1,6
Greutatea la nastere (kg) 3,11+0,42 3,08+ 0,56
Inaltimea (cm) 50,5+2,3 50,442,1
Antropometria
IMC (scorul z dupa OMS) - 0,205+1,041 -0,471+1,141
Copii (n) -0,325+1,107 (118) -0,261+1,228 (33)
Adolescenti (n) - 0,440+0,898 (108) - 0,682+1,023 (38)
Inaltimea (scorul z dupa OMYS) -0,721+1,054 -0,024+1,051 <0,0001
Copii - 0,088+0,964 -0,155+1,101
Adolescenti -1,009+1,126 0,106+1,000 <0,0001
Semne clinice
Genu varum/valgum 15% 7%
Scolioza 11% 8%
Dureri osoase 8% 3%
Convulsii hipocalcemice 1% 4%
Afectiuni dentare 83% 80%
Carie dentara 10% 11%
Semne digestive 66% 75%
Parazitoze intestinale 49% 63%
Enterobius vermicularis 40% 20%
Ascaris lumbricoides 4 % 14% 0.0017
) . 0,0104
Trichuris trichiuria 2% 14% <0.0001
Giarda lamblia - 15% ’
Poliinfestare 3% -

Nota : Valorile sunt exprimate ca medie = DS sau ca procent de subiecti cu simptome clinice sau
parazitoze intestinale in cele doua loturi. Comparatiile s-au facut utilizand testul t-Student

nepereche (valorile medii) sau testul y?(incidentd).
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Cei 226 de copii din lotul de control si 71 de copii din lotul de cercetare ajustati dupa
varstd aveau parametrii antropometrici comparabili la nastere si inainte de pubertate (tabelul
3.15). Insi, adolescentii de ambele sexe din lotul L1 aveau o talie mai mica in comparatie cu
participantii din lotul de control, precum si conform curbelor de referinta de crestere OMS. Cele
doua cohorte din R. Moldova aveau o sanatate dentard precara si o prevalentd crescutd a
simptomelor gastrointestinale, preponderent multiple, dar in unele cazuri si izolate de greata
(17%) si dureri abdominale izolate (20%). Infestatiile parazitare erau frecvente, cu diferente
semnificative in ceea ce priveste parazitii identificati (tabelul 3.15). In ambele loturi, s-a
inregistrat o prevalenta scazuta a scoliozei si a durerilor osoase (sub 10%), insa genu varum/genu
valgum au fost inregistrate cu o frecventd mai inalta la Scoala Internat (15%), desi diferenta
referitoare la incidenta observata in cohorta de control (7%) nu a fost semnificativa. Prin
comparatie cu lotul de control ajustat dupa varsta, participantii din Gimnaziul Internat aveau
valori mai joase ale calciului, magneziului seric si ale hemoglobinei, si un nivel mediu mai mare
al fosfatilor in ser (tabelul 3.17). In plus, la copiii din lotul de studiu din internat s-au inregistrat
valori mai joase ale creatininei serice nainte de pubertate §i o activitate mai Tnalta a fosfatazei
alcaline in perioada de pubertate comparativ cu grupul de control ajustat dupa varsta (tabelul
3.17). Examinarea pentru hepatita B, efectuata cu un an Inainte de studiu in Gimnaziul Internat a
fost negativa, insd nu putem exclude impactul tranzitoriu asupra ficatului al tratamentului cu
mebendazol primit de copii pentru parazitoze cu 2 sdptdmani inainte de efectuarea analizei
sangelui, complicand astfel interpretarea activitatii fosfatazei alcaline circulante in aceasta
cohortd. Totodatd, nu a fost depistatd o corelatie intre activitatea fosfatazei alcaline serice si
activitatea aminotransferazelor AST sau ALT nici in lotul de studiu, nici in control Tnainte sau in

timpul pubertatii.
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Tabelul 3.17. Profilul biochimic al ambelor loturi (X£ES).

Populatia (n) Lotul de studiu (n=226) | Lotul martor (n=71)
Copii 118 44 p
Adolescenti 108 37
Proteina (g/L)
69+11 69+8
Hb (g/L) <0,0001
11,2+1,1 11,9+0,4
Glucoza (mmol/L)
4,240,8 4,3+0,7
Creatinina (umol/L)
copii
41+12 54410
adolescenti <0,0001
58+13 60+11
Calciu total (mmol/L) 2,14+0,31 2,29+0, 23 0,0007
Calciu corectat (mmol/L)* 2,22+0,31 2,36+0,24 0,0025
Fosfati (mmol/L) 1,36+0,38 1,22+0,23 0,0072
Magneziu (mmol/L) 0,70+0,14 0,83+0,18 <0,0001
FA (UI/L)
copii 453+202 407+123
adolescenti 5964227 384+136 <0,0001
25(0OH)D (nmol/L) 44+16 36£12 0,0001
25(0OH)D (ng/ml) 18+6 14+5 0,0001

* Valorile concentratiilor serice ale calciului total au fost corectate pentru protidemie. Au fost
determinate diferente semnificative intre loturile de studiu si martor (testele t-student nepereche
si U Mann-Whitney)

3.3.3. Evaluarea statutului vitaminei D §i a impactului clinic al acestuia

Rezervele vitaminei D sunt pufin accesibile deoarece sunt localizate preponderent in
tesuturile adipoase, ficat si muschi [28]. Statutul vitaminei D este apreciat in consens mai mult
de 30 ani, in baza concentratiilor circulante ale 25-hidroxivitaminei D care constituie forma de
rezerva a vitaminei D. Astfel, vitamina D fiind absorbitd in intestin sau produsa de piele, este
rapid transformata in ficat in 25(OH)D, apoi in forma sa activa (1,25-dihidroxivitamina D) mai
cu seama 1n organul tintd — rinichii [28]. Nivelurile circulante ale vitaminei D si ale 1,25(OH).D
nu reflecta corect rezervele, deoarece primul metabolit se transforma rapid in 25(OH)D, chiar si
in cazul administrarii unor doze masive de vitamina D, al doilea, odatd produs, este supus unui

control strict in functie de necesitatile organismului in calciu si fosfati, avand timp de
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injumatatire pana la cateva ore. Prin urmare, determinarea concentratiei circulante a 25(OH)D

constituie cel mai precis indicator biologic in aprecierea statutului vitaminei D, permite stabilirea

carentei sau supradozarii eventuale a vitaminei D. Durata lungd de viatd a 25(OH)D 1in sange,

permite detectarea vitaminei D peste cateva saptamani dupa o singura administrare per os [260-

262].

Pana in prezent, valorile circulante ale 25(OH)D si, deci, rezervele vitaminei D, au fost
apreciate ca valori ,,satisfacdtoare”, daca erau situate la o populatie adultd in limitele medii £1
sau £2 deviatii standard. Expunerea la soare influenteaza rezervele vitaminei D, valorile
,normale” ale 25-hidroxivitaminei D fiind diferite in functic de anotimp - vara/toamna sau
iarna/primavara, de pozitia geografica a tarii, precum si de politica sa de Tmbogatire a
alimentelor cu vitamina D. Implementarea unei profilaxii adaptate a contribuit la reducerea
spectaculoasa a incidentei de carentd severa a vitaminei D in toate tarile occidentale, cu exceptia
persoanelor in varsta, studiile clinice fiind centrate asupra efectelor de lunga durata a deficitului
moderat. Din aceste considerente, conceptul ,,valori normale” ale 25(OH)D a fost progresiv
inlocuit cu termenul de ,,valori solicitate” si cu notiunea de ,,prag”, mai jos de care pot surveni
modificari patologice de duratd medie sau lunga la indivizii aparent sanatosi. De mentionat, ca in
definirea valorii nivelului respectiv se tine cont de consecintele clinice al acestei limite, insa,
pana 1n prezent, nu existd un consens referitor la acest nivel. Totodata, cu aspect practic, este util
de precizat:

e Nivelul de ,,carenta” sub care riscul carentei patologice In termen scurt este semnificativ si
impune corectie imediata. Multiplele dozéri ale 25(OH)D efectuate la nou-nascuti, sugari si
copiii care prezentau semne clinice de rahitism carential (deformari scheletice si/sau semne
neurologice, ca rezultat al unei hipocalcemii) demonstreaza in mod elocvent corelatia stransa
a acestor semne cu valorile sub 10-12 ng/ml (25-30 nnmol/l) ale 25(OH)D [263];

e Nivelul de ,insuficienta” a statutului vitaminei D mai sub care apare riscul de dezvoltare a
modificarilor pe termen lung si poate implica o profilaxie specifica cu vitamind D. Valorile
pragului de ,.insuficienta” variaza la diferiti autori de la 20 pand la 52 ng/ml (50 — 130
nmol/l). De mentionat ca, la baza stabilirii acestui nivel, au stat rezultatele studiilor asocierii
dintre nivelul 25(OH)D, riscul fracturilor si cel de agravare a pierderilor osoase la femei dupa
varsta de 55 ani precum si la barbatii dupa 65 de ani, riscul aparitiei cancerului, in special de
san si de colon, riscul maladiilor autoimune (mai ales al diabetului) sau a patologiilor cardio-

vasculare [39, 43, 78, 84].
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Copiii si adolescentii examinati in lotul de control in perioada ianuarie-aprilie au avut o
valoare medie = DS a 25(OH)D seric de 44+16 nmol/l, respectiv cu o prevalenta a valorilor
nivelului 25(OH)D < 30, < 50 si < 75 nmol/l, respectiv egala cu 21, 53 si 26% (tabelul 3.18).
Acest statut al vitaminei D era mai nalt decat cel masurat la copiii si adolescentii din lotul de
cercetare, din mun. Chisinau, fie la bloc (35,6+1,8 nmol/l), fie la sol (37,0+2,3 nmol/l). El nu a
fost influentat de maturizarea pubertara, insd varia in functie de sex: fetele din lotul de control
aveau valori medii ale 25(OH)D mai mici decat baietii (40,2+14,8 fata de 46,5+16,0 nmol/l,
p=0,0031).

Tabelul 3.18. Caracteristicile clinice in lotul de control in functie de nivelul de 25(OH)D (X+ES,

frecventa)
25(0H)D <30 nmol/L. | 31-40 nmol/L | 41-50 nmol/L | 51-82 nmol/L
(n=47) (n=67) (n=53) (n=59)
25(OH)D (nmol/L) 26,5+3,5 35,6+£2,8 45,942,7 65,2+12,0

25 (OH)D (ng/ml) 10,6+1,4 14,2+1,1 18,4+1,1 26,0+4,8

Varsta (ani) 11,8+1,9 11,5+1,6 11,3£2,0 11,2+1,7
copii (n) 9,9+1,1 (20) 10,2+0,9 (33) 9,7+1,2 (29) 10,2+1,1 (36)
adolescenti (n) 13,2+¢1,0 (27) | 12,7¢1,0 (34) | 13,1£1,1 (24) | 12,9+0,9 (23)

IMC (scorul z):
copii - 0,10+0,83 -0,24+1,00 -0,07+1,08 0,07+0,88
adolescenti -0,18+1,04 -0,44+1,30 - 0,083+0,95 -0,64+1,05

Indltime (scorul z):
copii - 0,20+0,91 - 0,62+0,86 - 0,50+0,97 - 0,42+0,87
adolescenti - 0,74+1,10 - 1,04+1,04 - 0,92+1,46 -1,36+0,88

Prevalenta:

Genu valgum 36% 9 900007 119 00042 7% 00002
copii 40% 18% 21% 8%
adolescenti 33% 0% 0% 4%
fete 36% 3% 11% 5%
baieti 37% 11% 11% 7%

Convulsii hipocalcemice 0% 4% 0% 0%

Afectiuni respiratorii 8% 4% 2% 8%

Dureri osoase 8% 6% 6% 13%

Scolioza 16% 7% 11% 12%

Carie dentara 8% 9% 13% 8%

Afectiuni dentare 85% 83% 79% 83%

Afectiuni digestive 71% 64% 68% 46%

Parazitoze 55% 43% 53% 47%

S-au constatat diferente semnificative in comparatie cu valorile prevalentei observate la un nivel
seric de 25(OH)D < 30 nmol/L. Au fost aplicate testele statistice y* pentru prevalentd si testul t-
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student nepereche i teste U Mann-Whitney pentru varsta §i antropometrie. Subgrupurile in
functie de apartenenta sexuala si maturizarea pubertara au fost prea mici (mai putin de 30 de
persoane) pentru analize y? de prevalenta.

3.3.4. Statutul vitaminei D §i deformarile osoase ale gambelor

Pentru a evalua asocierile intre statutul vitaminei D si caracteristicile clinice sau
biochimice participantii din lotul de studiu au fost divizati in baza niveluluilor serice ale
25(OH)D, folosind valorile de prag de <30, 31 — 40, si 41 - 50 sipeste 50 nmol/l. La participantii
cu valori ale 25(OH)D < 30 nmol/l s-a inregistrat o prevalenta ridicatd a deformarii gambelor
(36%), comparativ cu cei cu niveluri 25(OH)D intre 31 si 40 nmol/l (9%) si intre 41 si 50 nmol/l
(11%), sau peste 50 nmol/l (7%).

Prevalenta genu varum/valgum dependenta de valorile 25(OH)D nu a fost influentata de
statutul de pubertate si de apartenenta de gen (tabelul 3.18). Prevalenta deformarilor gambelor
era prea micad in lotul de control (5 copii sau 7% din cohortd) si dimensiunea cohortei era prea
mica pentru a permite efectuarea studiilor de asociere, folosind pragurile de 25(OH)D. Totodata,
la niciun copil din cei 28 din lotul de control cu nivelul 25(OH)D < 30 nmol/l nu au fost
depistate deformari ale membrelor inferioare. Valorile joase ale 25(OH)D (mai mici sau egale cu
30 nmol/l) au fost, de asemenea, asociate cu o activitate mai inalta a fosfatazei alcaline la copiii
din internat de varsta prepubertara (tabelul 3.19). O astfel de asociere nu a fost depistatd in
timpul pubertatii, valorile fosfatazei alcaline fiind semnificativ Tnalte in subgrupul de adolescenti
din Gimnaziul Internat, indiferent de nivelurile lor de 25(OH)D (tabelul 3.19).

In final, in lotul de studiu nivelurile serice ale 25(OH)D au fost asociate in mod pozitiv
cu nivelul de calciu seric (r=0,202, p=0,0024). La participantii cu valori ale 25(OH)D < 30
nmol/l si chiar la cei cu valori intermediare (30-50 nmol/l) nivelul calciului seric era mai mic
decat la cei cu nivelul 25(OH)D > 50 nmol/I (tabelul 3.19). In caz contrar, calciu seric nu a fost
asociat cu nivelul de 25(OH)D 1in cohorta de control, iar participantii din lotul de studiu aveau
valori semnificative mai mici ale calciului seric, decat cei din grupul de control, atunci cand
nivelul lor de 25(OH)D a fost < 30 nmol/l (2,15+0,28 fata de 2,41+0,16 mmol/l, P <0,0001), insa
nu in cazul cand valorile 25(OH)D au fost mai mari de 50 nmol/l (2,32+0,35 fata de 2,50+0,12

mmol/l).
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Tabelul 3.19. Indicii biochimici in functie de nivelul 25(OH)D 1in lotul de control (X £ ES).

<30 nmol/L | 31-40 nmol/L | 41-50 nmol/L | 51-82 nmol/L
25(OH)D (nmol/L)
(n=47) (n=67) (n=53) (n=59)

Proteina (g/l) 70£10 67+£10 71+£10 69+12
Hb (g/1) 11,0+1,1 11,441,0 11,4+1,0 11,241,1
Glucoza (mmol/L) 4,2+0,8 4,04+0,8 4,240,8 4,240,8
Creatinina (umol/L)

Copii (n) 44+14 (20) 40+12 (33) 41£12 (29) 4149 (36)

Adolescenti (n) 60+14 (27) 56+13 (34) 5912 (24) 61+14 (23)
Calciu total (mmol/L) | 2,10+0,26 %9205 | 2/12+0,30%0340 | 2 11+0,33%02%° |  224+0,32
Calciu corijat(mmol/L) | 2,15+0,28 %983 | 2 224,31 2,16£0,350010 | 2324035
Fosfati (mmol/L) 1,33+0,34 1,35+0,41 1,37+0,38 1,39+0,37
Magneziu (mmol/L) 0,70+0,14 0,67+0,12 0,71£0,14 0,72+0,15
FA (UI/)
Copii 534148 00138 439+231 432+187 4374211
Adolescenti 596228 593+219 633244 573+228

Sunt observate valori semnificativ diferite de cele observate in caz de valori ale 25(OH)D
mai mari de 50 nmol/l (utilizand testul t-student in perechi si nepereche §i testele U Mann-
Whitney).

Referindu-ne la unele discutii asupra acestui subiect, putem spune ca deformarile
moderate in arc ale oaselor gambelor pot fi considerate fiziologice la copiii mici - la o varsta <2-
5 ani la inceput o deformare tip varus, urmatd de o angulare valgus la nivelul articulatiei
genunchilor [264]. Insa, aceastd caracteristicd este tranzitorie la copiii de rasi caucaziana din
America de Nord [257], Nigeria [265] si Asia [266, 267], deformarile fiind considerate
patologice dupa varsta de 7-8 ani. Intr-un studiu efectuat de Heath C. et al., 2,5% copii albi din
America de Nord cu varsta de la 6 luni pana la 11 ani aveau o deformare valgum a gambelor cu
distanta IM mai mare de 8 cm [257]. Un studiu european asemanator efectuat intr-o cohorta de
427 de adolescenti cu varsta cuprinsa intre 10-16 ani aveau o medie a distantei IM egala cu 0-2
cm, cu o prevalentd mai mica de 2,5% a distantei IC mai mari de 4-5cm si a celei IM mai mari de

4 c¢cm la baieti si 8cm la fete [258]. Rezultatele acestor studii contravin rezultatelor noastre care
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au aratat o prevalenta inalta (15%) a deformarilor genu varum/genu valgum (distanta IC sau IM
mai mare de 5cm) intr-o cohorta omogena de 226 de copii si adolescenti de rasa caucaziana care
locuiesc intr-o scoald internat din Moldova.

Deformarile oaselor gambelor in arc pot fi rezultatul unor maladii rare, cum ar fi
rahitismul ereditar, osteogeneza imperfecta sau acondroplazia, insa cel mai frecvent patogeneza
lor este multifactoriala, care implica, eventual, unii factori genetici si mai multi factori ai
mediului Inconjurdtor, care sunt adesea asociati: pigmentarea intensd a pielii, expunerea
insuficienta la soare, poluarea atmosferica, continutul ridicat de fluor din apa potabila, aportul
scazut de lapte si produse lactate si/sau deficitul de calciu si consumul inalt de fibre alimentare
si/sau scazut de carne [62, 249-251, 253-255].

Nivelul diminuat al vitaminei D a contribuit, probabil, la geneza deformarilor membrelor
inferioare in cohorta noastra, avand 1n vedere ca gambele In varum sau valgum au fost observate
la 36% dintre participantii din Gimnaziul Internat examinati In perioada de iarnd-primavara, cu
nivelul 25(OH)D <30 nmol/l, indiferent de sexul sau maturizarea pubertard a acestora, doar la
9% dintre cei cu nivelul 25(OH)D intermediar de 30-50 nmol/l si la 7% dintre cei cu un nivel
mai Tnalt de 25(OH)D.

Statutul vitaminei D, de asemenea, a fost asociat cu markerii metabolismului calciului si
0s0s, si anume, cu calciu seric si activitatea fosfatazei alcaline. La copii, la varsta prepubertara,
cu valori ale 25(OH)D <30 nmol/l, a fost inregistrata o activitate crescutd a fosfatazei alcaline,
fard o crestere simultana a activitatii aminotransferazelor, sugerand, astfel, existenta rahitismului,
chiar daca acest lucru nu a putut fi confirmat, deoarece radiografia scheletului nu a fost efectuata
din motive etice. La adolescentii din Gimnaziul Internat o astfel de asociere nu a fost observata,
insd trebuie marcat faptul cad activitatea fosfatazei alcaline serice la ei, indiferent de nivelul
25(OH)D, era in limitele caracteristice pentru copiii de varsta prepubertara, adica valorile ei erau
mai inalte decat cele inregistrate in lotul de control ajustat dupa varstd. Lipsa asocierii cu
activitatea aminotransferazelor sugereaza cd activitatea inaltd a fosfatazei alcaline depistata la
copiii din lotul de studiu, in perioada pubertatii, reflectd un turnover crescut al tesutului osos al
lor, posibil, din cauza deficientei de calciu. Insd, determinarea PTH, markerilor de resorbtie
si/sau efectuarea densitometriei osoase sunt, in mod evident, necesare pentru a testa aceasta
ipoteza.

In cele din urma, nivelul 25(OH)D a fost pozitiv asociat cu nivelul calciului seric, cu
valori optime ale 25(OH)D mai mari de 50 nmol/l. Nu a fost stabilitd nicio asociere a nivelului

vitaminei D cu simptoamele clinice calciu-dependente, in special cu cele hipocalcemice, probabil
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din cauza ca participantii din lotul de studiu erau la o varstd mai mare si/sau din cauza ca nivelul
lor de hipocalcemie si deficit de vitamind D erau moderate, comparativ cu cazurile raportate
anterior in literatura [256, 268]. Statutul vitaminei D variaza in functie de sezon in tarile cu clima
temperatd, fiind mai mic in timpul iernii-primaverii, cand energia ultravioleta din spectrul solar
devine insuficienta pentru producerea vitaminei D 1n piele. Studiul de asociere in cauza demasca
un risc posibil mai Tnalt de dezvoltare al unui statut insuficient al vitaminei D la fete si
demonstreaza ca un nivel scazut al 25(OH)D, fie numai in perioada de iarnd-primavara,
agraveazd in mod clar prevalenta deformarilor membrelor inferioare si a nivelului scazut al
calciului in ser la copiii si adolescentii de origine europeana. In acelasi timp, nivelul scizut al
vitaminei D nu este singurul determinant al prevalentei inalte a deformarilor membrelor
inferioare si al valorilor joase ale calciului seric observate in Gimnaziul Internat. In primul rand,
copiii si adolescentii din lotul de studiu care trdiesc intr-un mediu rural au avut un statut al
vitaminei D mai mare In perioada ianuarie-aprilie, decat copiii din grupul de control care locuiau
in orasul Chisindu. In al doilea rand, incidenta de 22% a valorilor 25(OH)D <30 nmol/l,
inregistratd in perioada iarna-primavara in Scoala Internat a fost comparabila cu cea raportata in
alte tari europene (17-35%), situate la latitudini similare (46° - 51°N), si anume in Franta,
Germania si Elvetia [164, 269, 270].
In al treilea rand, prevalenta deformarilor membrelor inferioare la copiii din internatul din
Orhei care aveau valori ale 25(OH)D <30 nmol/l era semnificativ mai inaltd (36 fata de 0%), iar
nivelurile calciului seric erau semnificativ mai joase decat in lotul de control cu un statut similar
al 25(OH)D (tabelul 3.20).
Tabelul 3.20. Nivelul 25(OH)D circulante in loturile de cercetare.

Lotul de cercetare Lotul de control
25(0OH)D (nmol/l) <30 30-50 51> <30 35-50 51>
25(0OH)D (ng/ml) <12 12-20 21> <12 14-20 21>
media 25(0OH)D (ng/ml) | 10,7+0,3 | 15,5+0,4 | 23,1+0,8 | 11,1£0,3 | 16,3£0,3 | 26,6+1,4

Dereglarile digestive sau infestatiile parazitare, posibil, au agravat riscul de dezvoltare al
deformarilor membrelor inferioare, insd prevalenta lor similard in ambele cohorte nu poate
explica anomaliie observate in Gimnaziul Internat. Intoxicatia cu fluoride nu a fost evaluata, insa
nu poate fi exclusa ca factor determinant suplimentar, dupa cum sugereaza studiile din literatura
despre copiii cu deformari osoase similare celor rahitismale din regiunile cu fluoroza endemica

[249, 250, 253] si studiile observationale efectuate in unele raioane ale Republicii Moldova cu
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continut inalt de fluor in apa potabila [271]. Un rol major, insa, a avut, probabil, dicta bazata pe
cereale cu acces limitat la produsele din carne, lapte, produse lactate — o dieta neobisnuita pentru
copiii din Republica Moldova, inclusiv pentru cei din lotul de control din regiunea urbana, care
teoretic primesc un aport adecvat de calciu/lapte [272, 273]. In concordanti cu aceasti ipoteza,
este faptul ca aportul scazut de calciu/lapte a fost asociat cu rahitism, chiar si in lipsa unui deficit
sever de vitamina D in unele regiuni din Nigeria si Bangladesh [62, 249], iar consumul scazut de
carne si 1nalt de fibre alimentare a fost asociat cu un risc relativ crescut de rahitism si

osteomalacie in Regatul Unit [274].

3.3.5. Helminitiazele, statutul vitaminei D, parametrii antropometrici, biochimici si
manifestarile clinice

Comparand frecventa helmintiazelor din ambele cohorte, am constatat o frecventa
echivalentd (60% in lotul de cercetare si 52% in lotul de control), desi ponderea acestora difera
in functie de parazitul depistat (tabelul 3.21). S-a constatat ca, ascaridioza, trihocefaloza si
giardiaza au predominat la copii din Chisinau, insa giardiaza se intalneste mai des in colectivitati,
internate etc., iar enterobioza a dominat la copii de la Orhei (tabelul 3.21). N-am conturat nici o
asociere intre nivelul 25(OH)D si prezenta sau absenta parazitozelor intestinale sau tipul de
parazitoza la ei.

Tabelul 3.21. Frecventa parazitozelor in loturile de cercetare.

Tipul Nivelul 25(OH)D
parazitozei <30 30-50 51 >
Lotul de | Lotul de Lotul de | Lotul de Lotul de | Lotul de
cercetare | control cercetare | control cercetare | control
t t t
n=37 n=46 P n=25 n=112 n=9 n=68 P
P£ES, % |P+£ES, % P=ES, % | P£ES, % P+£ES, % |P+ES, %
1.Ascaridoza oo
10,0+2,91 |43,0+3,25 [7,5 6,0+2,31 | 5,0£1,43 |04 6,0+2,31 | 3,0+1,12 1,2 |«
?.Enterobioza ee | 43,044,8
24,0+4,15 |44,0+3,26 (3,8 L 38,0+3,19 |0,9 29,0+4,41 |40,0£3,22 (2,0 |
B.Giardiaza o .
15,0+3,47 - 43 - - 18,0+3,73 - 48
“.Trihocefaloza oo
12,04£3,16 | 4,0£1,29 [2,4 [+ | 1,0£0,97 | 1,0+0,65 | O 12,043,16 | 1,0+0,65 |3,4

« p>0,05; ** p<0,03; *++* p<0,001
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Totodata, efectuand o analizd mai ampla a posibilei asocieri intre infestatia cu paraziti

intestinali si statutul vitaminei D, precum si nivelul calciului, magneziului seric si al activitatii

fosfatazei alcaline, am observat o diferenta semnificativa a unor indici biochimici (tabelul 3.22).

Tabelul 3.22. Statutul vitaminei D si metabolismul calciului in relatie cu parazitozele intestinale.

. Varsta, Ca!leu Fosfati, Magneziu, Fosfa:[aga 25(0OH)D,
Parazitoza - corijat, alcalina,
ani mmol/| mmol/I ng/ml
mmol/| ul/l
Absenta (161) 10,8+2,9 | 2,25+0,31 | 1,33+0,34 | 0,74+0,16 506+208 18,5+6,3 (86)
Enterobioza (114)| 10,6+2,4 | 2,21+0,35 | 1,32+0,38 | 0,71+0,15 4974221 18,0+5,3 (70)
Ascaridoza (19) | 11,1+2,2 | 2,394+0,25 | 1,37+0,25 | 0,71+0,12 471+257 16,1+6,5 (9)
Trihuroza (18) 11,1£3,3 | 2,31+0,27 | 1,26+0,20 | 0,75+0,16 458+146 15,1+4,2 (13)
Giardiaza (13) 10,4+4,0 | 2,51+0,15 | 1,32+0,18 0,94+0,23 390+128 15,0+8,0 (6)
(0,007) (p<0,0001)
Poliinvazie (7) 11,5£2,0 | 2,23+0,32 | 1,34+0,49 0,77+0,11 376+165 18,0+4,7 (4)

Valorile reprezinta media£ES. Determinarea nivelului de 25(OH)D nu a fost posibila la toti
copiii. Numarul de probe la care s-a determinat 25(OH)D este notat in paranteze. Valorile cu
diferenta semnificativa de cele observate la copiii neinfestati sunt notate prin indicarea valorii p.

Tabelul 3.23. Date antropometrice si teste biochimice, in functie de infestatia cu parazitoze

intestinale (X+ES).

Masa Talia IMC Proteina Glucoza | Creatinina Hb

(X<ES) (X<ES) (kg/m?) | (X<ES) (X<ES) (X<ES) (X<ES)
Lipsa
parazitozei | -0,12+1,16 |-0,12+1,34 | 16,9+2,4 | 69,249,5 4,17+£0,87 | 54,2+14,2 118,249,0
(n=161)
Enterobioza | -0,09+1,13 | -0,30+1,28 | 17,1+£2,2 | 69,2+11,3 | 4,33+0,79 | 46,1+13,1 111,8+9,1
(n=114) (p<0,0001) | (p<0,0001)
Ascaridioza | 0,00£1,24 | 0,26%1,35 17,242,8 | 66,4+8,6 4,32+0,66 | 54,2+15,5 108,6£10,8
(n=19) (p<0,0001)
Trichuroza | -0,09+1,32 | 0,54+1,09 16,6£2,6 | 69,6+8.4 4,04+0,85 | 56,5+11,6 113,6+13,6
(n=18) (p=0,04) (p=0,047)
Giardiaza -0,46+1,27 | 0,18+1,22 16,74£2,6 | 72,3+6,8 4,28+0,67 | 61,1+12,3 117,5£2,5
(n=13)
Poliinvazie -0,21+1,44 | -1,18+1,17 | 18,1+£2,1 | 68,4+10,2 | 4,29+0,77 | 47,1+£8,6 105,1+7,7
(n=7) (p=0,036) (p=0,0003)

Valorile indicate in mediexES. Valorile semnificativ diferite de cele depistate la copiii neinfestati
sunt notate ( testul ANOVA).
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Parazitozele intestinale nu influenteaza masa corporala, talia sau IMC (tabelul 3.22).
Sapte copii cu poliinvazie aveau o indl{ime mai mica, dar numarul lor a fost prea mic pentru a
valida datele. In contrast, concentratii mai mici ale hemoglobinei au fost determinate la copiii cu
toate tipurile de parazitoze, cu exceptia giardiazei. Celelalte teste biochimice n-au semnalat
diferente statistice, cu mici exceptii:
- valori mai joase ale creatininei au fost inregistrate la copiii cu enterobioza,
- valori mai 1nalte ale calciului si magneziului au fost evidentiate la 13 copii infestati cu

giardia.

Aceste constatari raman inexplicabile si ar necesita studii suplimentare pentru
confirmare. La copiii cu parazitoze, indiferent de tipul acesteia, au predominat manifestarile
digestive (tabelul 3.24). Insi, frecventa afectiunilor pulmonare, hepatobiliare, dentare si a

deformarilor osoase nu a fost influentata de prezenta sau absenta parazitozelor intestinale.

Tabelul 3.24. Prevalenta manifestarilor digestive si a altor semne clinice, in functie de prezenta

parazitozelor intestinale.

Absent Enterobioza | Ascaridozd | Trihiuroza | Giardioza | Poliinvazie
n=172 n=118 n=21 n=20 n=14 n=7
Semne digestive
Greturi 21 (12%)
_ 10 (8%) 0 4 0 0
Dureri 24 (14%)
9 (8%) 1 1 0 1
Cateva semne 25 (14%)
89 (76%) 18 14 14 6
Hepatice 8 (5%) 7 (6%) 2 0 0 0
Respiratorii 56 (32%) | 29 (24%) 12 16 14 0
Alteratii dentare | 125 (73%) | 103 (87%) 18 18 14 7
Deformiri osoase | 67 (39%) | 53 (45%) 14 9 4 4

Procentul de copii a fost calculat in populatiile de peste 100 de persoane (copii infestafi §i
neinfestati cu enterobioza).

In pofida, ponderei avansate la nivel mondial a infestatiilor parazitare, putine cercetiri
sunt consacrate interrelatiei dintre statutul vitaminei D si parazitozele intestinale, inclusiv si in
Republica Moldova. Totusi, un studiu [40] efectuat intr-o scoald din zona rurala din Mexico
asupra uni esantion de 284 copii (8+1,6 ani), cercetand impactul unei invazii cu Ascaris

lumbricoides si E. colli asupra statutului micronutritional prin metode rapide de diagnostic, a
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stabilit cd 20% din elevii implicati in studiu dat erau infectati cu E. colli si 16% cu Ascaris
lumbricoides. Frecventa deficientei in vitamina D a fost de 28% si de zinc 18%. Probabil ca
conditiile sanitar-igienice precare in care locuiesc copiii din metropola datd a facut sa se
depisteze o astfel de prevalentd. In una din publicatiile relativ recente [41], se mentioneazi ca
deficitul de vitamin D are o prevalenta inalta printre elevi in toatd lumea. Efectele deficientei
include alterarea raspunsului imun si cresterea riscului la diferite infectii, evidenta cérora este
joasa sau absenta [1].

Conform unor studii de anvergura efectuate in Panama, s-a scos in evidentd o digestie
scazuta a lactozei si a intolerantei la glucide la copiii de varsta prescolara infestati cu Ascaris
lumbricoides, care duc la rdndul lor, la accelerarea tranzitului intestinal [42] si probabil la o
absorbtie mai scazutd a vitaminei D si calciului, care in viziunea noastra, a contribuit la
asimilarea defectuoasa a micronutrientilor la copiii din ambele loturi implicati in studiul nostru
bogata in fibre cu preponderenta la copiii lotul de cercetare si lotul de control.

Unii autori, mentioneaza ca in caz de giardiaza, cu afectarea intestinului subtire, parazitii
lezeaza enterocitii, cauzand malabsorbtie, inclusiv si a vitaminei D. S-ar putea de presupus ca
una din cauzele anemiilor la copiii inclusi in studiul nostru din ambele loturi, ar putea fi si
carenta in vitamina D. Unii autori inainteazd ipotezd precum ca carenta de fier cauzeaza
malabsorbtia grasimilor si vitaminei D ca molecula liposolubild in caz de giardiaza, sau invers,
inductia anemiei ca consecintd a proceselor inflamatorii intense din intestin s1 mielofibrozei
maduvei osoase asociate deficitului de vitamina D [43, 44]. Rezultatele obtinute impun o
confruntare analitica cu cele raportate in diferite colturi ale lumii, pentru a incerca de a gési o
explicatie a ponderii foarte nalte a anemiilor, carentei de micronutrienti, inclusiv si a vitaminei
D.

