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Resumo 

 

 

Lopes LSG. O papel dos hormônios entéricos GLP-2 e serotonina no 

metabolismo ósseo de mulheres pós-menopausadas portadoras de Diabetes 

Mellitus tipo 2 tese. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo; 2014. 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica associada a danos, 

disfunção e insuficiência de diversos órgãos, sendo a fragilidade óssea 

apontada por estudos recentes como também associada ao DM. Os 

mecanismos que justificam o maior risco de fraturas em diabéticos tipo 2 não 

são bem compreendidos. A influência do trato gastrointestinal e seus 

hormônios no remodelamento ósseo tem sido comprovada em animais e em 

indivíduos sadios, sendo o Glucagon-like peptide-2 (GLP-2) e a serotonina 

hormônios com produção intestinal estimulada pela ingestão de nutrientes, 

existindo algumas evidências de que os mesmos têm efeitos no metabolismo 

ósseo. O presente estudo comparou a dinâmica dos marcadores ósseos, da 

serotonina e do GLP-2 em resposta à refeição mista em mulheres pós-

menopausadas diabéticas em relação a controles não diabéticas. Foram 

incluídas 43 mulheres pós-menopausadas com densidade mineral óssea 

(DMO) reduzida, 23 com diabetes (grupo DM) e 20 controles (grupo CO). 

Depois do jejum de 12 horas, essas mulheres foram submetidas ao teste de 

refeição padrão, e as amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 

30, 60, 120 e 180 minutos para a dosagem de telopeptídeo C-terminal do 

colágeno tipo I sérico (CTX), osteocalcina (OC), GLP-2 e serotonina. O 

grupo DM apresentou maior índice de massa corporal, bem como maior 

densidade mineral óssea (DMO) de colo de fêmur e quadril. Nos tempos 

basais as mulheres diabéticas apresentaram concentrações plasmáticas de 

LH e FSH, bem como dos marcadores ósseos osteocalcina e CTX menores 

que no grupo CO. Em resposta a refeição padrão houve, em ambos os 



grupos, diminuição na concentração do CTX e da osteocalcina, e aumento 

na de GLP-2, sem alteração significativa da serotonina. A resposta do CTX à 

refeição foi menor no grupo DM, e a da serotonina maior no grupo CO em 

um único tempo do teste. Em relação a OC e ao GLP-2, não houve diferença 

entre os grupos avaliados ao longo do teste de refeição. As mulheres 

diabéticas tipo 2 tiveram maior DMO de fêmur. Além disso, os resultados 

sugerem que o remodelamento ósseo das mulheres diabéticas está alterado, 

com os marcadores ósseos reduzidos. A influência da ingestão de nutrientes 

na reabsorção óssea também foi alterada pela DM, não se reconhecendo 

nesse estudo qualquer papel do GLP-2 ou da serotonina na alteração do 

metabolismo ósseo em mulheres diabéticas tipo 2. 

DESCRITORES: Osso, Diabetes Mellitus tipo 2, Trato gastrointestinal, 

Alimentação, Peptídeo 2 semelhante ao glucagon, Serotonina. 

 

 

 

 

 



Summary 

 

 

Lopes LSG. The role of enteric hormones GLP-2 and serotonina on bone 

metabolism in postmenopausal women with type 2 diabetes thesis. São 

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2014. 

Type 2 diabetes mellitus is metabolic disease associated with long-term 

damage, dysfunction, and failure of various organs; recent studies indicate 

that diabetes itself is associated with bone fragility. The mechanisms 

underlying the increased fracture risk in type 2 diabetes are not well 

understood. The influence of the gastrointestinal tract and its hormones in 

bone remodeling has been demonstrated in animals and in healthy subjects. 

Glucagon-like peptide-2 (GLP-2) and serotonin are enteric hormones 

stimulated by nutrient intake, and there is some evidence that these 

hormones could have some effects on bone metabolism. We studied the 

dynamics of bone markers, serotonin and GLP- 2 in response to a mixed 

meal in diabetic postmenopausal women, in comparison with nondiabetic 

controls. 43 post-menopausal women with reduced bone mineral density 

(BMD) were enrolled, 23 with diabetes (DM group) and 20 normal control 

(CO group). After an overnight fast (12h), subjects were submitted to a 

standard meal test. Blood samples were drawn for C-terminal crosslinked 

telopeptide (CTX), osteocalcin (OC), GLP-2 and serotonin at 0, 30, 60, 120 

and 180 minutes. The DM group had higher body mass index, and higher 

BMD of the femoral neck and hip. The basal values of of LH and FSH as well 

as the bone markers osteocalcin and CTX were lower in the DM group than 

in the CO group. After the standard meal test, there was a decrease in the 

concentration of CTX and osteocalcin, and an increase in GLP-2 in both 

groups. No changes in concentrations of serotonin were observed over the 

test meal. The response of the CTX meal was lower in the DM group, and the 

serotonin concentration was greater in the CO group in a single test time. In 



relation to e OC and GLP-2, there were no differences among the groups 

throughout the test meal. Type 2 diabetic women had higher bone mineral 

density (BMD) in the femur. Furthermore, the results suggest that the bone 

remodeling of diabetic women is altered, with their biochemical bone markers 

reduced. The influence of nutrient intake on bone resorption was also altered 

by DM, but in this study we could not recognize the role of GLP- 2 and 

serotonin in influencing the bone metabolism in type 2 diabetic. 

DESCRIPTORS: Bone, Type 2 diabetes, Gastrointestinal tract, Food, 

Glucagon-like peptide 2, Serotonin 
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1.1 Osteoporose e Diabetes Mellitus 

A osteoporose é uma doença osteometabólica comum, além de ser 

a principal causa de fratura por fragilidade esquelética (1). Clinicamente, a 

fratura por fragilidade pode ser definida como a resultante de um trauma 

mínimo, ou mesmo aquela sem nenhum trauma identificável pelo indivíduo 

(2). A osteoporose causa anualmente no mundo mais de 8,9 milhões de 

fraturas, das quais 4,5 milhões ocorrem nas Américas e Europa (3). 

A incidência de fraturas de fêmur em populações ocidentais 

aumentou ao longo da segunda metade do último século. Alguns fatores 

ambientais como o sedentarismo, a insuficiência de vitamina D e o aumento 

na sobrevida dos idosos são apontados como contribuintes, embora não 

completamente compreendidos. Estudos comparativos das fraturas dos 

demais sítios nos diferentes continentes ao longo dos anos são escassos, 

não se reconhecendo nenhum padrão temporal (4). 

O estudo BRAZOS (Brazilian Osteoporosis Study) foi o único 

levantamento epidemiológico brasileiro de abrangência nacional abordando 

fraturas osteoporóticas. Numa amostra de 2.420 indivíduos com idade 

superior a 40 anos e representativa das cinco regiões do país, a prevalência 

de fratura por fragilidade foi de 15,1% em mulheres, e de 12,8% em homens 

(5).  
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Este estudo também mostrou que, além de idade avançada, 

sedentarismo, história familiar de fratura de fêmur, tabagismo, quedas 

recorrentes e pior qualidade de vida, o diabetes mellitus (DM) também foi 

uma condição associada a fraturas por fragilidade (5). 

Vários outros estudos identificaram uma associação entre diabetes e 

risco de fratura (6), sendo os estudos mais numerosos, e os resultados mais 

consistentes para fratura de fêmur (7). A meta-análise de Janghorbani e 

colaboradores ressaltou que essa associação foi mais forte para portadores 

de DM1 (Diabetes mellitus tipo 1) em relação aos diabéticos tipo 2 (7). O 

estudo Roterdã demonstrou que portadores de DM2 (Diabetes mellitus tipo 

2) tiveram maior risco de fraturas não vertebrais em relação aos pacientes 

com diagnóstico de intolerância à glicose e aos indivíduos normais (8).  

O tempo de diagnóstico da doença e o controle glicêmico dos 

diabéticos parecem ser fatores importantes para o aumento do seu risco de 

fraturas (9, 10). Um tempo maior do que 5 anos de diagnóstico, bem como 

concentrações de hemoglobina glicada superiores a 7,5% foram associados 

a maior risco de fratura em importantes estudos populacionais que 

compararam portadores de DM a indivíduos normais (9, 10).  

Em relação às fraturas vertebrais, não há consenso quanto ao risco 

aumentado em diabéticos: há estudos mostrando relação entre diabetes e 

fraturas vertebrais (11), enquanto outros não encontram associação 

estatisticamente significante entre DM2 e fraturas em outros sítios que não o 

quadril (7). 
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Esse aumento do risco de fraturas em indivíduos diabéticos tipo 2 

não pode ser explicado pela sua densidade mineral óssea (DMO). O estudo 

Roterdã incluiu mais de 700 diabéticos tipo 2 e relatou DMO aumentada 

nesses indivíduos nos sítios colo de fêmur e coluna vertebral, sendo esse 

aumento de DMO, após ajuste estatístico, independente de: idade, gênero, 

índice de massa corporal, tabagismo, uso de diuréticos de alça ou tiazídicos, 

risco de quedas e dificuldade na marcha (8).  

A meta-análise de Ma e colaboradores reforçou os achados do 

estudo Roterdã, tendo mostrado que a DMO foi aumentada em cerca de 25 

a 50% em diabéticos tipo 2 comparados com controles saudáveis nos sítios 

colo femoral, quadril e coluna vertebral, mas não no antebraço. Comparando 

ainda esses diabéticos tipo 2 entre si, faixa etária jovem, sexo masculino, 

maior índice de massa corporal e, surpreendentemente, maiores dosagens 

de hemoglobina glicada (HbA1c) foram associados a maior DMO (12).  

No entanto, deve-se ressaltar que o achado de DMO aumentada em 

diabéticos tipo 2, apesar de preponderante, não é consensual. Majima et al 

descreveram DMO de rádio, mas não de coluna lombar e de colo de fêmur, 

menor em pessoas com DM2 do que em indivíduos saudáveis. Outro dado 

interessante nessa amostra de diabéticos foi a descrição da relação inversa 

existente entre DMO média e controle glicêmico medido pela HbA1c (13). 

Os resultados discrepantes da literatura no que se refere a DMO em 

indivíduos diabéticos tipo 2 podem ser explicados pela falta de uniformidade 

dos sítios analisados, além de diferenças clínicas como IMC e grau de 
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resistência insulínica, sendo a influência de fatores como a presença de 

complicações relacionadas a DM na DMO descrita por alguns autores(14). 

A resistência à insulina, que é muito variável entre pessoas com 

DM2, é descrita por Arikan e colaboradores como uma variável inversamente 

correlacionada com a DMO. Esse estudo compara a DMO entre dois grupos 

de pacientes diabéticos tipo 2 com diferentes graus de resistência insulínica 

estimada pelo HOMA – IR (resistência insulínica avaliada pelo “homeostasis 

model assessment index”), pareados para idade e IMC, e seus autores 

concluem que a resistência insulínica aumentada foi associada a um efeito 

negativo sobre a DMO em portadores de DM2 (15). 

As alterações de massa óssea detectadas na densitometria 

observadas em pacientes com DM2 podem não refletir o risco de fratura a 

que estão sujeitos. Trabalho canadense recente realizado a partir de um 

grande banco de dados evidencia que o modelo FRAX* subestima o risco de 

fraturas maiores e de quadril nos diabéticos, uma vez que a presença de DM 

foi um preditor independente de fraturas em relação às demais variáveis 

clínicas incluídas no modelo. Discute-se portanto que o DM deva ser incluído 

nas variáveis clínicas da FRAX, e que a DMO seja um marcador com valor 

preditivo de fraturas diferente em diabéticos tipo 2 quando comparado com 

indivíduos saudáveis, pois a ocorrência de fraturas é aumentada nesta 

população independente da DMO (16).  