In literatura de specialitate se relateazi ci in caz de giardiazi, malabsorbtia intestinala
este prezentd in 90% de cazuri la copil si in 30% la adult, caracterizandu-se printr-o pierdere in
greutate si malabsorbtie selectiva, in special a grasimelor (steatoree), glucidelor (D-xiloza),
acidului folic si vitaminelor A si B12, Insotitd de atrofie vilozitara (totala, partiald sau subtotald)
si de o anemie megaloblasticd prin defect de absorbtie a acidului folic si al vitaminei B12 [45].

S-ar putea de presupus cd infestarea cu Trichuris trichiuria, care colonizeaza
preponderent colonul, evolueaza aclinic, si de rind cu alti factori cauzali, ar putea sta la originea
anemiei la copiii si adolescentii din ambele loturi. Prin urmare, anemia la acesti subiecti poate fi

explicata prin faptul ca parazitul adult penetreaza mucoasa intestinald antrenidnd o inflamatie cu
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infiltratie limfoplasmocitara si eozinofilica. S-a estimat ca un singur vierme poate sa consume
aproximativ 0,005 ml de singe in zi, iar o invazie cu helminti a unui individ, poate numara in
mediu peste 1000 de vermi [46]. Carenta in fier este cea mai frecventa cauza a anemiei, insa
carenta Tn micronutrienti este la fel implicatd (acidul folic, Vitamina B12, vitamina A). Oricare
n-ar fi inflamatiile acute sau cronice, parazitozele intestinale sunt implicate In egala masura In
instalarea anemiilor [47].

In cercetarea actuald, frecventa anemiilor este de 100%, ce depaseste pragul de 40%
definit de catre OMS pentru o endemie severda de anemie intr-un grup populational [48]. Ea nu
reflecta, de fapt, prevalenta anemiilor in populatia generala si contureaza, ca studiul efectuat in
mediu spitalicesc de copii si intr-o institutie scolard unde sunt factori favorizanti specifici
(infectia respiratorie acutd la copiii spitalizati in SCMC nr.1, igiena de baza si alimentatia
precara, de rand cu un grad inalt de infestare cu helminti in ambele loturi de studiu).

In toatd lumea de pe glob, copiii sunt foarte sensibili la infestatia cu Enterobius
vermicularis. Se pare, totusi ca maladia este mult mai prezenta in regiunile temperate si térile
inalt dezvoltate decat in regiunile tropicale si subtropicale [49]. Se atestd ca E. vermicularis este
singurul parazit care este cel mai frecvent intalnit in tarile dezvoltate. Totusi, acest vermisor este
resimtit de catre populatie ca o maladie ,,rusinoasd”, constituind un stigmat social in societatéatile
prospere si inalt dezvoltate [2]. Studiul nostru nu a constatat o corelatie puternica dintre nivelul
deficitului de vitamina D si infestatia cu helminti si vice versa, insd am constatat ca giardiaza,
ascaridoza, trichuroza si enterobioza sunt cele mai raspandite parazitoze intestinale intalnite la
copiii si adolescentii din centrul Moldovei, cel putin la subiectii antrenati in studiu, din ambele
institutii. Parazitozele intestinale nu influenteazd masa corporala, talia sau indicele masei

corporale (IMC).

3.4. Exteriorizarea genelor Klotho, VDR si LCT (lactazd), in dependentid de nivelul
calciului alimentar, statutul vitaminei D si haplotipurile de la nivelul promotorul genei
VDR
In tabelul 3.25 au fost studiate variantele polimorfismelor genelor mai frecvent intalnite:
¢ 3 variante studiate 1n regiunea promotorului genei codante a receptorului vitaminei D, dintre
care doua strans cuplate, ce demonstrau absenta sau prezenta de la 0 pana la 2 exemplare ale
haplotipului I, absenta haplotipului in cauzd fiind asociatd cu o capacitate mai scazutd a
transactivarii genei codante pentru receptorul vitaminei D [275];

e o variantd (-13910 LCT) asociata cu activitate diferita a lactazei intestinale;
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e altd variantd a genei Klotho, noi am reusit s demonstram influenta ei asupra dezvoltarii
pubertare a adolescentilor sanatosi [276].
Initial, noi am constatat ca distribuirea variantelor in ambele cohorte din Chisinau si

Orhei nu se deosebeau esential de cele depistate la adolescentii din Franta (cohorta ISOS).

Tabelul 3.25. Frecventa polimorfismelor -13910 Lactaza, Klotho si a promotorului VDR.

-13910 LCT Klotho A749A VDRp
CC CT+TT CC CT+TT | OHapl | 1Hapl | 2Hapl
L1 44% 56% 71% 29% 23% 62% 15%
LO 26% 74% 72% 28% 35% 44% 21%
ISOS 32% 68% 78% 21% 27% 54% 20%

3.4.1. Statutul vitaminei D, metabolismul calcic si genotipul depistat

Cercetarile efectuate anterior au demonstrat prezenta unei corelatii puternice intre
statutul vitaminic D la adolescentii sanatosi si genotipurile depistate [275]. Aceasta corelatie n-a
fost depistata in loturile de studiu (tabelul 3.26).
Tabelul 3.26. Interrelatia dintre 25(OH)D (ng/ml) si polimorfismele -13910 LCT, Klotho,VDRp.

Lotul de cercetare Lotul de control

<12 ani 12-16 ani <12 ani 12-16 ani
-13910 LCT:
cC 13,9£0,9 (n=16) | 13,3+0,8 (n=13) 21* 16,3+1,1 (n=36)
CT+TT 15,540,8 (n=26) | 15,7+1,4 (n=16) 18,9+0,6 (n=75) 18,7+1,3 (n=45)

Klotho A749A:

cc 15,240,8 (n=34) | 13,4+0,8 (n=19) | 17,6+0,7 (n=72) | 16,7+0,8 (n=57)
CC+TT 13,940,8 (n=11) | 17,942,0 (n=7) 18,740,9 (n=30) | 17,5%1,7 (n=20)
VDR :

0 hapl 152413 (n=11) | 12,9+1,8 (n=3) 19,4+0,9 (n=43) | 17,3+1,3 (n=33)
1 hapl 15,140,7 (n=23) | 15,1£1,0 (n=21) | 17,60,8 (n=56) | 17,6+1,2 (n=39)
2 hapl 14,041,4 (n=12) 10,0* 16,740,9t (n=26) | 17,3%1,3 (n=18)

Valorile reprezinta media + DS.

Diferentele semnificative sunt calculate intre genotipurile din fiecare grup.
*: doar un copil mai mic de 12 ani a fost purtator de genotip CC pentru gena lactazei, iar un alt

copil era purtator de genotip 2 Hapl in Chiginau.
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Totusi, o tendinta (p = 0,05) a fost observata in cohortele copiilor de varstd mai mica, in
special la cei din Orhei. N-am constatat nici o corelatie intre statutul vitaminei D, polimorfismul
asociat activititii lactazei sau varianta genei Klotho. In cele din urma, noi am analizat influenta
posibild a genotipurilor nominalizate asupra calcemiei pentru un nivel dat al 25(OH)D (tabelul
3.27).

Tabelul 3.27. Calcemia corijata (nmol/l) in raport cu polimorfismele -13910 LCT, Klotho, VDRp
si 25(OH)D circulanta (ng/ml).

Lotul de cercetare Lotul de control
25(OH)D (ng/ml) <12 12,1-199 | >20 <12 12,1-19,9 | >20
25(OH)D(nmol/l) <30 30,1-49,9 | >50 <30 35-50 >50
-13910 LCT:

CC 98,1£1,0 94,1+£2.9 83,7+12,8 91,9+2.8 86,3+3,8 95,4+4.4
CT+TT 95,743,2 96,1+2,1 95,9+2.3 85,124 89,4+3,8 91,6+2,1?
Klotho A749A:

CcC 96,1+1,6 95,2+1,9 94,1+4,2 85,24+2,0 89,1+1,6 92,242 4!
CC+TT 101,043,2 94,6+4,3 91,3+5,3 89,4+2.9 90,3+3,4 96,1+£2,3
VDR:

0 hapl 97,2+1,0 93,6+2,9 97,5+4,5 85,7+2,4 90,2+2,1 04,9+2 312
1 hapl 97,842,1 94,4423 91,3+4,7 87,842,2 87,1£2,2 93,7+2,72
2 hapl 95,1+4,4 98,5+1,5 94,4 84,9+4,0 85,8+2,7 83,5+3,1

Valorile reprezinta media=DS. Analiza variatiei ANOVA a fost efectuata utilizand programul

Statview 5.0. Diferentele semnificative sunt calculate cu grupul cu valorile 25(0OH)D<12 ng/mL.
1 p<0.05 ; % p<0.01.
8: p<0.05 (calculata intre 0 hapl si 1 §i 2 hapl).

Dorim sa mentionam, ca nu s-a observat nici o corelatie intre calcemie si genotipul
Klotho la copiii din cohorta din Chisindu. Din contra, devine clar cd normalizarea calcemiei la
acesti copii este influentatd de nivelurile diferite ale 25(OH)D in functie de genotipul VDR. S-a
constatat clar, cd pentru normalizarea calcemiei la acesti copii, era necesar doze diferite de
25(0OH)D 1in functie de genotipul VDR. Astfel, o calcemie medie de 90 mg/l este atinsa la un
nivel al 25(OH)D mai mare de 12 ng/ml la copiii ce nu sunt purtatori de haplotip Hapl, la un
nivel mai mare de 20 ng/ml la heterozigoti, si, in general, nu este atinsa chiar cand 25(OH)D este
in cuartila superioard la copiii ce poarta 2 alele ale Hapl, asociatd cu o expresie minima a

receptorului de vitamina D.
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3.5. Concluzii la capitolul 3

1.

Studiu interventional efectuat intr-o cohorta mare de mame si nou-nascufi pana la varsta de
un an, demonstreaza clar necesitatea obligatorie a suplimentarii materne cu vitamina D, a
gravidelor la sfarsitul iernii, precum i in perioada primului an de viata, fie in doze zilnice
(700-1500 Ul/zi), fie in doze intermitente (ca de exemplu 25mg la fiecare 3 luni) de vitamina
Dz

S-a constatat o incidenta naltd (27%) a nivelului diminuat de vitamina D la nou-nascutii de
la mamele carora nu li s-a administrat vitamina D in timpul sarcinii si care au nascut fie la
sfarsitul primaverii, fie chiar la sfarsitul verii.

A fost stabilitd o asociere Intre rezervele joase de vitamind D si:

retard intrauterin;

mineralizarea diminuata a boltii craniene;

riscul inalt a manifestarilor clinice de hipocalcemie in perioada neonatala;

risc inalt de dezvoltare a rahitismului si/sau a fracturilor in primul trimestru al vietii.

A fost argumentata metoda de prevenire a carentei vitaminei D, ce presupune administrarea
trimestriala a vitaminei D prin doze stoss si care o poate Inlocui pe cea frectionata,
recomandata in prezent de cdtre Ministerul Sanatatii al Republicii Moldova In comun cu
UNICEF.

Perfectionarea strategiei profilaxiei specifice de prevenire a carentei vitaminei D In practica,
in perioada pre- si postnatala, va contribui la eficientizarea strategiei primare a osteoporozei
la varsta de adult.

Deformarile membrelor inferioare si nivelurile joase ale calciului seric sunt frecvente si in
subgrupurile de copii si adolescenti de rasd caucaziana, confirnad impactul major al
deficitului combinat de calciu/lapte si vitamind D asupra mineralizarii oaselor in timpul
cresterii prepubertare §i pubertare.

Nivelul optim al 25(OH)D pentru dezvoltarea normala a scheletului si metabolismul
calciului in cantitate > 30 ng/ml (=75 nmol/L) pentru copiii supusi factorilor de risc, cum ar
fi aportul scazut de calciu/lapte, eventual agravate de malabsorbtia intestinala si parazitoze,
recomandat de catre Organizatia Internationala de Medicina (2011), Consiliul Suprem de
Sanatate din Belgia, In scopul asigurdrii masei osoase optime in perioada de crestere a
scheletului.

Nivelului diminuat al 25(OH)D (< 30 nmol/L) si a calciului/produselor lactate stabilit in

cohortele din mun. Chisinau si or. Orhei, precum si a celora din Franta, impune elaborarea
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10.

11.

12.

13.

unor strategii de fortificare a produselor alimentare cu vitamina D, in special in perioada de
iarna pentru copiii si adolescentii europeni.

A fost confirmata corelatia dintre statutul vitaminei D, calcemie si activitatea fosfatazei
alcaline.

A fost stabilita predominarea deformarilor osoase, cu divergente in functie de varsta, la copii
din Gimnaziul internat, or. Orhei, cauzata de nutritia precara (retard de crestere in inaltime,
nivel diminuat al calciului si magneziului), in comparatie cu copiii din mun. Chisinau.

A fost determinat ca, 25% de copii, inainte de pubertate, aveau nivelurile 25(OH)D mai
joase de 12 ng/ml (30 nmol/L), fiind asociate cu un risc sporit de dezvoltare a deformarilor
osoase de tip genu varum/valgum, a hipocalcemiei si activitatii crescute a fosfatazei alcaline,
iar valorile intermediare ale 25(OH)D (12 — 20 ng/ml) coreleaza cu persistenta riscului
moderat de dezvoltare a genu varum/valgum, insa fara hipocalcemie sau activitate crescuta a
fosfatazei alcaline.

La 25% de adolescenti din or. Orhei, valorile 25(OH)D de 12 ng/ml (30 nmol/L), erau
asociate cu un risc crescut a genu varum/valgum, iar normalizarea calcemiei si
magneziemiei era direct corelatd cu nivelurile 25(OH)D mai mari sau egale de 20 ng/ml,
pragul de carenta al vitaminei D, fiind considerat mai mic de 12 ng/ml si al insuficientei, mai
mic de 21 ng/ml.

Compararea rezultatelor obtinute in ambele cohorte arata ca efectele clinico-biologice
depind si de statutul nutritional al copiilor si adolescentilor, luand in consideratie cd un prag
mai inalt al vitaminei D este necesar in cazul cand se constata un deficit de aport de calciu si

un polimorfism al VDR concomitent cu o Crestere mai intensa a organismului.
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4. CORELARILE STATUTULUI VITAMINEI D, APORTULUI DE CALCIU,
GENOTIPULUI VDR SI KLOTHO LA COPIII ST ADOLESCENTII DIN REPUBLICA
MOLDOVA SI FRANTA.

4.1. Statutul vitaminei D, aportul de calciu si impactul genotipului VDR

Impactul factorilor genetici este indiscutabil in cresterea, mineralizarea matricei osoase si
dereglarilor lor. Studiul in cauza, scoate in evidenta rolul major al genotipului pentru receptorul
vitaminei D, care ar permite copilului si atinga un statut calcic satisfacitor. In aceasta cohorti,
similar datelor obtinute la studierea anterioara a cohortelor europene, 20% dintre copii purtau
genotipul Hapl pe ambele alele. Astfel, acesti copii au un risc mult mai mare de a dezvolta
hipocalcemia dacd dieta lor nu este optima. Similar procedurii implementate in analiza
rezultatelor etapei I a studiului, am comparat rezultatele obtinute referitoare la statutul vitaminei
D, aportul de calciu si impactul genotipului VDR 1in etapa a II- a a studiului cu datele similare ale
savantilor francezi din echipa ghidata de Profesoara Michele Garabedian.

Valorile 25(OH)D in perioada de crestere ar putea fi influentate de polimorfismele
genomice care moduleaza actiunile vitaminei D, in special cele localizate in gena receptorului
pentru vitamina D (VDR). In sustinerea ipotezei date, a fost demonstrat ci absorbtia intestinala a
calciului si densitatea minerald osoasa la copii si adolescenti, precum si impactul aportului zilnic
de calciu/produse lactate asupra acumularii minerale in vertebrele lombare [278], sunt asociate
cu variatiile obisnuite ale genei VDR si cu o variantd (rs4516035) in regiunea ei promotoare
(VDRp). Din cele expuse putem reitera, cd, in pofida existentei unui sir de valori de prag ale
nivelului de 25(OH)D pentru definirea deficientei vitaminei D, pana in prezent, nu a fost atins un
consens in privinta nivelurilor necesare pentru a asigura o stare optimd a osului in timpul
cresterii.

In lucrarea actuald, ne-am propus de-a cerceta asocierea intre 25(OH)D si markerii
metabolismului calcic, 0s0s, deformarile membrului inferior si mineralizarea vertebrelor folosind
trei valori de prag (30, 50, 70 nmol/l) si am determinat nivelul 25(OH)D folosind Schema
Internationala de Evaluare Externd a Calitatii pentru metabolitul vitaminei D (DEQAS) si,
ulterior, prevalenta insuficientei de vitamind D pentru fiecare nivel de prag la 629 copii si
adolescenti (4-18 ani) aparent sanatosi din Republica Moldova si Franta — doua tari situate la o
latitudine medie in Europa (47-49°N), dar cu un diferit stil de viatd, obisnuinte alimentare si
variante genotipice in promotorul genei receptorului vitaminei D (VDRp). Prevalenta valorilor

25(OH)D mai joase de cele trei praguri propuse de 30, 50, si 70 nmol/l, a fost estimata si
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comparati cu prevalenta inregistratd in alte tari. In plus, analiza riscurilor si beneficiilor a fost
efectuata pentru fiecare valoare de prag a 25(OH)D luand in consideratie aportul de calciu/lapte
si genotipul VDRp la copii, impreund cu semnele clinice si de laborator caracteristice deficientei

de vitamind D si semnele de laborator caracteristice supradozarii vitaminei D.

4.1.1. Caracteristicile nutritiei

In cohorta franceza un nutritionist cu experientd a estimat particularititile de alimentare
ale participantilor la studiu prin chestionare referitoare la consumul alimentar in ultimele 7 zile,
inclusiv mesele regulate si gustarile si a calculat aportul de proteine (in medie: 72 g/zi, inclusiv
49 g/zi proteind de origine animald), energie (1985 kcal/zi), fosfati (1122 mg/zi), magneziu (232
mg/zi), calciu (878 mg/zi, inclusiv lapte 210 mg/zi si alte produse lactate - 254 mg/zi) si de
vitamind D (1,72 micrograme/zi), folosind tabelul computerizat al componentei produselor
alimentare franceze (Bilnut 4.0. S.C.D.A Nutrisoft, 1995). Trebuie mentionat, ca fortificarea
laptelui si a produselor alimentare cu vitamind D, la momentul efectuarii studiului, nu a fost
autorizata in Franta.

Calculul meniului cotidian si saptaminal in cohorta din mun. Chisinau si or. Orhei au fost
diferite si reflectate in capitolul material si metode, iar rezultatele sunt redate in tabelul 4.1.
Astfel, meniul copiilor si adolescentilor din Gimnaziul Internat din or. Orhei, unde subiectii se
aflau permanent, inclusiv in zilele de odihna, era unic la fiecare masa. Aportul total de proteine
(in medie: 75 g/zi, inclusiv 24 g/zi proteind de origine animald), energie (2842 kcal/zi), fosfati
(921 mg/zi), magneziu (255 mg/zi), calciu (493 mg/zi, inclusiv 55 mg/zi sub forma de lapte si 13
cu produse lactate) si de vitamind D (1,23 micrograme/zi) au fost evaluate in baza meniurilor
folosind tabelul CIQUAL al componentei nutritive.

Meniul copiilor din Spitalul Clinic Municipal de Copii nr. 1 a fost calculat zilnic de catre
asistenta superioard a blocului alimentar, media zilnicd in decurs de o sdptdmanad este
urmadtoarea:- proteine totale — 89 g (2,6+0,12 g/kg de greutate corporala pe zi pentru copii si
2,3+0,4 g/kg greutate corporala pe zi pentru adolescenti), inclusiv proteine de origine animala 48
g, energie — 3162 kcal, fosfati 1,03 mg, magneziu — 273,8 mg. Aportul de calciu pe zi a fost 930

mg, inclusiv 400 mg ca lapte si 150 ca alte produse lactate, Vitamina D 1,8 mcg/zi.
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Tabelul 4.1. Aporturile nutritive si energetice medii zilnice in ambele loturi din Republica

Moldova (M+£ES).

Lotul de studiu | Lotul martor t p
Proteine totale (copii) (g/kQg) 2,5+0,41 2,6+0,12 0,2326 | >0,05
Proteine totale (adolescenti) (g/kg) 1,8+0,32 2,3+0,43 0,9259 | >0,05
Proteine de origine animala (g) 24,1+0.41 48,6+1.24 18,7023 | <0,001
Energie (kcal) 2842,6+46.74 | 3162.8+52.43 | 4,5587 | <0,001
Fosfati (mg) 0,921 0165 1,03+0,22 - -
Magneziu (mg) 255,9+2.45 273,8+1.12 6,6543 | <0,001
Calciu / zi(mg) 493,5+8.47 930,6+12.02 | 29,7347 | <0,001
Inclusiv din produse lactate(mg) 69,4+7.66 550,3+£14.39 | 29,5031 | <0,001
Vitamina D (mg) 2+0.121 1,98+0,037 - -

4.1.2. Statutul 25-hidroxivitaminei D la fetele adolescente din Caen

In aceasta cohorta fetele cu varsta cuprinsi intre 11-17,9 ani aveau o valoare medie=DS a
25(0OH)D seric de 54,3+15,1 nmol/l, in perioada de toamna (diapazonul total: 22-95 nmoll/l,
n=44) si 44,3+£19,6 nmol/l, in perioada de iarna-primavara (diapazonul: 7-115 nmol/l, n=258).
Prevalenta nivelului de 25(OH)D <30 nmol/I (12 ng/ml) a variat in functie de sezon (5% toamna,
fatd de 29% iarnd-primavard), fetele examinate In martie-mai avand cea mai inaltd prevalenta
(39%, n=153). Prevalenta valorilor de 25(OH)D mai mici de 50 nmol/l (20 ng/ml) si mai mici de
70 nmol/l (30 ng/ml) erau 63%, respectiv. 91%, fara variatii sezoniere. Nivelurile de 25(OH)D
nu erau asociate cu aportul de vitamina D (media: 1,9 micrograme/zi, diapazonul: 0,3-9,1), chiar
si in subgrupul de fete examinat la sfarsitul iernii (martie-mai).

Indicii clinici si biologici au fost analizati in functie de cele trei valori de prag ale
25(0OH)D: 30 nmol/l, 50 nmol/l, si 70 nmol/l. Datele antropometrice si mineralizarea vertebrelor
lombare nu erau asociate cu 25(OH)D, chiar si luand in considerare perioada de menarha, nici in
functie de aportul de calciu sau lapte — doi factori care influenteaza mineralizarea vertebrelor
lombare (tabelul 4.2, Figura 4.1).

Pe de altd parte, analizele multiple de regresie ale CMO au demonstrat asocieri
semnificative cu masa corporald, p<0,0001, aria vertebrald, p<0,0001 si calciul din lapte,
p=0,0057, dar nicio asociere cu nivelurile serice ale 25(OH)D, p=0,1288 (n=177, R? ajustat:
0,84).
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Tabelul 4.2. Antropometria si mineralizarea spinald lombara, in functie de nivelul 25(OH)D si ciclul menstrual, la cohorta franceza.

Inainte de ciclul menstrual

Dupa ciclul menstrual

25(0OH)D (nmol/L) | 31-49 31-49 50-60 >70 31-49 31-49 50-60 >70

Media de 25(OH)D

(nmol/L) 39.6+0.6 41,2+0.8 57.6+0.8 85.0+2,8 22,8.6+0.8 39.6+0.6 57.2+0.8 94,2+12.7

n 20 30 43 19 59 64 54 9

Varsta (ani) 12.8+0.3 12.3+0.2 12.3+0.2 12.5+0.2 14.9+0.2 14.9+0.2 15.3+0.2 14.9+0.5
iniltimea (DS) 0.416+0.221 | 0.632+0.208 | 0.603+0.145 | 0.887+0.181 | 0.320+0.135 | 0.719+0.133 | 0.526+0.123 | 0.455+0.391
Indice corporal

BMI (kg/m?) 18.5+0.6 18.0+0.4 17.9+0.4 17.6+0.3 20.0+0.3 20.6+0.3 20.4+0.3 20.6+0.6
Vertebrele lombare

L2-L4

iniltimea (cm) 8.67+0.12 8.59+0.13 8.63+0.08 8.75+0.14 9.82+0.06 9.80+0.06 9.72+0.07 10.1+0.1
Lungimea (cm) 3.68+0.07 3.69+0.05 3.1+0.04 3.65+0.06 3.85+0.03 3.89+0.02 3.90+0.03 3.82+0.07
Suprafata (cm?) 32.0+0.9 31.8+0.8 31.2+0.5 32.0+1.0 37.9+0.5 38.1+0.4 38.0+0.4 38.5+0.8
CMO (g) 25.6+1.1 24.0+1.0 23.4+0.7 25.4+1.4 38.4+0.8 39.9+0.7 38.9+0.9 38.8+1.5
DMO (g/cm?) 0.795+0.019 | 0.747+0.016 | 0.748+0.016 | 0.786+0.026 | 1.012+0.015 | 1.044+0.013 | 1.022+0.017 | 1.006+0.028
DMO(scorul Z) -0.002+0.144 | -0.236+0.122 |-0.221+0.124 | 0.150+0.209 | 0.133+0.136 | 0.343+0.119 | 0.092+0.161 | 0.012+0.321
Consumul de calciu

(mg/zi): 156+41 182+24 175+22 214+38 149+21 189+23 171433 171436
Total 868+74 831+53 815+41 955+80 839+34 964+43 931+51 862+84
Lapte 187+49 218+29 210+27 257+45 179+25 227+28 205+39 205+43
Produse lactate,

cu exceptia laptelui | 236+28 233+31 220+18 267+23 270+27 292+24 253+22 229+40
Alte alimente 445+47 379+33 385+28 470+49 391+21 444435 473+34 427+41
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Fig. 4.1. Concentratia sericd a calciului, PTH, densitatea minerald osoasa lombara, in dependenta
de statutul vitaminei D si aportul de calciu/produse lactate.

Indicatorii de laborator evaluati nu s-au remarcat prin veridicitate statistica, la fetele mai
mari de 15 ani. Insi, asocieri semnificative au fost observate intre statutul vitaminei D si
markerii de laborator ai calciului s1 metabolismului osos la fete, in timpul cresterii rapide intre 11
si 15 ani: fetele cu nivelul 25(OH)D < 30 nmol/l aveau valori mai inalte ale PTH, mai mici ale
calciului seric $i mai mici ale activitatii fosfatazei alcaline, in comparatie cu fetele cu valori ale

25(0OH)D > 50 nmol/l. Fetele cu valori aflate sub pragul de 30 nmol/l, de asemenea, aveau



niveluri diminuate ale osteocalcinei, insa analiza de regresic multipla a demonstrat asocierca
nivelului de osteocalcina cu varsta (p<0,0001), dar nu cu nivelul 25(OH)D (p=0,9156). De
mentionat, ca fetele cu valori ale 25(OH)D sub pragul de 30 nmol/l consumau mai putin lapte in
comparatie cu fetele cu concentratii mai inalte ale 25(OH)D. Luand in considerare consumul de
lapte, s-a confirmat interrelatia intre statutul vitaminei D si acest consum asupra calciului seric,
deoarece statutul insuficient al vitaminei D influenteaza negativ calcemia, doar in cazul cand,
paralel consumul de lapte este in percentila de jos, mai mic de 100 ml/zi si un aport zilnic mediu
de calciu fiind de 716199 mg/zi. Nici-un efect aditiv al consumului de lapte asupra altor indici
biochimici sau biologici nu a fost observat, in special asupra nivelului de PTH sau a activitatii
fosfatazei alcaline. Analizele de regresie multipld au confirmat acest fapt:

a) PTH a fost negativ asociat cu nivelul de 25(OH)D (p=0,0260) si luna de colectare a probei de
sange (p=0,0266), insd nu cu varsta sau consumul de lapte;

b) activitatea fosfatazei alcaline a fost pozitiv asociatd cu varsta (p<0,0001) si nivelul de
25(OH)D (p=0,0076), insd nu cu luna de colectare a probei de sdnge sau cu consumul de
lapte.

Fetele cu nivelul de 25(OH)D intre 31 si 49 nmol/l nu au inregistrat diferente fatad de
fetele cu valori mai mari sau egale cu 50 nmol/l, cu exceptia activitatii fosfatazei alcaline, care
era mai joasd. Fetele cu valori ale 25(OH)D intre 50 si 69 nmol/l nu au manifestat diferente fata
de cele cu nivelul vitaminei D mai mare de pragul de 70 nmol/I.

In aceasta cohorta nu a fost depistat nici-un semn de supraincircare cu vitamina D. In
perioada de crestere accelerata, prevalenta calciului seric mai mare de a 90-a percentila (2,59
mmol/l) a crescut paralel cu valorile 25(OH)D, pana la 20% la fetele cu valori ale 25(OH)D ce
depiseau pragul de 50 nmol/l. Insa, doar 2,4% fete cu nivelul 25(OH)D peste 50 nmol/l aveau
hipercalciurie (raportul calciu/creatininda mai mare de 0,5 mmol/mmol). La fetele mai mari de 15

ani nu a fost depistata nici hipercalcemie, nici hipercalciurie.

4.1.3. Statutul 25-hidroxivitaminei D la copiii la varsta pre-pubertara §i pubertara din
municipiul Chisinau

Datele antropometrice, semnele clinice caracteristice deficientei de vitamina D si indicii
de laborator au fost analizate in perioada de iarna-primavara la 33(48%) fete si 38(52%) baieti
intre 4 si 15 ani. Talia §i masa corporald erau comparabile cu valorile ajustate dupad varsta
copiilor francezi sanatosi, iar fetele adolescente erau comparabile cu cele din cohorta franceza.

Semnele clinice caracteristice deficientei de vitamind D, cu predilectie tetania hipocalciemica,
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durerile osoase, deformatiile membrelor inferioare si scolioza, au fost observate la 2%, 4%, 6%,
respectiv 9% dintre copii.

Valorile medii ale 25(OH)D constituiau 36,2+11,7 nmol/l (diapazonul: 17-67 nmol/l),
fara diferente in functie de statutul pubertar, gen sau locul de resedinta (36,5+1,5 nmol/l, n=38),
pentru copiii ce locuiau la bloc 35,7+2,0 nmol/l, n=33, pentru cei ce locuiau la casa. Prevalenta
nivelurilor de 25(OH)D <30 nmol/I si <50 nmol/l erau 41%, si respectiv 83%.

Niciunul dintre semnele clinice si de laborator determinate la acesti copii nu a fost asociat
cu statutul 25(OH)D, in special calciul seric, deformatiile membrelor inferioare, scolioza si
durerile osoase. In aceasta cohorta, doar 2% dintre copii aveau un nivel al calciului seric mai mic
de a 10-a percentila determinatd pentru populatia din Moldova (1,81 mmol/l), iar 10% dintre
copii aveau valori ale calciului seric mai mari de a 90-a percentila (2,67 mmol/l), indiferent de
statutul lor 25(OH)D (tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Antropometria, variabilele de laborator, semne clinice privind statutul 25(OH)D, la

cohorta din mun. Chisinau.

Parametrii evaluati Valorile Valorile Valorile Valorile Valorile Valorile
obtinute obtinute obtinute obtinute obtinute obtinute
Nr. 19 17 10 7 11 7
Varsta (ani) 6.8+0.5 7.440.4 7.0+0.7 13.2+0.3 13.5+0.2 12.9+0.5
iniltimea (DS) 0.153+0.287 | 0.625+0.216 | 0.811+0.429 | 0.523+0.184 | 0.264+0.330 [-0.033+0.519
Greutatea (DS) -0.287+0.316 | 0.121+0.202 | 0.044+0.367 | 0.100+0.260 0.507+0.217 [-0.483+0.140
IMC (kg/cm2) 15.0+0.3 15.6+0.3 14.8+0.4 17.8+0.6 17.5+0.5 16.8+0.5
Ca seric(mmol/L) 2.29+0.05 2.29+0.05 2.27+0.1 2.42+0.05 2.25+0.07 | 2.44+0.07
Ca seric corijat
(mmol/L) 2.40+0.05 2.42+0.04 2.3240.11 2.49+0.03 2.27+0.08 2.37+0.08
P seric (mmol/L) 1.26+0.06 1.29+0.04 1.16+0.07 1.27+0.11 1.19+0.05 1.36+0.09
Mg seric (mg/L) 0.81+0.04 0.77+0.04 0.84+0.04 0.86+0.05 0.85+0.06 0.96+0.08
Proteine (mg/L) 66.8+1.7 65.6+15 1 70.7+1.7 69.4+2.7 72.1+2.3 76.1+2.9
Creatinina (mmol/L) | 53.1+2.2 56.1+2.5 49.7+3.1 62.6+2.8 58.3+3.0 58.8+2.8
Hemoglobina (g/L) 119.4+1.4 1199+0.9 120.7+1.4 1182+1.2 1171 +1.6 | 119.0+0.5
Fosfataza alcalina
(UIL) 403+25 385+27 470+44 433+33 382+44 296 + 23

Valorile sunt prezentate sub forma +SE. Diferenfe semnificative nu au fost remarcate intre
grupul 25 (OH) D> 50 nmol/L la copii de vdrsta pubertatii (Analiza a fost efectuata folosind
testul U non-parametric Man and Whitney cu Statview 5.0 de retea)
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4.1.4. Statutul 25-hidroxivitaminei D la copiii la varsta pre-pubertara §i pubertara din
Gimnaziul Internat din or. Orhei

Datele antropometrice, semnele clinice caracteristice deficientei de vitamina D si indicii
de laborator au fost analizati in perioada de iarnd-primavara la 97 (43%) fete si 129 (57%) baieti
cu varsta intre 7 si 16 ani (tabelul 4.4). Valorile medii+DS ale 25(OH)D serice erau egale cu
43,7+£15,7 nmol/l (diapazonul: 17-107 nmol/l), fara impact asupra statutului pubertar, dar cu
valori mai mici la fete in comparatie cu baietii (40,2+14,7 nmol/l fatd de 46,5+16 nmol/l,
p=0,0031). La baieti, prevalenta nivelului de 25(OH)D < 30 nmol/l, < 50 nmol/l, si < 70 nmol/I
era de 15%, 65%, respectiv 91%. La fete, aceste prevalente erau de 28%, 57% si 93%, similar
datelor inregistrate in cohorta franceza.

Fiind comparati cu copiii ajustati dupa varsta din mun. Chisindu, copiii si adolescentii ce
locuiau in Gimnaziul Internat erau de staturd mai mica (-0,6 DS, p<0,0001), aveau o frecventa
mai Tnaltd a deformarilor membrelor inferioare (15% fatd de 7%) si, mai frecvent, sufereau de
dureri osoase (8% fata de 4%), insa aveau o frecventa practic similard a scoliozei (11% fatd de
9%) si a convulsiilor hipocalcemice (0,4% fata de 2%). Ei aveau niveluri mai joase ale calciului
seric (p<0,001) si ale magneziului (p<0,001), insa valori mai mari ale fosfatilor (p=0,0050) si
25(OH)D (p<0,001). Ei, de asemenea, aveau concentratii mai scdzute ale creatininei serice
(p=0,0002), si ale hemogloobinei (p<0,0001) si un procent mai mare al hipoproteinemiei (22%
fatd de 10% mai mic de 60 g/1, p<0,0001). In comparatie cu copiii din Franta ajustati dupa varsta,
copiii din Gimnaziul Internat din or. Orhei aveau o staturd mai mica cu -1 DS (p<0,0001), dar un
IMC similar.

In mod surprinzitor, 36% dintre copii aveau deformari ale membrelor inferioare, in cazul
cand nivelul lor de 25(OH)D era <30 nmol/l. Aceasta prevalenta a fost semnificativ mai inalta
decat cea determinata in caz de valori mai inalte ale 25(OH)D, pe cand prevalenta scoliozei si a
durerilor osoase nu a fost influentata de statutul vitaminei D. Deformarile membrelor inferioare
asociate cu un nivel scazut de 25(OH)D au fost depistate inainte (57%) si in timpul (30%)
pubertatii, atat la fete cat si la baieti. Analiza indicilor biochimici la copii, Tnainte de pubertate, a
aratat o activitate crescuta a fosfatazei alcaline si o tendinta spre valori scazute ale calciului seric
la copiii cu valori ale 25(OH)D <30 nmol/l. In timpul perioadei de pubertate activitatea
fosfatazei alcaline nu era asociatd cu statutul vitaminei D, insd valori medii mai joase ale
calciului seric au fost observate la adolescentii cu un nivel al 25(OH)D mai mic de pragul de 30

nmol/l. Copiii cu valori intermediare ale 25(OH)D (intre 31 si 49 nmol/l) si cei cu concentratii
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mai inalte ale 25(OH)D erau practic similari inainte de pubertate, insa valorile calciului seric
ramaneau scazute la adolescentii cu statutul vitaminei D mai mic de pragul de 50 nmol/Il.

De mentionat, ca prevalenta calciului seric mai mare de a 90-a percentild a crescut pana
la 25%, in perioada pubertara, la copiii cu valori ale 25(OH)D mai mari de 50nmol/L, similar
datelor inregistrate in cohorta franceza.

Tabelul 4.4. Antropometria, indicii de laborator, semnele clinice, privind statutul 25(OH)D la

elevii Gimnaziului Internat din orasul Orhei.

8,0 — 10,9 ani 11,0 - 15,0 ani
25(0OH)D (nmol/L) <30 31-49 >50 <30 31-49 >50
Media 25 (OH)D
(nmol/L) 25.3+0.5 38.5+0.6 56.4+1.2 26.5+0.5 39.3+0.5 63.2+1.5
Nr. 16 47 32 30 65 36
Virsta (ani) 9.5+0.3 9.6+0.1 9.6+0.2 12.9+0.2 12.5+0.1 12.6+0.2
Iniltimea (DS) 0.043+0.249 - 0.473+0.338 - - -
0.172+0.152 0.221+0.175' | 0.545+0.121 | 0.903+0.136
Greutatea (DS) - - 0.004+0.174 - - -
0.071+0.183 | 0.035+0.137 0.021+0.175°% | 0.293+0.120 | 0.566+0.124
Indicele de masa
corporala (kg/cm2) 16.3+0.4 16.5+0.2 16.5+0.3 18.4+0.4 17.6+0.3 17.4+0.4
Ca seric (mmol/L) 2.00+0.05 2.17+0.05 2.16+0.06 2.11+0.05! 2.09+0.041 2.26+0.05
Ca seric corijat 2.03+0.07 2.26+0.05 2.24+0.07 2.20+0.05 2.17+0.04° 2.37+0.05
(mmol/L)
% Ca seric <10
percentile 31.3% 10.8% 19.4% 6.7% 16.9%? 0
(<1.82 mmol/L)
% Ca seric <90
percentile 0 15.2% 16.1% 0? 4.6%° 25.0%
(<2.67 mmol/L)
P seric (mmol/L) 1.35+0.07 1.40+0.07 1.42+0.07 1.29+0.07 1.37+0.04 1.34+0.06
Mg seric (mg/L) 0.70+0.03 0.69+0.02 0.67+0.03 0.71+0.03 0.68+0.02* 0.77+0.2
Proteine serice 71.9+2.2 68.2+1.6 69.9+2.5 68.7+1.9 70.0+1.7 67.9+1.9
(mg/L)
Creatinina 56.4+1.9 57.0+1.8¢ 53.1+2.4 59.3+2.7 55.4+1.7 58.3+2.3
(mmol/L)
Hemoglobina (g/L) | 108.6+3.0 | 114.9+1.1 | 110.4+2.2 111.1+1.9 113+15 1125+1.6
Fosfataza alcalina
(UilL) 547+411 440+30 410+33 588+39 571+29 576+41
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Valorile sunt prezentate sub forma +SE. Diferente semnificative sunt remarcate comparativ cu
grupul cu serul 25 (OH) D> 50 nmol/L: 1:p<0.05; 2:p<0.01, 3:p<0.005, 4:p<0.0005 (folosind
testul t impar, confirmat de Testul U Mann si Whitney, pentru grupul < 30 nmol/L in grupul de
8-10.9 ani cu Statview 5.0 in retea).

4.1.5. Statutul 25(OH)D si genotipul promotorului VDR

Distributia genotipurilor in locusul -1012 al promotorului VDR a fost similar celui
raportat anterior de alti savanti in cohortele europene. In Caen, Chisinau si in Gimnaziul Internat
din or.Orhei: - 31%, 23% si 35% dintre copii purtau varianta A/A; - 51%, 63% si 44% dintre
copii purtau varianta A/G; - respectiv 18%, 14%, si 21% dintre copii purtau varianta G/G
(tabelul 4.5).

In cohorta francezi, impactul statutului scizut al 25(OH)D asupra nivelului de PTH nu a
fost influentat de genotipul VDRp. Insi, o asociere pozitiva intre nivelul seric al 25(OH)D si al
calciului a fost observatd doar la fetele purtdtoare de una sau doua alele G, asocierea nefiind
inregistratd la fetele cu genotipul A/A. In mod contrar, nicio asociere a 25(OH)D cu nivelul
calcemiei sau cu prevalenta deformatiilor membrelor inferioare nu a fost influentata de genotipul
VDRp la copiii din Gimnaziul Internat din Orhei.

Tabelul 4.5. Influenta genotipului VDR asupra ambelor cohorte.

Cohorta franceza Cohorta Gimnaziului Internat din or.
11.0-17.9 ani Orhei 11.0 - 15.0 ani
25(OH)D (nmol/L) <30 30-50 >50 <30 35-50 >50
Ser Calciu * (mmol/L)
VDRp A/A 2.51+0.02 2.48+0.03 | 2.51+0.02 | 2.14+0.06% | 2.25+0.06 2.37+0.06
(n=13) (n=11) (n=23) (n=15) (n=34) (n=26)
VDRP A/G + G/G 2.45+0.021 2.51+0.01 | 2.51+0.01 | 2.18+0.06 2.17+0.04 | 2.28+0.06
(n=30) (n=32) (n=48) (n=26) (n=71) (n=41)
%Ca s > 90 prcentile *
VDRp A/A 10% 21% 20% 0 5.9% 23.1%
VDRp A/IG+G/G 6% 11% 22% 0! 11.3% 19.5%
PTH (pg/mL)**
VDRp AA 36.8+7.11 28.4+3.2 24.9+2.8 - - -
(n=6) (n=9) (n=18) - - -
VDRp A/IG+G/G 37.5+3.2¢ 22.8+1.3 28.3+2.0
(n=20) (n=21) (n=36)
% deformari osoase
VDRp A/A - - - 40% 8% 4%
VDRp A/IG+G/G - - - 38% 13% 7%

Valorile sunt prezentate sub forma +SE. Testul “t” parametric impar a fost efectuat, folosind
Statview 5.0 (rezultate confirmate de testul non-parametric Mann and Whitney). Diferente
semnificative sunt remarcate in grupul cu ser 25 (OH) D> 50 nmol/L: p<0.05.
* Calciul seric corectat a fost folosit pentru Gimnaziul Internat din Orhei.

** Analizele au fost efectuate numai in grupul de fete (11.0-15.0 ani)
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4.2. Studiul polimorfizmului genei Klotho si corelarea statutului vitaminei D, mineralizarea
osoasa, dezvoltarea fizica si pubertara la copii si adolescenti de rasa caucaziana

Kuro et al. (2010) in procesul de dezvoltare al modelului murin transgenic hipertesiv, au
obtinut si identificat un nou soarece — mutant, numit ulterior Klotho, in cinstea zeitei eline care
deapana fusul vietii, datoritd asemanarii impresionante a fenotipului cu imbatranirea prematura a
oamenilor. Soarecii, care erau homozigoti pentru transgend, au demonstrat un sir de caracteristici
ale sindromului de imbatranire prematurd, inclusiv arterioscleroza, osteoporoza, atrofie senild a
pielii [280]. De asemenea, la ei a fost depistat emfizemul pulmonar, calcifieri ectopice in diferite
tesuturi moi, maturizare defectuoasa a celulelor gonadice, atrofie a organelor genitale, anomalii
ale glandei pituitare si degenerescentd neuronala [280, 281]. De mentionat, cd acesti soareci nu
difera de cei de tip salbatic sau heterozigoti pana la varsta de 3 — 4 saptamani, dupa care rata de
crestere incetineste si soarecii mor la o varsta intre 8 si 15 siptimani. In mod contrar, expresia
excesiva a genei Klotho extinde durata de viata a soarecilor.

Gena Klotho, responsabila pentru sindromul de imbatranire prematura, codeaza o
proteind cu o trecere membranard unicd de tip I, care constd dintr-o secventd terminald N de
semnal, un domen extracelular mare (-130 kD) compus din doua repetari interne (KL1 si KL2)
omologe b-glucozidazelor (enzime cehidrolizeaza legaturile glicozidice terminale in zaharuri,
glicoproteine si glicolipide) si poate fi supus clivarii, un domen transmembranar unic, $i un
domen intracelular scurt (10 aminoacizi) [280, 282]. Gena Klotho este exprimatd predominant in
celulele tuburilor contorti distali ai rinichilor, in plexul coroid al creierului, in glanda pituitara,
in organele endocrine, inclusiv glandele paratiroide §i organele reproductive, precum si in
adipocitele cultivate [280, 283-285].

In baza analizei ADN, s-a stabilit ci proteina secretatd aditional, codatd de gena
Klotho, este lipsita de KL2, domenurile transmembranic si intracelular in rezultatul clivarii
(splicing-ului) ARN-ului alternativ. Astfel, proteina Klotho poate activa si ca factor umoral [280,
286]. Ca urmare a clivarii domenului extracelular, ultimul este eliberat in spatiul extracelular si
este detectabil in sange, urina, si lichidul cefalorahidian. Astfel, proteina Klotho exista in doua
forme: membranara si secretatd. Dovezi in plus ale acestei ipoteze constituie nedetectarea mMARN
Klotho in multe organe in care survin schimbari severe la soarecii mutanti Klotho. Mai mult ca
atat, expresia transgenicd a genei Klotho la nivelul creierului si testiculelor este suficientd pentru
a pastra caracteristicile macroscopice observate la soarecii Klotho [280]. Cu toate acestea,
mecanismul de functionare al genei Klotho rdmane neclar. Studiile recente au determinat

implicarea genei Klotho in facilitarea activarii receptorului FGF de cédtre FGF 23 [287, 288]. Este
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posibil si impactul ei asupra homeostazei calcice, fapt demonstrat prin rezultatele obtinute in
vitro referitoare la influenta genei asupra 1-alfa-hidroxilazei 25-hidroxivitaminei D, asupra
activitatiit TRPVS in tubii renali contorti distali i asupra secretiei PTH [289-291].

Aminoacizii Klotho umani sunt in proportie de 86% identici celor determinati in
proteina murind si este codatd de o gena care se intinde pe parcursul a 50 kb in cromozomul
13q12 [286]. In momentul actual niciun sindrom de imbatranire prematura nu a fost legat de
aceasta regiune. Similar genei Klotho la soareci, gena Klotho umana codeaza atat formele legate
de membrana, cat si cele secretate. Totodatd, la oameni forma secretatd predomind. Pentru a
determina implicarea posibild a genei Klotho in imbatranirea omului, au fost efectuate si
raportate studii asupra asocierii polimorfismelor nucleotidice unice ale Klotho cu supravietuirea
umana §i patofiziologia dereglarilor legate de varsta. Au fost studiate mai mult de 10 mutatii sau
polimorfisme nucleotidice unice in gena Klotho umana. Printre ele a fost descrisa o varianta
functionald numiti KL-VS, localizati in exonul 2. In aceastd regiune, au fost descrise sase
variante secventionale cu un total dezechilibru de legéturi, doud dintre ele avand ca rezultat
substituiri ale aminoacizilor F352V i C370S [292]. Au fost studiate si alte polimorfisme, unul in
regiunea promotoare (G-395A), doua in exonul 4 (C1818T/H589H, C2298T/A749A) si un
polimorfism microsatelit la 10 kb mai jos de exonul 5 [293-295]. S-a demonstrat asocierea
acestor polimorfisme cu durata vietii umane [292], cu osteoporoza [296] sau cu maladiile
coronariene si accidentele cerebrovasculare [297, 298].

Bazandu-ne pe efectele mutatiei genei Klotho asupra soarecilor care au dezvoltat defecte
de crestere dupa intarcare si defecte ale maturarii organelor genitale, noi am pornit de la ipoteza
ca genotipul Klotho poate constitui un factor determinant in dezvoltarea fiziologicd a omului, si
in special a nou-nascutului, in copilarie si in perioada de pubertate. Pentru a pune in aplicare
acestd ipotezd, noi am efectuat analize ale genotipului si studii de asociere in sectiune si
longitudinale folosind mai multe polimorfisme nucleotidice unice ale genei Klotho (G395A,
F352V, CI818T/H589H si C2298T/A749A) impartite In patru cohorte mari cuprinzand un
numar total de 779 copii sanatosi de rasd caucaziand, cu varsta cuprinsa intre perioada neonatala
si adolescenta.

4.2.1. Rezultatele genotiparii polimorfismelor nucloeitidice unice Klotho la fetele
adolescente sanatoase

In I-a cohorti au fost studiate patru polimorfisme nucleotidice unice in gena Klotho
(tabelul 4.5) ce-a inclus 221 de fete sanatoase din Franta cu varsta intre 11 si 23 de ani, cu o

perioada de 4 ani de supraveghere a cresterii, dezvoltarii pubertare si achizitiei masei minerale

119



osoase. Un polimorfism este localizat in regiunea promotoare (G-395A), iar celelalte trei in
secventa codantd: una in exonul 2, care induce schimbari In structura aminoacizilor (F352V) si
se afla in legatura stransa cu un alt polimorfism nucleotidic unic din exonul 2 C370S. Ultimele
doua polimorfisme sunt localizate in exonul 4 si nu cauzeaza substituirea aminoacizilor (H5S89H,
si A749A). Frecventele alelice ale alelelor minore pentru aceste patru polimorfisme au fost
urmatoarele: 0,148 pentru alela A la -395, 0,156 pentru alela G in locusul exonului 2 (F352V),
0,372 pentru alela C la +1818 (H589H), si 0,117 pentru alela T la +2298 (A749A). Acestea erau
similare celor descrise de alti savanti in populatiile de rasa caucaziana (tabelul 4.5).

In toatd cohorta au fost analizate asociatiile posibile intre fiecare din aceste patru
polimorfisme si trei particularitati fenotipice ale dezvoltarii pubertare: indicele masei corporale,
un parametru antropometric ce joaca un rol critic in cronologia pubertatii la om, varsta la
menarha si varsta la momentul opririi cresterii. Nu a fost identificata nicio asociere intre aceste
trasaturi fenotipice si polimorfismele F352V si H589H, doar intre IMC si polimorfismul G-395A
a fost observatd o asociere slabd. O corelatie puternica a fost determinatd intre polimorfismul
A749A si IMC, pe de o parte, si varsta la menarha sau varsta la momentul opririi cresterii, pe de
alta parte. Fetele purtitoare a alelei T minore aveau un IMC mai mic (18,64+0,32 fata de
19,87+0,18 kg/m?2) la o varstd medie de 15 ani. De asemenea, aveau o intarziere, n medie de 6
luni, a varstei menarhei (13,7340,16 ani fatd de 13,08+0,09) si mai mult de un an intarziere a
varstei de oprire a cresterii (16,11+0,30 ani fatd de 14,9440,13 ani). Trebuie mentionat cd varsta
menarhei si cea de oprire a cresterii erau strans corelate (R2 ajustat: 0,360, p<0,0001), insa
polimorfismul A749A nu a influentat aceastd corelatie si nici durata perioadei de timp intre
menarha si oprirea cresterii (1,95+0,11 si 2,1040,24 ani la fetele CC si CT+TT, respectiv).

Aceste rezultate ne-au sugerat necesitatea cercetarii in studiile urmaditoare a
polimorfismului A749A si precizarii impactului potential al acestui polimorfism asupra cresterii
si dezvoltarii pubertare. In acest scop, am impirtit intreaga cohortd in 4 grupuri de varsti: varsta
mai mica de 12 ani, 12-14 ani, 14-16 ani si mai mare de 16 ani (Figura 4.2). Intre 12 si 16 ani,
fetele cu alela T aveau valori semnificativ mai joase ale masei corporale (IMC) si o intarziere in
dezvoltarea sanilor si a cresterii parului pubian, in comparatie cu fetele cu genotipul CC. O astfel
de asociere fenotipica nu a fost depistata la fetele mai mici de 12 ani sau mai mari de 16 ani.
Maturizarea osoasa intarziatd (varsta scheletala minus varsta cronologicd) a fost depistatd la
fetele cu genotipul CT+TT in perioada de varsta de 14-16 ani (-1,134+0,34 ani fata de -0,24+0,15
ani, p<0,037). Analizele de regresie au aratat corelatii stranse intre BMI la fetele intre 12-14 ani

si varsta menarhai (R2 ajustat: 0,225, p<0,0001), insa o corelatie slaba sau absenta ei intre IMC
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si maturizarea osoasa (R2 ajustat: 0,092, p<0,015), fie varsta opririi cresterii (R2 ajustat: 0,016,
p=0,1752).

Studiul de asociere intre polimorfismul A749A si indicii biochimici a demonstrat lipsa
asocierii cu markerii metabolismului calcic si statutul vitaminei D, cum ar fi valorile medii ale
calciului seric, excretia calciului prin urind/creatinini, PTH seric si 25(OH)D seric. In mod
similar, nu a fost depistatd nici 0 asociere cu nivelul seric al osteocalcinei, IGF-1 seric sau
activitate serici a fosfatazei alcaline. Insi, fetele cu genotipul CT+TT aveau intarziere
semnificativa a incetinirii fosfatazei serice, precum si o crestere intarziata a creatininei serice in

perioada pubertatii, in comparatie cu fetele cu genotipul C (Figura 4.2, tabelul 4.6).

S (51) (14) (51) (14)
5 - . 5is (45)(7) s
Dezvoltarea | (32) (18) f Dezvoltarea |
pieptului 4 parului in zona o
i . - pubiana % (32) (18) -
1 @2 L J |
3 4 L 34 (3205 v L
2 4 L 2 L
14 B 14 L
0 L 0
<12 12414 1416 >16 Varsta cronologica (ani) <12 12414 1416 >16 Vérsta cronologica (ani)
Greutatea 60 asn 2 Indicele de masa Sr (51) (14)
corpului (kg) (32) (18) o corporaif (ka/m=) 55 ] (32) (5) (32) (18) S
=0 (32) (5) i T
40 15
30
5% 10 1
10 S
o ol
<12 12-14 14-16 >16 Varsta cronologica (ani) <12 12-14 14-16 >16 Varsta cronologica (ani)
 — cc
= CT+TT

Fig. 4.2. Asociatiile posibile intre fiecare din aceste patru polimorfisme.
Datele sunt mentionate in £DS *, p<0,5;
**p<0,01 fatd de aceeasi varsta a fetelor care poarta genotipul CC.
(), numarul de fete in fiecare grupa.
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Tabelul 4.6. Frecventa polimorfismelor Klotho si asocierea cu indicele de masa corporala la varsta ciclului menstrual si la sfarsitul cresterii la

adolescentii caucazieni.

Varianta Klotho G-395A F352v H589H AT49A
Genotipul GG GA+AA TT TG+GG CC CT+TT CcC CT+TT
Nr. 140 48 157 60 56 97 174 47
Virsta (ani) 14.76+0.23 | 15.23+0.46 | 14.94+0.22 | 15.15+0.36 | 14.39+0.37 | 14.49+0.29 | 15.04+0.21 | 14.95+0.42
p>0.3329 p>0.6149 p> 0.8502
Indicele de masa | 19.24+0.19 | 20.01+0.37 | 19.63+0.19 | 19.56+0.31 | 19.28+0.35 | 19.43+0.42 | 19.87+0.18 | 18.64+0.32
corporala (kg/m2) p>0.051 p>0.606 p>0.726 p>0.0015
Varsta la ciclul 13.26+0.09 | 13.25+0.18 | 13.25+0.09 | 13.09+0.15 | 13.43+0.15 |13.26+0.12 |13.08+0.09 | 13.73+0.16
menstrual (ani) p> 0.9425 p>0.3867 p>0.4103 p>0.0008
Varsta la sfarsit 15.15+0.16 | 15.02+0.28 | 15.04+0.14 | 15.56+0.28 | 15.33+0.22 | 14.94+0.17 | 14.94+0.13 | 16.11+0.30
de crestere (anul) | (n=65) (n=18) (n=70) (n=21) (n=28) (n=49) (n=72) (n=20)
p>0.7043 p>0.0889 p>0.1639 p>0.0008




Tabelul 4.7. Asociatia dintre polimorfismul Klotho A749A si datele biologice la adolescentii caucazieni.

<12 ani 12-14 ani 14-16 ani >16 ani
Genotipul Klotho CcC CT+TT CcC CT+TT CC CT+TT CC CT+TT
n 31 3 34

140 48 157 60 56 97 174 47
Ca seric (mmol/Il) 2.51+0.02 2.55+0.03 2.53+0.01 2.50+0.01 2.50+0.01 2.48+0.02 2.45+0.01 | 2.45+0.02
P seric (mmol/l) 1.46+0.03 1.43+0.09 1.35+0.02 1.474+0.03** | 1.26+0.02 1.30+0.07 1.22+0.02 | 1.22+0.03
Creatinina (mmol/l) | 58.09+1.52 57.33+4.33 61.36+1.25 54.16+1.39** | 67.35+1.30 62.29+2.99 73.95+1.15 | 72.28+2.02
25-(OH)D (ng/ml) 20.44+1.74 20.67+1.76 19.79+1.31 23.94+2.12 15.46+0.99 17.83+5.10 21.1741.48 | 19.73+1.92
PTH (pg/ml) 26.85+2.19 16.67+3.18 27.27+1.94 31.47+3.15 31.47+2.01 24.67+3.95 23.08+1.24 | 25.53+2.25
ALRP serica (Ul/ml) 368.45+20.50 | 396.33+37.1 | 341.58+21.87 | 359.95+20.06 | 183.51+12.80 | 241.71+32.35 | 87.94+2.85 | 81.67+6.90
Osteocalcin 140.81+7.54 | 108.20+19.55| 116.57+7.15 | 124.77+7.88 | 71.24+3.97 98.53+7.23 39.92+1.80 | 38.48+3.12
IGFI (ng/ml) 431.2+23.4 373.6+38.3 521.7+28.5 501.7+26.6 512+13.7 427.2+37.5 424.6+15.1 | 404.1+26.7
Ca n/Creatinine n 0.16+0.02 0.13+0.05 0.12+0.01 0.16+0.02 0.15+0.02 0.19+0.03 0.18+0.01 | 0.17+0.04

(mmol/mmol)
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Supravegherea longitudinald a cohortei timp de 4 ani a confirmat datele despre asocierea
intre genotipul Klotho si datele antropometrice in timpul pubertatii (Figura 4.3). Intr-adevir, cele
30 de fete cu varsta mai mica de 16 ani (varsta medie: 13 ani), purtatoare ale genotipului CT+TT,
aveau un IMC mai mic decat cele 115 fete cu genotipul CC, ajustate dupa varsta (Figura 4.4. A).
Aceasta diferentd a ramas semnificativa si peste doi ani (la o varstd medie de 15 ani), insa
progresiv mai slaba. Supravegherea fetelor mai mari (varsta peste 16 ani la inceputul studiului) a
demonstrat tendinte similare, insa nesemnificative, sugerand ca IMC adult a fost atins la varsta

de 17 ani la fetele cu genotipul CC si mai tarziu la cele cu genotipul CT+TT (Figura 4.4.B).

-O- CcC
—@— CT+TT
(56) (43)
(90) (56)
21.0 1 ~ Indicelede masa 1.0 o g .
Indicele de masa (o) corporala (kg/m2)
i L 0.5 - L
corporald (kg/m2) 20> S5 E & a2
2097 " " eay i 0.0 - (15) &
(115) w3k (15)
19.5 4 6/ o 19,5 4 -
= - 1 Y - -
19.0 (30) 9.0
. + 18.5 4 L
18.5 _ /
18.0 ol L 18.0 ] L
17.5 $9) 17.5
Varsta de referinta 13 15 17 ani 18 20 22 ani
Varsta de referinta CC 13.36+0.14 15.25+0 14 17.21+0 16 Vérsta de referinta CC  18.11£0.18 20.11+0.18 22.15+0.20
Varsta de referinta CT+TT  13.050.22 14.91x0.22 17.21+£0.28 Varsta de referinta CT+TT 18.32+0.47 20.37+0.49 22.58+0.59
A B

Fig. 4.3. Asocierea intre genotipul Klotho si datele antropometrice in timpul pubertatii.
A: Valorile de indice ale masei corporale au fost analizate potrivit genotipului Klotho la 145 fete
la varsta pubertatii (12-16 ani) la T, Tl+2 ani i TI+4 ani.
B: Valorile de indice al masei corporale au fost analizate potrivit genotipului Klotho la 71 fete

la varsta post-pubertatii (peste 16 ani) si Tl, TI+2 ani, TI+4 ani. (), numarul subiectelor pentru
fiecare punct.

Sunt remarcate diferente semnificative.

** p<0.02; *** p<0.004 in rezultatul comparatiei cu fetele purtatoare a genotipului CC de
aceeasi categorie de vdrsta, folosind ANOVA (vederea 5.0).
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Varsta de referinta CT+TT 13.05+0.22 14.91+0.22 17.21+0.28 Varsta de referintd CT+TT18.32+0.47 20.37+0.49 22.58+0.59
Fig. 4.4. Studiu de cercetare de patru ani a continutului de minerale in oase si indltimea lumbara

spinald potrivit genotipului Klotho la fetele adolescente.

Valorile confinutului de minerale in oase §i valorile inaltimii lumbare spinale L2-L4 au fost
analizate potrivit genotipului Klotho la 145 fete la varsta pubertatii (12-16 ani) (4, C), si la 71
fete la vdrsta post-pubertatii (peste 16 ani) (B, D) la Tl, Tl+2 ani gi T1+4 ani.

Sunt remarcate diferente semnificative.

* p<0.05; ** p<0.02 pentru continutului de minerale in oase sau inaltimea lumbara spinala, in
rezultatul comparatiei cu fetele, purtatoare a genotipului CC de aceeasi categorie de varsta,
folosind ANOVA (vederea 5.0).

Reiesind din importanta acumuldrii masei minerale osoase in perioada pubertatii,
continutul mineral osos al vertebrelor lombare a fost analizat pe parcursul a 4 ani de
supraveghere 1n legatura cu genotipul Klotho (Figura 4.4). Similar indicelui IMC, si alte trasaturi
ale pubertatii precum continutul mineral osos (CMO), inaltimea si aria suprafetei vertebrelor
lombare L2-L4 si nu latimea portiunii lombare a coloanei vertebrale, au fost semnificativ mai
mici la fetele purtitoare ale alelei T la o varstd medie de 13 ani. Aceastd diferentd nu a fost

observatd mai tarziu, pe parcursul supravegherii de 4 ani.
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4.2.2. Genotiparea KL A749A in perioada de nou-ndascut, sugar si copilul mai mare.

Pentru a testa asocierea variantei KL A749A cu cresterea intrauterind a fatului, am
analizat asocierea intre polimorfismul A749A si datele antropometrice determinate si inregistrate
la nastere in alte trei cohorte, care cuprindeau 558 de nou-nascuti. In tabelul 10.3 nu s-a constatat
0 asociere semnificativa intre genotip si termenul nasterii, greutatea corpului, indlfimea si IMC la
nou-nascutii la termen din toate cohortele studiate.

Luand in considerare faptul ca rata cresterii este maxima 1n primii doi ani de viata,
aceastd perioadd a prezentat un interes particular pentru testarea ipotezei cd A749A poate
constitui un factor determinant al variabilitafii fiziologice a cresterii. Din acest motiv, am
genotipat polimorfismul A749A in cohorta 2, care cuprindea 136 de copii sdnatosi examinati la
Centre des Bilans de Santé de I’Enfant (Paris, Franta), in cadrul examinarii sistemice fizice si
biochimice la varsta de 10 luni sau la 2 ani. Frecventele alelelor polimorfismului A749A, la
subpopulatia de origine nord-americand sau mixta, au fost putin diferite de cele inregistrate la
copiii cu bunici europeni (CC 68,3%, CT 23,2%, TT 8,5%, fata de CC 63,7%, CT 34,2%, TT
2,1%). Totodata, datele antropometrice la subiectii divizati in functie de origine n-au fost diferite
de cele inregistrate in intreaga cohorta (tabelul 4.5). Nu a fost depistatd nicio asociere intre
genotipul Klotho si masa corporald, indltimea, IMC la varsta de 10 luni sau de 2 ani.

Cei 297 de copii si adolescenti recrutati din Republica Moldova (mun. Chisindu si or.
Orhei) au fost genotipati pentru polimorfismul A749A. Distributia genotipului in aceastd cohorta
a fost putin diferitd de cea observatd la populatia europeana, aratdnd o prevalentd mai mare a
alelei T (CC 72,6%, CT 21,9%, TT 5,5%). Nu a fost depistata nicio asociere intre polimorfismul
A749A si masa corporald, IMC sau indltimea (tabelul 4.5). Aceste rezultate confirmd absenta
asocierii intre genotipul Klotho si fenotip, depistata la fetele din prima cohortda - mai mici de 12

ani.
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Tabelul 4.8. Antropometrie si polimorfismul Klotho A749A la nou-nascuti, copii de varsta
primilor doi ani de viata si de varsta mai mare.

Genotipul
Nou-nascuti:

Biieti

Fete

CcC

CT+TT

CcC

CT+TT

Termenul (sdptimana)

cohorta 2 36.69+0.14 (n=54) | 39.19+0.20 (n=19)| 39.52+0.13 (n=50) | 39.34+0.34 (n=13)
cohorta 3 39.52+0.08(n=107) | 39.31+0.11 (n=45)| 39.59+0.08 (n=90) | 39.26+0.17 (n=31)
cohorta 4 39.85+0.14 (n=53) | 39.81+0.28 (n=16)| 39.64+0.13 (n=53) | 39.81+0.23 (n=27)
Greutatea corpului (kg)
cohorta 2 3.36+0.05 3.44+0.08 3.20+0.04 3.20+0.11
cohorta 3 3.52+0.64 3.14+1.12 3.27+0.95 3.06+1.27
cohorta 4 3.52+0.06 3.30+0.10 3.30+0.06 3.32+0.08
iniltimea (cm)
cohorta 2 50.42+0.20 50.00+0.39 49.37+0.25 49.31+0.63
cohorta 3 50.74+0.24 49.92+0.18 51.07+0.25 50.18+0.18
cohorta 4 50.08+0.24 49.40+0.48 49.28+0.30 49.77+0.39
IMC (kg/m2)
cohorta 2 13.21+0.16 13.73+0.20 13.17+0.14 13.24+0.27
cohorta 3 12.08+0.11 12.13+0.19 12.25+0.15 12.02+0.20
cohorta 4 13.93+0.16 13.51+0.30 13.47+0.16 13.38+0.20

10 luni:
Virsta (luni)
Greutatea corpului
. (kg)
Inaltimea (cm)
- IMC (kg/m2)

9.94+0.08 (n=54)
9.57+0.13
73.29+0.29
17.79+0.20

9.96+0.11 (n=19)
9.58+0.26
73.05+0.38
17.92+0.40

10.09+0.08 (n=50)
8.91+0.11
71.72+0.32
17.31+0.16

9.95+0.20 (n=13)
8.99+0.24
71.85+0.45
17.39+0.39

24 luni:
Virsta (luni)
Greutatea corpului

22.74+0.13 (n=49)

22.94+0.25 (n=20)

23.15+0.14 (n=41)

23.53+0.31 (n=12)

. 12.78+0.22 12.68+0.37 11.94+0.17 12.02+0.43
inﬁlt'miag()cm) 87.51+0.46 86.60+0.62 85.97+0.45 85.58+0.97
1
16.65+0.20 16.86+0.36 16.17+0.22 16.36+0.39
IMC (kg/m2) - - - -
4-9 ani:
Vgrrsetjtgt‘::ior L | 6:9+03(0=20) 7.0+0.4 (n=6) 7.2+0.4(n=17) 6.3+0.6 (n=8)
(3) P 22.30+0.93 23.91+1.59 22.10+1.10 21.40+1.82
inﬁlt'meag(cm) 119.41+1.91 120.00+2.61 123.26+2.90 116.75+3.56
1
15.50+0.36 16.37+0.54 14.47+0.47 15.51+0.72
- IMC (kg/m2) - - - -

9-12 ani:
Varsta (luni)
Greutatea corpului
) (kg)
Iniltimea (cm)
- IMC (kg/m2)

10.5+0.1 (n=44)
32.79+0.76
138.1+0.9
17.13+0.30

10.7+0.2 (n=17)
31.65+1.5
137.6+1.9
16.68+0.59

10.6+0.1 (n=33)
33.87+1.32
141.5+1.7
16.75+0.38

10.7+0.3 (n=17)
30.87+1.66
138.7+3.0
15.97+0.59

Datele sunt mentionate in +DS. (), numarul de subiecte in fiecare grup.
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4.3. Concluzii la capitolul 4

1.

Studiul transversal ce-a inclus copiii si adolescenti europeni, care locuiesc la aceeasi
latitudine geografica (47 - 49°N), dar cu mod de viata si alimentar diferit, a remarcat ca
semnele clinice si biologice ale carentei vitaminei D pot fi observate la copiii si adolescentii
aparent sandtosi, odatd ce nivelul 25(OH)D este inferior sau egal cu 30 nmol/L si mai cu
seama cand nivelul 25(OH)D este asociat cu aport insuficient de calciu/lapte.

Variantele specific caucaziene ale VDRp (- 1012A/G sau G/G) avanseaza riscul de aparitie
sau cel putin riscul de hipocalcemie in cazul deficitului moderat de calciu/lapte (aportul
mediu total de calciu la adolescent, de exemplu, fiind de 712mg/zi). Totusi, acest genotip nu
pare sd influenteze impactul negativ al concentratiilor joase ale 25 — OHD, cand aporturile
calcice sunt foarte mici, ca in cazul copiilor din Gimnaziul Internat din or. Orhei (media de
400mg/zi).