																																																													
* Instrumento de avaliação do risco de fraturas de um indivíduo utilizado pela Organização 
Mundial da Saúde (OMS) a partir de características clínicas	
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Algumas condições com efeitos negativos no metabolismo ósseo de 

portadores de DM2 podem ser citadas, dentre elas o uso de alguns 

medicamentos com ações adversas no esqueleto, podendo assim contribuir 

para o aumento do risco de fraturas em diabéticos (17). Alguns estudos 

clínicos demonstram, por exemplo, um aumento na incidência de fraturas 

periféricas em mulheres pós-menopausadas com DM2 na vigência de 

tratamento com glitazonas (18), embora isso não tenha sido confirmado por 

resultados de ensaio clínico recente com o uso de pioglitazona (19). Os 

inibidores seletivos da recaptação da serotonina, empregados no tratamento 

dos transtornos depressivos, mais comuns em diabéticos que na população 

geral, também podem estar associados à perda óssea (17, 20). 

Outro fator possivelmente implicado neste aumento do risco de 

fraturas inclui o maior risco de quedas em diabéticos, explicado pela 

presença de complicações crônicas como retinopatia e neuropatia 

diabéticas, bem como pela ocorrência de hipoglicemias (17). 

Alterações hormonais associadas a condições como síndrome 

metabólica e DM2 têm repercussões negativas na integridade óssea. Entre 

elas a diminuição das concentrações séricas de IGF-1 (insulin-like growth 

factor-1) e, em homens diabéticos, de testosterona (21), além do 

hiperparatireoidismo secundário à insuficiência renal e a deficiência de 

vitamina D. A composição corporal, incluindo as ações da leptina e 

adiponectina (22), também possivelmente influencia a remodelação óssea em 

diabéticos (17). 
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Como a resistência óssea é determinada: pela DMO, por 

propriedades estruturais ósseas e pela qualidade óssea, sugere-se que 

alterações nestes dois últimos fatores expliquem a maior propensão dos 

diabéticos tipo 2 à ocorrência de fraturas (23, 24). 

O papel das células mesenquimais pluripotentes na qualidade óssea 

pode ser importante para a compreensão do aumento do risco de fraturas 

em indivíduos diabéticos. Essas células podem se diferenciar em adipócitos, 

osteócitos, condrócitos, miócitos e células neuronais, e estudo recente 

demonstrou que, quando submetidas à hiperglicemia crônica, as células 

mesenquimais pluripotentes de diabéticos tipo 2 evoluem para senescência 

e apoptose mais frequentemente se comparadas com a de controles 

saudáveis, além de apresentarem uma maior predileção para a 

diferenciação em adipócitos, reduzindo assim o seu potencial de 

diferenciação osteogênica e condrogênica. Portanto, a inadequada função 

dessas células em portadores de DM2 pode sugerir que o tecido ósseo 

submetido a fraturas tem seu mecanismo de microrreparo defeituoso, o que 

merece esclarecimento em estudos adicionais (25). 

A qualidade do osso pode ser alterada em diabéticos pela ação dos 

AGEs (Advanced glycation endproducts) (23), que contribuem para o 

surgimento de várias complicações crônicas do diabetes (26). No tecido 

ósseo, sugere-se que os AGEs se ligam às fibras de colágeno e induzem a 

maior ocorrência das ligações cruzadas não enzimáticas, alterando assim a 

função e estrutura do colágeno (24, 27). Uma vez que boa parte da estrutura 

da matriz óssea é composta por fibras de colágeno, a alteração dessa 
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proteína pode ser um importante fator na fragilidade óssea dos portadores 

de DM (23).  

Concentração urinária elevada de pentosidina, um dos AGEs 

conhecidos, tem sido apontada como um preditor de fraturas vertebrais (28) e 

também de fraturas em todos os sítios (27) em indivíduos idosos diabéticos, 

independente da DMO ou de qualquer outro fator de risco (27, 28). 

Além de anormalidades nas células mesenquimais e na estrutura do 

colágeno, existem evidências de que a remodelação óssea é alterada em 

diabéticos. Os dados de marcadores de turnover ósseo em diabéticos são 

conflitantes. Alguns autores demonstraram medidas séricas de marcadores 

de formação óssea menores em mulheres diabéticas pós-menopausadas 

comparadas com controles não diabéticas (29), enquanto outros relataram 

valores séricos menores apenas nos marcadores de reabsorção óssea (30). 

Outro grupo também publicou resultados mostrando medidas diminuídas de 

osteocalcina e NTX (N-telopeptide fragments of collagen type 1), portanto, 

de formação e reabsorção óssea respectivamente (31). 

É questionável ainda se existe e qual a magnitude da influência da 

melhora do controle glicêmico sobre a saúde do osso em diabéticos. Um 

estudo demonstrou que a melhora do controle glicêmico após três semanas 

de intensificação do tratamento em diabéticos tipo 2 em uso de 

antidiabéticos orais diminuiu o turnover ósseo, medido pelos marcadores 

deoxipiridinolina urinária, CTX (C-telopeptide fragments of collagen type 1), 

urinário e fosfatase alcalina óssea sérica (32). 
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1.2 Interação entre o metabolismo ósseo e o energético 

Por outro lado, há muitas evidências de que o metabolismo ósseo e 

energético se influenciam mutuamente através de vários mediadores 

estudados em modelos de animais (33), sendo a influência do metabolismo 

energético e seu papel na fragilidade óssea desconhecidos e pouco 

explorados em humanos. 

A leptina, hormônio secretado pelos adipócitos, é um desses 

mediadores do sistema de co-dependência entre o metabolismo ósseo e 

energético. Sua ação no núcleo arqueado promove diminuição do apetite e 

do gasto energético. Esse hormônio também age no sistema nervoso 

simpático, no neurotransmissor CART (Cocaine Amphetamine Regulated 

Transcript), na Neuromedina U e na serotonina, influenciando por meio 

dessas vias o metabolismo ósseo, diminuindo tanto a formação quanto a 

reabsorção ósseas (33). 

Outro elemento de ligação entre a remodelação óssea e o 

metabolismo energético é a osteocalcina (34). É uma proteína sintetizada 

pelos osteoblastos, ocorrendo, após a sua síntese, modificações pós-

translacionais caracterizadas pela excisão de um pré-propeptideo e a 

carboxilação de três resíduos de ácido glutâmico presentes em sua 

molécula. Essa carboxilação explica a grande afinidade da osteocalcina pela 

hidroxiapatita presente na matriz óssea (33-35). 

O processo de descarboxilação da osteocalcina, por outro lado, é 

estimulado pelos osteoclastos, e resulta na liberação da osteocalcina 

subcarboxilada, que pode ter nenhum ou até dois resíduos carboxilados, e 
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que anteriormente estava ligada à matriz óssea. A osteocalcina 

subcarboxilada parece ser a forma ativa do ponto-de-vista metabólico, pois 

experimentos em ratos demonstram que ela exerce efeito direto sobre as 

células beta, estimulando a produção de insulina, bem como efeito indireto 

na sensibilização à insulina a partir da ação nos adipócitos, estimulando a 

produção de adiponectina (34, 36).  

A figura abaixo ilustra esse sistema de co-dependência entre o 

metabolismo ósseo e o energético (33, 34), cuja ligação pode ser explicada 

pelas ações da insulina e da leptina sobre a osteocalcina e suas formas. A 

insulina estimula a produção de osteocalcina pelos osteoblastos e favorece a 

predominância da sua forma subcarboxilada, que é a forma ativa sobre o 

metabolismo energético e glicêmico. Por outro lado, a leptina secretada 

pelos adipócitos, age no sistema nervoso central inibindo a produção de 

serotonina e aumentando o tônus simpático, causando assim uma regulação 

negativa na reabsorção óssea, e consequentemente facilitando o predomínio 

da forma carboxilada, que é a fração dita inativa que se liga fortemente à 

hidroxiapatita da matriz óssea (34). 
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1.3 Efeito da alimentação sobre o metabolismo ósseo 

O metabolismo energético também exerce uma influência em termos 

no metabolismo ósseo observada pelo efeito agudo da alimentação no 

processo de remodelação óssea. A variação diurna dos marcadores de 

reabsorção óssea é bem reconhecida, ocorrendo uma queda nas suas 

concentrações durante o dia e aumento no período noturno, sendo a 

alimentação um fator reconhecido como um dos grandes contribuintes para 

esse fenômeno (37, 38). A ingestão de refeições mistas, ou mesmo isoladas de 

glicose, proteína ou gordura em indivíduos normais diminuiu a reabsorção 

óssea agudamente, sendo essa diminuição iniciada poucos minutos após a 

ingestão e demonstrada pelas concentrações séricas e urinárias do CTX (37, 

39). 

O efeito da ingestão de nutrientes na formação óssea não é 

consenso na literatura, existindo alguns autores que descrevem que não há 

influência (40), e outros que relatam que os marcadores de formação óssea 

também apresentam um padrão de diminuição diurna de suas 

concentrações, embora essa magnitude de variação seja menor do que a 

dos marcadores de reabsorção óssea (41). 

A hiperinsulinemia pós-prandial, outro fator presente após a ingestão 

de nutrientes, não explica a supressão aguda dos marcadores do turnover 

ósseo como demonstrado por estudo de clamp euglicêmico e hipoglicêmico 

hiperinsulinêmicos (42).  

Chailurkit e colaboradores estudaram o efeito da ingestão de 75 

gramas de glicose oral na reabsorção óssea de mulheres pós-
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menopausadas com diferentes graus de tolerância à glicose e mostraram 

que a glicose oral suprimiu as medidas subsequentes de CTX sérico, sendo 

que esse efeito encontra-se atenuado nas mulheres com diagnóstico de 

DM2 (43). 

A administração de glicose parenteral não produz supressão da 

reabsorção óssea, sugerindo que a resposta aguda dos marcadores de 

reabsorção óssea possivelmente esteja relacionada aos hormônios entéricos 

(43). Outro elemento que fortalece o papel dos hormônios entéricos é o fato 

de que a administração de octreotide, um análogo de longa ação da 

somatostatina e potente inibidor das secreções dos peptídeos 

gastrintestinais e pancreáticos, abole por completo a supressão da 

reabsorção óssea normalmente induzida pela glicose ingerida e aumenta as 

concentrações séricas do hormônio paratireoidiano (PTH) (39). 

 

1.4 Hormônios entéricos 

Os hormônios entéricos com ação incretínica são liberados após 

ingestão oral de glicose, ou mesmo sob estímulo por refeição, e aumentam a 

secreção de insulina. Pertencem à mesma família de peptídeos com 

estrutura semelhante ao glucagon, sendo todos derivados do processamento 

da proteína proglucagon realizado pela enzima convertase do prohormônio 

(PC) de forma tecido-específica. Os mais estudados pela sua potência 

incretínica são o GIP (“Gastric Inhibitory Polypeptide”) e o GLP-1 

(“Glucagon-like Peptide 1”) (44).  
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Em indivíduos sadios, esse efeito incretínico é responsável por cerca 

de 70% da secreção pós-prandial insulínica (45), embora esse valor exato 

esteja sujeito à influência dos muitos fatores que influenciam o complexo 

eixo êntero-insular responsável pela resposta fisiológica de secreção 

insulínica aos alimentos ingeridos (44).  