Nivelurile serice ale 25(OH)D de 30 si 50 mmol/L evoca semne sugestive non-clasice pentru
carenta vitaminei D, doar o singura activitate scazute a fosfatazei alcaline a putut fi scoasa in
evidentd la adolescentele franceze in raport cu adolescentii ce aveau valori ale 25(OH)D
superior de 50mmol/L. In acelasi timp, atunci cAnd valorile 25 — OHD se afl intre 30 si 50
mmol/L. comparat cu cel al copiilor ce aveau niveluri mai inalte, copiii si adolescentii din
Gimnaziul Internat din Orhei n-aveau o incidentd a diformitatilor osoase mai inalta si doar
un singur copil, in perioada de pubertate din aceastd institutie, pastra o calcemie mai joasa.
Ponderea inalta a valorilor joase ale 25(OH)D (mai jos de 30 nmol/L) si asocierea lor cu un
risc sporit de a dezvolta semne carentiale ale vitaminei D, in cazul aporturilor scazute de
calciu, constituie o problema de sdnatate publicd in Europa.

Valorile joase ale 25(OH)D (< 30 nmol/L) in perioada de iarnd — primavara in Franta si
Republica Moldova la copiii aparent sanatosi (20% - 41%) sunt similare cu cele observate la
copiii ce locuiesc in alte regiuni ale Europei 16 — 51% (Danemarca, Finlanda, Polonia,
Rusia, Grecia, Germania si Suedia. Astfel, putem constata cd elaborarea si implimentarea
unei strategii nationale de imbogatire a alimentelor sau suplimentarea cu vitamina D este
inevitabild, in perioada de crestere, in special in sanul populatiilor caucaziene.

Contrar publicatiilor existente, in studiul nostru nu au fost evidentiate asocieri semnificative
intre polimorfismul genei si inaltime, greutatea corpului si indicele masei corporale la nou-
ndscuti, sugari, copiii mici §i copii In perioada prepubertara.

Polimorfismul KL A749A poate influenta acumularea masei corporale la fetele adolescente

in perioada pubertard (12-16 ani), deoarece fetele adolescente cu genotipul CT+TT prezinta
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10.

11.

12.

13.

o scadere a masei corporale, indicelui masei corporale si creatininei, care este un produs
final al metabolismului fosfo-creatinic si reflectd masa musculara la subiectii cu o functie
renald normala.

Polimorfismul A749A cu IGF-1 circulant coreleaza doar retardul de crestere cu o greutate
mai mica, fapt observat doar dupa intarcare si la soarecii homozigoti cu mutatie a genei
Klotho, dar nu s-au remarcat asocieri cu talia inainte, in timpul sau dupa perioada de
pubertate.

Asocierile polimorfismului KL A749A cu masa corporald deficitara, in timpul pubertatii,
sunt simultane cu cele observate intre acest polimorfism si indicatorii dezvoltarii pubertare,
a semnelor sexuale secundare (varsta menarhdi, dezvoltarea sanilor si cresterea parului
pubian). In acest context, atrofia organelor sexuale si infertilitatea au fost raportate la
soarecii cu defect Klotho, sugerand rolul ei in dezvoltarea si/sau diferentierea organelor
reproductive la soareci.

Admitem ca ipoteza influenta genei Klotho asupra dezvoltarii pubertare prin efectul sau
asupra diferentierii adipocitelor si acumularea masei corporale, deoarece este pe deplin
acceptat faptul ca un nivel minim al masei corporale grase este necesar inainte de a incepe
pubertatea feminind si pentru ca varsta menarhdi a fost strans legata de IMC la fetele intre
12 si 14 ani in acest studiu.

Polimorfismul KL A749A a fost, de asemenea, asociat cu cresterea particulara a scheletului
in perioada de pubertate, in special cu continutul mineral osos, maturizarea osului si varsta
de oprire a cresterii.

Deficitul masei minerale osoase la fetele adolescente 1n perioada de pubertate purtatoare ale
genotipului CT+TT a fost inregistrata paralel cu valori scazute ale inaltimii si suprafetei
vertebrelor lombare.

Nu a fost determinatd nicio asociere a genotipului cu markerii metabolismului osos
(osteocalcina si activitatea fosfatazei alcaline) si nici cu markerii metabolismului calcic.
Acest fapt denotd, ca gena Klotho nu influenteaza procesul de mineralizare osoasa, dar are
impact asupra proceselor de crestere §i maturizare osoasd. Aceastd influentd nu este
rezultatul actiunii directe asupra celulelor responsabile pentru cresterea osoasa (condrocitii si
osteoblastii din lamela de crestere), deoarece maturizarea osoasd si varsta de oprire a
cresterii sunt strans corelate cu varsta menarhdi, iar polimorfismul Klotho nu a modificat
aceasta relatie. Aceste date corespund rezultatelor studiilor precedente care nu au demonstrat

expresia genei Klotho (Klotho) in celulele osoase.

129



14.

15.

16.

Datele insumate ale acestui studiu, confirma rolul genei Klotho in dezvoltarea pubertara a
fetelor sanatoase. Reglarea hormonala a perioadei de pubertate este deosebit de complexa
deoarece ea presupune interactiune intre secretia steroizilor sexuali (estradiol, testosteron),
secretia pulsatild hipotalamicd a hormonului eliberator a gonadotropinei (GnRH) si a
gonadotropinelor pituitare FSH si LH. Un sir de date stiintifice pun in discutie interactiunea
potentiala a genei Klotho cu hormonii modulatori ai dezvoltarii pubertare. Astfel, deficienta
mutatia genei Klotho la soareci duce la atrofia organelor reproductive prin dereglarea axului
hipotalamo-hipofizar, cu scaderea producerii atit a FSH, cat si a LH de catre glanda
pituitard. Deasemenea, Klotho poate influenta direct metabolismul hormonilor sexuali prin
intermediul B-glucuronidazei capabile de a hidroliza B-glucuronidele steroide cum ar fi -
estradiolul, estronul 3f si estriolul 3B-D-glucuronidele. Totusi, mecanismul prin care Klotho
interactioneaza cu hormonii sexuali, hipotalamici si hipofizari rimane a fi necunoscut.

Acest studiu reflecta si faptul, ca dintre cele patru polimorfisme Klotho analizate, in acest
studiu, doar polimorfismul A749A a fost asociat cu dezvoltarea sexuala si cresterea fetelor
adolescente. Acest polimorfism nucleotidic unic silentios a fost identificat in exonul 4,
localizat in a doua repetare internd a domenului extracelular al genei Klotho si este absent in
forma predominantd secretatd la oameni, in care lipseste repetarea secundarda interna.
Aceasta Tnseamna cd asocierea genotipului cu dezvoltarea pubertara observatd in acest
studiu ar putea fi rezultatul interactiunii intre forma membranara a genei Klotho si hormonii
reglatori ai pubertatii in tesuturile cu expresie a genei Klotho. Pe parcursul deceniilor
mutatiile silentioase erau considerate lipsite de efect asupra functiei proteinelor rezultante,
deoarece ele nu influentau ordinea aminoacizilor in proteine. Descoperirile recente arata, ca
polimorfismele silentioase pot afecta structurarea proteinelor in conformatii tridimensionale,
ceea ce, la randul sau, afecteaza functia lor. De exemplu, o mutatie silentioasd a genei
polirezistentei la medicamente (MDR1 — multidrug resistance gene 1) poate modifica
abilitatea proteinei de a lega anumite medicamente. De asemenea, mutatiile silentioase pot
afecta procesul de control al splicingului sau a transcriptiei, dupa cum a fost raportat de catre
Fernandez-Cadenas si colaboratorii, prin intermediul unui polimorfism silentios in gena
miofosforilazei [311].

Sunt necesare investigatii suplimentare in scopul elucidarii consecintelor polimorfismului

silentios A749A asupra conformarii tridimensionale a proteinei Klotho si a functiei sale.
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5. ROLUL POLIMORFIZMULUI GENETIC AL LACTAZEI iN DEZVOLTAREA
INTOLERANTEI COPIILOR LA LACTOZA

5.1. Particularitatile genei Lactazice (LCT)

Copilaria si adolescenta sunt perioade cruciale in sandtatea osoasd. Interesul produselor
lactate si al statutului vitaminei D (25(OH)D3 constd in actiunea lor fortifiantd si protectiva
asupra masei si densitatii osoase. Existenta variatiilor genetice asociate cu hipolactazie (-13910
pb a genei Lactazice — LCT) ar putea influenta consumul de lapte si mineralizarea osoasa.

In general, este acceptat faptul ca laptele si produsele lactate, ca urmare a continutului
ridicat de calciu si contributia la cresterea si mineralizarea scheletului la copii, constituie
principala sursa de calciu in alimentatie. Situatia se complica atunci cand subiectii sunt
intoleranti la lactoza.

Persistenta lactazica este definita de catre savanti ca o continuare a activitatii enzimei
lactazice la adult. PInd in prezent este cunoscut ca lactaza are o singura functie si anume cea de a
digera lactoza din laptele mamiferelor consumat. La majoritatea speciilor de mamifere,
activitatea enzimei este dramatic redusa odatd cu Tnaintarea in varstd (1). Totusi la unele
populatii umane s-a constatat o persistentd a lactazei (2) ca rezultat al consumului zilnic al
laptelui/produselor lactate si adaptarii organismului in timpul copilariei. Majoritatea popoarelor
ramin lactaz non persistente (1) si ca urmare se constatd diferite variatii ale gradului de
intoleranta a lactozei la adult. Doar o parte din ei sunt genetic intoleranti la lactoza cu alelele
respective. Multiplele studii efectuate pind in prezent, indica ca persistenta a doua fenotipuri:
,lactaz persistent” si ,lactaz non persistent” (hipolactazia) sunt genetic programate, iar
persistenta ei, pare a nu fi necesard la adult dupa o anumitd varstd (3,4). Fenotipul lactaz
persistent presupune o Tnaltd expresie a ARNm, o activitate marita a lactazei si o abilitate sporita
a organismului de a digera lactoza. Pe de alta parte, fenotipul lactaz non persistent presupune 0
expresie micsorati a ARNm si o activitate scizuti a lactazei (5). In capitolul respectiv am
familiarizat cititorul cu locul unde este situatd gena, polimorfismul ei genetic si structura
genetica a genei lactazice (LCT). Prin urmare, enzima lactazica este exprimatd de catre gena
LCT (3). De mentionat ca hipolactazia este autosom recisiva, caz in care subiectii cu fenotipul
non — persistent sunt homozigoti si mostenesc doud copii ale genei lactazice de la ambii parinti,
care la rindul lor pot fi homozigoti sau heterozigoti (3). Astfel, doar o gena activa a lactazei este
suspecta de a fi lactaz persistentd, deoarece lactaz persistenta este dominanta asupra hipolactaziei

(3,4). Este cert ca lactaz persistenta are trasaturi dominante deoarece stiinta a dovedit ca doar
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jumatate din nivelul activitatii lactazei este suficient de a digera lactoza (1). Transcriptia
silantioasa Cis-acting a genei lactazice este responsabila de fenotipul hipolactaziei (3,4). Mai
mult decat atat, cercetarile au demonstrat ca In 8 cazuri supuse unui studiu, in carea par cei ai
caror paringi erau in copilarie lactaz persistenti, nu s-a gasit nici o dovada de modificare/adaptare
ca raspuns la consumul de lactoza (1). In prezent sunt cunoscute doud fenotipuri distincte ale
hipolactaziei: fenotipul I, care se caracterizeaza prin reducerea sintezei de precursor LPH in timp
ce mecanismul de activitate a lactazei este scazut si fenotipul II care este asociat cu sinteza
ampla a precursorului, dar care are o conversie redusd a proteinei pentru forma moleculara
matura a ei (6). Enzima lactazica are doud zone active: prima este Glul273 iar a doua este
Glul749, care scindeaza separat lactoza in doua tipuri distinctive de molecule (1). Completand
informatia expusa despre polimorfismul genetic al LCT, dorim sd mentionam repetat ca pana in
prezent sunt cunoscute doud mutatii ale SNP (polimorfism singur nucleotide) si care s-au dovedit
a fi asociate cu expresia lactazei. S-a constatat ca C-13910 (C la pozitia -13910 in amonte de
gena LCT) si G-22018 (G in pozitia -22018) sunt legate de lactaza fara persistenta ei in timp ce
T13910 si A-22018 sunt legate de persistenta lactazei (3). Studiile au demonstrat cad gena
lactazica are o expresie mai sporitd atunci cand T-13910 si A-22018 sunt prezente si o exprimare
mai redusa atunci cand C-13910 si G22018 sunt prezente. [313] T-13910 este un stimulent mai
mare decat C-13910, astfel incat se crede ca aceastd mutatie este responsabila pentru diferentele
de exprimare a lactazei (7), desi nu exista suficiente dovezi pentru a demonstra ca persistenta de
lactaza este cauzatd doar de T -13910. [313] Intr-un studiu care a implicat un grup finlandez, a
fost gasit un SNP CT la -14 kb la toate persoanele lactaz persistente si absent la toate persoanele
cu hipolactazie. Joel Hirschorn [314] de la Scoala Medicala de Sanatate Publica din Harvard a
descoperit ca persistenta lactazicd se datoreaza prezentei unui haplotip compus din mai mult de 1
milion de perechi de baze nucleotidice. Prezenta acestei gene cauzeaza persistenta lactazei.
Astazi, acest haplotip poate fi gasit la 80% dintre europeni i americani de origine europeand. Pe
de alta parte, procentul de populatie persistent la lactaza in Africa sud-sahariana si Asia de Sud-
Est este foarte scazut. Haplotipul in cauza s-a dovedit a fi absent la poporul bantu din Africa de
Sud si la mai multe etnii din China [314]. Aceste distributii geografice coreleaza puternic cu
raspandirea de bovine domesticite de catre popoarele lumii. Geneticienii au constatat ca in urma
cu aproximativ 5.000 - 10.000 de ani [9] acest haplotip a intrat sub presiune selectivd foarte
puternica. De fapt, aceasta perioada coincide cu cresterea consumului de lapte/produse lactate.
Deoarece produsele lactate 1si au originea in Europa, europenii au fost primii care au fost expusi
la cresterea nivelului de lactoza in nutritie furnizat de catre produsele lactate. Fapt ce a dus la o

selectie naturald pozitiva [315], foarte importantd pentru supravetuirea istorica a popoarelor din
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Europa. Prin urmare, aprovizionarea cu lapte proaspat duce la favorizarea lactaz persistentei.
Odata cu extinderea si dezvoltarea intensd a agriculturii pe tot globul padmintesc, dupd separarea
populatiilor Europei derivate din populatiile asiatice si africane, si dupa colonizarea Europei,
[316], a avut loc o seclectie puternic pozitiva ducand la raspandirea globald a persistentei
lactazice. Si totusi, apare intrebarea: in cazul in care expresia LCT nu mai este necesara dupa
copildrie, de ce la unii indivize ea totusi a persistat? Savantii au demonstrat cd expresia de
persistenta a lactazei se datoreaza In mare masura selectiei naturale iar aceasta, la rindul sau, este
o componenta a evolutiei unde o trasatura afecteaza sansele de supravietuire a organismelor, si,
in consecintd, trasitura devine mai raspandita de-a lungul timpului in sinul populatiei. in Europa,
in special, polimorfismul genetic -13910 varianta T a fost puternic asociat cu persistenta
lactazicd si a fost favorizati de selectia naturala din ultimii 10.000 de ani. [317] Intr-adevir,
consumul de lactozi scade cu varsta la adult. In 2009 British Heart si Health Study [315] a
investigat impactul alelelor ce codifica persistenta lactazei asupra sanatatii femeilor. In cazul in
care alela C, indicator de lactazd nonpersistentd si alela T indicator de lactaza persistenta,
raspunsul asupra sanatatii era distinct. Astfel, s-a constatat ca femeile care au fost homozigote
pentru alela C aveau o sanatate mai subreda decat femeile cu alelele C si o alela T si mai ales
decéat cele ce posedau doua alele T. Femeile raportate cu prezenta alelelor CC au suferit multe
fracturi de sold si de mana cauzate de osteoporoza precum si de mai multe cataracte decat in
cazul celorlalte grupuri populationale de femei [318]. De asemenea, la ele s-a constatat o talie
mai joasa in medie cu 4-6 cm decat la celelalte femei, precum si o greutate corporald mai mica
[13] in plus, factori cum ar fi trasdturile metabolice, statutul socio-economic, stilul de viata si de
fertilitate s-au dovedit a nu avea legatura cu constatarile sus-mentionate. Prin urmare, se poate
concluziona ca persistenta lactazei are efect benefic asupra sdnatatii acestor femei. Dovezi ca
lactaz persistenta a fost favorizata de selectia naturald au fost aduse intrun studiu din 2006. [319]
Procesul de analizd a constatat dezechilibrul de legatura a alelelor MF ansestral extinse.
Cercetatorii au concluzionat ca aceasta reflecta de fapt selectia pozitiva a persistentei lactazei. S-
a raportat de asemenea ca persistenta lactazei prezinta presiune de selectie mai puternica decat
orice altd gend umana cunoscutd [313]. Malabsorbtia lactozei este tipicd pentru mamiferele
adulte, iar lactaz persistenta este un fenomen probabil legat de interactiunile umane cu laptele.
Cele mai multe mamifere pierd capacitatea de a digera lactoza odata ce acestea sunt de un timp
indelungat in cautarea propriei surse de hrana, fiind departe de mamele lor. [320] Dupa intarcare
si trecerea la consumul altor tipuri de alimente, subiectii isi pierd capacitatea de a produce
lactaza, ultima diminuand progresiv, deoarece nu mai este necesara. Intr-un studiu efectuat la

Universitatea din Statul Ohio, de exemplu, s-a constatat ca purceii de varsta cuprinsa intre cinci
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si optsprezece zile, au pierdut 67% din capacitatea lor de a digera lactoza [321]. In timp ce
aproape toti oamenii pot digera lactoza in mod normal in primii 5 - 7 ani de viata, [320]. Foarte
multe mamifere nu mai produc lactaza mult mai devreme. Viteii pot fi Intarcati, de exemplu,
incepand cu varsta de 6 sau 12 luni de viata [322]. Mieii sunt intarcati in mod regulat, la o varsta
de aproximativ 16 saptamani [323]. Aceste exemple sugereaza ca persistenta lactazei este un
fenomen unic doar la fiinta umana. In prezent stiinta nu dispune de date fiabile si suficiente
referitor la particularitatile poporului mongol in aceasta privinta, dar se estimeaza ca persistenta
lactazei la ei este foarte frecventa, fiind cunoscut faptul ca este un popor nomad, alimentatia de
baza constituind-o laptele si produsele lactate. Mai mult decat atat, chiar bauturile alcoolice la ei
sunt fabricate din laptele de iapa (cumasul). Nivelurile de intolerantd la lactozad, de asemenea,
cresc odatd cu varsta. La varsta de 2-3 ani, 6 ani, si 9-10 ani, ponderea de intoleranta la lactoza
este, respectiv: - de la 6% pana la 15% la americanii de culoare alba si nord-europeni; - de la
18%, pana la 30% - 47% la americanii mexicani; - de la 25%, pana la 45%, - 60% la negrii din
Africa de Sud; - aproximativ 10%, 20%, si 25% la chinezi si japonezi; - 30-55%, 90%, si > 90%
la metisii din Peru [324, 325]. Populatia chineza si japoneza pierde de obicei intre 20 si 30 la
sutd din capacitatea lor de a digera lactoza in termen de trei pana la patru ani dupa intarcare.
Unele studii au constatat ca un numar mare de japoneze pot consuma 200 ml de lapte neprocesat,
fara a manifesta simptome severe de intoleranta la lactoza (Swagerty et al., 2002). [326]. Evreii
Ashkenazi pot mentine 20-30 la sutd din capacitatea lor de a digera lactoza timp de mai multi
ani. [327, 328, 324]. Pana la 10% din populatia Europei de Nord, care dezvolta intolerantd la
lactoza au un proces gradual raspandit de mai mult de 20 de ani [329]. Capacitatea de a digera
lactoza la maturitate (persistenta lactazicd) ar fi fost utila pentru oameni numai dupa ce s-au
ocupat cu cresterea animalelor si domesticirea speciilor de animale care sa le ofere o sursa
consistentd de proteine animaliere. Populatiile de vanatori, traitori inainte de revolutia neolitica,
au fost extrem de intoleranti la lactoza [330, 331]. Studiile genetice sugereaza ca cele mai vechi
mutatii asociate cu persistenta lactazica a atins doar un nivel apreciabil in populatiile umane din
ultimii zece mii de ani. [331] Prin urmare, persistenta de lactaza este adesea citata ca un exemplu
de evolutie umana recenta [332, 54] si, 1n calitate de lactaz persistentd care este, fara indoiala,
trasatura genetica favorizatd de domesticirea si cresterea animalelor. O trasatura culturala, deci,
de coexistentd si simbiozd om-animal initiatd odatd cu aparitia agriculturii [334]. Au fost
identificati mai multi markeri genetici pentru lactaz persistenta, care aratd la randul lor, ca alela
are mai multe origini in diferite parti ale lumii (adica este un exemplu de evolufie convergenta)
[335]. Varianta alelei mai comuna printre europeni a aparut cu aproximativ 7500 de ani in urma

in centrul Balcanic si al Europei Centrale, de unde, cel mai probabil, cd s-a raspandit spre est
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pana in India. Una dintre cele patru alele asociate cu persistenfa de lactaza a populatiei din
Africa, este probabil, la fel, de origine europeana [335]. Din Nordul Africii, popoarele care
prezintd aceastd variantd, alele date, s-au raspindit in Orientul Apropiat. Cei mai vechi fermieri
nu au avut o activitate inaltd a lactaz persistentei si, ulterior, nu au consumat cantitati
semnificative de lapte neprocesat [336]. Persistenta lactazei, mai devreme sau mai tarziu s-a
raspandit in Africa sub-sahariana dar care au avut aproape la sigur o origine separata, probabil,
mai mult de una, [337] si posibil ca a existat o origine separatd asociatd cu domesticirea
camilelor arabe. [338] Nici una dintre mutatiile identificate pana in prezent nu s-au dovedit a fi
cauza pentru alela de lactaz- persistenta si cert este ca ramane inca mult de descoperit in aceasta
privintd [339]. Procesele evolutive de raspandire rapidd a persistentei lactazice in sanul unor
populatii anumite nu sunt inca cunoscute [335]. In unele grupuri etnice din Africa de Est lactaz -
persistenta a trecut de la o incidenta neglijabila, la frecvente mai mari, sugerdnd o presiune
selectiva foarte puternica [333]. Unii autori romani au constatat ca populatiile din nordul
Europei, in special din Marea Britanie si Germania, au consumat foarte multi ani lapte
neprocesat. Acest lucru coreleaza foarte strans cu distribuirile europene moderne a intolerantei la
lactoza. Anume din aceste considerente, populatia din Marea Britanie, Germania, Scandinavia si
alte tari, au o toleranta inalta in timp ce cele din sudul Europei, in special Italia, au o toleranta
mai micd [812]. In reviul literaturii, noi am mentionat ci Enattah si colaboratorii sii [12] au
studiat gena LCT situatd in apropierea locus-ului 221 la mai multe generatii din 9 familii
finlandeze (haplotipii si dezechilibrul de legaturd). Ca rezultat, savantii au identificat doua
variante polimorfice in cadrul a doi introni (13 si 9) a genei MCM6 care precede gena LCT.
Aceste variante sunt situate In — 13 910 (C/T) si — 22018 (G/A) in raport cu gena de lactaza.
Variantele din — 13 910 au fost asociate cu o persistenta (T/T sau C/T) sau fara aceasta (C/C) a
activitatii lactazice evaluate cu ajutorul LTTE (lactose tolerance test with ethanol). Asocierea a
fost confirmatd la mai multi pacienti ce depdseau varsta de 20 ani prin masurarea activitaii
disaharidazei (lactazei/ invertazei) in biopsiile de jejun. Aceasta asociere de genotip/fenotip a
fost mai apoi confirmatd prin masurarea activitatii diferitelor enzime, in special a lactazelor,
zaharazei si maltazei, in biopsiile intestinale recoltate de la 329 copii consultati in una din
sectiile de gastroenterologie [340, 341]. Astfel a fost observatd o corelatie directd dintre
genotipul — 13 910 C/C si o activitate redusa a lactazei (< 10 U/g de proteine) la populatia
europeana si african. In plus, s-a observat o corelatie strinsa dintre genotip/raspuns la testul de
expulzie a hidrogenului la 123 de copii, inclusiv 30% dintre care aveau genotipul C/C. Bundoara,
97% de copii C/C si doar 14% de copii C/T sau T/T avusera raspuns pozitiv la testul H2 [378,

379]. Variantele asociate unei persistente a lactazei in — 13 910 (T/T si C/T) si in — 22018 (A/A
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si A/G) a genei pentru lactaza fac in esenta parte din haplotipul imens de mai mult de 1 Mb care
a fost gasit la 77% din populatia europeand, sugerand o selectie recenta (5.000 pana la 10.000
ani) a populatiei tolerante la lactoza [342, 343, 344, 345]. Dimpotriva, genotipul favorabil (mai
ales alela T din — 13910) se intalneste rar la populatia africana, inclusiv si la cei care nu sufera de
malabsorbtia grava a lactozei [342, 345]. Existenta unui alt polimorfism (-13915 T/G) in sanul
acestor populatii ar putea explica aceasta discordantd, deoarece o asociere dintre un SNP 1n—13
915 de rand cu persistenta lactazei a fost observata la populatia africand cunoscuta ca lipsita de
problema malabsorbtiei lactozei [342, 343, 346]. In definitiv, pare evident ci analiza
polimorfismului in pozitia — 139 10 poate fi utilizata ca marcher a deficientei lactazice. Totusi
este important de a nu considera sigure aceste rezultate, intrucat in aceste studii n-a fost
implicata populatia Europei de Nord [63]. La tema abordatd am gasit doar 3 surse, dintre care
una publicatd in 2007, la care noi am avut acces doar la rezumat [64]. In doua studii efectuate
asupra 234 de barbati cu varsta cuprinsa intre 18 si 20 ani din Finlanda [65] si 239 barbati in
varstd de 61£9 ani din Austria [64], nu a fost gasitd vreo asociatie intre genotip si semnele
osoase (densitatea minerald osoasa si marcherii biologici de resorbtie). Echipa austriaca emite
ipoteza cum ca barbatii beau mai putin lapte si sunt prin urmare mai putin sensibili la prezenta
sau absenta genotipului C/C si, deci, si la un deficit sau nu de lactaza [64]. Ipoteza n-a fost
confirmata in studiul finlandez referitor la barbatii tineri, deoarece singurul aport de calciu sub
forma de bauturi este de 400 mg/zi la barbatii C/C si de 800 mg/zi la barbatii cu C/T si T/T. In
aceasta cohortd, aportul total de calciu depaseste 800 mg/zi chiar si la subiectii considerati cd au
,malabsorbtie” deoarece sunt purtatori ai genotipului C/C [65].

Referitor la simptomele clinice ale intolerantei lactozei am inclus intr-un studiu aceiasi
copii si adolescenti din oragul Chisinau (71 elevi) si cei din Gimnaziul Internat din Orhei (226
elevi). In baza chestionarului intocmit, am evaluat 4 simptome (dureri/crampe abdominale,
vome, flatulentd, episoade de diaree), anamneza personald si familiald. Am constatat cd cele mai
frecvente simptome le prezentau copiii si adolescentii din Gimnaziul Internat din Orhei si
anume: episoadele de diaree erau semnificativ mult mai frecvente la subiectii din Orhei
(21,68%), vomele (26,68%) si 4,22% la cei din Chisindu, inclusiv 2-3 episoade diareice/ an la
7,96% la elevii din Orhei si doar 1,40% la cei din Chisinau. Totodata, am constatat cd voma
legata direct de consumul de lapte integral de vaca la copiii din Gimnaziul Internat din Orhei
constituia 4,86% si doar 1,40% la cei din Chisinau. Cel mai frecvent simptom, flatulenta 40,84%
la copiii din Chisinau si respectiv 53,53% la cei din Orhei, inclusiv la 34,07% de elevi din Orhei.

Flatulenta s-a dovedit legatd direct de consumul de lapte integral de vaca (29,57% la cei din
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Chisinau). Aparitia flatulentei dupa consumul altor produse lactate decat laptele, era mai
frecventa la copiii din Chisinau (11,26%) fata de cei din Orhei (9,73%).

Referindu-ne la anamneza personala, am constatat cd ea e mult mai agravata la copiii din
orasul Chisinau care au fost spitalizati in SCMC nr.1 in legaturd cu diferite boli acute ale
aparatului respirator. Deci, am constatat ca 4,22% din ei sufereau de astm, 18,30% de diferite
alergoze respiratorii cum ar fi rinita alergica, laringita alergica etc. La copiii din Gimnaziul
Internat din Orhei aceste afectiuni erau mult mai rar intalnite (alergoza respiratorie — 0,44%,
urticariile recidivante, fiind la ei mai frecvente — 14,60%), dar mai rare decit la cei din Chisinau
—29,57%). Intoleranta laptelui de vaca si alte bovine la copiii din Chisindu s-a constatat in total
in 9 cazuri (12,67%), pe cand la rudele elevilor din Gimnaziul Internat din Orhei aceasta cifra era
de 19 (8,40%). Nu este exclus ca aceasta cifra sa fie mai inalta la cei din Orhei, insd majoritatea
acestor copii proveneau din familii vulnerabile social, incomplete. In aceste cazuri anamneza este
dificil de stabilit si chiar imprecisa. Mai mult, unii parinti sufereau de diferite boli psihice cronice
(alcoolism, stari maniacal - depresive...) nefiind capabili sd ne furnizeze informatia solicitata.
Bineinteles ca aceste manifestari digestive puteau fi cauzate de infestatiile cu helminti, frecvent
intalnite la ei, predominant la copiii din Gimnaziul Internat din Orhei, dar totusi, aparitia lor in
unele cazuri dupa consumul laptelui si/sau produselor lactate si anamneza personald ca si cea
familiala, ar putea pleda in favoarea intolerantei lactozei (tabelul 5.1.).

Tabelul 5.1. Ponderea simptomelor clinice la copiii din IMSP SCMC nr. 1 din Chisinau si

Gimnaziul Internat din Orhei referitoare la intoleranta lactozei

Ne  Manifestarile clinice evaluate | Esantionul Ponderea | Esantionul Ponderea
D/O I din % Il din Orhei %
Chisinau n =226
n=71
1. Dureri abdominale: 3 4,22 9 3,98
1.1. +rare (o data in luna) 2 2,81 1 0,44
1.2. | recidivante 2 2,81 5 2,21
1.3. fzilnic 0 0 1 0,44
1.4. | o data in saptimana 1 1,40 1 0,44
1.5. F odatiin luna 1 1,40 1 0,44
1.6. | matinale 1 1,40 0 0
1.7. | postprandiale 1 1,40 2 0,88
1.8. | dupa consumul de lapte 1 1,40 6 2,65
Integral
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1.9. | dupa consumul de 0 0 3 1,32
produse lactate (biscuiti din
lapte, ciocolata cu lapte,
smantana, branza/cascaval...)
2. Diaree 3 4,22 49 21,68
2.1. | un episod in an 1 1,40 26 11,50
2.2. | 2-3 episoade/an 1 1,40 18 7,96
2.3. 4-5episoade /an 1 1,40 3 1,32
2.4. + mai frecvent de 5 episoade 0 0 2 0,88
an
2.5. | dupa consumul de lapte 1 1,40 11 4,86
Integral
2.6. | dupa consumul de 1 1,40 7 3,09
produse lactate (biscuiti din
lapte, ciocolata cu lapte,
smantana, branza, unt)
3. \Vome 4 5,63 14 6,19
3.1. | dupa consumul de lapte 3 4,22 7 3,09
Integral
3.2. | dupa consumul de 0 0 2 0,88
produse lactate (biscuiti din
lapte, ciocolata cu lapte,
smantana, branza, unt)
3.3. | necauzate de consumul de 1 1,40 5 2,21
lapte/produse lactate
4, Flatulenta 29 40,84 121 53,53
4.1. | dupa consumul de lapte 21 29,57 77 34,07
Integral
4.2. F dupa consumul de 8 11,26 22 9,73
produse lactate (biscuiti din
lapte, ciocolata cu lapte,
smantana, branza, unt)
S. Anamneza personala
51. FAstm 3 4,22 0 0
5.2.  Alergoza respiratorie 13 18,30 1 0,44
5.3. | Urticarii recidivante 21 29,57 33 14,60
5.4. | Interventii chirurgicale la 1 1,40 2 0,88
intestin
6. Anamneza familiala
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6.1. F Intoleranta laptelui la 2 2,80 11 4,86
Mama

6.2. |- Intoleranta laptelui la tata 1 1,40 2 0,88

6.3. r Intoleranta laptelui la 2 2,80 5 2,21
frati/surori

6.4. | Intoleranta laptelui la bunici 1 1,40 1 0,44

6.5 | Intoleranta laptelui la alte 1 1,40 0 0
rude (a specifica)

5.2. Polimorfismele genetice ale LCT

Investigatiile genetice ce vizau cunoasterea frecventei polimorfismelor genetice LCT,
corelind rezultatele obtinute cu nivelul calciului corijat, polimorfismul genei Klotho si VDR a
cohortelor de referintd franceza, unde sunt illustrate si unele rezultate referitor la cresterea si
mineralizarea osoasd a 128 adolescenti, supravegheati pe parcursul a 4 ani, care prezentau sau nu
marker asociati unei deficiente in lactaza. Pentru a studia mai profund situatia in rezultatele
obtinute cu nivelul calciului corijat, cauzd, am efectuat investigatiile genetice polimorfismul

genei Klotho si nivelurile serice ce vizau cunoasterea frecventei statutului scazut al 25-(OH) D
(tabelul 5.2.).

Tabelul 5.2. Frecventa polimorfismelor la nivel de promotor al lactazei -13910, cloto si VDR

Cohortele -13910 LCT | Klotho A749A VD Rp

C C |CT+TT| C C |CT+TT | OHapl | 1hapl | 2hap1l
Chisiniu 44% 56% 71% 29% 23% 62% 15%
Orhei 26% 74% 72% 28% 35% 44% 21%
ISOS (cohorta 32% 68% 78% 21% 27% 54% 20%
franceza)
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Prin urmare, din tabelul de mai sus reiese ca varianta CC a polimorfismului lactazei este
nesemnificativ diferit in toate cele 3 cohorte studiate, fiind mai jos In Orhei si mai 1nalt la copiii
din Cisindu, aceasta fiind posibil din cauza unui numar relativ al participantilor la studiu. Aceeasi
situatie constatam la celelalte gene studiate.