O GIP é produzido pelas células K localizadas principalmente na 

porção mais proximal do intestino em resposta à ingestão de carboidratos e 

gorduras. Na sua forma não degradada é um importante hormônio com 

efeito incretínico, tendo uma ação aditiva com o GLP-1 (45).  

Os efeitos do GIP são menos conhecidos do que os do GLP-1. Ele 

não promove, ao contrário do GLP-1, retardo no esvaziamento gástrico e 

supressão na secreção de glucagon. Existem receptores para o GIP no 

sistema nervoso central, tecido adiposo e osso, embora essas ações tenham 

importância pouco conhecida do ponto-de-vista clínico (45).  

O GLP-1 é um hormônio liberado em resposta a sinais hormonais e 

neurais, sendo sintetizado principalmente pelas células L intestinais 

presentes predominantemente no jejuno distal, íleo e cólon. Sua ação 

biológica é limitada pela meia-vida de cerca de 2 minutos, sendo mais de 

50% da quantidade secretada degradada antes mesmo da chegada à 

circulação plasmática. Tem importante ação no metabolismo de carboidratos 

na medida em que regula, através de um sistema dependente de glicose, a 

secreção e a biossíntese de insulina, além de uma atuação, bem 

demonstrada em estudos “in vitro”, na proliferação e neogênese de células 

beta pancreáticas (45).  
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Existem receptores de GLP-1 localizados em outros sítios além do 

pancreático, tendo sido demonstradas algumas ações benéficas no sistema 

cardiovascular em situações de injúria isquêmica, alterações na 

contratilidade miocárdica, além de ações antiapoptóticas nos neurônios, 

indução de natriurese e modulação no eixo hipotálamo-hipofisário (45).  

 

1.4.1 GLP-2 

O GLP-2 (“Glucagon-like Peptide 2”) é outro hormônio entérico 

também produzido principalmente pelas células enteroendócrinas tipo L 

presentes no íleo distal e cólon, sendo co-secretado com o GLP-1. Esse 

hormônio é produzido em resposta aos mesmos estímulos nutricionais, 

hormonais e neurais que ocorrem associados a ingestão de carboidratos e 

lipídios, sendo o efeito das proteínas de pouca importância (46).  

A porção biologicamente ativa do GLP-2 (GLP-21-33), assim como a 

do GLP-1, sofre inativação quase completa pela enzima DPP IV (“protease 

dipeptidil peptidase IV”), sendo o composto resultante o GLP-22-33. A DPP IV 

tem sua ação enzimática preferencial sobre o GLP-1 em relação ao GLP-2. 

A meia-vida do GLP-2 é de 7 minutos, sendo sua principal ação fisiológica o 

trofismo sobre a mucosa intestinal, promovendo seu crescimento e 

melhorando sua função absortiva (46, 47). O GLP-2 diminui a secreção de 

ácido gástrico, inibe o esvaziamento gástrico e aumenta o fluxo sanguíneo 

intestinal (48). 
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Essa ação trófica intestinal foi inicialmente testada em ratos com 

síndrome do intestino curto, resultando em ganho de peso considerável (49). 

Atualmente o uso terapêutico do análogo do GLP-2, a Teduglutida, que é 

resistente a DPP IV, tem sido ampliado para outras doenças intestinais 

inflamatórias em humanos, incluindo enterite induzida por antiinflamatórios 

não-esteroidais, mucosite secundária a quimioterápicos e doenças 

inflamatórias intestinais, como doença de Crohn e colite ulcerativa (46).  

A importância de um fator produzido pelo cólon, possivelmente o 

GLP-2, sobre a reabsorção óssea foi inicialmente demonstrada ao se 

observar que indivíduos com síndrome do intestino curto colectomizados 

tinham menor resposta do CTX a uma refeição mista quando comparados 

com outros com esta síndrome sem colectomia ou com controles normais: 

isso implicava a ação de um fator colônico sobre este marcador de 

reabsorção óssea. Os mesmos autores mostraram mudança nos 

marcadores ósseos após administração parenteral de GLP-2 (50, 51). 

A injeção subcutânea de GLP-2 em mulheres pós-menopausadas e 

sadias, bem como em pacientes com a Síndrome do intestino curto, 

promoveu redução das concentrações de CTX sérico e urinário, tanto após 

dose única noturna, quanto após uso prolongado, apontando assim o GLP-2 

como sendo esse fator intestinal relacionado à inibição pós-prandial da 

reabsorção óssea (48, 52, 53).  

Todos esses dados apontam para o papel do GLP-2 como um dos 

fatores hormonais relacionado à ação da alimentação no metabolismo 

ósseo, especialmente na diminuição da reabsorção óssea. As prováveis 
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explicações para a ação do GLP-2 sobre o processo de remodelação óssea 

incluem ações diretas sobre os osteoclastos, alterações nas vias de 

sinalização entre osteoblastos e osteoclastos, ou mesmo a indução de 

síntese de fatores de crescimento ou de diferenciação que inibem a função 

reabsortiva dos osteoclastos (40). Estudo recente lista o GLP-2 como uma 

das drogas que diminui a reabsorção óssea através de modificações dos 

subtipos de osteoclastos predominantes e de sua atividade, não ocorrendo 

aumento no seu número (54). 

 

1.4.2 Serotonina  

Outro elemento cuja influência sobre o metabolismo ósseo tem sido 

debatida mais recentemente é a serotonina, sendo ela, assim como o GLP-

2, um hormônio entérico. Sua síntese se processa em alguns passos, sendo 

o triptofano (TP) a substância inicial que, sob a ação da enzima triptofano-

hidroxilase (Tph), se transforma em 5-HTP (5-Hidroxi-Triptofano), sendo esta 

etapa a limitante e mais importante para a síntese de serotonina. Existem 

duas isoformas enzimáticas Tph1 e Tph2, presentes respectivamente no 

intestino e no SNC. Outras reações ocorrem, culminando com a produção da 

substância final 5-HT, que é a serotonina (55).  

A serotonina é um neurotransmissor monoaminérgico sintetizado 

nos neurônios serotoninérgicos do Sistema Nervoso Central (SNC). O seu 

papel nos transtornos afetivos e depressivos é bem compreendido, além de 

sua influência em funções cognitivas como memória, humor e sono (55). 
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O controle neuronal da fisiologia óssea é uma área de interesse 

recente, pois o tecido ósseo é inervado por neurônios simpáticos e 

sensoriais. A síntese neuronal da serotonina é negativamente controlada 

pela leptina, que atua na diminuição da expressão da Tph2 nessas células. 

Por mecanismos indiretos e ainda pouco conhecidos, a serotonina produzida 

no SNC parece atuar estimulando a remodelação óssea, tanto formação 

quanto reabsorção (56). 

Cerca de 95% da serotonina periférica é sintetizada e armazenada 

nas células enterocromafins das criptas presentes principalmente no 

duodeno, sob estímulo após as refeições efetuado pela acetilcolina, 

estimulação simpática, aumento da pressão intraluminal e diminuição do pH 

do trato gastrintestinal (TGI). Essa substância produzida no intestino é 

liberada para a circulação, sendo rapidamente captada pelas plaquetas por 

dois transportadores de membrana identificados: 5-HTT e SERT 

(transportador de serotonina), sendo estocada nas plaquetas na forma de 

grânulos densos, o que constitui a quase totalidade da serotonina circulante. 

A serotonina produzida perifericamente não cruza a barreira 

hematoencefálica por ter sua molécula carregada positivamente, tornando 

esses dois compartimentos independentes do ponto-de-vista funcional (55). 

A serotonina é metabolizada pela enzima MAO (Monoamina 

Oxidase) por uma reação de deaminação oxidativa, transformando-se em 5-

HIAA (“5-Hidroxiindol Acetic Acid”), processo que ocorre preferencialmente 

no fígado. Quando a via hepática de metabolização da serotonina não 
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ocorre, essa substância é então metabolizada no endotélio dos capilares 

pulmonares (55). 

A presença ubíqua de receptores da serotonina em seres humanos 

permite inferir seu papel em vários sistemas fisiológicos. Pelo menos 7 

famílias de receptores 5-HT já foram identificados com muitos subtipos. 

Estes receptores são acoplados à proteína G, tendo quase sempre como 

segundo mensageiro o monofosfato de adenosina cíclico (55). 

No TGI, a serotonina tem importante papel na secreção intestinal e 

na sua peristalse. Nas plaquetas, atua na agregação plaquetária, e no 

sistema cardiovascular, regula a contração da musculatura lisa. Evidências 

existem para o seu papel no crescimento e diferenciação celular e 

desenvolvimento (55). 

A serotonina tem ação sobre o metabolismo da glicose. Poucas 

evidências anteriores sugeriam que a serotonina tinha um efeito 

hiperglicemiante. No entanto, trabalhos mais atuais apontam essa 

substância como um agente hipoglicemiante, sendo o mecanismo exato 

ainda desconhecido. Alguns estudos explicam esse fenômeno pela 

expressão de receptores de serotonina do tipo 5-HT2A na musculatura 

esquelética de animais e humanos, cuja ativação resultaria em um aumento 

da captação de glicose. A insulina parece não mediar esse efeito (55).  

Evidências da presença de receptores de serotonina em 

osteoblastos, osteócitos e fibroblastos, além de estudos moleculares 

mostrando que a serotonina pode estimular um aumento da atividade da 
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fosfatase alcalina mediada por PTH (Hormônio da paratireóide) em clones 

de osteoblastos, contribuíram para o início da compreensão das ações da 

serotonina no metabolismo ósseo (55). 

O gene chamado Lrp5 (Low-density lipoprotein receptor-related 

protein 5) passou a ter sua biologia ligada ao osso a partir de estudos de 

mutações nesse gene. A Síndrome de excesso de massa óssea (The high 

bone mass syndrome) é uma doença que se manifesta em adolescentes e 

que persiste na idade adulta, e decorre de mutação com ganho de função no 

gene Lrp5. Por outro lado, as mutações com perda de função desse mesmo 

gene causam a osteoporose com pseudoglioma, uma doença associada à 

cegueira ao nascimento, com perda progressiva de massa óssea que se 

manifesta nos dois primeiros anos de vida do indivíduo portador (57). 

Estudos utilizando microarranjos de DNA (ácido desoxirribonucleico) 

revelaram que o gene Tph1, cujo produto é a enzima triptofano-hidroxilase 1, 

enzima-chave na produção intestinal de serotonina periférica, tem sua 

expressão muito aumentada quando ocorre mutação com perda de função 

da proteína do gene Lrp5. Resultados concordantes foram retirados a partir 

da observação de que pacientes portadores de mutações com perda de 

função da proteína do gene Lrp5 apresentam elevadas concentrações 

séricas de serotonina, o contrário também ocorrendo nos pacientes com 

mutações com ganho de função do gene Lrp5 (58). 

A partir desses dados, conclui-se que a expressão do gene Lrp5 

favorece a formação óssea por meio da diminuição da produção de 
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serotonina produzida no intestino. Portanto, a serotonina periférica tem ação 

inibitória na formação óssea (58). 

Acredita-se que a serotonina produzida no intestino liga-se ao 

receptor serotoninérgico Htr1b, presente na superfície do osteoblasto, 

ativando então o fator transcricional CREB (cAMP response element binding 

protein), o que culmina na diminuição da proliferação dos osteoblastos, 

embora esse processo ainda seja pouco conhecido (58, 59). 

Portanto, admite-se que a serotonina tenha ações diferentes no 

metabolismo ósseo a depender da origem da síntese, se neuronal ou 

intestinal. A de origem central atua estimulando as vias de formação e 

reabsorção óssea, enquanto a periférica tem ação inibitória na formação 

óssea (56). 