Totusi, putem spune ca nivelurile serice ale 25-(OH)D3 sunt stabil, nesemnificativ leger
scazute la subiectii CC pentru lactaza. In acelasi timp, exista o situatie de frecventa inexplicabila
pentru noi la copiii mai mici de 12 ani din Gimnaziul Internat din Orhei unde stabilim ca exista
doar un CC pentru 75 CT-TT. Totodata, nu constatam nici un efect al genei cloto si al VDR in
cazurile cohortelor studiate.

Calcemia corijata, regrupind copiii dupd nivelurile serice ale 25-(OH)D3: copiii cu
deficientd a vitaminei D (<12ng/ml), cu niveluri insuficiente (12-20 ng/ml) si nivel seric suficient
(= 20ng/ml). Deci, elevii din Gimnaziul Internat din Orhei au avut un aport nutritional slab in
calciu, deoarece calciul corijat este semnificativ mult mai jos, anume acolo unde nivelul 25-
(OH)D3 este cel mai mic. Mai precis, acest efect se manifestd la indivizii care prezinta
polimorfismele CT+TT ale lactazei, polimorfismele CC ale genei cloto si haplotipul 0 al VDR.
Aceste rezultate aratd ca polimorfismele in cauzd au un impact asupra metabolismului
fosfocalcic si pot avea un impact asupra calcemiei atunci cand aporturile calcice alimentare sunt
insuficiente si depind in mare masura de nivelul vitaminei D din sange. Printre altele, calcemia
este semnificativ mai joasd in care au avut un aport slab de calciu in nutritie. In cohorta elevilor
din Orhei la cei ce poseda acest caz e posibil ca polimorfismul VDR sa se haplotipul 2 al VDR si
care au un nivel suficient manifeste daca existd o cantitate suficientd de de vitamina D in singe
(tab.5.3.515.4.).

Tabelul 5.3. 25(OH)D (ng/mL) si corelatia cu polimorfismele -13910 LCT, cloto si VDRp

Chisinau Orhei

<12 ani 12-16 ani <12 ans 12-16 ans
-13910 LCT :
CC 13.9+0.9 (n=26) | 13.3+0.8 (n=13) | 21* 16.3£1.1 (n=36)
CT+TT 15.5£0.8 (n=36) | 15.7£1.4 (n=16) | 18.9+0.6 (n=75) | 18.7+1.3 (n=45)
Cloto A749A :
CC 15.240.8 (n=44) | 13.4+£0.8 (n=21) | 17.6£0.7 (n=72) | 16.7+0.8 (n=57)
CC+TT 13.9+£0.8 (n=18) | 17.9+£2.0 (n=8) 18.7+0.9 (n=30) | 17.5+1.7 (n=20)
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VDR :
0 hapl
1 hapl
2 hapl

15.241.3 (n=18)
15.140.7 (n=33)
14.0+1.4 (n=12)

12.9+1.8 (n=3)
15.11.0 (n=25)
10.0*

19.4+0.9 (n=43)
17.6£0.8 (n=56)
16.7+0.9! (n=26)

17.3+1.3 (n=33)
17.6+1.2 (n=39)
17.3+1.3 (n=18)

Valorile medii=DS. Diferentele semnificative sunt calculate intre genotipurile fiecarei
grupe: p<0.05
* qun singur copil mai mic de 12 ani din Orhei era purtator al genotipului CC pentru gena

lactazei §i altul din Chisinau era purtator al genotipului 2 haplotipul 1.

Tabelul 5.4. Calcemia corijata (nmol/L) in raport cu polimorfismele -13910 LCT, cloto si VDRp
precum si a nivelului seric al 25(OH)D(ng/mL)

Chisinau Orhei
25(OH)D +12 12.1-19.9 +20 +12 12.1-19.9 +20
(ng/mL)
25(0OH)D +30 30.1-49.9 +50 +30 35-50 +50
(nmol/L)
-13910LCT :
CcC 98.1+1.0 | 94.1+2.9 | 83.7+12.8 | 91.9+2.8 | 86.3+3.8 95.4+4.4
CT+TT 95.74£3.2 | 96.1£2.1 | 95.9+2.3 85.1£2.4 | 89.443.8 91.6+2.17
Cloto A749A :
CcC 96.1£1.6 | 952419 |94.1+4.2 85.2+2.0 | 89.1«£1.6 92242 .41
CC+TT 101.0+£3.2 | 94.6+4.3 |91.3£5.3 | 89.4+2.9 | 90.3+3.4 96.142.3
VDR :
0 hapl 97.2+1.0 | 93.6£2.9 | 97.5+4.5 85.7£2.4 | 90.2+2.1 |94.9+) 31a
1 hapl 97.8+2.1 | 94.4423 |91.3+4.7 |87.8+22 |87.1422 |g37497a
2 hapl 95.1+4.4 | 98.5¢1.5 | 944 84.9+4.0 | 85.8+2.7 83,5431

Valorile medii £DS ANOVA au fost calculate cu ajutorul programei Statiew 5.0. Diferente
semnificative dintre grupele cu nivelurile serice ale 25-(OH)D[112 ng/mL. !: p<0.05 ; 2: p<0.01.
2:p<0.05 (calculate dintre 0 haplotipul 1 si 2 haplotipul 1).

NB : Pentru a transforma valorile de Ca din mmol/L in mg/L se va tine cont de urmatoarele :
2,50 mmol/L este egal cu 100mg/L(mmol/L s-a inmultit cu 4), valorile normale variind intre 88 si
104 mgl/L.
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Daca pana in prezent nu existd un consens unanim referitor la aportul de calciu si al
produselor lactate recomandate, numeroase studii transversale si interventionale realizate pana in
prezent in America de Nord, Europa si China la copiii aflati in perioada de prepubertate, la
adolescenti si adulti, au demonstrat importanta aporturilor calcice in perioada de adolescenta [1-
4]. Aporturile recomandate in Franta sunt de 1200mg/zi pentru copii si adolescenti in varsta de
10-19 ani (Apports Nutritionnels Conseiles, 2001). Dorim totusi sa mentiondm ca problema
corelatiei dintre aportul de calciu/lactate si mineralizarea osoasd se complica la subiectii
considerati intoleranti la lactoza. Ei manifestd dereglari digestive mai mult sau mai putin grave
dupa ingestia laptelui: flatulentd, dureri abdominale, vome si diaree [8]. Acestea ii obligd pe
subiecti sd refuze consumul de lapte care, la rAndul sau, atrage dupa sine un deficit de aport de
calciu. Care ar putea fi ameliorat prin consumarea altor alimente bogate in calciu, cum ar fi
branzeturile, produsele lactate acidofile proaspete si apa sub forma de bauturi.

Activitatea lactazei este vital necesara pentru supravietuirea nou-nascutilor care mai apoi
scade lent pana la disparitia totala la mamiferele adulte, inclusiv si la om [9]. Si totusi, la om
persistenta lactazei se intalneste, de exemplu la popoarele Europei de Nord [10, 11].

Calciul este un component important al cristalelor de hidroxi de apatita, constituind faza
minerala a matricei osoase. La varsta adolescentei, cresterea pubertara si dublarea masei minerale
osoase atrag dupa sine o crestere importanta a necesitatilor in calciu. De exemplu, la adolescent,
intre virsta de 10 si 18-20 de ani, aproape 600-700 de grame de mineral se depune in schelet ceea
ce constituie acretia a 200250mg/zi. Dacd mai adaugam pierderile prin sudoare si urinare atunci
ajungem pand la 400mg de calciu care trebuie absorbite zilnic cu alimentatia. Fiind cunoscut
faptul ca eficacitatea absorbtiei intestinale ale calciului la adolescent este de la 30 pina la 50%,
ne dam bine seama cd pentru a asigura o mineralizare optimala a scheletului, aporturile cotidiene
ale calciului ar trebui si fie intre 800 si 1300 mg/zi. In baza acestor calcule, pentru a acoperi 95%
din necesitatile zilnice la adolescenti In varstd de la 10 pina la 19 ani, Franta a propus ca
aporturile cotidiene ale calciului sa fie de 1200 mg/zi. Devine clar cd cele mai importante surse
de calciu le constituie laptele si produsele lactate. De exemplu, 1 litru de lapte de vaca, asigura
un aport de 1200 mg de calciu. De mentionat cd majoritatea poduselor alimentare sunt foarte
sarace in calciu.

Prin urmare, in linii generale, este admis ca laptele si produsele lactate, din motivul
continutului 1nalt al calciului i contributia lui la cresterea si mineralizarea scheletului la copil, sa
constituie sursa principald a acestui element. Dar exista si unele pareri controversate. Astfel in

revista din 139 de publicatii, Heaney, iar mai apoi si Huncharek [7], se confirma impactul pozitiv
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al laptelui si produselor lactate asupra sanatatii osoase la adult. Divergentele observate in ceea ce
priveste aporturile de calciu/lapte asupra mineralizarii oasoase ar putea avea la baza mai multe
cauze legate de heterogenitatea studiilor, in special — siturile osoase analizate, varsta si stadiul
pubertar al copiilor supravegheati; forma de aport al calciului, aporturile de calciu inaintea
suplimentarii lor, originea etnica si statutul vitaminei D.

Bineinteles ca sursa de calciu are o mare importanta. Totusi, daca studiile interventionale
efectuate pana in prezent in diferite colfuri ale planetei, referitor la suplimentarea cu calciu, nu au
reusit de fiecare datd sd dovedeasca rolul lor benefic asupra mineralizarii, efectul pozitiv al
suplimentarii cu lapte a putut fi gasit in 5 studii efectuate pana in prezent [6, 12-15]. Mai mult, in
trei studii In care se compara impactul laptelui si al carbonatului sau al citratului de malat asupra
mineralizarii, se constata o superioritate neta a lactatelor.

Trei studii efectuate la populatii care nu consumau lapte (mai putin de un pahar de lapte
pe saptamana), au stabilit o mineralizare mai slaba la copii si adolescente. Alte trei studii de
retrospectiva efectuate la adult, arata efectul negativ pe termen lung al non consumului de lapte
in copilarie si/sau In adolescenta asupra mineralizarii osoase si/sau riscului de fracturd la varsta
de adult. Daca efectul nefast asupra mineralizarii scheletului in crestere este permanent dovedit,
cauzele consumului scdzut de lapte sunt diverse: «alergia» reald sau presupusd, obisnuintele
alimentare ale populatiei, diete alimentare particulare (macrobiotice, diete vegetariene, diete fara
cazeind), fobia unei actiuni nefaste a laptelui asupra organismului sau malabsorbtia/ intoleranta
laptelui/lactozei.

In ce priveste malabsorbtia/intoleranta lactozei, a fost demonstrat clar ca atat la adult cat
si la copil, nu se asociazd cu evitarea laptelui, decat atunci cand existd simptome clinice clare
cum ar fi durerile abdominale. In acest caz, si numai in acest caz, malabsorbtia lactozei se
asociazd cu un deficit al aportului de calciu si al unei mineralizari osoase insuficiente.
Rezultatele studiilor noastre au confirmat cele relatate. Asadar, rezultatele studiilor noastre au
demonstrat ca 30% din adolescenti erau purtdtori ai genotipului asociat cu deficit al lactazei (C/C
en -13910 al genei LCT), insd acest genotip nu a influentat consumul laptelui si nu a prezentat
repercusiuni negative asupra mineralizarii osoase. Daca in ansamblu studiile inglobate in acest
capitol sugereaza rolul primordial benefic al laptelui asupra mieralizérii si continutului osos in
dependentd de statutul vitaminei D, rdmane sd se stabileascd care ar putea fi cantitatea de
lapte/produse lactate optim recomandata. Cantitatile de lapte indicate in studiile de interventie
aratd cd efectul favorabil asupra mineralizarii scheletice este foarte slab: suplimentarea cu calciu

sub forma de lapte incepea de la 254 mg/zi in studiile in care erau antrenati tinerii chinezi, 900
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mQ/zi in studiile in care au fost implicate fetele cu varsta cuprinsa intre 7-9 ani din Suedia si pana
la 1300 mg/zi la copiii chinezi cu varsta cuprinsa intre 9 si 10 ani.

Investigatii genetice ce vizau cunoasterea frecventei polimorfismelor genetice ale LCT,
coreland rezultatele obtinute cu nivelul calciului corijat, polimorfismul genei Klotho si VDR a
cohortelor de referinta franceze sunt redate in tabelul 5.5., unde sunt ilsutrate si unele rezultate
referitor la cresterea si mineralizarea osoasa a 128 adolescenti, supravegheati pe parcursul a 4
ani, care prezentau sau nu markeri asociati unei deficiente in lactaza.

Tabelul 5.5. Cresterea si mineralizarea osoasa in dependenta de polimorfismul genetic si

aportul de calciu la copiii francezi.

Varianta genotipica c/C CIT T/T

n (%) 34(27%) 55(43%) 39(30%)
Varsta (ani) 14,7+3,3 14,1+2.9 14,0+2,4
Aport in calciu (mg/zi) 866+230 867+196 876+281
DMO lombara (g/cm2) 0,902+0,18230 0,883+0,179 0,873+0,182
DMO lombara (Z-scor) 0,049+1,087 +0,035+1,100 -0,228+1,069
Talia (DS) 0,470+1,048 0,642+1,058 0,708+1,129
Varsta (ani) 17,7£2,9 17,1£2,0 17,642,2
Aport in calciu** (mg/zi) 891+150 909+184 858+174
DMO lombara (g/cm2) 1,043+0,115 1,046+0,115 1,053+0,095
DMO lombari (Z-scor) -0,016+1,037 +0,033+1,067 +0,042+0,848
Talia (DS) 0,125+1,095 0,430+1,190 0,504+0,941

Analiza SNP la -13910 a genei LCT. DMO = Densitatea minerala osoasa; SDS = Scorul
deviatiei standard; C/C, C/T, T/T sunt o variatie de baza de ADN la -13910 a genei de lactaza.
** Aportul mediu de calciu pe zi, pe parcursul a 4 ani de supraveghere.

Rezumand publicatiile din literatura de specialitate in contextul efectelor posibile ale unei
malabsorbtii de lactoza asupra mineralizarii osoase, riscului de fracturi si cresterii, putem
conchide urmédtoarele:

- malabsorbtia lactozei poate fi asociatd unui defect de mineralizare osoasd sau a unei
majorari a riscului de fracturi (6 studii din 14 analizate);

- ea nu se asociaza unei hipomineralizari osoase cu exceptia cazurilor in care ea se asociaza
unor simptome clinice destul de severe cauzate de evitarea consumului de produse lactate
sau de consumare a lui in mici cantitati (mai putin de 700 mg/zi);

- aceasta asociere este uneori legatd de sex sau de varsta;
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- datele asupra cresterii sunt insuficiente pentru a permite de tras unele concluzii certe.

Pentru a studia mai profund situatia in cauza in tara noastra si compara cu cohortele din
Orasul Caen, am efectuat investigatiile genetice necesare ce vizau cunoasterea frecventei
polimorfismelor genetice ale LCT, coreland rezultatele obtinute cu nivelul calciului corijat,
polimorfismul genei Klotho si nivelurile serice ale 25(OH)D.

Tabelul 5.6. Frecventa polimorfismelor la nivel de promotor al lactazei -13910, Klotho si

VDR
Cohortele -13910 LCT Klotho A749A* VDRp**
CC | CT+TT CC CT+TT | OHapl | 1hapl | 2hap 1l
Chisinau 44% 56% 71% 29% 23% 62% 15%
Orhei 26% 74% 72% 28% 35% 44% 21%
Franta (or. Caen) 32% 68% 78% 21% 27% 54% 20%

* Klotho A749A reprezinta polimorfismul ADN (C/C, C/T sau T/T), creind o schimbare de codon
fara vreo schimbare in alanina de aminoacid de codificare.
** Polimorfismul genei VDR este situat pe regiunea de promotor (la pozitia -1012).

Prin urmare, tabelul aratd ca varianta CC a polimorfismului de lactazd nu este
semnificativ diferita in toate cele 3 cohorte studiate, fiind mai mica in Orhei si mai mare la copiii
din Chisindu. Aceeasi situatie este intilnitd in alt polimorfism in genele KL si VDR. Din
statisticile obtinute, putem spune ca nivelurile serice de 25-OH D3 sunt nesemnificativ mai mici
la subiectii CC la lactaza (Tabelul 5.7.). Cu toate acestea, existd o situatie de frecventa
inexplicabild la copiii sub 12 ani din Scoala internat din Orhei, unde, asa cum am stabilit, exista
unsingur CC la74 CT-TT.

Tabelul 5.7. 25(OH)D (ng/ml) in raport cu polimorfismul LCT -13910

Chisinau Orhei
<12 ani 12-16 ani <12 ani 12-16 ani
-13910 LCT:
CC 13.940.9 (n=26) | 13.3£0.8 (n=13) | 21* 16.3+1.1 (n=36)
CT+TT 15.540.8 (n=36) | 15.7+1.4 (n=16) | 18.9+0.6 (n=75) | 18.7+1.3 (n=45)

Valorile reprezinta media = SD. Sunt calculate diferentele semnificative intre genotipurile din
fiecare grup.
*: Doar un copil sub 12 ani a purtat genotipul CC a genei lactazice i un alt copil din Chisinau

a fost purtatorul de genotip 2 Hap 1.
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Un interes special prezinta faptul ca elevii din Gimnaziul internat din Orhei au avut un
aport nutritional sdrac de calciu, nivelul de calciu corijat fiind semnificativ mai redus in corelatie
cu cel mai scazut nivel de 25(OH)D3. Mai exact, acest efect apare la persoanele care prezinta
polimorfisme de lactazda CT+TT, gena Klotho polimorfisme CC si 0 Hap 1 al VDR. Rezultatele
obtinute indica la faptul ca aceste polimorfisme pot avea un impact asupra metabolismului
fosfocalcic precum si asupra nivelurilor calciului seric, atunci cand aportul de calciu e insuficient
si depind In mare masurd de nivelul de vitamina D din sange. Printre altele, s-a constatat ca
calciul seric era semnificativ mai mic in cohorta de elevi din Orhei, care aveau VDR Hap 2 si un
nivel suficient de vitamina D in sange. Copiii din Orhei au avut un aport de calciu sarac in
nutritie. In acest caz, este posibil ca polimorfismul VDR s fie functional daci existi o cantitate
suficienta de vitamina D pentru actiunea sa.

S-a demonstrat in mod clar ca, atat la adulti cit si la copii malabsorbtia de lactoza nu este
asociata cu evitarea consumului de lapte, numai atunci cand exista simptome clinice clare cum ar
fi durerile abdominale/crampele. In acest caz, doar malabsorbtia de lactozi este asociati cu o
insuficienta de aport de calciu si a mineralizdrii osoase. Printre persoanele care sunt considerate
intolerante la lactoza, multi evitd consumul de lactate. Potrivit autorititilor din domeniul
sandtatii, nu este necesar ca persoanele cu intoleranta la lactoza sa limiteze consumul de produse
lactate sau sa le excluda din regimul alimentar [20, 21]. Restrictia de aport de lactoza ar putea
atenua simptomele gastro-intestinale. Cu toate acestea, o dietd saraca in produse lactate sau
lipsita de produse lactate creeaza in general probleme pe termen lung [20, 22]. Limitarea
consumului de produse lactate inseamnd a fi lipsit de sursele usor accesibile de calciu si alte
elemente nutritive importante [20].

Studiile au aratat ca copiii si adolescentii care nu consuma cantitdtile recomandate de
lapte si produse lactate nu reusesc sd-si satisfaca nevoile lor in calciu, ceea ce i1 impiedica, de
asemenea, sd ajungd la varful/maxima de masd osoasd necesard. Consumul unor cantitati
insuficiente de produse lactate ar putea spori in acelasi timp riscul osteoporozei la adultii n
varsta si conduce la un risc crescut de fracturi pe os patologic [20, 21].

Printre altele, laptele si produsele lactate au Tn general un impact pozitiv asupra sanatatii,
cum ar fi reducerea riscului de hipertensiune arteriala, cancer colorectal si diabet. Astfel, un
studiu national multietnic realizat in SUA a stabilit un procent mult mai mare de hipertensiune si
diabet la persoanele care au fost considerate intolerante la lactoza. [22]

Datoritd rolului sau important in absorbtia calciului, vitamina D ar putea juca un rol

pozitiv in managementul tensiunii arteriale. In plus, s-a stabilit cd un regim alimentar nutritional
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care contine cantitdti insuficiente de vitamina D creste tensiunea arteriald prin activarea
sistemului renina-angiotensina-aldosteron, care determina vasoconstrictia, precum si retentia de
sodiu si apd 1n organism [23]. Alte minerale continute in produsele lactate, cum ar fi magneziul
si potasiul, ar putea reglementa tensiunea arterialda, dar este dificil de evaluat contributia lor
individuala, deoarece ambele elemente nutritive sunt de obicei in alimente bogate in calciu [24].

Mai multe studii au ardtat ca produsele lactate pot preveni pierderea de masa musculara si
fortd care apar odatd cu virsta. Acest fenomen, numit sarcopenie, ar putea fi prevenit datorita
activitatii fizice si unei diete bogate in produse lactate si vitamina D [25]. Recomandarile sunt
facute de Fundatia Internationala de Osteoporoza si Societatea pe Sarcopenia si Casexie [25] si
se bazeaza pe faptul ca utilizarea regulata a produselor lactate ar avea un impact pozitiv asupra
muschilor, crescind masa musculara scheletica [26,36], imbunatatind structura osoasa si sporind
masa osoasa totald, inclusiv masa osoasa apendiculara [26], in acelasi timp, crescind densitatea
minerald osoasd, precum si masa osoasd trabeculara [27], crescind forta musculara [25, 28] si
capacitatile functionale in general [27, 29].

Strategiile de intolerantd implica recomandarea de a ingera cantitati mici de lactoza. Este
de dorit sd se Incorporeze cantitati mici de lapte sau alte alimente care contin lactoza si de a
distribui consumul lor pe parcursul zilei. Cele mai multe studii au aratat ca persoanele cu
intoleranta la lactoza nu prezinta nici un simptom dupa ingerarea cantitatilor mici de alimente
care contin lactoza. In general, o cantitate de lactoza care ajunge pana la 12 grame intr-o singuri
doza (echivalent cu o cand de lapte) poate fi toleratad fara aparitia de simptome evidente, mai ales
in cazul in care alte produse alimentare sunt consumate in acelasi timp [18]. Cei mai multi
oameni intoleranti la lactoza, inclusiv copiii, pot tolera doud cesti de lapte pe zi, fiind consumate
in cantitdti mici pe parcursul intregii zile [30].

S-a constatat cd laptele si produsele lactate sunt mai bine tolerate dacad sunt ingerate
impreund cu alte alimente incluse in meniu. Laptele este mai usor digerat daca este consumat cu
alimente care interfera cu eliberarea rapida a lactozei 1n intestinul subtire, si de aceea, reducerea
sarjei (sarcinei) de lactoza care trebuie digerata imediat [18]. Ingestia de lapte impreuna cu alte
alimente solide, in special alimente bogate in fibre solide, incetineste golirea stomacului, oferind
mai mult timp lactazei pentru a digera lactoza in intestin [21, 30].

Este recomandat sd se opteze pentru produsele lactate cum ar fi iaurtul, brinza si laptele
cu ciocolatd, deoarece iaurtul si brinza/cascavalul sunt produse ca urmare a procesului de
fermentare a laptelui de catre bacteriile lactice. Pe parcursul procesului de fermentatie o anumita

cantitate de lactoza este transformata in acid lactic. Ca urmare, iaurtul este in general mai bine
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tolerat si in acelasi timp contine culturi de bacterii active care favorizeaza digestia lactozei [18,
30]. Mai mult decat atat, consistenta semisolida a iaurtului incetineste golirea gastrica si tranzitul
intestinal, oferind mai mult timp pentru a digera lactoza [18]. Cele mai multe produse de branza
(cascavaluri) de consistentd tare si branzeturi (cascavaluri) vechi contin mai putind lactoza.
Mozzarella, Cheddar, Parmezan si cascavalul suedez Emmental sunt doar citeva exemple de
cascavaluri care contin mai putind lactoza [18]. Din motive incerte, laptele cu ciocolata tinde sa
fie mai bine tolerat decit laptele natural neprocesat [18, 19]. In prezent, unii dieteticieni
recomanda alegerea produselor lactate fara lactoza sau cu continut mic de lactoza. Asociatia
Nationald de Medicinad din Canada, de exemplu, mentioneazd cd produsele lactate fara lactoza
sunt substituenti ideali ale produselor lactate obisnuite pentru persoanele cu intoleranta la lactoza
[19]. Cu toate acestea, s-a constatat ca copiii prefera mai mult laptele de vaca fara lactoza decit
bauturile aromatizate din soia [19]. Cu toate acestea, bauturile fortificate/imbogatite cu calciu si
alte alimente suplimentate nu pot substitui laptele de vaca ca echivalent nutritional. Astfel,
consumul de astfel de alimente poate duce la aportul suboptim de nutrienti cheie, cum ar fi
proteinele, magneziul, potasiul, riboflavina si vitamina B12 [19]. Administrarea pastilelor de
lactaza ar putea face parte din strategia de nutritie a acestor persoane [18,19].

Adaptarea colicad este o strategie in care aportul de lactoza este crescut treptat [18]. La
unele persoane expunerea regulatd la lactoza creste eficienta bacteriilor colonice de a metaboliza
lactoza, imbundtdtind astfel pragul de tolerantd la lactoza [20]. O alta tactica vizeaza cresterea
tolerantei si a consumului de o jumatate de pahar de lapte in timpul mesei, in prima jumatate a
zilei, apoi consumul in urmatoarele doud mese in urmatoarele doud zile si cresterea treptata si

zilnicd a frecventei si cantitatii de lapte [31].

5.3. Concluzii la capitolul 5

1. Studiul de fata ne-a permis sa stabilim faptul ca flatulenta (54% dintre subiectii din Orhei
si 41% dintre subiectii din Chisindu), voma (27% din copiii din Orhei si 4% din cei din
Chisinau) si episoadele de diaree (22% in lotul din Orhei si 4% in lotul din Chisindu) sunt cele
mai frecvente simptome care ar putea favoriza intoleranta la lactoza:

a) Varianta CC a polimorfismului de lactaza a fost nesemnificativ diferitd in cele doua
grupuri studiate, fiind mai mica la copiii din Chisindu, care coreleazd cu o frecventd mai mare a
simptomelor clinice care sunt caracteristice acestui sindrom la copiii si adolescentii din Scoala
internat din Orhei;

b) Nivelurile serice 25-(OH) D3 au fost nesemnificativ mai mici la subiectii cu CC lactaza;
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C) S-a constatat ca calcemia a fost semnificativ mai mica la subiectii din Orhei, in special la

cei cu haplotipul 2 VDR si care au un nivel suficient de vitamina D in sange.
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DISCUTII GENERALE

Vitamina D este unul dintre cei mai importanti moderatori biologici In organismul uman.
In afara de functiile sale clasice , in ultimul timp sunt publicate tot mai multe lucriri stiintifice
bazate pe dovezi in care se discuta activ un sir de proprietati foarte importante ale ei, cum ar fi
cresterea fetald, rolul ei in inbunatatirea supravetuirii pacientilor cu cancer pulmonar de alte
tipuri decit cu celule mici (non-small-cell lung cancer NSCLC), imbunatatirea evolutiei
encefalitei experimentale, prevenirea sclerozei multiple, atribuirii rolului protectiv impotriva
bolilor autoimune, cu predilectie a diabetului zaharat de tipul I, artritei juvenile, astmului bronsic
si a unor tipuri de cancer, inclusiv de sin si de colon, prevenirii si tratarii hipertensiunei arteriale,
preenclampsiei, schizofreniei, tratamentului psoriazei, glomerulonefritei, fortificarii imunitatii
celulare si umorale in  infectiile respiratorii acute, tuberculozei/leprei si altor maladii
granulomatoase.

Metabolitul activ al vitaminei D - 1,25(OH)D3 si analogii sai sunt actualmente folositi in
transplantologie, imunologie si dermatologie, cercetdrile in cauza, depasind deja stadiul de
laborator, tinind a fi ulterior transferate in clinica.

Un sir de studii observationale, de interventie, randomizate si cvasirandomizate efectuate
in SUA, Franta, Finlanda, Australia, Canada si alte tari din lume, au precautat efectul
suplimentarii vitaminei D in ultimul trimestru al sarcinii asupra dezvoltarii intrauterine a fatului.
Majoritatea studiilor au confirmat existenta unei corelatii strinse dintre statutul matern al
vitaminei D si dezvoltarea intrauterina a fatului.

Savantii au demonstrat ca osteoblastii care confin receptori pentru vitamina D au o
activitate mai redusd in caz de statut precar al vitaminei D si ca urmare o reducere a cresterii
oaselor lungi si o talie mica la nastere. Concentratiile joase ale vitaminei D serice au fost
asociate cu concentratii joase ale insuline-like growth factor (IGF-1) din singele matern si cel
prelevat din cordonul omblical precum si greutatea micd la nastere.

Rezumand cele reiterate putem expune, ca cercetarile stiintifice referitoare la actiunile
vitaminei D, Incepute aproximativ cu 80 ani in urma, rdman a fi o provocare pentru cercetatori.
In pofida ipotezelor inovatoare, functiile fiziologice ale vitaminei D raman obscure, desi,
proprietatile vitaminei D, descoperite in ultimii ani, permit, fara indoiala, crearea noilor metode
terapeutice in cancerologie, imunologie si transplantologie. Ele induc crearea noilor conceptii
asupra rolului eventual de protectie prin aportul vitaminei D si al calciului in prevenirea

cancerului de colon si san, pe cand rolul exercitat asupra sistemului nervos, asupra organelor de
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reproducere §i asupra cresterii ramane o enigma ce este discutatd si dezvaluitd de numerosi
savanti.

In fine, identificarea genei codante a receptorului vitaminei D si punerea in evidentd a
variatiilor genei date printre populatia generald au permis observarea asocierii dintre genotipul
VDR si susceptibilitatea de a dezvolta diverse patologii, partial sau integral legate de vitamina D.
Aceste rezultate trebuie confirmate, probabil, mai intervin pe parcurs si alte trasaturi genetice,
cum ar fi, de exemplu, variatiile genei care codeazad transformarea vitaminei D in forma sa
activa.

Printre genele ce guverneaza cresterea si mineralizarea matricei osoase, gena codanta a
receptorului pentru vitamina D (VDR) joaca un rol primordial, deoarece acest receptor este
indispensabil pentru absorbtia intestinala a calciului (Bouillon R. et al., 2008). Pana in prezent au
fost descrise circa 300 de polimorfizme in partile codante si reglatoare ale genei VDR (Nejentsev
S.etal., Fang Y. et al. 2005). Trei dintre aceste polimorfizme prezinta un interes deosebit pentru
noi, deoarece sunt situate in partea reglatoare a expresiei genei VDR: una in site-ul de legare a
factorului de transcriptie Cdx-2 specific, implicat in reglarea si diferentierea celulelor intestinale
(Mutoh H. et al., 2005) si in reglarea genelor intestinale (Uesaka T. et al., 2004), altele doua sunt
strans legate intre ele si situate (-1012 si — 1521) in zona legatd de copmlexele proteice specifice
(Fang Y. et al., d’Al¢sio A. et al., 2005). Prin urmare, variantele din site-urile mentionate sunt
capabile sa modifice in vitro activitatea transcriptionala a promotorului VDR (Arai H. et al.,
2001, d’Alesio A et al., 2005). Drept urmare, polimorfieimele -1012/-1521 au fost asociate cu
inaltimea adolescentilor [d’Alésio A et al., 2005] si cu riscul de fracturi la persoanele in varsta
(Fang Y et al. 2005). Polimorfizmul din sit-ul Cdx-2 a fost asociat cu masa osoasa la femeile
aflate In perioada postmenopauza (Arai H. et al., 2001) si cu riscul de fracturi la persoanele in
varsta (Fang Y. et al, 2003). Pind nu demult, influienta acestor polimorfizme la copii si
adolescenti a fost putin studiata, fapt ce ne-a determinat sa efectudm cercetdri in aceastd directie.

In viziunea noastra, studierea functiilor fiziologice ale vitaminei D si dezvoltarea noilor
strategii terapeutice, si nutritionale, trebuie asociate cu actiunea factorilor mediului inconjurator,
capabili sa influenteze statutul vitaminei D si al metabolismului sau, cum ar fi - expunerea la
soare, aportul alimentar al vitaminei D, calciului si fosfatilor.

In abordarea problemei rahitismului nutritional in comunititile cu risc inalt, este
imperativa folosirea testelor de screening valide si fiabile disponibile pentru a putea determina
prevalenta rahitismului activ in populatie, in special in grupurile cu acces limitat la serviciile de

sandtate publicd. Este posibil ca metodele de screening sa fie diferite pentru copii si adolescenti
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de diferite varste. Desigur, semnele clinice luate in consideratie vor varia in functie de grupul de
varsta. Inchiderea intrziati a fontanelei, craniotabesul si hipotonia musculara ar putea constitui
semne clinice adecvate pentru sugari si copiii de varstd micd, dar sunt nereprezentative pentru
copiii mai mari. Adolescentii reprezintd un grup vulnerabil in vizorul comunitatilor stiintifice
medicale, desi pot prezenta manifestari asociate de hipotonia musculara proximala [33].

Stabilirea diagnosticului de rahitism, de obicei, este supra-inregistrat, iar manifestarile
clinice nu pot constitui instrumentul exclusiv de evaluare medicald a acestuia. Astfel,
combinarea utilizarii semnelor clinice si a metodelor de laborator biochimice simple, ar favoriza
identificarea pacientilor cu semne clinice slab manifestate sau absente. In fine, determinarea
statutului 25(OH)D si semnele radiografice contribuie la precizia diagnostica.

In scopul de a ajunge la un consens referitor la spectrul economic eficient si fiabil de
metode de diagnostic al patologiilor asociate cu deficitul de vitamina D in comunitatile cu risc
inalt, este absolut necesara continuarea eforturilor comune a cercetatorilor din domeniul sdnatatii
in atingerea unui numitor comun bazat pe dovezi.

Prezentul studiu transversal asupra unui esantion compus din 629 copii si adolescenti
europeni, locuitori la aceleasi latitudini (47-49 °N), dar cu un mod de viatd si de alimentatie
diferit, demonstreaza, ca semnele clinice si biologice ale carentei vitaminei D pot fi observate la
copiii si adolescentii aparent in stare buna de sdnatate, la un nivel seric al 25(OH)D mai mic
sau egal cu 30 nmol/l, in special atunci cand este asociat cu un aport diminuat de
calciu/lapte[177].

In ultimii treizeci de ani in urma unui consens, statutul vitaminei D este determinat pe
baza nivelului 25-hidroxivitaminei D circulante in singe, care reprezintd forma de rezerva a
vitaminei D 1n organismul uman, iar nivelul actual stabilit este utilizat pentru a evalua prevalenta
deficientei si/sau insuficientei de vitamina D, in special la copii si adolescenti [69, 101, 109, 169,
190]. Totusi, pand in prezent, nu exista incd o interpretare unanimd a impactului functional al
concentratiilor circulante ale 25(OH)D. Valorile de referintd stabilite conform rezultatelor
obtinute la indivizii din grupurile populationale in stare buna de sanatate (valorile ,,normale”),
continud a fi subiectul dezbaterilor stiintifice, iar valoarea nivelului ,,solicitat” este continuu
revazutd. Implementarea schemelor de profilaxie specifica adaptatd a contribuit la reducerea
semnificativd a frecventei starilor de carentd a vitaminei D in tarile occidentale. Ulterior,
,valorile normale” ale 25(OH)D au fost progresiv inlocuite cu ,\valorile solicitate” si cu
,valorile de prag” sub care pot surveni modificari patologice de scurta sau lunga duratd la

indivizii aparent sdnatosi. Majoritatea clinicienilor recunosc ca, concentratiile inferioare celei de
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10-12 ng/ml (25-30 nmol/l) sunt asociate cu un risc crescut al rahitismului carential, convulsiilor
hipocalcemice, problemelor dentare si perturbarilor de crestere la copii si adolescenti [2, 30, 165,
168]. ,,Pragul” de 70 nmol/l al 25(OH)D a fost propus pentru a asigura starea normala a osului in
perioada de crestere. Un alt prag propus egal cu 80-90 nmol/l este bazat pe rezultatele studiilor in
sectiune, care au evaluat nivelurile 25(OH)D necesare pentru a mengine un nivel scazut de PTH.
Insa, numarul mic de subiecti cu valori ce depasesc pragul si absenta controlului extern al setului
de analiza a 25(OH)D pun la indoiala aceste valori.

Studiul nostru nu ofera dovezi decisive, ca valorile intre 30 si 50 nmol/l ar afecta negativ
starea osului, pe parcursul perioadei de crestere. Semnele clinice ale unei carente a vitaminei D
sunt mai putin constante si mult mai dificil de interpretat atunci cand nivelul seric al 25(OH)D se
afla intre 30-50 nmol/l, dar, la aceste valori ale 25(OH)D circulante, a fost evidentiata o activitate
scazutd a fosfatazei alcaline doar la adolescentii francezi comparativ cu cei ce aveau un nivel de
25(OH)D mai mare de 50 nmol/l. In mod similar, la copiii si adolescentii din Gimnaziul Internat
din or. Orhei cu valorile 25(OH)D situate in intervalul 30-50 nmol/l n-au fost remarcate
predominarea deformarilor osoase, in raport cu copiii ce aveau niveluri mai ridicate de 25(0OH)D
circulant, cu exceptia copiilor in perioada pubertara, cu hipocalcemie [177].

Ca rezultat, indiferent de ponderea nivelurilor joase ale 25(OH)D (sub 30 nmol/l) cu un
risc inalt de dezvoltare a semnelor de carenta ale vitaminei D, asocierea acestora cu un aport
insuficient de calciu pune probleme de sandtate publica nu numai pentru Republica Moldova, dar
si pentru intreaga Europa. Conform rezultatelor studiilor noastre, la copiii cu o varstd mai mica
de 15 ani, valorile 25(OH)D sub acest nivel sunt asociate cu o prevalenta excesiv de mare a genu
varum si genu valgum la baieti si fete. O prevalenta similara a genu varum/valgum (18%) a fost
inregistrata la copiii din India cu varsta intre 6-18 ani care sufereau de fluoroza si aveau un aport
foarte mic de calciu de rind cu valori joase ale 25(OH)D circulant [303]. Expunerea copiilor din
Moldova la un continut inalt de fluoride in apa potabild nu poate fi exclusd [201], astfel aportul
scazut de calciu la acesti copii (mai putin de 400 mg/zi) cu sigurantd a agravat impactul statutului
nesatisfacator al vitaminei D asupra dezvoltarii deformarilor osoase si nivelului calciului seric.
Intr-adevir, cercetirile noastre au argumentat ci nivelul scizut de calciu seric si deformarile
osoase erau semnificativ mai rare la copiii din cohorta din mun. Chigindu cu un statut similar
scazut al vitaminei D, insd cu un aport teoretic adecvat de calciu/lapte. Studiile efectuate in
cohorta fetelor adolescente din Franta arata ca, chiar o deficientd moderata de calciu, de exemplu

consumul de lapte mai mic de 100 ml/zi si aportul mediu total de calciu echivalent a 716 mg/zi,
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poate agrava impactul statutului insuficient al vitaminei D, cel putin asupra nivelului calciului
seric [110, 299].

Daca riscul dezvoltarii defectelor de mineralizare ale oaselor lungi creste cu siguranta la
un nivel de 25(OH)D mai mic de 30 nmol/l, atunci aceastad corelatie nu se observa in cazul
mineralizarii vertebrelor lombare, fapt demonstrat de studiile cohortei franceze. Rezultatele
cercetarilor noastre in domeniul sanatatii osului in cohortele franceze si din R. Moldova
corespund intocmai ipotezei ca vitamina D influenteaza mai mult dezvoltarea oaselor corticale
decat a celor trabeculare in perioada prepubertara si pubertara de crestere [177]. In mod similar,
nivelurile joase de 25(OH)D erau asociate cu o DMO scazuta a oaselor antebratului la copiii
irlandezi cu varsta cuprinsd intre 12 si 16 ani, la fetele finlandeze [304] si o DMO volumetrica
corticald scdzutd in portiunea distald a radiusului si tibiei la fetele finlandeze de 10-12 ani. in
mod contrar, masa si densitatea osoasa nu erau asociate cu nivelurile de 25(OH)D la fetele din
Finlanda, in perioada de pubertate la masurarea cu DEXA la nivel de corp in total, la nivel de
bazin, femurul proximal si regiunea lombara a coloanei vertebrale, aceeasi lipsa a asocierii fiind
observata si la femeile hispanice si caucaziene din SUA [305].

Statutul optimal al 25(OH)D, in perioada de crestere a copilului, ar putea fi influentat de
polimorfismele genetice care modifica actiunea vitaminei D, in special cele aflate in regiunea
promotorului genei codante pentru receptorul vitaminei D. S-a demonstrat cd majoritatea
polimorfismelor influenteaza absorbtia intestinald a calciului si densitatea minerald osoasa la
copii si adolescenti [132], iar polimorfismul -1012 (varianta rs4516035) favorizeaza absobtia Ca
din produsele lactate avand impact pozitiv asupra mineralizdrii vertebrelor lombare [131].
Variantele specifice ale VDRp ( -1012 A/G sau G/G) la reprezentantii rasei caucaziene ar putea
agrava acest risc, cel putin de dezvoltare a hipocalcemiei la un aport moderat deficitar de
calciu prin lapte (aport calcic total mediu de 712 mg/zi la adolescenti). Insd, genotipul in cauzi
nu este capabil sd influenteze negativ nivelul scazut de 25(OH)D, daca aportul de calciu este
scazut, cum ar fi In Scoala Internat din or. Orhei (in mediu 400 mg/z1).

Studiul din cohorta franceza releva faptul, ca actiunea statutului scazut al vitaminei D
asupra calcemiei la copiii cu un genotip -1012 A/A al VDR se observa mai putin si este depistata
la 30% dintre subiecti in cadrul populatiei europene si la mai mult de 98% dintre subiecti in
cadrul populatiei asiatice si afro-americane [306]. Totodata, rezultatele cohortei din Moldova
demonstreaza ca modificarile clinice si biochimice, cu nivelul scazut de 25(OH)D, persista chiar

si la copiii cu genotipul A/A, in caz de deficientd severa de calciu/lapte.
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Mecanismul de actiune al vitaminei D este asemanator hormonilor steroizi, care are loc in
cateva etape:

legarea formei active de vitamina D, care are structurd steroidd 1,25(OH)2
cholecalciferol, de receptorul celular specific;

legarea sa de receptorii nucleari specifici formeaza un complex ,,hormon-receptor”;

sinteza de ARN mesager specific (transcriptia) si sinteza de proteine specifice (translatia).
Dintre proteinele sintetizate o importantd deosebitd are proteina care leagd Ca in epiteliul
duodenal, favorizand absorbtia acestuia.

Ca urmare a unor mutatii la nivelul receptorului respectiv care determinad reducerea sau
sistarea transcriptiei si/sau translatiei cu reducerea si/sau sistarea sintezei receptorului specific,
are loc reducerea sau absenta completd a legarii formei active a vitaminei D de receptorul
nuclear specific.

Frecventa valorilor joase ale 25(OH)D (sub 30 nmol/l), in perioada de iarnd-primavara in
Franta si Republica Moldova la copiii aparent sandtosi (20-41%) este similara celei inregistrate
la copiii din regiunile de nord ale Europei (Danemarca, Finlanda, Polonia, Rusia) 16-51% [28,
83, 224], dar si in Grecia [169], Germania [239], Suedia [103]. Imbogitirea alimentelor sau
suplimentarea cu vitamina D, in viziunea noastra, ar trebui sa fie efectuata pe baza unei politici
oficiale adoptate si implementate, sub controlul Ministerului Sanatatii tarilor vizate, pentru a
asigura menginerea statutului vitaminei D mai mare de nivelul de 30 nmol/l, cu predilectie in
timpul sarcinii.

In Republica Moldova sursa principali a vitaminei D, in special dupa vérsta de 1 an si pe
parcursul intregii viefi, este reprezentatd de cea endogend, formata sub actiunea razelor
ultraviolete (RUV) de tip A (RUVA) si mai putin a razelor ultraviolete B (RUVB). Durata zilelor
solare benefice, sub acest aspect, este limitata (aprilie-mai pana in octombrie-noiembrie), iar una
din solutii ar fi expunerea indelungatd a organismului la actiunea RUVA in sezonul estival, dar
investigatiile recent efectuate in acest domeniu au constatat o incidentd mult crescutd a
cancerului cutanat in urma expunerii indelungate la soare [307]. Savantii au ajuns la concluzia,
ca expunerea la radiatii UV are efecte imediate (eritem si pigmentare) si efecte intarziate
(imbatranirea prematurd a pielii si dezvoltarea diferitor forme de cancer) [308].

“Razele UVA si UVB au mecanisme de actiune diferite. Razele UVB au o energie mai
mare si sunt absorbite direct de o serie de constituenti celulari, cum ar fi acizii nucleici,
proteinele si acidul urocanic, care exercitd un efect mutagen, fiind principalul agent responsabil

de aparitia cancerului cutanat. Razele UVA penetreaza cu usurintd epidermul, actionand asupra
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stratului proliferativ bazal al epidermului si chiar asupra componentelor sanguine din derma
[309]. Ele actioneaza asupra constituentilor celulari in mod indirect, prin mecanisme oxidative ce
implica formarea speciilor active de oxigen (anioni superoxid, peroxid de hidrogen, radicali
hidroxil, radicali peroxil si oxigen singlet). Actiunea lor induce, de cele mai multe ori, modificari
ireversibile. Radiatiile UVA exercita un efect mutagen mai slab decat radiatiile UVB, dar joaca
un rol important in etiologia cancerului de piele. Radiatiile UV pot determina pe langa efectul de
pigmentare, imbatranirea prematura a pielii numita fotosenescenta actinica. Alterarea structurii
cutanate este insotitd de deshidratare si reducerea elasticitatii, insd cea mai grava consecinta a
expunerii la radiatiile UV consta in aparitia si dezvoltarea diverselor tumori de tip melanom si
carcinom cutanat. Expunerea la radiatiile UV determind o scddere a raspunsului imun
(imunosupresie), prin actiunea asupra celulelor Langerhans. Dintre efectele negative exercitate
de radiatiile solare UV, trebuic mentionate o serie de modificari la nivel ocular, cum ar fi
degenerarea maculara si cataracta” [310].

In concluzie, pentru minimalizarea riscurilor descrise, se recomandi limitarea expunerii
la radiatiile solare, 1n special, a pacientilor cu tratament imunosupresor, deoarece ei reprezintd un
risc de 500 ori mai mare de dezvoltare a cancerului. De asemenea, copiii si adolescentii sunt mult
mai susceptibili la carcinogeneza indusa de iradierea UV decat persoanele adulte. Mentionam si
faptul, ca substantele din compozitia lotiunilor cosmetice oferd o protectie eficienta fata de
arsurile solare, dar nu impiedica efectul imunosupresor al radiatiilor si, pana in prezent, nu se
poate spune cu certitudine daca ele previn cancerul de piele.

in pofida, efectelor nocive, totusi, vitamina D este indispensabila organismului.
Minimalizarea expunerii la soare i modificarile metabolismului vitaminei D, care insotesc
cresterea in utero si cea post-natala, sporesc riscul deficientei vitaminei D la femeile gravide,
nou-nascut, sugar si copilul mai mic de 5 ani, la fel si la unele subpopulatii de copii mai mari si
adolescenti cu risc crescut.

Punindu-ne scopul de a studia impactul infestatiei cu helminti asupra partii codante a
receptorului pentru vitamina D, de comun cu savantii din Franta, s-a dovedit cd infestatia cu
helminti nu duce la invalidizarea transgenicd a VDR si nicCi vice-versa, infirmindu-se ipoteza
svantului american Froicu, precum ca carenta vitaminei D ar servi drept fundal de o infestatie
mai frecventd cu helminti. Exista speranta ca dovezile aduse 1n lucrarea data, vor putea pune
capat discutiilor despre necesitatea profilaxiei specifice a carentei vitaminei D , marimea dozei

zilnice, duratei administrarii, categoriilor de populatie carora li se recomanda aceasta profilaxie.
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Ponderea simptomelor clinice ale intolerantei la lactoza la copiii si adolescentii implicati
in studiu din mun. Chisinau si or. Orhei constituie episoadele de diaree, care au fost semnificativ
mai frecvente la subiectii din or. Orhei (21,7%), decét la cei din mun. Chisinau (4,2 %), inclusiv
2-3 episoade diareice/an la 8,0% din elevii din or. Orhei si doar 1,40% la cei din mun. Chisinau.
A fost, de asemenea, constatat cad voma direct legata de consumul de lapte integral de vaca la
copiii din scoala-internat din or. Orhei a constituit doar 4,9% si doar 1,4% la cei din Chisinau.
Flatulenta, fiind cel mai frecvent simptom la copii, a fost inregistrat in 40,8% dintre copiii din
mun. Chisindu si 53,5% la cei din or. Orhei, inclusiv 34,1% la elevii din or. Orhei. Flatulenta s-a
dovedit a fi direct legata de consumul de lapte integral de vacd (29,6% din subiectii din mun.
Chisinau). Aparitia flatulentei dupd consumul de produse lactate, altele decat laptele, a fost
similara la copiii din mun. Chisindu (11,3%) si or. Orhei (9,7%). Desigur, aceste manifestari
digestive ar putea fi cauzate de infestarea cu helminti care este frecvent intilnita la copii, mai ales
la cei din Scoala internat din or. Orhei, dar, aparitia lor, in unele cazuri, dupa consumul de lapte
si/sau produse lactate si anamneza personald si familiald ar putea pleda pentru intoleranta la
lactoza.

Cercetarea actuald a remarcat ca varianta CC a polimorfismului de lactaza coreleaza, in
special, cu tabloul clinic la copiii si adolescentii din Gimnaziul internat din or. Orhei si mai putin
specific pentru copiii din mun. Chisindu, iar nivelurile serice 25-(OH) D3 au fost nesemnificativ
mai mici la subiectii cu CC lactaza.

Conpiii cu polimorfismele CT+TT ale lactazei si polimorfismele CC ale genei Klotho ar
putea avea un impact asupra nivelurilor calciului seric, atunci cand aporturile de calciu/produse
lactate sunt inadecvate si depind in mare masurd de nivelul de vitamind D in sange. Calcemia a
fost semnificativ mai micd la subiectii din or. Orhei, 1n special la cei cu haplotipul 2 VDR si care
au un nivel suficient de vitamina D 1n sange.

Valeriu Popescu si al.[347], referindu-se la statistica incidentei hipocalcemiilor neonatale,
relateazd cd ele au o frecventd variabild in dependentd de termenul gestational si greutatea
corporald la nastere. Astfel, Craig[348] atesta o incidentd de 8% la un grup de nou-nascuti
neselectati. Seay si Bray [349] raporteaza o incidenta de 20% la prematuri cu o greutate sub
2.500 g la nastere, iar Painter si colaboratorii [350] au constatat o incidentd de 25% la nou-
ndscuti cu o greutate sub 1.500 g la nastere. Unii autori mentioneza ca convulsiile neonatale sunt
frecvent asociate cu asfixie perinatala si in acest caz incidenta atinge 50% la nou-ndscutii cu

encefalopatie hipoxico-ischemica [351,352].
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Prin urmare, studiul nostru ne-a permis sa depistam o frecventa destul de inalta a
hipocalcemiei la nou-nascutii femeilor care n-au fost suplimentate cu vitamina D si cu un statut
precar al ei. Cercetdrile ne-au permis sa constatdm ca in acest grup, nivelul calciului in singele
prelevat din cordonul ombilical era foarte jos (in mediu 1,74 mmol/l, sau 69,6 mg/l). Posibil
conditiile si metodele de dozare utilizate in studiul nostru au contribuit la aceasta scadere a
calcemiei. Totusi, statistica obtinuta, ne obliga sa depistam fiecare caz de hipocalcemie si tratata
cu toatd seriozitatea, or in cadrul unei populatii, convulsiile neonatale, reprezinta un risc crescut,
un criteriu sigur de predictie al cazurilor care vor evolua cu paralizie cerebrald infantila [353,
354]. Desi, in mod firesc, evolutia depinde In cea mai mare masura de substratul patologic si de
existensia leziunii cerebrale, rezultatele experimentale sugereaza, cd insasi convulsiile pot
determina leziuni pe un creier imatur. Mai mult, modificarile presiunii sistemice §i cresterea
velocitatii (vitezei) fluxului sanguin cerebral in zona anterioara a creierului, in cursul crizelor
convulsive, pot avea rol ,,vatamator” asupra creierului nou-nascutilor, prin cresterea riscului de
producere a hemoragiilor si al hipertensiunii intracraniene [355]. De mentionat ca, probabil,
ameliorarea evolutiei nou-nascutilor tratati in unitatile de terapie intensiva (intensive care unit-
ICU), depinde in cea mai mare masurd de profilaxia convulsiilor neonatale, de diagnosticul
precoce si corect, precum si de tratamentul cu succes al acestora [347]. Rezultatele obtinute de
noi sunt in cordantd cu cele obtinute de alti savanti din lume. Astfel, la inceputul anilor 70,
Purvis si coautorii [356] au raportat despre existenta unei asocieri intre survenirea tetaniei la nou-
nascuti si durata expunerii la soare a mamelor n ultimul trimestru al sarcinii. Autori in cauza,
precum si Okonofua cu colaboratorii in 1986 [115] si Daaboul si coautorii in 1997 au aratat ca
deficitul de vitamind D3 la femeile gravide duce la dezvoltarea hiperparatiroidismului secundar,
care rezulta in hipoparatiroidism tranzitoriu si hipocalciemie la nou-nadscut. Un sir de cercetatori
ulterior au raportat ca nou-nascutii femeilor cu un aport scazut de vitamind Dz in timpul
graviditatii, au un nivel scdzut de calciu seric in cordonul ombilical in prima saptamina de viata
[359, 360, 361]. Un risc crescut de instalare a deficitui de vitamina D3 si hipocalcemiei a fost
raportat la studierea unui esantion de imigranti din Asia in Marea Britanie. Okonofua et al. [115]
initial a raportat un nivel scazut de 25(OH)D si calciu si nivel crescut de PTH in singele matern
si in singele din cordonul ombilical prelevat la nastere de la 11 mame asiatice, comparat cu 10
mame de rasd europeoidd. Acesti autori au expus mai tirziu rezultatele unui studiu similar
efectuat intr-un esantion mai mare, ce a inclus 43 femei asiatice si 55 de rasa europeoida, care au
fost monitorizate pe durata intregii sarcini. Cercetatorii au depistat o crestere pe parcursul

graviditatii a concentratiilor de PTH la femeile din ambele grupuri [ 363]. Nivelul seric al PTH a
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fost invers asociat cu nivelul seric al 25(OH)D, iar femeile asiatice aveau un nivel mai scazut de
25(OH)D si mai inalt de PTH in comparatie cu mamele de rasa europeoida. Studiul dat a replicat
rezultatele precedente de nivel scazut de 25(OH)D si crescut de PTH 1n analizele prelevate din
cordonul ombilical de la nou-nascutii asiatici in comparatie cu cei de rasa europeoida.

Prin urmare, excluderea altor factori etiologici care pot cauza hipocalcemiile neonatale si
care se Intilnesc mult mai rar in aceasta virsta decit cea a carentei antenatale a vitaminei D, a fost
important sa studiem impactul unei suplimentdri antenatale cu vitamina D in raionul Célarasi
(obiect de interventie) si comparati cu lotul martor din Ialoveni.

La aproape jumatate din numarul total de nou-nascutii de la mamele nesuplimentate cu
2,5 mg de vitamina D la termenul de gestatie de 6 luni (n=43 sau 48%) au fost notate semne
neurologice de hipocalcemie si li s-a administrat gluconat de calciu, cu sau fara fenobarbital pe
parcursul primelor zile de viatd. Calcemia acestor copii s-a dovedit a fi evident scazuta (1,28
mmol/l in mediu) si semnificativ mai joasa decit la copiii fara manifestari clinice caracteristice
unei hipocalcemii (in mediu 2,11 mmol/l). In grupul cu semne de hipocalcemie 32% de copii
aveau rezerve scazute de vitamind D (nivelul 25(OH)D in singele din cordonul ombilical fiind
mai jos de 10 ng/ml).

In studiile efectuate de citre Paunier , Cockburn si coautorii[114], Brooke si coautorii
[101] se noteaza un impact vadit pozitiv al suplimentarii antenatale cu vitamina D asupra
hipocalcemiilor neonatale. Astfel, s-au masurat concentratiile plasmatice ale 25(OH)D si calciu
la 40 mame sanatoase elvetiene si la nou-nascutii lor la nastere, in perioada de iarna. Calciul
seric la nou-nascuti a fost determinat in ziua a patra de viatd. Ca rezultat, au fost definite 3
grupuri de participanti in dependenta de aportul de vitamina D la mame. In special, 16 mame nu
au primit suplementar vitamina D si aveau un aport mediu de <150U1/zi, 8§ mame nu au primit
suplementar vitamina D si aveau un aport zilnic de 150-500U1 din lapte fortificat,de scos si 16
mame au primit Tn mod regulat suplement cu vitamina D, ca rezultat avind un aport de 500-
1500UT/zi. Concentratia de 25(OH)D 1n singele cordonului ombilical s-a dovedit a fi corelated cu
concentratiile plasmatice la mama. Pe de alta parte, nivelurile materne si din cordonul ombilical
al 25(OH)D nu au fost corelate cu aportul matern de vitamina D si nu au manifestat diferente in
cele 3 grupuri descrise mai sus. De mentionat, cd acest studiu nu a fost semnificativ din punct de
vedere statistic In ceea ce priveste concentratiile serice de 25(OH)D (atribuitda de autori unei
variatii mari a acestor rezultate), Insd, in pofida acestui fapt, nivelul calciului era semnificativ

mai jos la nou-nascutii, in comparatie cu cei din grupul mamelor cu consum peste S00U1/zi.
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Rezultate similare au fost raportate si in sudii randomizate de suplementare cu vitamina
D in timpul graviditatii. in 1980, Cockburn si coautorii [99, 114] au raportat rezultatele unui
studiu cvasirandomizat a 1139 femei scotiene, care au nascut in 2 sectii de obstetrica diferite. Un
grup de 506 femei a primit 400Ul/zi de vitamind D de la termenul de 12 saptimini de gestatie,
iar 633 femei din al doilea grup au primit placebo ce nu continea vitamina D. Calciul, 25(OH)D
si fosforul au fost determinate la 24 si 34 saptamini de sarcind in singele matern, din cordonul
ombilical si la virsta de 6 zile la copil. Ca rezultat, nivelul de 25(OH)D era mai mare la femeile
care au primit supliment de vitamina D si, respectiv, la nou-nascutii lor. Incidenta hipocalcemiei
neonatale s-a dovedit a fi mai inaltd la nou-niscutii ce erau alimentati cu formule alimentare
artificiale cu un continut inalt de fosfor in comparatie cu cei aldptati la sin. Aproximativ in
aceeasi perioada Brooke si coautorii [366] au publicat rezultatele studiului randomizat de
suplementare cu vitamind D a femeilor asiatice din Marea Britanie. Un grup de 59 femei au
primit 1000UT/zi vitamind D incepind cu sdptamtna 28-32 de gestatie, cu un grup de control de
67 femei care au primit placebo. Ca rezultat, concentratiile materne de calciu erau mai inalte la
femeile ce au primit vitamind D, iar concentratiile plasmatice a calciului la nou-nascuti in ziua a
treia §i a sasea erau semnificativ mai inalte la femeile ce au fost suplementate cu vitamina D 1n
comparatie cu grupul de control. De mentionat este faptul ca la nou-nascutii femeilor din grupul
de control, care au primit alimentatie la sin, aveau un nivel semnificativ mai jos de calciu seric in
comparatie cu cei din grupul ce a primit vitamind D. Astfel, copiii aveau un risc crescut de
dezvoltare a hipocalcemiei simptomatice, care, de fapt, a fost diagnosticata la 5 copii din grupul
de control aldptati la sin si nici la unul din grupul principal de interventie.

Rezultatele obtinute sugereaza existenta unui risc semnificativ de deficientd a vitaminei
D la femeile din Moldova care nasc la sfirsitul primdverii sau chiar vara. Aceastd constatare
demonstreaza in egalda masura faptul, ca aportul de 2,5 mg de vitamina D femeilor in luna a 6-a a
graviditatii permite normalizarea rezervelor de vitamind D la nou-nascuti fara un careva risc de
supradozare.

Datele clinice si biochimice ne-au permis sd evaludm consecintele neonatale ale carentei
de vitamina D si efectele profilaxiei sale prin aportul matern de vitamina D. Vitamina D are un
efect cunoscut asupra mineralizarii vortexului cranian, iar marirea fontanelelor este un semn
clasic observat la copiii mai mari ce sufera de carenta vitaminei D. Reducerea perimetrului
cranian si a suprafetei fontanelei anterioare observate la copii din Céldrasi pot sugera un efect

benefic al aportului matern de vitamina D asupra mineralizarii boltii craniene in utero.
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In ce priveste riscurile manifestarilor clinice ale hipocalcemiei, semnele respective au fost
depistate cu o frecventa inalta (48%) la copiii nascuti de la mamele ce nu au primit suplementar
vitamina D. Aceste manifestari clinice din primele zile ale vietii ar putea fi asociate cu nivelele
semnificativ scazute ale calciului in singele prelevat din cordonul ombilical si examinat la
nastere. Ele s-au dovedit a fi si mai frecvente (61%) la copiii cu deficientd de vitaminda D
confirmata prin nivelul de 25(OH)D sub 10 ng/ml in singele din cordonul ombilical.

Unii savanti rusi au subliniat ca rahitismul este o maladie ce afecteaza intregul organism,
manifestindu-se preponderent prin modificari ale scheletului [368]. Formulind termenul de
rahitism carential, = CrupuueB B.b.(1980) mentioneazd ca este o maladie cauzata de
necorespundrea temporard dintre necesitatile organismului in crestere in calciu si fosfor si
insuficienta sistemelor ce asigura transportarea lor in organsimul copilului.

Printre factorii nutrifionali care pot influienta acretia osoasa la sugar si copilul mic se
includ statutul nutritional al mamei 1n timpul graviditatii, tipul alimentatiei sugarului, continutul
fosforului si calciului in formulele alimentare, excluderea de la sin si initierea alimentatiei
artificiale, precum si dieta copilului mic si a prescolarului [369] Gaudelus J (1986). mentioneaza
ca este absolut necesar de determinat concentratia serica a calciului in toate convulsiile intilnite
la sugari si de exclus in permanentd rahitismul carential. Sublinuindu-se faptul cad rahitismul
carential este o afectiune sistemica a sugarilor si copiilor de virsta frageda, mai multi autori
constata hipodiagnosticarea lui cu subaprecierea unei posibile dominari asupra unuia din organe
sau sisteme, si astfel de simptoame cum ar fi hipotonia, scaderea apetitului, transpiratia,
acutizarea inflamatiei atopice, sunt trecute cu vederea [371] sau sunt apreciate ca afectiuni de
alta natura.

Observatiile clinice referitor la dereglarile apararii antiinfectioase in rahitismul carential
au fost efectuate cu mult inainte de formarea conceptiei contemporane a fiziopatologiei
rahitismului si actiunii metabolitilor vitaminei D. Argumentele principale aduse au fost:
receptivitatea crescutd a sugarilor rahitici la infectiile respiratorii acute, prezenta permanentd a
afectiunilor rahitismale la copiii decedati pe parcursul primului an de viata si micsorarea acestor
indici in cazul efectuarii unei profilaxii specifice ante- si postnatale corecte si cu doze adecvate
de vitamina D.

In Republica Moldova in 1996, conform unui studiu efectuat, cu suportul UNICEF-lui,
asupra unui esantion nereprezentativ al copiilor sub virsta de 2 ani, frecventa rahitismului
confirmata clinic si radiologic era de 21,5%, iar in 35,5% diagnosticul era stabilit clinic sau

radiologic. Aceasta reprezintda un factor de risc important in morbiditatea si mortalitatea
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sugarului. Nu rareori sugarii sunt adusi in spitalele pentru crize convulsive ce se dovedesc a fi
hipocalcemice in cadrul rahitismului evolutiv. In viziunea noastra, cauzele principale ale
mentinerii prevalentei crescute ale rahitismului carential in Republica Moldova sunt:

- aplicarea incorecta sau incompleta a profilaxiei cu vitamina D;

- renuntarea la profilaxia cu vitamina D dupa varsta de 1 an;

- variatiile individuale ale necesitatilor de vitamina D si neadaptarea dozelor profilactice
de vitamina D, fara trecere la doze terapeutice dupa aparitia primelor semne clinice de rahitism;

- frica de supradozare;

- lipsa unui consens la nivel national, cu privire la dozele profilactice ale vitaminei D; -
situatia geografica si zilele putin Insorite pe parcursul intregului an;

- prescrierea frecventd si de lungd duratd, nu de fiecare datd argumentatd, a
fenobarbitalului si a altor anticonvulsivante;

- alimentatia incorectd a copiilor primilor luni de viata (lapte integru de vaci la care se
adauga frecvent faina de gris);

- modul de Infasare a sugarilor;

- acoperirea fetei si extremitatilor sugarilor scosi la plimbare, fapt ce face dificila
fotosinteza dermica a 7 — dehidroholesterolului.

La copiii din Célarasi care au administrat vitamind D trimestrial valorile 25(OH)D erau in
majoritatea cazurilor in limitele normei, iar valorile medii erau comparabile cu cele determinate
la copiii cu profilaxie obisnuitd utilizatd in Republica Moldova (variind de la 700 pina la 1500
Ul/zi de vitamina D). Valorile, de asemenea, erau comparabile cu valorile medii ale 25(OH)D
determinate 1n acelasi laborator la alfi copii ce au primit un aport trimestrial de vitamina D (de
exemplu, 27+12 ng/ml la copiii examinati din Algeria). Nivelul dat era semnificativ mai inalt la
copiii din Ialoveni, ce sugereaza cd copiii au primit doze mai inalte comparativ cu cele
trimestriale, sau au primit concomitent alte medicamente ce contineau vitamina D.

In ultimul timp, in legitura cu criza economica internationali care a afectat si continue si
afecteze paturile cel mai vulnerabile ale societatii, odata cu modificarile esentiale ale modului de
viata a populatiei (hipodinamia, consumul excesiv de alimente rafinate), o atentie deosebita se
acorda continutului de micronutrienti, printre care un rol important il are calciul. Insuficienta
calciului in alimentatie conduce la dezvoltarea diferitor maladii nutritionale, in special pentru
anumite categorii ale populatiei: copii, adolescenti, femei gravide si care alapteaza. Carentele de
calciu suferite in aceasta perioadd, prezintd cauza unor patologii, care se manifestd ulterior,

dintre care cele mai frecvente sunt retardul dezoltérii intrauterine, hiperparatiroidismul matern si
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hipocalcemiile neonatale, convulsiile hipocalcemice la copiii mai mari si adolescenti, rahitismul
calciopenic (Pettifor, 1997), osteoporoza/osteomalacia/osteopenia.

Conform datelor FAO, circa 2 mlrd de oameni de pe globul pamintesc suferd de
malnutritie. Aceasta se referd in special, la tarile in curs de dezvoltare si la cele in tranzitie, asa
cum e Republica Moldova. Totusi, chiar si in tarile cu venituri importante ale populatiei, se
atesta stari carentiale grave. Astfel, in Marea Britanie au fost semnalate la adolescenti deficiente
nutritionale de calciu, fier, vitaminele A, B1, B2, C. Consiliul Superior de Igiend Publica din
Franta constatd, de asemenea, deficiente moderate in mai multe vitamine (B3/a-carotine, E, C,
folati, B1, B6, B2) si minerale (calciu, magneziu, fier iod, zinc, seleniu) [372,373].

In cazul calciului, al cirui rol este primordial in mentinerea sanatatii publice, se constatd
ca 44-45% din barbati si 52-57% din femei se afld in conditiile unor carente moderate (aportul
zilnic este inferior de 80% fatd de aportul nutritional recomandat). In plus, este important de
mentionat, cd o alimentatie sdraca 1n calciu, semnaleaza, in marea majoritate a cazurilor, carente
ale mai multor micronutrienti. Aceasta este una din cauzele, pentru care nu se recomanda
eradicarea carentelor de calciu pe cale medicamentoasa. Astfel, calciul este un indice important
al calitatii alimentatiei [374, 375, 376].

Cauzele principale ale insuficientei calciului in organism sunt urmatoarele: insuficienta
de produse alimentare (malnutritie), influienta compozitiei dietei (calciu, fosfor, proteine),
dereglarea absorbtiei calciului in organism, intoleranta la produsle lactate, factori endocrini,
sexuali, forte mecanice (activitatea fizica, greutatea corporala la nastere si in diferite perioade ale
copildriei), factorul genetic, etc. [377, 378, 379]. Un rol determinant in insuficienta calciului 11
revine asimilarii calciului de catre organism. Dereglarea absorbtiei intestinale, poate fi provocata
de o serie de factori: imbolnaviri gastro-intestinale, inclusiv parazitare, incidenta caror este destul
de inaltda Tn ambele loturi studiate de cétre noi; malabsorbtia primara; malabsorbtie secundara si
insuficientd  digestivd; carenta vitaminei D; insuficienta in dietd; dezechilibrarea
medicamentoasd; legarea calciului (chelarea) cu diferiti componenti ai alimentelor (oxalati,
fitati); reducerea absorbtiei odatd cu imbatrinirea organismului [380, 381]. Insuficienta de

alimente bogate in calciu disponibil, constituie, in majoritatea situatiilor, principala cauza a lipsei

.....