Estudo clínico recente avaliou a relação entre a medida da 

serotonina sérica, a DMO avaliada pelo método DEXA (Dual Energy X-ray 

Absorptiometry) medida nos sítios corpo total e coluna vertebral, a DMO 

volumétrica trabecular no colo do fêmur e de coluna avaliada por Tomografia 

computadorizada quantitativa, além de parâmetros microestruturais ósseos 

no rádio distal, estes últimos avaliados por Tomografia computadorizada 

quantitativa periférica de alta resolução. Análises multivariadas 

demonstraram que a medida de serotonina é um preditor negativo de DMO 

volumétrica trabecular de colo de fêmur total e de espessura trabecular de 

rádio, o que confirma a importância da serotonina periférica na regulação da 

massa óssea em humanos (60). 
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Conclui-se portanto que o TGI possui ações fisiológicas no controle 

do metabolismo ósseo através de diferentes vias, sendo o GLP-2 e a 

serotonina hormônios atuantes nesse processo. No sentido de compreender 

o papel desses hormônios gastrintestinais no turnover ósseo e para estudar 

o seu eventual papel nas alterações ósseas do diabetes nos propomos a 

avaliar a remodelação óssea de mulheres pós-menopausadas portadoras de 

DM2 por meio de suas dosagens em teste de refeição mista, comparando 

com controles pós-menopausadas não diabéticas. 
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2.1 Objetivo geral 

 Avaliar o efeito de uma refeição mista sobre as concentrações 

séricas dos marcadores de remodelação óssea osteocalcina e 

CTX (telopeptídeo C-terminal do pró-colágeno tipo I), bem como 

sobre as concentrações séricas dos hormônios entéricos GLP-2 e 

serotonina, nos tempos basal (imediatamente antes da refeição), 

30, 60, 120 e 180 minutos após a refeição, em mulheres 

portadoras de DM2 e pós-menopausadas com baixa densidade 

mineral óssea (DMO). 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Estudar associação das medidas basais de CTX, osteocalcina, 

GLP-2 e serotonina com a DMO; 

 Analisar associação das medidas basais de CTX, osteocalcina, 

GLP-2 e serotonina com o IMC e do IMC com a DMO. 
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Estudamos mulheres menopausadas há pelo menos 4 anos† com 

osteopenia (definida pela OMS como densidade mineral óssea com T-score 

entre -1,0 e -2,5, medida pela técnica DEXA) ou osteoporose (o mesmo  

T-score estando -2,5 ou menor), divididas em 2 grupos: o primeiro, composto 

por portadoras de diabetes tipo 2 (diagnóstico pelos critérios da Sociedade 

Brasileira de Diabetes – SBD‡), e o segundo, dito controle, por mulheres  

sem diagnóstico de Diabetes Mellitus nem qualquer outra alteração no 

metabolismo dos carboidratos (Glicemia de jejum Alterada ou Intolerância à 

glicose pelos critérios da SBD§). As mulheres tinham IMC entre 20 e 35 

kg/m2. 

Considerou-se como diagnóstico de menopausa quando houvesse 

relato do último sangramento menstrual há mais de 4 anos nas mulheres 

não histerectomizadas e/ou alterações hormonais compatíveis, que foram 

medidas séricas de FSH  > 35mUI/mL e de estradiol < 15pg/mL. 

O grupo das mulheres portadoras de diabetes tipo 2 (grupo DM) foi 

recrutado no ambulatório de Diabetes do serviço de Endocrinologia do  

 
																																																													
† O motivo para a inclusão de mulheres que tivessem pelo menos quatro anos de 
menopausa é que após esse período as taxas de remodelação óssea já devem estar 
aumentadas, o que permite a detecção pelos ensaios de dosagem dos marcadores de 
remodelação óssea com maior sensibilidade.	

‡ Glicemia plasmática de jejum >=126 mg⁄dL ou glicemia duas horas pós-sobrecarga de 75 g 
de glicose >=200 mg⁄dL ou glicemia plasmática ao acaso>=200 g⁄dL com sintomas de 
hiperglicemia.	

§ Glicemia plasmática de jejum entre 100-126 mg/dL ou glicemia duas horas pós-sobrecarga 
de 75 g de glicose 140-200 mg/dL.	
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HCFMUSP (Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo), e o grupo controle (grupo CO), no ambulatório 

dos funcionários dos servidores do complexo hospitalar do HC-FMUSP 

(AMS – Atendimento Médico aos Servidores). As pacientes foram 

convidadas a participar do estudo, e às que desejassem, era oferecido o 

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), em anexo, com 

preenchimento devido. Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa do hospital onde o estudo foi conduzido. 

Os critérios de exclusão aplicados foram todos os abaixo 

especificados, que compreendem condições, doenças ou uso de 

medicamentos que alteram o metabolismo ósseo, ou a anatomia ou a 

funcionalidade do intestino, o que poderia comprometer a fisiologia dos 

hormônios entéricos: 

 hiperglicemia no momento do oferecimento da refeição mista maior 

que 250 mg⁄dL; qualquer doença aguda com comprometimento do 

estado geral; colectomia prévia; imobilização por tempo maior que 6 

meses; nefropatia diabética na forma de macroalbuminúria ou de 

clearance de creatinina estimado pela fórmula de Cockroft-Gault** 

menor do que 60 ml/min; insuficiência renal aguda; insuficiência 

hepática, outra doença óssea que não osteoporose atribuída à 

menopausa; dosagem sérica de 25-hidroxivitamina D 

persistentemente abaixo de 20 ng/ml, mesmo após reposição nas 

pacientes deficientes; síndrome de Cushing; hipertireoidismo 

descompensado; hipogonadismo que não a insuficiência gonadal 

menopáusica; tabagismo; etilismo com uso diário de 20 g de álcool 

																																																													
** Clearance de creatinina (mL⁄min)= (140-idade em anos) x peso (kg) ⁄ 72 x creatinina sérica 
(mg⁄dL) (em mulheres: x 0,85).	
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ou mais; uso atual ou prévio, no último ano, de medicamentos que 

alteram o metabolismo ósseo, como glitazonas, fenitoína, 

carbamazepina, lítio, corticóides, bisfosfonatos, esteróides sexuais, 

heparina, quimioterápicos e imunossupressores. 

 

3.1 Exames complementares iniciais  

Inicialmente, solicitou-se a densitometria óssea para cada paciente 

que desejasse participar da pesquisa, sendo este exame realizado no 

aparelho do fabricante Hologic, modelo “Discovery W”, que faz a medida 

pela técnica DXA, método que utiliza a absorção de fótons de raios-X de 

dupla energia. Os dados fornecidos do coeficiente de variação do serviço de 

densitometria do INRAD (Instituto de Radiologia) para este aparelho foram 

de 1,3% para coluna lombar, 1,6% para fêmur total e 2,0% para colo 

femoral.  

As pacientes que tiveram resultado densitométrico compatível com o 

diagnóstico de osteopenia ou osteoporose pelos critérios da OMS acima 

especificados foram submetidas à coleta de exames de sangue e de urina 

de 24 horas. As medidas feitas foram: Glicemia de jejum, hemoglobina 

glicada, uréia, creatinina, sódio, potássio, ALT (alanina aminotransferase), 

AST (Aspartato aminotransferase), FSH (Hormônio Folículo-estimulante), LH 

(Hormônio Luteinizante), Estradiol, TSH (Hormônio Tireotrófico), T4 livre 

(tiroxina), dosagem de 25hidroxivitamina D, PTH (Paratormônio), cálcio e 

fósforo, além de urina I e coleta de urina de 24 horas para mensuração de 

albuminúria, calciúria e fosfatúria. Todos esses exames iniciais foram 

realizados no Laboratório Central do HCFMUSP. O grupo CO foi submetido 
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à teste de tolerância com 75 g de glicose para que se excluísse quaisquer 

alterações glicêmicas (Diabetes Mellitus, Glicemia de jejum alterada ou 

Intolerância à glicose). Todos esses exames foram realizados no Laboratório 

Central do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo (HCFMUSP). 

 

3.2 Reposição de 25hidroxivitamina D 

As pacientes que tiveram medida de 25-hidroxivitamina D inicial 

abaixo de 30 ng/mL receberam reposição na forma de colecalciferol 2.000 

UI/dia oral, inicialmente na forma de solução oleosa manipulada pela 

Farmácia do HCFMUSP, apresentação de 200 UI/gota, dose de 10 

gotas/dia, além de orientações gerais a respeito da importância de aumento 

da exposição solar diária e do aumento na ingestão de alimentos ricos em 

vitamina D. A dosagem de 25hidroxivitamina D foi repetida após 90 dias de 

iniciada a reposição, e nas pacientes que persistiam com níveis abaixo de 30 

ng/mL, alterou-se a reposição do colecalciferol para a apresentação de 

cápsula com 25.000 UI/cápsula, também de fabricação própria da Farmácia 

do HC-FMUSP, dose de 01 cápsula/semana. Foram feitas dosagens de 

25hidroxivitamina D com manutenção da reposição, até que se atingisse um 

alvo de medida igual ou superior a 20 ng/mL. 
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3.3 Teste de refeição mista 

As pacientes que tiveram dosagem de 25-hidroxivitamina D igual ou 

superior a 20 ng/mL foram então submetidas ao chamado teste de refeição 

mista. 

Os testes de refeição foram realizados na sala de testes do serviço 

de endocrinologia do HCFMUSP às 7 horas da manhã após jejum de 12 

horas. Medicamentos como inibidores seletivos de recaptação da serotonina 

e diuréticos tiazídicos foram suspensos 48 horas antes do teste. Os demais 

medicamentos foram mantidos, inclusive os antidiabéticos orais e insulina. 

O teste era iniciado com a coleta de sangue para as medidas basais 

de glicemia, insulinemia, osteocalcina, CTX, GLP-2 e serotonina, cujos 

métodos de dosagem estão descritos abaixo. Nas pacientes diabéticas era 

coletada amostra para glicemia capilar, sendo o teste suspenso se essa 

medida fosse superior a 250 mg/dL. 

Após a coleta basal, as pacientes recebiam uma refeição de 

desjejum, tipo café-da-manhã preparada na cozinha metabólica do setor de 

nutrição do HCFMUSP, composta por 1 pão francês, 6 bolachas salgadas,  

5 g de margarina, 15 g de geleia diet, 70 g de mamão tipo papaia picado, 

200 mL de leite desnatado, 50 mL de café em infusão e 2 sachês de 

adoçante em pó (cada um com 0,8g). A constituição de nutrientes dessa 

refeição era de 562 kcal, sendo 51,2 % desse total calórico de carboidratos 

(72,1 g), 33,4% de lipídeos (20,9 g) e 15,4% de proteína (21,2 g), além de 

8,2 g de ácidos graxos monoinsaturados e 5,22 g de ácidos graxos 
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poliinsaturados. As pacientes foram orientadas a ingerir a refeição em um 

prazo máximo de 15 minutos. 

A partir do tempo inicial (contado a partir do início da ingestão dos 

alimentos) eram coletadas amostras de sangue nos tempos 30, 60, 120 e 

180 minutos. A figura abaixo demonstra as etapas da metodologia do 

estudo. 