.....

metilceluloza mentioneaza ca ele practic nu influienteaza asupra absorbtiei intestinale a calciului

si fierului [382]. Totusi, analiza calitativd a meniului dietelor copiilor din scoala internat din
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Orhei denota ca fibrele au o pondere importantd in alimentatia zilnica a lor (mazare, fasule,
varzd). In mai multe lucrari a fost studiata a fost studiata influienta fibrelor complexe, sirace in
fitati care provin din diverse legume (morcovi, varza, mazare si fructe), in care n-a fost
constatata influienta acestora asupra bilanturilor substantelor minerale [383, 384].

Alimentele bogate in calciu, dar care confin o cantitate importantd de antinutrienti,
asociati absorbtiei calciului (fitati, taninuri, oxalati s.a.) nu pot, de regula, satisface necesitatile
organismului, nefiind capabile de a fi absorbite si valorificate. Astfel, pe plan mondial, dar si in
Republica Moldova, se atestd un spectru larg de deficiente nutritionale in micronutrienti. Cauzele
acestor carente sunt diverse. In linii generale, conform relatarilor savantului moldovean Natalia
Motruc [401], acestea ar putea fi generalizate prin urmatoarele:”- factori socio-economici, care
determind nivelul de viata al populatiei si care depinde puterea de cumpdrare si varietatea
alimentatiei populatiei; - situatia geopoliticd a teritoriului, eroziunea solului, in general cea
provocata de superexploatare si de ploile acide; - conditiile traditionale de alimentatie, care
determind consumul prioritar de alimente de provienentd vegetald, cu un continut inalt de
antinutrienti capabili de a exercita o competitie asupra site-urilor de absorbtie a micronutrientilor
si de a diminua considerabil acest aport; - aplicarea tehnologiilor moderne de transformare a
materiei prime si a alimentelor, care contribuie la diminuarea continutului de micronutrienti; -
nivelul redus al polulatiei, in privinta alimentatiei rationale si echilibrate; - subestimarea de cétre
factorii de decizie a rolului sanatatii ca factor prioritar in dezvoltarea economica a tarii; - absenta
unui cadru legislativ si a programelor strategice de prevenire si eradicare a maladiilor
nutritionale”.

Studiile din ultimii ani au dovedit cd calitatea alimentatiei contemporane nu satisface pe
deplin necesitatile organismului in crestere in calciu. Conform cercetatorilor americani, doar
25% baieti si 10% de fete intrebuinteaza zilnic cantititi suficiente de calciu [385, 386]. In
Federatia Rusa, aportul diurn al calciului la copii si adolescenti este foarte jos. Astfel, la jumatate
din ei aportul constituie doar 50% din necesitatile fiziologice ale virstei [387].

In cazul cacliului, al cirui rol este primordial in mentinerea sanatatii publice, se constatd ca 44-
45% din barbati si 52-57% din femei se afla in conditiile unor carente moderate (aportul zilnic
este inferior de 80% fatd de aportul nutritional recomandat [384].

“Cu toate ca o varietate largd de alimente, provenind din diferite surse si din diferite
regimuri alimentare, sunt bogate in calciu, biodisponibilitatea sa poate varia considerabil. Mai
multi compusi vegetali printre care fibrele, fitafii, oxalatii si acizii uronici sunt responsabili de o

biodisponibilitate redusa a calciului [380, 388, 389, 401]. Astfel, ingestia unui produs pe baza de
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griu integral poate rezulta la om intr-un bilang{ calcic negativ. Totusi, se mentioneaza, ca
reducerea absorbtiei minerale, provocata de alimentele bogate in fibre poate fi legata mai mult de
fitati” [400, 401]. Griul contine fitati — saruri ale acidului fitic, stratul aleuronic fiind depozitarul
principal (pina la 87%), urmat de germene (pina la 31%) si endosperm (pina la 2%)[400, 401].

Adolescenta este perioada cea mai vulnerabila din punct de vedere al nutrifiei rationale,
luind in consideratie maturizarea, solicitarile fizice si psihice marite. Deficitul pronuntat de
principii nutritive influenteaza negativ capacitatea de munca, reduce fagocitoza, puterea
musculara a copilului si poate provoca chiar stagnarea cresterii si dezvoltarii fizice. Unii autori
[400, 401] considera, ca organismul copilului se adapteaza la subalimentatie prin talie joasa, ceea
ce insemna reducerea ritmului de crestere. Copiii si adolescentii necesitd o cantitate de calciu
mai sporitd decit adultii, deoarece anume in aceastd perioadd se dezvoltd capacitatea
organismului de a absorbi si de a valorifica calciul exogen [393, 394, 395]. In Republica
Moldova, in baza dispozitiei Ministerului sanatatii, in 1991 au fost aprobate normele fiziologice
ale principiilor nutritive care difera in dependenta de virsta si sex. Anterior a fost mentionat ca
persoanele in etate, care in copildrie sau in adolescentd au suferit de carente in calciu, sunt mai
predispusi la osteoporoza [396, 397, 398, 401].

Cu toate acesta, carenta calciului in ratia copiilor este destul de frecventa. Cu virsta (11-
18 ani) deficitul de calciu sporeste din cauza reducerii consumului de lapte, fapt care uneori
contribuie la cresterea frecventei osteoporozei si fracturilor osoase. Jumatate de litru de lapte si
25-30g de cascaval, servite zilnic, acopera necesitatile fiziologice in calciu ale copiilor. O atentie
sporitd necesitd alimentatia copiilor lactazo-intoleranti, la care s-a constatat un nivel mult mai
redus de calciu in ser decit la copiii sanatosi [390, 391]. In studiul nostru, au semnalat ci nu
suporta laptele si produsele lactate 9 copii din Scoala internat din orasul Orhei si 3 dintre cei
spitalizati in spitalul clinic de copii nr. din or. Chisinau.

Estimind statutul nutritional al copiilor institutionalizati pe o perioadd de 12 de zile in
Scoala internat nr.16 din orasul Chisinau, Natalia Motruc [401] raporteaza ca cantitatea medie
zilnicd a calciului in ratia alimentara a elevilor din aceasta institutie era de 66,7mg Ca/zi, ceea ce
constituia 55,14% fatd de norma recomandata. Cu toate ca carenta acestui microelement in ratia
alimentara nictemerala este destul de frecventa, cercetdrile efectuate in regiunile de sud din
Polonia la acest capitol denota ca ratia copiilor de 1-14 ani nu acopera necesitatea nictemerala in
calciu si fosfor cu exceptia elevilor din clasele primare[402].

De mentionat, ca o alimentatie saracd in calciu semnaleazd, in marea majoritate a

cazurilor, carente ale mai multor micronutrienti. Aceasta este una din cauzele, pentru care nu se
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recomanda eradicarea carentelor de calciu pe cale medicamentoasa. Astfel, calciul este un indice
important al calitatii alimentatiei [403, 404]. Rezultatele studiului au scos in evidenta ca aportl
mediu zilnic de P constituie doar 67,51% din necesitati, fiind cauzat in viziunea noastra de
cantitatile considerabil scazute ale produselor lactate din ratia zilnicd alimentard a copiilor.
Cantitatea medie zilnica de fier din rationul alimentar zilnic constituia 87,05%, fapt ce, de rind
cu incidenta inaltd a parazitozelor intestinale, au condus in ansamblu la frecventa mare a
anemiilor feriprive la acesti copii.

alimentare actualmente este considerat ca fiind gresit. Existd multiple si convingatoare dovezi
care demonstreaza faptul ca corectarea deficientei de fier numai prin intermediul dietei este
imposibild, deoarece asimilarea fierului din produsele alimentare este limitatd. Dieta imbogatita
cu produse cu continut majorat de fier nu sporeste asimilarea fierului — organismul uman este
capabil de a Insusi 2,0 . 2,5 mg de fier in 24 ore.

Remediile medicamentoase, insa, pot asigura o rata de asimilare a fierului de 20 de ori
mai mare. In asa mod, dietoterapia nu are semnificatii proprii in terapia anemiilor fierodeficitare
stabilita la acesti copii si in general, insa este apreciatda ca un component auxiliar al
tratamentului. Prin urmare, copiii institugiei date necesitd o suplimentare cu fier medicamentos
intru redresarea situatiei create.

Totusi, dieta echilibrata cantitativ si calitativ este un factor real si esential al profilaxiei
anemiilor sideropenice [405].Organizatia mondiala a sanatatii (OMS) a determinat (1994) starea
patologica ,,insuficienta de Mg” ca maladie, care in clasificarea internationald a maladiilor,
reviziunea a 10 (CIM-10) are codul E 61.3 si deseori carenta lui se intilneste ca diagnostic
concomitent. Conform recomandarilor OMS (2002), nivelul normal al Mg in serul sanguin la
copii este de 0,74-1,15 mmol/l (18-24mg/l). Un nivel de 0,5-0,7 mmol/l (12-16,8mg/1) denota o
insuficientd moderatd de Mg In organism, iar un nivel inferior de 0,5 mmol/l(12mg/l) denota o
insuficienta severa. Cercetarile noastre ne-au permis sd constatdim ca 28 de copii din aceasta
institutie aveau o concentratie serica a Mg inferioard de 0,5 mmol/l (12mg/1). Cu toate ca aportul
Mg in ratia alimentara, spre deosebire de Ca, Fe, si fosfor, este relativ mai buna, totusi, situatia
este la fel de alarmanta. Unii autori [406, 407, 408] au constatat ca deficitul de Mg este prezent
la copiii supusi stresului cronic, la cei care suferda de depresie si autism. Aflandu-se sub
supravegherea noastra mai mult timp, am constatat ca majoritatea copiilor din Scoala internat din
Orhei provin din familii incomplete sau chiar orfani, ori unul/ambii dintre périnti suferda de

alcoolism sau se afla in locurile de detentie, facind parte din categoria celora socialmente
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vulnerabili. Probabil aceste circumstante au jucat un rol decisiv in geneza starilor de
hipomagneziemie, de rind cu alimentatia desechilibrata zilnica. Stresul de orice geneza (fizic,
psihic) creste necesitatea de Mg si genereaza insuficientd intracelulard de magneziu. Aceste
fenomene se induc si se agraveaza reciproc. Starea de stres acut sau cronic conduce la majorarea
adrenalinei i noradrenalinei in singe, care la rindul lor genereaza iesirea Mg2+ intracelular si
pierderea lui cu urina. Studiile au demonstrat ca un aport satisfacator de magneziu influienta
cateholaminelor poate fi atenuata, iar la copii creste astfel rezistenta fatd de stres.Cercetarile lui
P. Suter (1999) au demonstrat ca deficitul de Mg este o conditie necesara pentru declansarea
aterosclerozei cu determinism genetic. In conditii de dietd aterogena, deficitul alimentar de
magneziu este un vector precoce in afectarea scleroticd a vaselor si invers, includerea
preparatelor de Mg conduce la regresarea hipercolesterinemiei. Deficitul de magneziu creste
sensibilitatea organismului la infectii, in special la neuroinfectii, iar socul toxico-bacterian
decurge mai grav, microorganismele generind mai activ B-lactamaza si formeaza rezistenta la
antibioticele din grupul penicilinelor. In starea de deficit de Mg Stafilococul auriu produce
intensiv toxina-1, considerata responsabila de socul toxico-infectios. Totodata, preparatele de
magneziu micsoreazd riscul de neurotoxicitate a gentamicinei §i accentuiaza activitatea
antimicrobiana a penicilinelor naturale, sistemice si sintetice.

Datoritd rolului sdu important in absorbtia calciului, vitamina D ar putea juca un rol
pozitiv in managementul tensiunii arteriale. In plus, s-a stabilit cd un regim alimentar nutritional
care contine cantitdti insuficiente de vitamina D creste tensiunea arteriald prin activarea
sistemului renind-angiotensina-aldosteron, care determind vasoconstrictia, precum si retentia de
sodiu si apa In organism. Alte minerale continute in produsele lactate, cum ar fi magneziul si
potasiul, ar putea reglementa tensiunea arteriald, dar este dificil de evaluat contributia lor
individuala, deoarece ambele elemente nutritive sunt de obicei in alimente bogate in calciu.

Mai multe studii au aratat ca produsele lactate pot preveni pierderea de masa musculara
si forta care apar odata cu virsta. Acest fenomen, numit sarcopenie, ar putea fi prevenit datorita
activitatii fizice si unei diete bogate in produse lactate si vitamina D. Recomandarile sunt facute
de Fundatia Internationald de Osteoporoza si Societatea pe Sarcopenia si Casexie si se bazeaza
pe faptul ca utilizarea regulatd a produselor lactate ar avea un impact pozitiv asupra muschilor,
crescind masa musculard scheletica, imbunatdtind structura osoasa si sporind masa osoasa totala,
inclusiv masa osoasa apendiculara, In acelasi timp, crescind densitatea minerala osoasd, precum

sl masa osoasa trabeculara, crescind forta musculara si capacitatile functionale in general.
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Conform numeroaselor studii efectuate in Republica Moldova in cadrul Institutului de
cercetari stiinfifice Tn domeniul ocrotirii sanatatii mamei si copilului, Centrului National
Stiintifico-practic de Medicind Preventiva, Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie
,Nicolaec Testemitanu” cu suportul UNICEF-lui si savantilor din Franta [409, 410, 411, 412],
deficitul calciului din alimentatie prezintd o problema de sanatate publicd pentru intreaga tara.
Cauzele principale ale acestui fenomen rezida in structura alimentatiei, cauzata de veniturile mici
ale majoritatii populatiei, la care se constatd un consum foarte redus de lapte si al produselor
lactate, predominind alimente de origine vegetald, bogate in antinutrienti [413, 414, 415].
Efectuind un studiu amplu asupra alimentatiei copiilor din famiile originare din Republica
Moldova A. Guttul (2001), mentioneaza ca raportul intre calciu si fosfor trebuie sd fie pentru
copiii de 1-3 ani — 1:1,4, la 10 ani — 1:1,5, la 11-17 ani — 1:2. In realitatea acest raport la copiii
alimentati in familii este pentru virsta de 1-6 ani — 1:2; 11-17 ani (baieti) — 1 :2,7 ; 11-17 ani
(fete)1 :2,3. Raportul intre calciu si magneziu trebuie sa fie de 1 :0,7, in realitate s-a constatat ca
el iera pentru toate virstele de 1 :0,5, cu exceptia baietilor de 11-13 ani, unde raportul iera de
1:0,6. Autorul mentioneaza, ca carenta de calciu se intilneste la toate virstele, fiind mai
pronuntatd la baietii de 11-17 ani (53,3-57,7%). Pentru ratia alimentara a copiilor este
caracteristic §i un anumit deficit de fosfor, cu toate cd el este mai putin exprima(18,9%) in
comparatie cu alte microelemente. In comparatie cu normele fiziologice, insuficienta de fosfor
este caracteristica mai mult pentru fetele de 11-13 ani (37,3%), practic exclusa la copiii de virsta
prescolard(1-6 ani). In dependentd de sezon, cercetitorul constatd ci deficitul de fosfor in ratia
copiilor variaza in limitele putin exprimate — 17,3 si 21,1%, situatia fiind mai agravata in timp de
vara-toamna, cind scade rata produselor animaliere consumate. De luat in consideratie si faptul,
ca sursa principald de calciu pentru organism reprezintd produsele alimentare, valoarea carora
poate fi apreciatd din punct de vedere al confinutului de calciu, pe de o parte si al
o biodisponibilitate inaltd a calciului se Inregistreaza pentru produsele lactate, care se considera o
sursa principala de calciu alimentar. Alte produse de provenientd animaliera (carnea, pestele de
apa dulce, subprodusele) contin calciu 1n cantitdfi nesemnificative. Produsele vegetale se
carecterizeazd prin confinutul de calciu de la moderat pind la nesemnificativ, exceptii fac
leguminoasele si unele verdeturi. Insa biodosponibilitatea calciului din aceste surse este redusa
[416].

Conform datelor statistice de consum alimentar, referitor la cantitatea de lapte si produse

lactate pe cap de locuitor, Moldova se afld chiar mai jos si de cit alte tari din Europa de Est si alte
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tari din lume, cedind doar Japoniei, care acoperd probabil aceste deficiente printr-un consum
inalt de peste de mare si ocean mult mai bogat in vitamina D si calciu decit pestele de apa dulce
consumat la noi in tard, a unei mai mari cantitati de oud pe cap de locuitor si, posibil, ale unor
verdeturi/leguminoase bogate in micro/macronutrienti. Totodatd, produsele lactate aduc si o
incarcatura alcalina, care reduce excretia urinara a calciului de rind cu a sodiului care prin
actiunea sa mareste excretia calciului. Rezultanta acestor efecte inverse constau in cresterea
pierderilor urinare ale calciului. Totusi, acest efect este neglijabil daca tinem cont de cantitatile
enorme de calciu furnizate de catre produsele lactate [ 417].

Michéle Garabedian (2016), in una din publicatiile sale, mentioneaza ca produsele lactate
furnizeaza organismului nu doar cea mai mare cantitate de calciu, ci odatd cu aceasta si alfi
factori care trebuiesc luati neaparat in consideratie gratie beneficiului lor asupra sanatatii osoase
[418]. Autoarea subliniaza ca in lipsa unui consens asupra nivelului de aport de calciu si un aport
insuficient de produse lactate se poate repercuta negativ asupra taliei si cistigului de masd osoasa
in timpul copildriei si al debutului de adolsecenta. Se considera ca produsele lactate, din cauza
cantitafii mare de calciu pe care il contin, contribuie la crestere si la mineralizarea scheletald a
copilului, precum si la mentinerea unui statut osos satisfacator la persoanele adulte si a celora in
virsta. Reiesind din acestea, se recomanda de consumat zilnic cite 2-3 produse lactate cu un aport
de 800 — 1 300 mg de calciu/zi pentru populatia franceza [419, 420] si cea a Statelor Unite ale
Americii [421].

R.P. Heaney, in 2000 publica un articol de sintezd din 139 surse, care demonstreaza in
mod elocvent rolul pozitiv al calciului dietar sub forma de produse lactate asupra statutului osos
la copii si adulti [386]. Totodata, doua alte reviste publicate n anii 2000 si 2005 considera ca nu
existd dovezi stiintifice suficiente pentru a valida recomandarile ce vizeaza aportul produselor
lactate pentru ameliorarea « sdnatatii osoase » a populatiel americane, in special la copii si
adolescenti [422, 423]. Aceste divergente sunt, insd, partial legate de dificultatile de analiza a
diferitor determinante ale mediului inconjurator ce influienteazd masa osoasa. De exemplu, este
greu de facut distinctie dintre efectele proprii produselor lactate (surse majore de calciu) si cele
legate de aportul calcic total, deoarece alte surse de calciu (apa de baut si verdeturile) sunt rar
semnalate si Inregistrate in chestionarele alimentare.

Din cauza aceleiasi greseli ale chestionarului intocmit sau ale grupelor de martori
constituite, este aproape imposibil de apreciat rolul specific jucat de catre diferiti compozanti ai
produselor lactate. Mai mult, componenta diferitor produse lactate variaza in functie de politicele

nationale de imbogatire cu vitamine si saruri minerale. Aceasta din urma, poate constitui sursa de
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divergenta dintre rezultatele obtinute, ale produselor lactate imbogatite sau nu cu vitamina D. In
sfirsit, alte determinante ale mediului inconjurdtor ce ar influienfa masa osoasa, ca de exmplu
greutatea corporala si activitatea fizicd, Tn majoritatea studiilor, s-a tinut rar cont de ele.

Totusi, majoritatea autorilor, mentioneaza ca impactul pozitiv al lactatelor si/sau calciului
asupra statutului osos, este mai pronuntat la subiectii ce au avut un aport calcic spontan slab si
/sau cind necesitatile in calciu ierau mai mari (crestere rapida, talie inaltd, activitate fizica
intensd). Doud studii recente de interventie, randomizate contra placebo, ilustreazd in mod
convingator esenta acestor divergente. Astfel, aportul de calciu (1g/zi) si de vitamina D (400
Ul/zi) pe o duratd de 7 ani, n-a avut decit un efect protector nesemnificativ asupra densitatii
osoase, fara a minimaliza riscul de fracturi la 18.000 femei din SUA cu virsta cuprinsa intre 50 -
79 ani, femeile in cauzd avind un aport spontan de calciu (1148mg/zi) si de vitamina D
(365U1/zi) aproape sau superioare de aporturile recomandate [424]. Din contra, un aport similar
de calciu (1200 mg/zi) si de vitamina D (800 Ul/zi) a permis reducerea cu aproximativ 40%
riscul fracturilor de col femural la 190 femei in virsta institutionalizate din Franta, care au avut
un aport dificitar de calciu i vitamina D, documentat prin existenta unui hiperparatiroidism
secundar [425].

Aceste remarci prealabile, fac ca evoluarea efectelor osoase In termen scurt si lung al
consumului de poduse lactate la copil:

- sa fie dificil disociate de cele ale efectului calciului; - sa se {ind cont de aportul spontan
in calciu si de viteza de crestere a copiilor;

- sd se tind neapdrat cont de aportul in calciu in evaluarea masei minerale osoase sau a
fracturilor pe termen lung la adult si persoanele in virsta.

Produsele lactate sunt pretioase nu doar dupa aportul inalt de calciu, ci si prin faptul ca
aprovizioneaza organismul uman si cu alte elemente ce favorizeaza mineralizarea optima a
scheletului, inclusiv :

- cu fosfati, necesari pentru formarea cristalelor de hidroxi de appatita care se precipitd pe
matricea 0s0asa ;

- cu alte minerale cum ar fi magneziul si zincul;

- cu proteinele care favorizeaza constituirea matricei date si cresterii osoase, pornind via de la
producerea IGF-1,

- cu lactoza care amelioreaza absorbtia intestinala a calciului, incetenind tranzitul bolului

alimentar;
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- cu fosfopeptide provenite din cazeina, care in unele circumstante, favorizeaza absorbtia
intestinald a calciului si proteine bazice (MBP) care par sa joace un rol protector asupra osului,
diminuind in esenta resorbtia osoasa [426];

- cu vitamina D, in caz de imbogatire a lactatelor, care mareste capacitatea de absorbtie a
calciului de catre intestin, avind si influienta directa asupra celulelor osoase.

Studiile transversale nu gasesc decit in mod inconstant o asociere dintre aporturile
spontane in calciu si mineralizarea osoasa la copil si adolescent [427]. Totusi, in 11 din 12 studii
randomizate de aport suplimentar de calciu pe o perioada de 1-4 ani, au demostrat un efect
pozitiv de la 1 la 6% asupra continutului mineral, densitatii minerale sau asupra cresterii osoase,
la nivel de minimum un sit osos la copii si adolescentii cuprinsi intre virsta de la 6 pina la 10 ani
[428]. Din experienta acumulata de catre echipa lui Michéle Garabédian din cadrul INSERM
UNITATEA 561, mai mult de 300 de copii si adolescenti ce locuiau in Franta, 10-30% din ei
consumau mai putin de 800mg/zi de calciu, avind o densitate minerala osoasd a vertebrelor
inferior de -1DS a Z-scorului. Aceasta frecventa se ridica pina la 40% dacd consumul slab de
calciu este insotit de rezerve joase a vitaminei D (concentratii circulante a 25-(OH)D mai joase
de 10 ng/ml). Efectele negative ale deficientei de aport in calciu sau in produse lactate la copii si
adolescenti, par a nu se limita doar la defecul de mineralizare. Un studiu de corelare vine sa
demonstreze relatia pozitiva dintre consumarea de lapte la copii si adolescenti (15-17 ani) si talia
la adult [429]. S-a constatat ca riscul fracturilor la copil este mai mare in perioada de pubertate
[430]. Unele studii au raportat despre existenta unei asociere inverse la fetele tinere in special
dintre numarul fracturi dintr-o parte si a continutului mineral al vertebrelor si oaselor lungi si
lungimei/diametrului acestor oase din alta parte [429, 430].

Rezultatele studiului au scos in evidentd ca aportl mediu zilnic de P constituie doar
67,51% din necesitati, fiind cauzat in viziunea noastra de cantitatile considerabil scazute ale
produselor lactate din ratia zilnica alimentara a copiilor [177].

Cantitatea medie zilnica de fier din rationul alimentar zilnic constituia 87,05%, fapt ce, de
rind cu incidenta Tnaltd a parazitozelor intestinale, au condus in ansamblu la frecventa mare a
de fier prin produse alimentare actualmente este considerat ca fiind gresit. Existd multiple si
convingatoare dovezi care demonstreaza faptul cd corectarea deficientei de fier numai prin
intermediul dietei este imposibild, deoarece asimilarea fierului din produsele alimentare este
limitata. Dieta Tmbogatita cu produse cu continut majorat de fier nu sporeste asimilarea fierului

— organismul uman este capabil de a insusi 2,0 . 2,5 mg de fier in 24 ore.
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Remediile medicamentoase, Tnsa, pot asigura o ratd de asimilare a fierului de 20 de ori
mai mare. In asa mod, dietoterapia nu are semnificatii proprii in terapia anemiilor fierodeficitare
stabilitd la acesti copii si in general, este apreciatd ca un component auxiliar al tratamentului.
Prin urmare, copiii institutiei date necesitd o suplimentare cu fier medicamentos intru redresarea
situatiei create. Totusi, dieta echilibratd cantitativ si calitativ este un factor real si esential al
profilaxiei anemiilor sideropenice.

Efectuarea unor anchete asupra a 206 copii din diferite sectoare din or. Chisindu, ne-a
permis sd constatim ca copiiide virstd scolard in majoritatea cazurilor (95,6%), servesc zilnic
pina la 3 mese, predominind produsele din carne si paste fainoase. Nici un copil nu consuma
zilnic produse lactate iar cantitatea medie de lapte consumat intr-o zi nu depasea 200-250 ml.
Odata cu virsta, aceata cantitate este si mai mica. Astfel, am constatat ca in 62% de cazuri, copiii
ce depaseau virsta de 11 ani,consumau produse lactate mai rar de odata pe saptdmina si nu mai
mult de 200 ml de lapte in zi.

Pentru a concluziona, trebuie de spus ca strategiile de prevenire a carentei vitaminei D
sunt propuse acestor grupuri populationale, tindndu-se cont de imbogdatirea sistematica a
produselor lactate cu vitamina D, cu aport sufficient de calciu si cu biodisponibilitate optima a

-----

cu cel al industriei alimentare din tara si tarile limitrofe.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Concluzii generale

1.

Investigatiile impactului carentei vitaminei D asupra statutului clinico-biologic si genetic In
perioadele de dezvoltare intrauterina si postnatald a copilului, realizate pe doua loturi de
femei gravide (200) si copii (200) din R. Moldova, Franta si Algeria, cu utilizarea metodelor
clinice, fiziologice, biochimice, molecular biologice, au stabilit: nivel seric scazut al
25(0OH)D la circa 27% de femei gravide la nastere, ponderea inalta a rahitismului carential
(15%), hipocalcemiilor neonatale (48%), convulsiilor (23%), anemiilor (30%) si bronsitelor
(26%) la sugarii primului an de viata nesuplimentati cu vitamina D.

Riscul dezvoltarii osteoporozei senile, fiind o maladie cauzata preponderent de insuficienta
vitaminei D, poate fi minimalizat, aplicind profilaxia primara a hipovitaminozei D, incepand
cu perioada antenatala prin suplimentarea femeilor gravide si trimestriala a copiilor
primului an de viata cu o doza de 2,5 mg (100 000 Ul) de Vitamina D3

Impactul deficientei de vitamind D in timpul sarcinii, se manifestd indiferent de conditiile
geografice si climaterice, exteriorizandu-se prin hipocalcemii neonatale si alte dereglari
similare ale metabolismului fosfocalcic.

Deformarile membrelor inferioare si dereglarile metabolismului fosfo-calcic, au loc
preponderent 1n perioada cresterii si mineralizarii osoase intense, ce necesitd 1000 — 1500
Ul/zi, in special, toamna tirzie si iarna.

In cazul exteriorizarii primelor semne ale carentei de vitamina D, in scopul stoparii evolutiei
lor, e necesara administrarea unor doze stoss de 100 000 UI saptdmanal, in total 4 doze, apoi
de trecut la doza profilactica cotidiand sau trimestriala, pind la normalizarea completd a
statutului vitaminei D.

Au fost evidentiate 3 haplotipuri ale promotorului genei VDR, dependente de valorile
pragurilor 25(OH)D si nivelul calciului din dieta: calcemia la indivizii in ADN-ul nuclear al
carora nu a fost identificat Hap 1, se mentine in limitele normei, pe cand la cei la care a fost
depistat 1 sau 2 Hap 1, calciul seric a inregistrat valori scazute.

Polimorfismul genei Klotho n-a manifestat asociere corelativa cu calcemia si valorile
pragului vitaminei D, dar influinteaza benefic procesele de maturizare ale organismului

fetelor in perioada pubertara.
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Impactul polimorfismelor CC ale genei Klotho si polimorfismelor CT+TT ale genei LCT

asupra continutului calciului seric si asupra intolerantei/tolerantei lactozei depinde de nivelul

vitaminei D in singe.

Problema stiintificd solutionatd in cercetare rezida in aprecierea conceptuala complexa a

verigilor patogenetice ale hipocalcemiei si rolul unor gene implicate in structura si fiziologia

tesutului osos, raportate la evaluarea complexa a copiilor in functie de etapele de crestere si

dezvoltare, in vederea optimizarii strategiilor de profilaxie specificd ante- si postnatald a

carentei de vitamina D in baza factorilor genetici, socio-demografici, nutritionali, mediului

ambiant si factorilor endogeni.

Recomandari practice

Pentru valorificarea unui management rational si eficient de conduita al copiilor cu

hipocalcemie emitem cateva recomandari:

1. Profilaxia impactului carentei vitaminei D asupra dezvoltarii intrauterine a fatului si a

nou-nascutului in perioada neonatala precoce.

a)

Pentru corectia eficientd a deficitului de vitamina D la femeile gravide cu risc (nasterile in
lunile martie-iunie, nasterile repetate cu perioada scurta intre ele, neexpunerea suficientd
la soare sau care primesc antituberculoase si anticonvulsivante/antiepileptice s.a.), pentru
ameliorarea indicilor antropometrici ai fatului, profilaxiei dezvoltarii starilor de
hipocalcemie si contributiei mineralizarii optime a tesutului 0s0S la nou-nascuti, se
propune suplimentarea gestantei la termenul de 6 — 7 luni cu o singura doza stoss de
vitamina D a cate 2,5 mg (100 000 Ul) sau cite 400 Ul/zi, permanent, incepand cu

termenul de gestatie de 12 saptamani.

2. Profilaxia dezvoltarii rahitismului carential in perioada postnatala.

a)

b)

Nou-nascutilor si sugarilor ce primesc produse lactate adaptate, imbogatite cu vitamina D
(400 — 600 Ul/litru de lapte), a se administra trimestrial pana la varsta de 12 luni 2- 2,5
mg (80 — 100 000 UI) de vitamina D3.

Copiilor mai mari de varsta de 12 luni, pana la varsta de 2,5 ani, a se administra cate 2 —
2,5 mg de vitamnia D3 trimestrial in lunile de toamna - iarna, prima doza stoss, fiind
administratd in luna noiembrie si ultima doza, in luna februarie sau cate 1000 — 1500

Ul/zi 1n lunile cu ,,r”.
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c)

Copiilor in varsta frageda de copildrie (de la 2 pina la 5 — 6 ani) si adolescentilor, a se
administra o singura doza stoss de 2,5 mg (100 000 UI) la inceputul iernii sau cite 400 —

800 Ul/zi in lunile cu ,,r”’.

3. Profilaxia demineralizarii osoase.

a)

In scopul profilaxiei demineralizirii osoase in perioada de sarcini si copiilor cu
insuficienta a lactazei ce consuma cantitati reduse de lapte/produse lactate (mai putin de
250 ml 1n perioada de sarcina si mai putin de 500 ml in perioada de adolescentd) se
recomanda suplimentarea zilnica cu calciu gluconat sau carbonat a cate 1g la metru patrat

(m?) (m? = 4m+7: m+90 unde m este grautatea corporald in kg).

4. Tratamentul curativ al deficitului/insuficientei vitaminei D in dependenta de valorile

pragurilor serice ale 25(OH)D

a)

b)

d)

In cazul carentei simple/insuficientei vitaminei D (valorile pragului seric al 25(OH)D
fiind egal cu 10 — 30 ng/ml sau 75 — 25 nmol/L) se recomanda o doza stoss de 2,5 mg
(100 000 UI) de vitamina D3, repetata la 1 si 3 luni de interval.

In cazul carentei simple/insuficientei vitaminei D (valorile pragului seric al 25(OH)D
fiind egal cu 10 — 30 ng/ml sau 75 — 25 nmol/L), insotita de hipofosfatemie, se
recomanda o dozd stoss de 2,5 mg (100000 Ul) de vitamina D3 lunar pana la
normalizarea fosfatemiei.

Tratamentul carentei simple/insuficientei vitaminei D (valorile pragului seric al 25(OH)D
fiind < 10ng/ml sau < 25 nmol/L, insotit de hipofosfatemie persistentd), se indicd doza
stoss de 5 mg (200000 Ul) de vitamina Ds/luna pe parcursul a 2 luni, iar daca
hipofosfatemia persista, de continuat cu 2,5mg (100 000 UI) lunar pana la normalizarea
fosfatemiei.

Tratamentul carentei simple/insuficientei vitaminei D (valorile pragului seric al 25(OH)D
fiind < 10ng/ml sau < 25 nmol/L, insotit de hipocalcemie, calciul seric fiind <2 mmol/L),
se recomandi suplimentarea urgentd cu gluconat de calciu a cite 1g/m?), diluat cu solutie
izotonica de glucoza de 5% in raport de 1:4, pana la atingerea nivelului seric al calciului
total de 2 mmol/L, dupa care, se recomanda de continuat administrarea gluconatului de
calciu per os, conform varstei pe parcursul a 24 — 48 ore.

In cazul cand concentratia calciului seric este > 2mmol/L, insotiti de semne radiologice
osoase caracteristice rahitismului carential, se recomanda administrarea a Smg (200 000

Ul) de vitamina D3 per os intr-o singura priza (doza stoss), repetata peste 1 luna, de rand
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f)

9)

cu administrarea gluconatului de calciu a cate 0,5 — 1g/zi in decurs de 15 zile, urmat mai
apoi de tratamentul preventiv al hipovitaminozei D.

In caz de asociere a deficitului vitaminei D cu carenta ferului/folatilor se recomanda
administrarea tardiferonului cite 10mg/kg/zi in decurs de 3 — 4 luni.

Tratamentul carentei simple/insuficientei vitaminei D (nivelul seric al 25(OH)D, fiind
cuprins intre 10 — 30ng/ml sau 75 — 25 nmol/L) la adolescent si persoana adulta, se
recomandd administrarea dozei stoss de 2,5mg (100 000 Ul) de vitamina Ds, fiecare 2

saptamani pe parcursul a 2 luni (in total 4 doze stoss per 0s).

NB: Pentru o corectie rationala §i eficienta a valorilor pragurilor deficitului/carentei

vitaminei D, a se tine cont de faptul ca este necesar de adiministrat 100 Ul/zi de vitamina D3

pentru a avansa nivelul seric al 25(OH)D cu 1 ng/ml.

Valorificarea algoritmului de diagnostic al starilor de hipocalcemie (Anexa 6), in special, a

grupului de risc, ce necesita indiscutabil investigatii genetice:

hipofosfatemia constatata la copiii de varsta frageda;

hipo- sau hipercalcemia de lunga durata si/sau recidivanta «inexplicabila;

dezvoltarea fizica, scheletica nearmonioasa;

hipostatura neconstitutionala;

copilul cu retard in utero;

hipolactozemia;

copiii frecvent bolnavi (mai mult de 5 episoade de IRA pe an);

retard de pubertate;

nedezvoltarea nucleelor de osificare corespunzator varstei biologice;

dentitie patologica,

deformari ale membrelor inferioare si ale coloanei vertebrale;

osteoporoza difuza depistatd radiologic sau la densitometria osoasa;

caz(uri) de rahitism tardiv in familie; caz(uri) de fosfat-diabet la unul sau mai multi
membri ai familiei;

caz(uri) de rahitism pseudocarential in familie;

caz(uri) de rahitism hipofosfatemic autosomal dominant in familie;

fractura spontana de col femural dupa 50 de ani la unul sau mai multi membri ai familiei;
diverse deficiente imune;

bolnavii cu scleroza multipla in familie;

bolnavii de epilepsie;
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— bolnavii de astm bronsic;
— bolnavii cu diabet de tipul I;

— bolnavii de tuberculoza sau alte granulomatoase (sarcoidoza, lepra, pseudotuberculoza).
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ANEXE
Anexa 1. Prevenirea rahitismului carential in Republica Moldova 1998 — 1999

Date la nastere:

Mama — Copil nr.

Numele:

Adresa:

Mediu urban mediu rural
Sexul M F

Data nasterii

Medicamentele primite de gravida in timpul actualei sarcini

Varsta mamei

Gemeni

Casatorita

Divortata

Concubinaj

Rangul in familie (indica diferenta dintre copilul precedent
si actualul copil, si numarul copiilor la momentul dat, din
celula familiala supusa cercetarii)

Termenul nou-nascutului (saptamani)

Greutatea la nastere (kg)

Talia la nastere (cm)

Perimetrul cranian (cm)

Dimensiunile fontanelei mari (anterioare) — lungimea X
latimea (cm x cm)

Dificultati (complicatii) la nastere atat din partea gravidei,
cat si din partea nou-nascutului
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Anexa 2. Observatii asupra copilului de la a 7-a zi de viata pana la varsta de 12 luni

Mama — Copil Nr.

Numele: Adresa:

Varsta (luni) 7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [11 |12
zile | luna | luni | luni | luni | luni | luni | luni | luni | luni | luni | luni | luni

Greutatea (kg)

Talia (cm)

Fontanela anterioara

(cmxcm)

(lungimea x latimea)

Eruptia dentara

Alimentarea la san*

Semne de
intoxicatie*
Agitatie

Vome

Poliurie —polidipsie

Deshidratare

Stagnare in crestere

Semne de carenta*
Tremuraturi

Convulsii afebrile

Convulsii febrile

Laringospasm

Dereglari cardiace

Hipotonie

Craniotabes

Craniostenoza

Bose frontale

Matanii condro-
costale

Deformatii toracice

Bureleti meta-
epifizari

Genu-varum

Genu-valgum

Osalgii

Fracturi pe 0s
patologic

Alte simptome*
Anemie

Hepato-
splenomegalie

Diaree

Gastroenterita

Helminitiaza*
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Bronsiolita

Bronsita

Altele**

Tratamentul primit
vitamina D**

Calciu**

Fenobarbital**

Alte**

Biologie
calcemie (mmol/I)

25(0OH)D (ng/ml)

* notati cu x daca semnul este prezent.
** notati cu x si descrieti In detalii patologia si tratamentul (tip, doza, frecventa, durata) pe verso

al acestui chestionar.
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Anexa 3. Prezentarea schematica a derulirii primei etape a studiului

Termenul de Primul an de viata
gestatie a sarcini
6 7 Nasterea 7zi 3lund 6lund 9luna 121luna

Maternitatea 1 (100 femei)

Supraveghere clinica X X X X X X
Prelevare de sange pentru

dozarea:

Calcemiei X X X
25(0OH)D X X X
Prescriptia vitaminei D (100,000 UT)

Sublotul 1 X X X X X X
(50 femei)

Sublotul 2 X e
(50 femei)

Maternitatea 2 (100 femei)

Supraveghere clinica X X X X X X
Prelevare de sange pentru

Calcemiei X X
25(0OH)D X

Prescriptia vitaminei D (100.000 UT)

Sublotul 1 X X X X X
(50 femei)

Sublotul 2

(50 femei) e profilaxie habituald -------------
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Anexa 4. Studiu asupra starilor de carenta a vitaminei D la copii si adolescenti

Data de examinare a copilului

Numarul chestionarului

Numele
Prenumele
Sexul
F M
Data nasterii Luna Anul
Adresa:
Talia cm
Greutatea kg grame
Greutatea la nagtere kg talia la nastere cm termenul la
nastere saptamani
Nr Parametrii evoluati Rezultatul (+ sau -)
d/o Cu remarca ce se impune
1 ACUZELE IN MOMENTUL EXAMINARII
1.1 Convulsii
1.2. Osalgii
1.3. Dureri in oasele bazinului
14. Dureri la coloana vertebrald
1.5. Crampe musculare
1.6. Nevrozitate
1.7. Fatigabilitate
1.8. Transpitatie abundentd
1.9 Somn superficial

1.10. Nu se poate concentra

1.11. Inapetenta

1.12. Dureri abdominale

1.13. Greturi

1.14. Carie dentara

2. Semne de viroza respiratorie la moment
3. Semne de diaree la moment

4. Boli de piele

4.1. Dermatita alergica
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4.2.

Dermatita atopica

4.3. Psoriazis
4.4, Vitiligo
4.5. Fotodermatoza
4.6. Neurodermita
4.7. Sindromul Raynauld
4.8. Scabie
5.0 Alte (a specifica)
6. Boli cronice ale aparatului digestiv
6.1. Boala ulceroasa a stomacului
6.2. Boala ulceroasa a duodenului
6.3. Bulbita eroziva
6.4. Gastritd erozuiva
6.5. Gastroduodenita cronica
6.6. Holepatie
6.7. Hepatita cronica
6.8 Pancreatita cronica
6.9. Sindrom de malabsorbtie, a specifica mai jos, daca
prezinta, in special :
6.9.1Celiachie
6.9.2 Intoleranta disaharidazica
6.9.2Intoleranta lactazica
7.0. Alergie alimentara (a specifica la ce produs/e)
8. Boli cronice renale (a specifica):
9. Tratament anticonvulsivant (a indica preparatul, doza
pentru 24 ore si durata in zile):
1. Fenobarbital
2. Finlepsin
3. Carbamazepin
4. Difenin
5. Altele(a specifica)
10. Tratament cu corticosteroizi (a specifica doza de 24 ore,
durata n zile si denumirea preparatului)
1.
2.
11. Vitaminoterapie(a specifica cele care contin vitamina D,
durata, doza, denumirea):
1.
2.
3.
12. Nivelul hemoglobinei (Hb) :
1. g/l
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Anexa 5. Studiu clinic asupra depistarii intolerantei la lactoza la copii si adolescenti

Data de examinare a copilului
Numarul chestionarului

Numele
Prenumele
Sexul
F M
Virsta
Adresa:
Nr Parametrii evoluati Rezultatul (+ sau -)
d/o Cu remarca ce se impune
1 Dureri abdominale/crampe abdominale
1.1 Odata in luna
1.2. Recidivante
1.3. Zilnic
1.4. Odata in saptamina
1.5. Odata in luna
1.6. Matinale /nocturne (m sau n prescurtat)
1.7. Postprandiale
1.8. Dupa consumul de laptre neprocesat
1.9. Dupa consumul de produse lactate, inclusiv biscuiti cu lapte,
ciocolata cu lapte, smintina, cascaval
2. Diaree
2.1. 1 episod in an
2.2. 2-3 episoade/an
2.3. 4-5 episoade/an
2.4, Imediat dupa consumul de lapte
2.5. Imediat dupa consumul de produse lactate
3. Vome
3.1. Dupa consumul de lapte
3.2. Dupa consumul de produse lactate
3.3. Nelegate de consumul de lapte
4. Flotulenta
4.1. Dupa consumul de lapte
4.2. Dupa consumul de produse lactate
5. Anamneza personala
5.1. Alergoze respiratorii
5.2. Urticarii recidivante
5.3. Careva interventii chirurgicale la intestin
6. Anamneza familiala
6.1. Intoleranta laptelui/produselor lactate la mama
6.2. Intoleranta laptelui/produselor lactate la tata
6.3. Intoleranta laptelui/produselor lactate la frati/surori
6.4. Intoleranta laptelui/produselor lactate la bunici
6.5. Intoleranta laptelui/produselor lactate la alte rude (de
specificat)
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Anexa 6. Algoritmul de diagnostic al hipocalcemieli

Hipocalcemia Tratament imediat
Ca £ 2,2 (2,15) mmol/l sau Ca++ 1,20 mmol/l Ca 1,8 mmol/I: perfuzie de calciu, 25-OHD per os sau 1,25-OH-D per os
[Magneziemia normal] Ca = 1,8 mmol/l: calciu per os, 25-OHD per os sau 1,25-0H-D per os

Nou nascut £ 3 luni Sugar, copil

Aport insuficient Aport normal
de calciu de calciu Nou nascut dela
mama cu diabet
zzhaat Calcemia, fosfatemia, fosfataza alcalina, creatinina, hormonul paratiroidian, 25-OHD,
Ca urinei/creatinina urinei, radiografia méni
- - - Bilantul matern : ,—l
Nivel scazut Nivel ﬂf{"“é' Nivel scazut Nivel normal Calcemia,fosfatemia,fosfatazele alaline,creatinina,hormonul paratiroidian,25-0HD,Ca
al Vitaminei D | | @l Vitaminei D | |l Vitaminei D | | al Vitaminei D | | urinei/creatinina urinei;
Bilantul nou-nascutului Ca | fosf.alc ¢ Ca ur./Creat ur. < 0,3 Caratsvibsing D
Calcemia,fosfatemia fosfataza alcaling, creatinina hormonul paratiroidian,25-OHD, 25-0H-D | PTH normal sau ®
Ca urinei/creatinina urineiradiografia cuitei toracice
ANONSREIR (| ot bt VR |
do Casan anifestarile polimorfismului = - -
S Patologia materna P?t°|°g'|a nou Ca | fosf.alc t Ca ur./Creat ur. < 0,3 S|-ndromul Di George,
Carenta vit.D nasautului 25-OH-D normal, —— Hipoparatiriodismele
Hipercalcemia PTH | genetice (ereditare)
Tratament
antanticonvulsvant
Ca | fosf.alc t Ca ur./Creat ur. < 0,3 X ; .
GG: GAet AA: 25-0H-D normal, ——Mutatie activatorie a Ca SR|
hipocalcemie normocalcemie FTH
Ca |, fodfataza Ca |, fodfataza Ca | , fosfataza
alcaling 1 Ga ur,/Creat ur.< 1|  |alcaling ¢ Caur./Qeat ur. < 1| [alcaling 1 Ca ur./Creat ur. < 1
25-0H-D 25-0H-D | ZS-OHI'D ' Ca | fosf.alc t Ca ur./Creat ur. < 0,3
i bl s £ 25-OH-D nomal sau |, —1 Pseudohipoparatiroidism
PTHtt?t
Hipoparatiroidism Ca | fosf.alc | Ca ur./Creat ur. < 0,3
Sindromul Di George, ] . 25-0OH-D normal sau | - 5
Hipoparatiriodismele Carenta Mutatje activatorie a PTH 1 rezistenta la Rahitism pseudocarentjal
ereditare vitaminei D CaSR Tratamentul cu vitamina D
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Anexa 7. Acte de implementare

APROB

Director IMSP IM si C ~
" Sergiu Gladun /%/é

/

ACT DE IMPLEMENTARE

. Denumirea propunerii de implementare: “Aspecte clinico-biologice si genetice In

patologenia carentei Vitaminei D in perioadele pre si postnatald de dezvoltare a
copilului ”

De cine a fost propusa: Conferentiar universitar Voloc Alexandru

Unde a fost implementata: Departamenul Pediatrie IMSP IM si C

Anul implementarii: 2016

Rezultatele metodei: temele ce vizeaza cercetarile tezei referitor la

aspectele clinico-biologice si genetice in patologenia carentei Vitaminei D in
dezvoltarea copilului

Implementarea este recomandata de a fi aplicata in procesul curativ al sectiilor
pediatrice a IMSP IM si C

Sef Departament Pediatrie

MY,
Doctor habilitat in medicina / ///jZ[ / [na Palii
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MINISTERE DE LA SANTE REPUBLIQUE GABONAISE
ET DE LA POPULATION Union - Travail - Justice

KRRk ddkdk kR Rk kn

SECRETARIAT GENERAL

Tk dek ke dededededede

DIRECTION REGIONAL DE LA SANTE SUD-EST

ek e dede dede v dede e de ek ok

DIRECTION GENERAL DU CENTRE HOSPITALIER REGIONAL

AMISSA BONGO DE FRANCEVILLE

Fededededehdededededekkdod ok

DIRECTION ADMINISTRATIVE ET FINANCIERE

Fededededekk ok dokkddkoddedekk

DIRECTION MEDICALE

% de v e e e e e

1. Sujet proposé : « CAT DEVANT UNE HIPOCALCEMIE NEONATALE »

2. Proposé par : Dr. Alexandru Chiril VOLOC, maitre de conférence, médecins :
Aimé VEMBA, anéstesiste- réanimateur, KANGUNZA Délphen,médecin généraliste,
NADU Achille, médecin généraliste, AVOUNE Evelyne, médecin généraliste

3. Le service ou on a proposé I'implementation du sujet : service de néonatologie
du Centre Hopsitalier Régional Amissa BONGO de Franceville, Gabon

4. L’age d’implementation du sujet : 2014, 2015 et 2016

5. La source d’information : Aicardi J — The medical management of neonatal and
infantile seizures and febrile seizures. In : Porter R, Morselli PL (eds) :The
epilepsies, p.206-226, Buttenworthis, London 1985. Brown JK, Minns RA- Epilepsy
in neonates. In : Tyrer JH (ed). The treatment of epilepsy, p. 161-202, MTP Press,
Lancaster, England, 1980. Plouin P — Benign neonatal convulsions, In : Wasterlain
CG, Vert P (eds) : Neonatal seizures, p.51-59. Raven Press, New York, 1990.

6. Les resultats obtenues : Les médecins ont appris a mieux gérér les syndromes
convulsifs néonataux.

7. L’efficacité de I'implementation : le protocole elabré et distribué au sein du dit
service, presente une CAT claire et facile a realiser.

Directeur des afaires médicales (DAM){ OFFOBO Sylvien
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MINISTERE DE LA SANTE ET LA PREVOYANCE SOCIALE

DIRECTION REGIONALE DE LA SANTE
CENTRE-EST (OGOOUE-LOLO)

Centre Hospitalier Régional

Paul MOUKAMBI de Koula-Moutou

DIRECTION GENERALE

——eesemme—ceen——-

DIRECTION MEDICALE

“APROUVE”
Général DU CHR PAUL MOUKAMBI
Nestor David ANGOUE-NKOGHE

1. Sujet proposé : « Conduite a tenir (CAT) devant une hypocalcémie néonatale » et
« CAT devant une spasmophylie ».

2. Proposé par : Dr. Alexandru Chiril VOLOC, maitre de conférence.

3. Le service ou on a proposé Pimplementation du sujet : service de pédiatrie et de
néonatologie du Centre Hopsitalier Régional Paul Moukambi de Koula-Moutou.

4. L’age d’implementation du sujet : 2016

5. La source d’information :
Aicardi J — The medical management of neonatal and infantile seizures and febrile seizures. In : Porter R,
Morselli PL (eds) :The epilepsies, P-206-226, Buttenworthis, London 1985. Brown JK, Minns RA- Epilepsy in
neonates. In : Tyrer JH (ed). The treatment of epilepsy, p. 161-202, MTP Press, Lancaster, England, 1980.
Plouin P — Benign neonatal convulsions, In : Wasterlain CG, Vert P (eds) : Neonatal seizures, p.51-59. Raven
Press, New York, 1990. A. Voloc. Aspecte clinico-biologice si genetice in patogenia carentei de vitamina D in
perioadele pre- si postnatala de dezvoltare a copilului. Monografie. Iasi, Rominia, 2016. A Voloc. Protocole de
prise en charge de la spasmophylie. CHU de Libreville 2016, 27 p.
Neonatal seizures. In : Dam M, Gram L (eds) : Comprehensive epileptology, Raven Press, New York,
1991.Popescu V, Radut-Stefanescu. Convulsiile Neonatale.In : Valeriu Popescu. Algoritm diagnostic si
terapeutic in pediatrie. ISBN 973-98167-4-6 Bucuresti. Editura Medicala AMALTEA, 1999,

6. Les résultats obtenus : Les praticiens et le personnel soignant on apris & mieux gérér
les syndromes convulsifs néonataux et la spasmophylie.

7. L'efficacité de Pimplementation : le protocole élaboré et distribué au sein du dit
service, présente une CAT claire et facile & réaliser.

Fait a Koula — Moutou, le 04 Novembre 2016

Directeur
des Afaires Médica

Dr. EDOU ALLO’O A

\\ * . 4 9
X o

N *Oula " MO\‘\Q\\
B.P.03 Koula-Moutou TéL. : 65 50 15 - Fax :
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MBOUMBA TCHIBAULT ANAELLE _

Coordinatrice Régionale

ACTE D'IMPLEMENTATION

Sujet proposé : « L'algorithme de la prise en charge d'une hypocalcémie
chez le grand enfant et I'adolescent ».

Proposé par : Dr. Alexandru Chiril VOLOC, maitre de conférence.

Lieu et Service concerné : Centre hospitalier universitaire d'Angondjé, service de
pédiatrie et de consultation externe

Période d'implémentation du sujet : 2016

Les Références : Ross A. C., Manson J, E,, Abrams S, A, et al. The 2011 report on dietary reference
intakes for calcium and vitamin D from the Institute of Medicine: what clinicians need to know. In: J Clin
Endocrinol Metab, 2011, vol. 96(1). p. 53-58. Voloc A. Aspecte clinico-biologice §i genetice in patogenia
carentei de vitamina D in perioadele pre- si postnatald de dezvoltare a copilului. Tasi, Rominia: editura
Alfa, 2015. 243p. ISBN: 978-606-540-141-9. Uusi-Rasi K. ,Kirkkdinen M.U., Lamberg-Allardt C.
J.Calcium intake in health maintenance - a systematic review. In: Food Nutr Res, 2013, vol. §, p. 16-57.
Ross, A. C., Manson, J. E., Abrams, S. A. et al. The 2011 report on dietary reference intakes for calcium
and vitamin D from the Institute of Medicine: What clinicians need to know. In: J. Clin. Endogcrinol, Metab,
2011, vol. 96, p. 53-58. Okonofua F., Menon R., Houlder S., et al. Calcium, vitamin D and parathyroid
hormone relationships in pregnant Caucasian and Asian women and their neonates. In: Ann Clin Biochem,
1987, vol. 24, p. 22-28. Pate]l M. B., Makepeace A, E., Jameson K. A, et al. Weight in infancy and adult
calcium absorption as determinants of bone mineral density in adult men: the Hertfordshire cohort study.
In: Calcic Tissue Int, 2012, vol. 91(6), p. 416-422, Devlin M. J., Bouxsein M. L. Influence of pre- and
peri-natal nutrition on skeletal acquisition and maintenance. In: Bone, 2012, vol. 50(2), p. 444-451.

Les resultats obtenus : Les praticiens et le personnel soignant ont appris & mieux
gérer les grands enfants avec I'hypocalcémie.

L'efficacité de 'implementation : le protocole élaboré et distribué au sein des
services, présente une conduite claire et facile a réaliser.

Directrice de la Formation/Superviseur de projets

VAMED GABON S.A.S

e SERET vERENA,

B 3951/ Tek +241 01773763

e Ji,
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MBOUMBA TCHIBAULT ANAELLE

Coordinatrice Régionale

ACTE D'IMPLEMENTATION

. Sujet proposé : « La prise en charge d'un enfant avec I'intolerance au

lactose ».

Proposé par : Dr. Alexandru Chiril VOLOC, maitre de conférence.

Lieu et Service concerné : Centre Hospitalier Universitaire de Libreville, service
de pédiatrie

Période d'implémentation du sujet : 2015

Les References: Mathews SB, Waud JP, Roberts AG, Campbell A K. Systemic lactose
intolerance: a new perspective on an old problem. Postgrad Med J, 2005; 81: 167-73. Stallow L.
M. Genetics of lactase persistence and lactose intolerance. Annual Rev Genet, 2003; 37: 197-219.
Burger J, Kirchner M, Bramanti B, Haak W, Thomas MG. Absence of the lactase persistence-
associated allele in early Neolithic Europeans. Proc Natl Acad Sci U S A, 2007; 104: 3736-41.
Alexandru Voloc et al. Genetic study of lactose intolerance in children and adolescents in the
Republic of Moldova: A cohort study. in: Revista de stiinfe ale sinatatii. 2015. Vol.5. p. 62-70. Bailey
RK, Fileti CP, Keith J, Tropez-Sims S, Price W, Allison-Ottey SD. Lactose intolerance and
health disparities among African Americans and Hispanic Americans: an updated consensus
statement. J Natl Med Assoc, 2013; 105: 112-27. Zaitlin, Paige MS, RD; Dwyer, Johanna DSc,
RD: Gleason, Gary R, PhD. Mistaken beliefs and the facts about milk and dairy foods. Nutrition
Today, 2013; 48: 135-43. Heyman MB. Lactose intolerance in infants, children and adolescents.
Pediatrics, 2006; 118: 1279-86.

Les resultats obtenus : Les praticiens et le personnel soignant ont appris & mieux
gérer les enfants avec cette pathologie.

Lefficacité de 'implementation : le protocole élaboré et distribué au sein des
services, presente une conduite claire et facile a réaliser.

Directrice de la For

DIVISION SERVICES
CentreVilelmmeuble Panoramique 4eme Eage

100118 <241 01773749
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1.

2
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o

Coordinatrice Régionale VAMED

ACTE D'IMPLEMENTATION

Sujet proposé : « La prise en charge d’'un enfant avec du rachitisme

carentiel »,
Proposé par : Dr, Alexandru Chiril VOLOC, maitre de conférence.
Lieu et Service concerné : Centre hospitalier universitaire D’'OWENDO, service

de consgultation externe

Période d'implémentation du sujet : 2015, 2016

Les Références: Garabédian, M. La vitamine D: les nouvelles fonctions d'une ancienne vitamine: Les
vitamines liposolubles. in Congrés’ Conférence intemnationale du tournesol ~ Nol5. 2000, Toulouse, FRANCE.
Voloc A cu coautorii. Aspecte clinico-biologice §i genetice in patogenia carentei de vitamina D in pericadele pre- §i
postnatali de dezvoltare a copilului. lasi, Rominia: editura Alfa, 2015, 243p. ISBN: 978-606-540-141-9. Ababii L.,
Voloc A., Morosanu L., Maniuc M., Voloc A. A. Afectiunile respiratorii acute la copil. Chigindu: Tipografia Centrald.
2010. 172p. ISBN 978-9975-78-859-5, Voloc A., Turea V., Garabedian M., Morosanu L. et al. Dezvoltarea copilului §i
conduita in maladiile nutritionale. Chisindu:Tipografin Centrald. 2007.312p. ISBN 978-9975-923-95-8. Maltsev S.V.,
Arkhipova N. N, Shakirova E. M. Vitamin D, calcium and phosphate in healthy children and in pathology. Kazan,
2012, p. 120. Rajah J., Thandrayen K., Pettifor J.M., et al.Clinical practice: diagnostic approach to the rachitic child. In:
Eur ) Pediatr, 2011, vol, 170(9), p. 1089-1096, Paterson C. R., Vitamin D deficiency: a dingnosis often missed. In: Br )
Hosp Med (Lond), 2011, vol. 72(8), p. 456-458, Paterson C. R, Vitamin D deficiency and fractures in childhood. In:
Pediatrics, 2011, vol. 127(5), p. 973-974. Moon R. J, Crozier S. R, Dennison E. M. et al.Tracking of 25-
hydroxyvitamin D status during pregnancy: the importance of vitamin D supplementation. In: Am J Clin Nutr, 2015,
vol. 102, p. 1081-1087. Harvey N.C, Holroyd C., Ntani G. et al. Vitamin D supplementation in pregnancy: a systematic
review. In: Health Technol Assess, 2014, vol. 18, p. 1-190.Spirichev V. B. On the biological effects of vitamin D, In:
Pediatriya, 2011, vol. 9X6), p. 113-119.Rizzoli R. ¢t al, Maximizing bone mineral mass gain during growth for the
prevention of fractures in the adolescents and the elderly. In: Bone, 2010, vol, 46(2), p. 294-305. Bilinski K, Boyages
S. Evidence of overtesting for vitamin D in Australia: an analysis of 4.5 years of Medicare Benefits Schedule (MBS).
In: BMJ Open, 2013, vol. 3(6). Elder C.J.; Bishop NJ. Rickets. In: Lance, 2014, vol. 383, p. 1665-1676.

Les resultats obtenus : Les praticiens et le personnel soignant ont appris a4 mieux
gérer les enfants avec le rachitisme carentiel.

Iefficacité de Pimplementation : le protocole élaboré et distribué au sein du
service, presente une conduite claire et facile a réaliser.

Directrice de la Formation/Superviseur de projets

VAMED GABON S.A.S

212



DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERI|

Subsemnatul, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar, urmeaza
sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Voloc Alexandru

Semnatura

Data
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Date personale
Nume, Prenume

Data, luna, anul nasterii
Locul nasterii

Studii universitare
1971 - 1977

Studii postuniversitare
1977-1978

1983-1985

1996-1997

1997

2005

Activitatea profesionala
2013 —prezent

2010 - 2013
2008 — 2009
2004 — 2008

CV AL AUTORULUI

Voloc Alexandru

27 noiembrie 1953
Republica Moldova, raionul Falesti, s. Navirnet

Institutul de Stat de Medicina, facultatea de pediatrie,
Chisinau

Internatura la specialitatea de Pediatrie, SCMC nr.1,
Chisindu

Secundariatul clinic special cu Insusirea limbii franceze,
farmacopeii franceze si medicinii tropicale, Institutul de
perfectionare a medicilor, Kiev, Ucraina

Studii postuniversitare la distanta, “Rezolvarea
problemelor de sdnatate publica”, Centrul international al
copilului, Paris, Franta

Studii postuniversitare “Solutionarea problemelor
materno-infantile de sandtate publica, Centrul international
al familiei si copilului, Paris, Franta

Programul SABIT al Guvernului SUA “ Gestionarea
spitalelor”, Washington, DC, SUA

Coordonator Regional de pregatire a cadrelor medicale
spitalicesti

VAMED und service (Regiunea Africii Ecuatoriale).
Proiectul: “FORMATION”: Propus pentru decorarea cu
medalia de bronz pentru rezultatele obtinute.

Director de clinica, Centrul Regional Spitalicesc din
FCV/KLM Ogooue, Gabon.

Coordonator de lupta contra epidemiei Chikungunya-
Dengue “Equipe Interpays” Africa Centrald. Mentionat cu
Diploma de onoare. Membru al Echipei cadru al DRS.

Medic pediatru/neonatolog. Centrul Regional Spitalicesc,
Saurimo, Angola

Director Medical, Presedinte al Consiliului Medical, medic
pediatru in sectia de pediatrie generald, Spitalul Clinic
Municipal pentru Copii nr.1, Chisindu, Moldova
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2004 — 2008

2001 — 2004

1997 — 2001

1991-1997

1990-1991

1989-1990

1986-1989

1985-1986

1983-1985

1980-1983

1978-1980

Educatie si instruire
1971-1977

Conferentiar universitar. Catedra de pediatrie- Semiologie
si puericultura, Universitatea de stat de medicina si
farmacie ,,N. Testemitanu”

Medic — pediatru Sectia de reumatologie a Institutului de
cercetari stiintifice in domeniul ocrotirii sdnatatii mamei si
copilului, Chisindu, Moldova

Pediatrul principal al Ministerului sandtatii al Republicii
Moldova;

Medic-pediatru, sectia de pediatrie, Institutul de cercetari
stiintifice in domeniul ocrotirii sanatatii mamei si copilului,
Chisinau, Moldova

Conferentiar universitar la Catedra de pediatrie a USMF
“Nicolae Testemitanu”

Medic-pediatru, ordinator clinic superior. Sectia de
pediatrie, Institutul Mamei si Copilului, Chisinau,
Republica Moldova

Medic — pediatru cu abilitati in gastrologie

Sectia de gastrologie a Institutului de Cercetari Stiintifice
in Domeniul Ocrotirii Sanatatii Mamei si Copilului,
Chisindu, Republica Moldova.

Medic — pediatru

Sectia de gastrologie a Institutului de Cercetari Stiintifice
in Domeniul Ocrotirii Sanatatii Mamei si Copilului,
Chisindu, Republica Moldova.

Medic — pediatru

Sectia de pediatrie si neonatologie, inclusiv cea de copii
orfani a Spitalului Civil din Tiaret, Republica Democrata
Algeriana

Medic — neonatolog

Sectia de neonatologie a Institutului de Cercetari Stiintifice
in Domeniul Ocrotirii Sanatatii Mamei si Copilului,
Chisindu, Republica Moldova.

Medic — pediatru. Cadru superior de rezerva a Ministerului
Sanatatii al URSS pentru a fi angajat peste hotarele tarii in
calitate de specialist in pediatrie si neonatologie.

Catedra de Pediatrie nr.1 a Institutului de perfectionare a
medicilor. Spitalul clinic specializat nr.14 Kiev, Ucraina

Medic — pediatru in sectia de pediatrie
Spitalul Raional Central or. Donduseni, Moldova

Medic pediatru de sector. Spital raional central s. Tirnova,
raionul Donduseni, medic neurolog pentru maturi (0.5
salariu)

Diploma de Medic Pediatru. Facultatea de Pediatrie.
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07-09-1998

06-07-2005 — 04-08-2005

19-06-2002 — 21-06-2002

18-01-1999 — 20-01-1999

29-11-1999 — 04-12-1999

26-10-1998 — 06-11-1998

26-06-1998

19-05-1998 — 22-05-1998

20-11-1996 — 14-01-1997
09-04-1997 — 09-05-1997

1996 — 1997
04-1996 — 12-1996

Afilieri si activitate internationala
1997 - 2005

Institutul de Stat de medicind, Chisinau, Moldova

Diploma de Doctor in Stiinte Medicale. Specialitatea
Pediatrie. Institutului de Cercetari Stiintifice in Domeniul
Ocrotirii Sanatatii Mamei si Copilului, Chisinau, Moldova.
Certificat in Gestiunea spitalelor. Catedra de sanatate
publica a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu” din orasul Chisindu Republica
Moldova

Curs de instruire continua in cadrul Saptamanii a XXVII a
Medicinii Balcanice. Universitatea de Stat de Medicina si
Farmacie “Nicolae Testemitanu” Chisindu, Moldova

Curs de instruire Tn domeniul managementului rational
farmaceutic. Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu” Chisindu, Moldova

Instruire continud in domeniul epidemiologiei nutritionale,
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae
Testemitanu” Chisinau, Moldova

Training international in Conduita integrald a maladiilor
infantile. Alma-Ata, Kazahstan, organizat de OMS Biroul
Regional European

Instruire continua in conduita clinica a maladiilor diareice
si infectiilor respiratorii acute la copil. Organizat de OMS
Biroul Regional European in or. Criuleni, Moldova

Atelier de lucru si instruire in domeniul imunizarii.
Ministerul Sanatatii din Kirgizstan, or. Biskek

Instruire continud In gastroenterologie si nutritia
pediatrica. Spitalul Robert Debré, Paris, Franta

Curs international in domeniul sdnatdtii mamei si copilului.
Centrul International al Copilului si Familiei, Paris, Franta
Instruire continua la distantd in domeniul solutionarii

problemelor de sanatate a Mamei si Copilului. Centrul
International al Copilului s1 Familiei Paris, Franta

Membrul Comitetului international al metabolismului
fosfocalcic si al vitaminei D, Paris, Franta;

Colaborare indelungata cu UNICEEF pe diferite proiecte de
studiu la nivel national (traducdtor, anchetator, coordonator
national, coordonator stiintific) ;

In colaborare cu AFPA humanitaire din Franta si
Specialistii principali din Moldova, a fost elaborat si editat
ghidul « Protocoale de urgenta in pediatrie»;
Presedinte/Vice-presedinte al echipelor de experti ai
Centrului National de Evaluare si Acreditare a Institutiilor
Medicale de Stat si Private din Republica Moldova;

Am colaborat cu ONG ,,Médecins Sans Frontiéres
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Cunoasterea limbilor

Belgique” asupra elaborarii unui Proiect de conduita a
bolnavilor psihici la nivel de ambulatoriu, fiind selectat in
calitate de coordonator national al proiectului (proiectul nu
a fost implementat din lipsa de finante suficiente pentru
realizarea lui la nivel de tard);

In colaborare cu savantii din Franta, am elaborat, promovat
si implementat Programul national de lupta contra
maladiilor iod deficitare;

In calitate de pediatru principal al Ministerului sanatatii,
am elaborat si implementat Programul national de
alimentatie al copiilor de toate varstele in baza carui am
obtinut de la Comitetul european de ajutor umanitar 2 min
euro si implementat pe parcursul a mai multor ani in
comun cu ONG “Pharmaciens sans frontieres. Commité
International” , programul de alimentare a copiilor cu
diferite stari de malnutritie;

In calitate de director medical, am elaborat, promovat si
implementat programul de reabilitare medicala a copiilor
din orfelinatul pentru fete cu deficiente mentale si fizice
din or. Hancesti. Ca rezultat, in institutia data s-a redus
considerabil mortalitatea, s-a ameliorat calitatea vietii
fetelor, iar institutia dupa reconstructia efectuata cu
ajutorul Guvernului Irlandez, serveste exemplu pentru toata
tara privind standardele de viata, intretinere si reabilitare
medicala;

Pe parcursul a mai multor ani am fost responsabilizat la
nivel de minister al sanatatii sa elaborez strategii de scadere
a mortalitatii infantile, infanto-juvenile si a copiilor de
toate varstele;

Pe parcursul a 5 ani am fost membru al Comitetului de
adoptie nationald si internationald a copiilor orfani al
Guvernului Republicii Moldova;

In colaborare cu UNICEF, pe parcursul a 6 ani, in calitate
de presedinte, am implementat Proiectul de luptd contra
maladiilor respiratorii acute si al bolilor diareice la copii
recomandat de citre OMS.

Romana — materna, rusa, franceza — fluent, engleza,
portugheza — notiuni de baza
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