 

 

 
Figura 2 -  1. Densitometria óssea; 2. Densidade mineral óssea; 3. Grupo 

das pacientes portadoras de diabetes; 4. Grupo das pacientes 
controles; 5. Exclusões do grupo DM: 7 pacientes por níveis de 
25hidrivitamina D fora do alvo após reposição, 5 por abandono 
do seguimento, 2 por início de medicamentos contidos nos 
critérios de exclusão; 6. Exclusões do grupo CO: 24 pacientes 
por abandono do seguimento, 2 por início de medicamentos 
contidos nos critérios de exclusão e 1 por TTGO (Teste de 
tolerância com 75 g de glicose) alterado 

84 pacientes com baixa DMO2

37 pacientes do grupo 
DM3 com DMO alterada 

150 pacientes submetidas a DO1

66 pacientes excluídas por 
exame densitométrico 

normal 

47 pacientes do grupo 
CO4 com DMO alterada 

14 pacientes excluídas5 27 pacientes excluídas6 

23 testes de refeição realizados 
no grupo DM 

20 testes de refeição realizados 
no grupo controle 
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3.4 Ensaios para as medidas de osteocalcina, CTX, GLP-2 e 

serotonina 

As dosagens de osteocalcina plasmática, CTX, GLP-2 e serotonina, 

esses três últimos medidos a partir do soro, foram feitas no LIM 18 da 

FMUSP (Laboratório de Carboidratos e Radioimunoensaios), para onde 

foram encaminhados 2 tubos de amostras de sangue por paciente. O 

primeiro tubo continha gel separador, e o segundo, 7,2 mg de EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracético) adicionado de 0,15 mL de aprotinina obtida de 

pulmão bovino, um inibidor de proteases, fabricante Sigma Aldrich sendo 

este último armazenado em gelo até o processamento final no laboratório.  

As dosagens de osteocalcina foram realizadas com kit do fabricante 

Diasource®, método ELISA (Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay), cujos 

valores de referência de normalidade variam de 5 a 25 ng/mL. A variação 

intra-ensaio é de 3 a 5%, e a entre ensaios é de 3,5 a 5,6%. As medidas de 

CTX, com kit do fabricante IDS®, método ELISA, com valores de referência 

de normalidade de 0,142 a 1,351 ng/mL para mulheres pós-menopausadas, 

variação intra-ensaio de 1,7 a 3%, e a entre ensaios de 3 a 11%. As 

dosagens de GLP-2, com kit do fabricante Millipore®, método ELISA, curva 

padrão de 1 a 64 ng/mL, variação intra-ensaio menor do que 10% e entre 

ensaios menor do que 12%. As medidas de serotonina, com kit do fabricante 

Diasource®, método ELISA, com valores de referência de normalidade para 

mulheres variando entre 80 e 450 ng/mL, variação intra-ensaio de 3,9 a 

5,4%, e entre ensaios, de 6%. 
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3.5 Análise estatística 

Para o projeto inicial, a estimativa estatística do tamanho da amostra 

necessário para o cumprimento dos objetivos acima era de 40 mulheres, 

sendo 20 para cada grupo. 

Foram utilizados os softwares Excel versão 2011 e SPSS versão 

15.0 para a realização dessa análise. Os testes foram realizados com nível 

de significância de 5%. Além da sua descrição, para as variáveis qualitativas 

foram aplicados teste exato de Fisher ou teste da razão de verossimilhança, 

e, quando possível pela sua distribuição, o teste do qui-quadrado. As 

variáveis quantitativas foram comparadas entre os grupos de pacientes 

diabéticas e controles utilizando-se o teste t-Student, já que os dados 

tiveram distribuição normal verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os 

dados relativos às dosagens de osteocalcina, CTX, GLP-2 e serotonina nos 

tempos do teste de refeição mista foram avaliados pela ANOVA (análise de 

variância) de medidas repetidas e dois fatores, tempo e grupo. Os resultados 

estatisticamente significantes pela ANOVA foram submetidos a análises de 

comparações múltiplas de Tukey. As associações entre as variáveis 

numéricas foram feitas a partir do coeficiente de correlação de Pearson (61). 
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Foram avaliadas 150 mulheres pós-menopausadas, que foram 

submetidas inicialmente a densitometria óssea, como demonstrado 

previamente no algoritmo da figura 1. Ao final do recrutamento e após as 

devidas exclusões, foram selecionadas 23 mulheres portadoras de DM2 

(grupo DM) e 20 controles (grupo CO) para a realização dos testes de 

refeição. 

Abaixo descrevemos as variáveis quantitativas como média ± 

desvio-padrão. Na tabela 1 estão descritas algumas variáveis clínicas e 

densitométricas, que também foram comparadas entre os grupos. Os 2 

grupos avaliados foram semelhantes em relação à idade e ao tempo de 

menopausa. O IMC foi de 30 ± 3,9 kg/m2 no grupo DM, maior do que no 

grupo CO. Comparando a DMO média nos diversos sítios estudados entre 

os grupos, as diabéticas tiveram maior DMO de colo de fêmur (0,78 ± 0,09 

g/cm2) e de fêmur total (0,93 ± 0,09 g/cm2) comparadas às controles, achado 

concordante com as diferenças entre os grupos no que se refere aos valores 

de T-score de colo de fêmur e fêmur total. Por outro lado, os grupos foram 

semelhantes quando comparados em relação a DMO de coluna lombar, 

embora os valores de T-score da coluna lombar tenham sido 

estatisticamente diferentes. 
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Tabela 1 -  Comparação das variáveis clínicas e densitométricas iniciais das 
pacientes de acordo com o grupo (portadoras de diabetes ou 
controles) 

 

Variável 

Grupo DM1 (n=23) Grupo CO2 (n=20) 

Valor-p3 Média  
(Desvio-padrão) 

Média  
(Desvio-padrão) 

Idade (anos) 59,8 (4,2) 57,8 (3,3) 0,087 

Tempo de menopausa 
(anos) 

9,8 (4,3) 7,4 (4,5) 0,105 

Tempo de Diabetes (anos) 13,7 (9,2) — — 

IMC4 (kg/m2) 30 (3,9) 27 (5,3) 0,044 

DMO5 colo fêmur (g/cm2) 0,78 (0,09) 0,69 (0,08) 0,003 

T-score colo fêmur -0,69 (0,72) -1,58 (0,61) <0,001 

DMO5 fêmur total (g/cm2) 0,93 (0,09) 0,82 (0,09) <0,001 

T-score fêmur total -0,15 (0,69) -1,07 (0,76) <0,001 

DMO5 coluna lombar L1-
L4 (g/cm2) 

0,87 (0,09) 0,82 (0,12) 0,17 

T-score coluna lombar 
L1-L4 

-1,07 (0,73) -2,3 (0,96) 0,029 

1. Grupo das pacientes portadoras de diabetes 2. Grupo das pacientes controles 3. Valor-p pelo teste 
t-Student 4. Índice de Massa Corporal 5. Densidade mineral óssea 

 

Outras variáveis clínicas estão representadas na tabela 2. A 

ocorrência prévia referida de fratura por fragilidade foi muito infrequente 

(apenas uma paciente no grupo CO). Cerca de 70% das pacientes com 

diabetes na amostra estudada eram também portadoras de hipertensão 

arterial, e quase metade de obesidade. Ambas as doenças foram menos 

prevalentes nas pacientes do grupo CO (p < 0,05). O uso de medicamentos 

ISRS (Inibidores Seletivos de Recaptação de Serotonina) foi mais frequente 

no grupo DM do que no grupo CO (34,8% e 5% respectivamente, p = 0,024). 
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Outro resultado que evidenciou diferenças entre os grupos foi o sítio 

de baixa DMO. A condição de baixa densidade mineral óssea concomitante 

em fêmur e coluna lombar ocorreu em 63% das controles, e em 14% das 

diabéticas (p = 0,007). 

 

Tabela 2 -  Comparação de outras variáveis clínicas e densitométricas das 
pacientes de acordo com o grupo (portadoras de diabetes ou 
controles) 

 

Variável 
Grupo DM1  Grupo CO2  

Valor-p3 
no (%) no (%) 

Histerectomia Sim 5 (21,7) 3 (15) 0,704 

Fratura por fragilidade Sim 0 (0) 1 (5) 0,465 

Uso de álcool Sim 1 (4,3) 4 (20) 0,167 

Tabagismo no passado Sim 8 (34,8) 7 (35) 0,988 

Exercício físico Sim 7 (30,4) 8 (40) 0,512 

Hipertensão arterial Sim 16 (69,6) 5 (25) 0,004 

Dislipidemia Sim 17 (73,9) 8 (40) 0,025 

Obesidade Sim 11 (47,8) 1 (5) 0,002 

Sítio baixa DMO4 

Fêmur 3 (13) 2 (10,5) 

0,007 Coluna 16 (69,6) 5 (26,3) 

Fêmur e coluna 4 (17,4) 12 (63,2) 

Diagnóstico  
densitométrico 

Osteopenia 21 (91,3) 13 (65) 
0,059 

Osteoporose 2 (8,7) 7 (35) 

Uso de tiazídicos Sim 8 (34,8) 4 (20) 0,281 

Uso de ISRS5 Sim 8 (34,8) 1 (5) 0,024 

TOTAL n=23 (100%) n=20 (100%)   

1. Grupo das pacientes portadoras de diabetes 2. Grupo das pacientes controles 3. Valor-p pelo teste 
do qui-quadrado 4. Densidade mineral óssea 5.Inibidores seletivos de recaptação de serotonina 
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As pacientes do grupo DM tinham em média 13,7 ± 9,2 anos de 

diagnóstico de diabetes e tiveram média de hemoglobina glicada de 7,8 ± 

1,7%. 47,8% dessas pacientes faziam uso de insulina, e 91,3% de 

antidiabéticos orais. As classes desses antidiabéticos orais utilizadas estão 

discriminadas na tabela 3. Quanto à presença das complicações crônicas, a 

mais prevalente foi a doença macrovascular (presente em 4 pacientes 

diabéticas, portanto em 14,4%, todas na forma de doença coronariana). A 

frequência das demais complicações diabéticas (retinopatia, 

microalbuminúria e neuropatia) está disposta também na tabela 3. 

 

Tabela 3 -  Descrição de algumas variáveis clínicas nas pacientes 
diabéticas 

 

Variável 
Grupo DM1  

nº (%) 

Uso de antidiabéticos orais Sim 21 (91,3) 

Uso de sulfoniuréias Sim 13 (56,5) 

Uso de metformina Sim 21 (91,3) 

Uso de outros tipos de antidiabéticos orais Sim 1 (4,3) 

Uso de insulina Sim 11 (47,8) 

Retinopatia diabética Sim 2 (8,7) 

Microalbuminúria Sim 3 (13,0) 

Neuropatia diabética Sim 2 (8,7) 

Doença macrovascular diabética Sim 4 (17,4) 

TOTAL 23 (100) 

1. Grupo das pacientes portadoras de diabetes 
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Os resultados dos exames laboratoriais iniciais das pacientes no 

momento da inclusão estão evidenciados na tabela 4. Os valores que 

resultaram em valor-p menor do que 0,05 na comparação entre os grupos 

foram os relativos às dosagens séricas de LH, FSH e CTX e às plasmáticas 

de osteocalcina. O valor médio de LH no grupo CO foi de 36,2 ± 11,4 UI/L, e 

o do grupo DM de 24,2 ± 12,4 UI/L. O valor médio de FSH no grupo CO foi 

de 78,1 ± 13,4 UI/L, e o do grupo DM de 49,7 ± 16,5 UI/L. As mulheres 

diabéticas apresentaram concentrações médias basais dos marcadores de 

remodelação óssea CTX e osteocalcina menores do que as controles, com p 

= 0,04 e 0,008, respectivamente. 
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Tabela 4 -  Descrição das variáveis laboratoriais iniciais das pacientes de 
acordo com o grupo (portadoras de diabetes ou controles) 

 

Variável VR1 

Grupo DM2  

(n=23) 
Grupo CO3  

(n=20) 

Valor-p4 Média  
(Desvio- 
padrão) 

Média  
(Desvio- 
padrão) 

HbA1c5(%) 4,1 a 6,0 7,8 (1,7) — — 

Hemoglobina (g/dL) 12 a 16 13,1 (1,0) 13,0 (0,9) 0,753 

Leucometria (mil/mm3) 4 a 11 6,8 (2,2) 5,8 (1,8) 0,15 

Plaquetometria (mil/mm3) 140 a 450 283,9 (59,7) 264,2 (38,6) 0,228 

AST6 (U/L) < 31 25,2 (15,0) 25,5 (13,7) 0,95 

ALT7 (U/L) < 31 27,7 (16,1) 23,5 (11,8) 0,39 

Uréia (mg/dL) 10 a 50 36,7 (11,3) 31,6 (7,7) 0,15 

Creatinina (mg/dL) 0,5 a 0,9 0,75 (0,14) 0,74 (0,1) 0,77 

Sódio (mEq/L) 135 a 145 141,4 (4,0) 142,6 (2,4) 0,33 

Potássio (mEq/L) 3,5 a 5 4,5 (0,3) 4,3 (0,2) 0,06 

Magnésio (mg/dL) 1,6 a 2,6 1,9 (0,2) 2,1 (0,2) 0,13 

LH8 (UI/L) 15 a 64 24,2 (12,4) 36,2 (11,4) 0,006 

FSH9 (UI/L) 31 a 134 49,7 (16,5) 78,1 (13,4) <0,001 

Estradiol (pg/mL) < 25 15,7 (2,7) 17,9 (6,0) 0,15 

TSH10 (mU/mL) 0,3 a 4 2,2 (1,1) 2,3 (1,0) 0,86 

T4 livre11 - (ng/dL) 0,7 a 1,5 1,1 (0,2) 1,0 (0,1) 0,09 

Cálcio total (mg/dL) 8,6 a 10,2 9,6 (0,6) 9,3 (0,6) 0,129 

Fósforo (mg/dL) 2,7 a 4,5 3,9 (0,5) 3,6 (0,5) 0,164 

PTH12 (pg/mL) 16 a 87 45,3 (18,8) 51,1 (17,0) 0,237 

25hidroxivitamina D (ng/mL) 30 a 100 21,3 (8,5) 20,4 (5,2) 0,685 

CTX13 (ng/mL) 0,142 a 1,351 0,49 (0,25) 0,66 (0,22) 0,04 

Osteocalcina (ng/mL) 5 a 25 10,2 (5,4) 14,8 (5,3) 0,008 

GLP-214 (ng/mL) 1 a 641515 4,1 (2,0) 3,8 (1,8) 0,61 

Serotonina (ng/mL) 80 a 450 152,9 (106,3) 196,9 (74,2) 0,854 

Calciúria de 24 horas  
(mg/vol de 24h) 

100 a 320 174,7 (91,6) 151,9 (63,2) 0,44 

Fosfatúria de 24 horas  
(mg/vol de 24h) 

400 a 1300 528,4 (233,1) 544,3 (169,6) 0,84 

1. Valores de referência 2. Grupo das pacientes portadoras de diabetes 3. Grupo das pacientes 
controles 4. Teste t-Student 5. Hemoglobina glicada 6. Aspartato aminotransferase 7. Alanina 
aminotransferase 8. Hormônio luteinizante 9. Hormônio folículo-estimulante 10. Hormônio 
tireoestimulante 11. Tiroxina livre 12. Paratormônio 13. Fragmento carboxiterminal do colágeno tipo I 
14. "Glucagon-like peptide 2" 15. Valores informados no kit como os detectados na curva-padrão do 
analito 
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As concentrações de CTX, osteocalcina, GLP-2 e serotonina ao 

longo dos tempos do teste de refeição estão descritas na tabela 5 em anexo.  

Conforme observado no gráfico 1 e na tabela 5 em anexo, as 

concentrações séricas de CTX diminuíram ao longo dos tempos do teste de 

refeição (p < 0,05), com exceção apenas do basal para 30 minutos, e de 120 

para 180 minutos (p > 0,05). Comparando os grupos em relação às suas 

curvas ao longo do teste de refeição, houve diferença estatística (p = 

0,003*), sendo essa diferença atribuída aos seus valores basais diferentes, 

já que o grupo CO apresentou valores basais maiores do que os do grupo 

DM, bem como também a uma menor variação do CTX do grupo DM ao 

longo do teste (-0,21 no grupo DM vs -0,38 ng/mL no grupo CO, p < 0,05).  

 



	

G

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
# H
mú
ao

 

 

G

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* V

	

Gráfico 1 - 

Houve diferen
últiplas de Tuk

o longo do test

Gráfico 2 –

 

Variação estat

�
C

T
X

 (
n

g
/m

L
)

 Curvas 
médios 
(cor verm
teste de 

nça estatistica
key no tempo 
te de refeição

–  Compara
de refeiç

tisticamente s

-0,45

-0,40

-0,35

-0,30

-0,25

-0,20

-0,15

-0,10

-0,05

0,00

# 

das conce
e respectiv
melha) e c
refeição 

mente signific
basal do teste
 ( p < 0,05 pe

ações do 
ção – CTX 

ignificante na 

Contro

*

*
_ 

entrações 
vos erros-

controles (c

 

cante entre os 
e de refeição 
la ANOVA) 

 CTX (CT
basal) ent

comparação 

p = 0,00

ole Gr

p=0,003 (
co

*

*

de CTX 
-padrão do
cor preta) 

grupos (p < 0
* Houve varia

TX do tem
tre os grup

do  CTX (Te

6 * 

upo

ANOVA de m
omparação en

Resulta

sérico co
os grupos 
ao longo d

0,05 pela análi
ção estatistica

mpo 180 m
pos DM e C

este T-student)

DM

edidas repetid
tre os grupos)

ados 
 

om seus p
das diabé
dos tempo

ise de compa
amente signifi

inutos do 
CO  

t) 

das para 
) 

42

perfis 
éticas 
os do 

rações 
cante 

teste 



Resultados 
 

	

	

43

As concentrações plasmáticas de osteocalcina diminuíram 

gradativamente nos dois grupos ao longo do teste de refeição conforme 

demonstrado no gráfico 3 e tabela 5 em anexo (p < 0,001), com exceção dos 

seguintes intervalos do teste: entre 30 e 60 minutos (p = 0,597), e entre 120 

e 180 minutos (p = 0,997) (tabela 8 em anexo). As curvas dos dois grupos 

foram semelhantes em relação a essa variável ao longo do teste de refeição 

mista (p = 0,222). 

 

Gráfico 3 -  Curvas das concentrações de osteocalcina plasmática com 
seus perfis médios e respectivos erros-padrão dos grupos das 
diabéticas (cor vermelha) e controles (cor preta) ao longo dos 
tempos do  teste de refeição 

 

 

# Houve diferença estatisticamente significante entre os grupos (p < 0,05 pela análise de comparações 
múltiplas de Tukey no tempo basal do teste de refeição)  
* Houve variação estatisticamente significante ao longo do teste de refeição (p < 0,05 pela ANOVA) 
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As concentrações de GLP-2 variaram ao longo dos tempos do teste 

de refeição em ambos os grupos (p < 0,001) (tabela 7), com aumento do 

basal para 30 minutos, e redução a  partir de 120 minutos (tabela 9), 

conforme também demonstrado no gráfico 4 abaixo e na tabela 5 em anexo, 

sem diferença entre os grupos. 

 

Gráfico 4 - Curvas das concentrações de GLP-2 sérico com seus perfis 
médios e respectivos erros-padrão dos grupos das diabéticas 
(cor vermelha) e controles (cor preta) ao longo dos tempos do  
teste de refeição 
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As concentrações de serotonina não variaram de maneira 

estatisticamente significante ao longo dos tempos do teste de refeição mista 

nos 2 grupos estudados (p=0,853) (tabela 7). No entanto, comparando os 2 

grupos estudados, estes tiveram curvas estatisticamente diferentes 

(p=0,023). A análise de múltiplas comparações de Tukey, representada na 

tabela 10 em anexo, demonstrou que essa diferença entre os grupos ocorreu 

somente no tempo 120 minutos (p=0,026), no qual houve um pico nas 

concentrações de serotonina sérica no grupo CO, que pode ser visto 

inclusive abaixo no gráfico 5. 

 

Gráfico 5 -  Curvas das concentrações de serotonina sérica com seus 
perfis médios e respectivos erros-padrão dos grupos das 
diabéticas (cor vermelha) e controles (cor preta) ao longo dos 
tempos do  teste de refeição 
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As concentrações séricas de serotonina das mulheres que faziam 

uso de ISRS foram 71,9 ± 58,4 ng/mL, significativamente menores (p < 0,05) 

que as observadas naquelas que não faziam uso dessa classe de 

medicamentos (200,2 ± 83,4 ng/mL), porém não houve diferença entre a 

DMO de fêmur e coluna lombar entre elas (p > 0,05). A análise comparativa 

da dinâmica da serotonina ao longo do teste entre as mulheres que faziam 

uso do ISRS em relação às que não faziam uso também não foi diferente 

estatisticamente (p > 0,05). 

Não houve correlação no grupo DM entre HbA1c e DMO nos sítios 

avaliados. Também não houve correlação estatisticamente significante entre 

as variações máximas a partir do tempo basal das concentrações de CTX 

sérico e osteocalcina plasmática com o GLP-2 ou a serotonina séricos ao 

longo do teste de refeição nem na amostra total, nem nos grupos DM e CO 

analisados individualmente. 

O IMC apresentou correlação positiva e estatisticamente relevante (p 

= 0,004 e r = 0,444) com a DMO do quadril. Observamos também outras 

correlações estatiscamente importantes (tabela 11 em anexo): as 

concentrações séricas de osteocalcina, em todos os tempos do teste de 

refeição, se correlacionaram negativamente com o IMC. Por outro lado, não 

houve correlação do CTX com o IMC ou com a DMO. 

Em se tratando dos hormônios entéricos, também em todos os 

tempos do teste de refeição, as concentrações séricas de serotonina 

correlacionaram-se negativamente com a DMO da coluna lombar (p < 0,05), 

e as concentrações séricas de GLP-2  correlacionaram-se positivamente 

com a DMO do fêmur (tanto colo quanto fêmur total), com p também < 0,05. 

Todas essas correlações estão dispostas na tabela 11 em anexo. 
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Este estudo é único ao analisar as relações entre marcadores da 

remodelação óssea em resposta à refeição mista em mulheres pós-

menopausadas portadoras de DM2 e sua possível interação com hormônios 

intestinais com ação no metabolismo ósseo com o objetivo de compreender 

melhor a fragilidade óssea de indivíduos com diabetes. 

Os grupos foram semelhantes em relação à idade e ao tempo de 

menopausa, fatores relevantes quando se trata de metabolismo ósseo. As 

pacientes diabéticas tinham um controle glicêmico inadequado com HbA1c 

média de 7,8%, sendo que quase metade delas fazia uso de insulina. A 

hipertensão arterial foi bastante prevalente entre as diabéticas, e a 

complicação crônica mais frequente presente nesse mesmo grupo foi a 

doença macrovascular, sendo todas essas características clínicas muito 

comuns no contexto da população de portadores de DM2. 

O fato do grupo DM ter apresentado IMC compatível com obesidade 

constitui um fator negativo, atenuado pela dificuldade de se recrutar 

pacientes portador de DM2 sem sobrepeso ou obesidade, já que essas 

doenças frequentemente estão associadas. Algumas alterações no osso do 

indivíduo obeso são conhecidas, como a densidade mineral óssea 

aumentada e algumas alterações estruturais, não sendo consensual a 

repercussão dessa condição no risco de fratura (62). Bem recentemente, 

Viljakainen et al. descreveram, em pacientes obesos graves (IMC médio de 
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40 kg/m2), a resposta de vários marcadores de remodelação óssea, inclusive 

osteocalcina e CTX, ao teste de tolerância à glicose oral com duração de 2 

horas, relatando concentrações menores dos mesmos nesses indivíduos 

comparados com controles pareados (63, 64).  

O uso de ISRS foi mais frequente no grupo das diabéticas (p = 

0,024) do que no grupo CO, sendo esse fator desfavorável para o estudo, 

apesar do período instituído de wash-out (65). Não conseguimos explicar o 

fato das concentrações de serotonina terem sido menores nas mulheres que 

faziam uso de ISRS. Não houve interferência do uso da ISRS na resposta da 

serotonina ao longo do teste de refeição (p > 0,05). 

O tamanho da amostra, embora tenha sido considerado de antemão 

como suficiente para o projeto, foi outro ponto negativo do nosso estudo, 

podendo algumas incertezas terem sido resolvidas se tivéssemos um maior 

número de sujeitos.  

Comparando a DMO das mulheres diabéticas em relação às 

controles, o grupo DM apresentou maior DMO nos sítios colo de fêmur e 

fêmur total, dado concordante com a literatura, tendo o estudo Roterdã (8) 

evidenciado ainda aumento de DMO também em coluna vertebral, o que 

difere da amostra aqui descrita. Não houve correlação entre a HbA1c e a 

DMO no subgrupo das portadoras de DM, provavelmente pelo tamanho 

reduzido da nossa amostra, o que diferiu do resultado apresentado por 

Majima et al, tendo esses autores estudado 145 diabéticos (13). 
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As mulheres do grupo CO apresentaram concentrações médias de 

LH e FSH maiores do que as portadoras de DM2, embora as médias dos 2 

grupos tenham sido compatíveis com medidas da menopausa. O perfil de 

secreção das gonadotrofinas na pós-menopausa não é claramente 

conhecido. Atualmente existem evidências de que o FSH tem efeitos diretos 

no osso, causando uma perda óssea independente das baixas 

concentrações dos estrógenos (66). Não foi possível definir se no presente 

estudo a concentração menor de FSH no grupo DM teria algum papel nos 

achados. 

Em se tratando de resultados laboratoriais iniciais relativos ao 

metabolismo ósseo, as médias das dosagens iniciais séricas de 

25hidroxivitamina D, cálcio e fósforo, bem como as plasmáticas de PTH de 

ambos os grupos foram semelhantes. 

Os valores médios iniciais de osteocalcina e CTX basais das 

pacientes diabéticas foram menores do que os das mulheres controles, ou 

seja, as diabéticas da nossa amostra apresentaram turnover ósseo 

diminuído. Existe heterogeneidade nos resultados dos estudos que avaliam 

os marcadores de remodelação óssea em diabéticos. Recente meta-

análise(67) descreve concentrações médias de osteocalcina e CTX menores 

nos portadores de diabetes comparados com indivíduos saudáveis, e relata 

ainda que essas alterações não são explicadas pela hiperglicemia por si. 

Não se pode excluir a influência do peso corporal nos valores menores de 

osteocalcina e CTX. 
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Os fatores envolvidos nesse processo de redução dos marcadores 

de remodelação óssea não são claramente conhecidos, mas alguns podem 

ser pontuados, como a hiperglicemia, que tem efeito inibitório na 

diferenciação dos osteoclastos mediada pelo RANKL (ligante do receptor 

ativador do fator nuclear kappa B),este último uma peça-chave no sistema 

de controle da reabsorção óssea (67, 68).  

O uso da refeição mista como estímulo à produção dos hormônios 

entéricos GLP-2 e serotonina torna os resultados desse trabalho bastante 

aplicáveis à prática clínica, enquanto outros autores com interesse de 

estudar o fenômeno da influência dos nutrientes na remodelação óssea 

utilizaram teste de tolerância à glicose oral (43), ou mesmo o oferecimento 

dos nutrientes individualmente (40). 

Os dados de CTX no presente estudo foram semelhantes aos 

descritos na literatura: as diabéticas têm valores menores no basal. A menor 

queda do CTX após estímulo da refeição mista até então não foi descrito, 

embora Chailurkit et al tenham demonstrado a diminuição da resposta do 

CTX ao teste de tolerância à glicose oral em diabéticos (43). 

Em relação à variação da osteocalcina plasmática ao longo do teste 

de refeição, ambos os grupos apresentaram reduções ao longo do teste, o 

que difere dos dados de Henriksen D.B et al. (40), embora esses autores não 

tenham utilizado o teste de refeição mista. 

As variações nas concentrações de GLP-2 ao longo do teste de 

refeição ocorreram nos dois grupos de maneira semelhante, confirmando 
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assim a ingestão de nutrientes como um possível fator de estímulo para a 

produção desse hormônio entérico (51, 69). No entanto, como as curvas desse 

hormônio entre os grupos foram semelhantes ao longo do teste, não 

podemos atribuir ao GLP-2 a partir desse estudo nenhuma associação com 

as alterações na remodelação óssea das diabéticas estudadas. 

Por outro lado, a serotonina sérica não se apresentou no nosso 

estudo como uma variável estimulada pelo teste de refeição. A literatura 

descreve a alimentação como um fator estimulador (55), embora não existam 

estudos com esse modelo de estímulo com refeição mista. Apesar dos 

cuidados desde as fases pré-analíticas até o ensaio hormonal, aventamos a 

possibilidade de interferentes no ensaio empregado neste estudo 

justificarem essa falta de padrão  nos grupos avaliados. Outra possibilidade 

é que essa via de estimulação para a produção da serotonina pelo trato 

gastrintestinal tenha influentes desconhecidos até o momento. Também não 

houve diferença entre os grupos quando avaliadas as curvas de serotonina 

entre si, portanto esse fator hormonal não se mostrou como uma possível via 

importante associada às alterações ósseas nas portadoras de DM2. Não 

conseguimos explicar o pico de serotonina sérica no grupo CO no tempo 120 

minutos do teste de refeição. 

A correlação positiva entre a DMO de quadril e o IMC no presente 

trabalho pode ser justificada pela associação conhecida entre obesidade e 

aumento da DMO (62), podendo inclusive ter favorecido o achado da maior 

DMO de quadril no grupo DM. Já a correlação negativa entre as 

concentrações plasmáticas de osteocalcina e o IMC dos nossos resultados 
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também condiz com os achados de supressão do turnover ósseo descritos 

por Viljakainen et al. para obesos, embora, como já dito, tenham sido 

estudados obesos graves.  

A correlação positiva entre as concentrações de GLP-2 sérico e a 

DMO de fêmur, tanto do colo quanto do quadril, não está descrita na 

literatura. Por outro lado, a correlação negativa das concentrações de 

serotonina com a DMO de coluna lombar presente nos nossos dados já foi 

anteriormente descrita.  
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Concluímos que os diabéticos tipo 2 têm DMO maior, 

especificadamente em fêmur, tendo ainda o metabolismo ósseo alterado, 

demonstrado por concentrações menores dos marcadores de formação e 

reabsorção óssea, além da menor resposta do marcador de reabsorção 

óssea à alimentação, não se podendo excluir a interferência do fator 

obesidade nessas alterações. Não evidenciamos a importância do GLP-2 e 

da serotonina nessas alterações da remodelação óssea em diabéticos tipo 2. 
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7.1 TABELAS 5 A 11 

Tabela 5 -  Descrição das variáveis CTX1, osteocalcina, GLP-22 e serotonina 
avaliados de acordo com o grupo (portadoras de diabetes ou 
controle) e com o tempo em minutos ao longo do Teste de 
Refeição 

 

Variável 

Tempos do 
Teste de 
Refeição 
(minutos) 

Grupo 

DM3 CO4 

Média DP5 TOTAL Média DP5 TOTAL 

CTX1    
(ng/mL) 

0 0,49 0,25 23 0,66 0,22 20 

30 0,46 0,25 23 0,63 0,21 20 

60 0,40 0,19 23 0,48 0,14 20 

120 0,32 0,12 23 0,34 0,10 20 

180 0,28 0,08 23 0,29 0,08 20 

Osteocalcina 
(ng/mL) 

0 10,20 5,40 23 14,77 5,31 20 

30 9,88 5,56 23 13,84 5,15 20 

60 9,49 5,21 23 13,74 4,86 20 

120 8,71 4,63 23 13,18 4,36 20 

180 8,45 4,61 23 13,35 4,30 20 

GLP-22 

(ng/mL) 

0 4,10 1,95 23 3,80 1,84 20 

30 4,85 2,20 23 4,24 1,71 20 

60 4,77 1,89 23 4,20 1,61 20 

120 4,24 1,70 23 3,67 1,77 20 

180 3,68 1,44 23 3,47 1,66 20 

Serotonina 
(ng/mL) 

0 152,86 106,26 23 196,86 74,24 20 

30 150,78 116,23 23 201,58 86,76 20 

60 149,10 101,19 23 209,61 83,35 20 

120 137,14 88,21 23 232,34 87,97 20 

180 147,01 87,23 23 213,32 96,44 20 

1. Fragmento carboxiterminal do colágeno tipo I 2. "Glucagon-like peptide 2" 3. Grupo das pacientes 
portadoras de diabetes 4. Grupo das pacientes controles 5. Desvio-padrão 
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Tabela 6 -  Resultados das comparações múltiplas de Tukey para a as 
concentrações séricas de CTX1 segundo os grupos (portadoras 
de diabetes ou controles) analisados individualmente em 
intervalos do Teste de Refeição, e depois comparados entre si 
em cada tempo do Teste de Refeição 

 

Comparação do CTX1 sérico Valor-p2 

Entre intervalos de tempo do Teste de Refeição nos grupos individualmente 

Grupo DM3 Intervalos 

0 - 30 minutos 0,733 

30 - 60 minutos 0,035 

60 - 120 minutos 0,002 

120 - 180 minutos 0,326 

Grupo CO4 Intervalos 

0 - 30 minutos 0,610 

30 - 60 minutos <0,001 

60 - 120 minutos <0,001 

120 - 180 minutos 0,137 

Entre os grupos DM3 e CO4 entre si nos tempos do Teste de Refeição 

Tempos 

0 minuto DM3 - CO4 0,040 

30 minutos DM3 - CO4 0,055 

60 minutos DM3 - CO4 0,825 

120 minutos DM3 - CO4 >0,999 

180 minutos DM3 - CO4 >0,999 

1. Fragmento carboxiterminal do colágeno tipo I  2. Valor- p originado das comparações múltiplas de 
Tukey 3. Grupo das pacientes portadoras de diabetes 4. Grupo das pacientes controles 
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Tabela 7 -  Resultado das análises de variância (ANOVA) para 
comparação dos marcadores ao longo do Teste de Refeição 
entre os grupos (portadoras de diabetes e controles) a partir 
dos fatores grupo e tempo 

 

Variável Fator Valor-p1 

CTX2 (ng/mL) 

Grupo 0,06 

Tempo <0,001 

Grupo x Tempo3 0,003 

Osteocalcina (ng/mL) 

Grupo 0,004 

Tempo <0,001 

Grupo x Tempo3 0,222 

GLP24 (ng/mL) 

Grupo 0,34 

Tempo <0,001 

Grupo x Tempo3 0,636 

Serotonina (ng/mL) 

Grupo 0,016 

Tempo 0,853 

Grupo x Tempo3 0,023 

1. Valor de p originado da ANOVA com medidas repetidas e dois fatores (grupo e tempo) 2. 
Fragmento carboxiterminal do colágeno tipo I 3. Análise de variância considerando 2 fatores: grupo e 
tempo do teste de refeição 4. "Glucagon-like peptide 2" 
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Tabela 8 -  Resultados das comparações múltiplas de Tukey para a as 
concentrações plasmáticas de osteocalcina segundo os grupos 
(portadoras de diabetes ou controles) comparados entre si em 
cada intervalo do Teste de Refeição 

 

Intervalos de comparação entre os grupos DM1 e CO2 Valor-p3 

0 minuto - 180 minutos 0,002 

0 minuto - 30 minutos 0,006 

30 minutos - 60 minutos 0,597 

60 minutos - 120 minutos 0,001 

120 minutos - 180 minutos 0,997 

1. Grupo das pacientes portadoras de diabetes 2. Grupo das pacientes controles 3. Valor- p originado 
das comparações múltiplas de Tukey 
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Tabela 9 -  Resultados das comparações múltiplas de Tukey para a as 
concentrações séricas de GLP-21 comparadas entre si em 
cada intervalo do Teste de Refeição na amostra total 
(portadoras de diabetes e controles) 

 

Comparação (amostra total) 
Diferença 

média 
Erro-padrão Valor-p2 

Intervalos   

0 minuto - 30 minutos -0,60 0,14 <0,001 

30 minutos - 60 minutos 0,06 0,14 0,992 

60 minutos - 120 minutos 0,53 0,14 0,003 

120 minutos - 180 minutos 0,39 0,14 0,053 

1. "Glucagon-like peptide 2" 1. Valor- p originado das comparações múltiplas de Tukey 
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Tabela 10 -  Resultados das comparações múltiplas de Tukey para a as 
concentrações séricas de serotonina segundo os grupos 
(portadoras de diabetes ou controles) analisados 
individualmente em intervalos do Teste de Refeição, e depois 
comparados entre si em cada tempo do Teste de Refeição 

 

Comparação da serotonina sérica Valor-p1 

Entre intervalos de tempo do Teste de Refeição nos grupos individualmente 

Grupo DM2 Intervalos 

0 minuto - 30 minutos >0,999 

30 minutos - 60 minutos >0,999 

60 minutos - 120 minutos 0,950 

120 minutos - 180 minutos 0,986 

Grupo CO3 Intervalos 

0 minuto - 30 minutos >0,999 

30 minutos - 60 minutos 0,998 

60 minutos - 120 minutos 0,380 

120 minutos - 180 minutos 0,640 

Entre os grupos DM2 e CO3 entre si nos tempos do Teste de Refeição 

Tempos 

0 minuto DM2 - CO3 0,854 

30 minutos DM2 - CO3 0,715 

60 minutos DM2 - CO3 0,475 

120 minutos DM2- CO3 0,026 

180 minutos DM2 - CO3 0,339 

1. Valor- p originado das comparações múltiplas de Tukey 2. Grupo das pacientes portadoras de 
diabetes 3. Grupo das pacientes controles 
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Tabela 11 -  Resultado das correlações entre as variáveis IMC1, DMO2 e os 
marcadores CTX3, osteocalcina, GLP-24 e serotonina 
estudados ao longo dos tempos do teste de refeição na 
amostra avaliada 

 

Correlação5 IMC1 
DMO2 colo F 

(g/cm2) 
DMO2 total F 

(g/cm2) 
DMO2 coluna 

(g/cm2) 

GLP-24 0 min 
(ng/mL) 

r 0,221 0,506 0,431 0,126 

p 0,164 0,001 0,004 0,432 

Serot6 0 min 
(ng/mL) 

r -0,004 -0,183 -0,104 -0,346 

p 0,981 0,253 0,51 0,026 

Osteoc7 0 min 
(ng/mL) 

r -0,352 -0,125 -0,29 -0,165 

p 0,024 0,436 0,063 0,303 

CTX3 0 min 
(ng/mL) 

r 0,147 0,012 -0,095 -0,152 

p 0,359 0,942 0,549 0,344 

GLP-24 30 min 
(ng/mL) 

r 0,221 0,497 0,36 0,16 

p 0,165 0,001 0,019 0,318 

Serot6 30 min 
(ng/mL) 

r -0,052 -0,138 -0,065 -0,354 

p 0,745 0,39 0,682 0,023 

Osteoc7 30 min  
(ng/mL) 

r -0,339 -0,092 -0,253 -0,129 

p 0,03 0,568 0,106 0,422 

CTX3 30 min  
(ng/mL) 

r 0,007 0,012 -0,092 -0,211 

p 0,964 0,94 0,561 0,185 

GLP-24 60 min  
(ng/mL) 

r 0,251 0,453 0,374 0,12 

p 0,114 0,003 0,015 0,456 

Serot6 60 min  
(ng/mL) 

r -0,118 -0,248 -0,142 -0,44 

p 0,464 0,119 0,371 0,004 

Osteoc7 60 min  
(ng/mL) 

r -0,417 -0,131 -0,307 -0,16 

p 0,007 0,413 0,048 0,319 

CTX3 60 min  
(ng/mL) 

r 0,007 0,051 -0,073 -0,198 

p 0,965 0,753 0,645 0,214 

GLP-24 120 min  
(ng/mL) 

r 0,241 0,442 0,37 0,126 

p 0,129 0,004 0,016 0,432 

Serot6 120 min  
(ng/mL) 

r -0,008 -0,331 -0,246 -0,376 

p 0,959 0,035 0,116 0,016 

Osteoc7 120 min  
(ng/mL) 

r -0,397 -0,192 -0,346 -0,189 

p 0,01 0,23 0,025 0,236 

continua 
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Tabela 11 -  Resultado das correlações entre as variáveis IMC1, DMO2 e os 
marcadores CTX3, osteocalcina, GLP-24 e serotonina 
estudados ao longo dos tempos do teste de refeição na 
amostra avaliada (conclusão) 

 

Correlação5 IMC1 
DMO2 colo F 

(g/cm2) 
DMO2 total F 

(g/cm2) 
DMO2 coluna 

(g/cm2) 

CTX3 120 min  
(ng/mL) 

r 0,043 0,246 0,05 -0,013 

p 0,79 0,121 0,755 0,933 

GLP2-4 180 min  
(ng/mL) 

r 0,261 0,358 0,349 0,093 

p 0,099 0,021 0,023 0,562 

Serot6 180 min  
(ng/mL) 

r 0,102 -0,25 -0,166 -,332* 

p 0,525 0,114 0,293 0,034 

Osteoc7 180 min  
(ng/mL) 

r -0,366 -0,238 -0,37 -0,233 

p 0,019 0,133 0,016 0,142 

CTX3 180 min  
(ng/mL) 

r 0,002 0,191 0,017 0,085 

p 0,988 0,233 0,916 0,596 

1. Índice de Massa Corporal 2. Densidade mineral óssea 3. Fragmento carboxiterminal do colágeno 
tipo I 4. "Glucagon-like peptide 2" 5. Correlação de Pearson 6. Serotonina  7. Osteocalcina 
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7.2  TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE 

SÃO PAULO-HCFMUSP 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

_________________________________________________________________________ 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL LEGAL 

1.NOME:................................................................................................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : .......................SEXO :    .M □   F  □ 

DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

ENDEREÇO ...................................................................................... Nº .......... APTO: ........ 

BAIRRO:  .......................................................... CIDADE  ..................................................... 

CEP:......................................TELEFONE: (............) .................................. 

2.RESPONSÁVEL LEGAL ...................................................................................................... 

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ........................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO:  M □   F □   

DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 

ENDEREÇO: ......................................................................... Nº .......... APTO: ................... 

BAIRRO: ........................................................ CIDADE: ...................................................... 

CEP:....................................TELEFONE:DDD(............)........................................................ 

__________________________________________________________________________ 

 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: O papel dos hormônios entéricos GLP-2 e 
serotonina no metabolismo ósseo de mulheres pós-menopausadas portadoras de diabetes 
mellitus tipo 2 

PESQUISADOR : LAURA DA SILVA GIRÃO LOPES 

CARGO/FUNÇÃO: MÉDICA INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 127.222 

UNIDADE DO HCFMUSP: ENDOCRINOLOGIA -PRÉDIO DOS AMBULATÓRIOS 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

     RISCO MÍNIMO x  RISCO MÉDIO □ 

 RISCO BAIXO □  RISCO MAIOR □ 

4.DURAÇÃO DA PESQUISA : Realização de exames para inclusão (tempo variável) + Estudo: 
2 horas 
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO 
PAULO-HCFMUSP 

 

1 – Estas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária neste 
estudo, que visa avaliar os efeitos de uma refeição mista nas dosagens séricas de 
osteocalcina, CTX, GLP-2 e serotonina, em mulheres com osteoporose ou osteopenia pós-
menopáusica, comparando os resultados em 2 grupos distintos: diabéticas e não diabéticas/ 
ou com qualquer outra alteração no metabolismo dos carboidratos; 

2 – Será coletada amostra de sangue em veia periférica para realização de exames 
importantes para o estudo, sendo depois administrada refeição mista pré-definida, e 
coletadas novamente outras amostras de sangue para análise; 

3 – Além do desconforto habitual da coleta de sangue, não haverá nenhum outro 
ocasionado pela sua inclusão neste estudo; 

5 – Não há benefício direto para o participante. No entanto, o presente estudo pode 
propiciar, na medida em que estuda alterações ósseas, benefícios futuros no tratamento 
destas doenças; 

6 – Em qualquer etapa do estudo, a senhora terá acesso aos profissionais responsáveis 
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. A principal investigadora é a Dra 
Laura da Silva Girão Lopes, que pode ser encontrada no endereço Av. Dr. Enéas de 
Carvalho Aguiar, 255 - Cerqueira César - 05403-000 / São Paulo – Brasil. Se você tiver 
alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê 
de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Ovídio Pires de Campos, 225 – 5º andar – tel: 3069-
6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 – E-mail: cappesq@hcnet.usp.br 

8 – É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição; 

09 – As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não 
sendo divulgado a identificação de nenhum paciente; 

10 – A senhora terá direito de ser mantida atualizada sobre os resultados parciais das 
pesquisas, quando disponíveis, ou totais, no momento do fim do estudo; 

11 – Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 
exames e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua 
participação. Se existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da 
pesquisa. 

12 – A pesquisadora acima citada se compromete a utilizar os dados e o material coletado 
somente para esta pesquisa; não havendo a possibilidade do seu uso inadequado; 

 

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informações que li ou que foram lidas 
para mim, descrevendo o estudo “Marcadores de formação e reabsorção ósseos e níveis 
séricos de GLP-2 e serotonina após refeição mista em mulheres diabéticas com alteração da 
massa óssea pós-menopáusica”. 
Eu discuti com a Dra Laura da Silva Girão Lopes sobre a minha decisão em participar nesse 
estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos 
permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que tenho 
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em 
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou 
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa 
ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 
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Assinatura da paciente/representante legal  Data         /       /        

 

-------------------------------------------------------------------------  

 

Assinatura da testemunha 

 

--------------------------------------------------  

 

  

 Data         /       /        

(para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores 
de deficiência auditiva ou visual) 

 

(Somente para o responsável do projeto) 

 

 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido 
deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 

 

-------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do responsável ------------------------------------  

Data:  
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